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RESUMO

A producdo agricola brasileira atingiu 226,5 milhGes de toneladas em 2018, sendo Mato
Grosso, Parand e Rio Grande do Sul os estados responsaveis pela maior parte da producéo do
pais. Dentre os desafios da producdo agricola estd o controle de doencas causadas por
fitopatdgenos como, por exemplo, o Colletotrichum gloeosporioides e o Colletotrichum
acutatum. Esses fungos sdo os causadores das doencas conhecidas como podriddo da uva
madura e antracnose, as quais sdo geralmente controladas com fungicidas contendo
piraclostrobin, metiram e tetraconazol. No entanto, alimentos livres de agroquimicos sdo uma
demanda crescente da sociedade mundial. Isso passa a exigir, principalmente da comunidade
cientifica, acOes para um controle eficiente e seguro das fitopatologias. Os 6leos essenciais, 0s
quais sdo produtos do metabolismo secundario de plantas, apresentam propriedades
antiflngicas e sdo vistos como uma alternativa aos fungicidas comerciais. Porém, os 06leos
essenciais sdo altamente volateis e fotodegradéaveis, o que inibe a sua acdo a longo prazo.
Assim, esse trabalho objetivou o desenvolvimento de nanocépsulas de PLA contendo 6leo
essencial de capim-limdo (NCs-PLA-OECL), com o propdsito de libera¢do gradual do 6leo. O
oleo essencial foi caracterizado por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) e indice de refracdo antes do desenvolvimento das nanocépsulas, empregando a
técnica de nanoprecipitacdo de polimero pré-formado. Os efeitos da concentracdo de
surfactantes (Tween 80 e Span 60) e do Gleo essencial foram avaliados utilizando um
planejamento fatorial 2°, sendo o didmetro médio (MD), o potencial zeta (ZP) e a eficiéncia
de encapsulacdo (EE) os fatores de resposta. Ap6s determinar a melhor condicao de sintese,
as nanocapsulas foram adicionalmente caracterizadas por microscopia eletronica de varredura,
analise termogravimétrica e infravermelho com transformada de Fourier. A acdo fungicida
das nanocapsulas foi avaliada frente a ensaio de germinacdo dos conidios dos fungos C.
gloeosporioides e C. acutatum e, na modalidade in vivo, em macds na presenca de
C. gloeosporioides. A metodologia otimizada levou a EE de 99,8%, com MD de 96,4 nm e ZP
de -25,2 mV. A concentracdo inibitéria minima (MIC) para as duas espécies avaliadas na
presenca de Oleo essencial encapsulado foi de 0,1% v/v. O ensaio pds-colheita com macas
mostrou que o 6leo essencial encapsulado apresentava diametros de lesdo até trés vezes
menores do que as macds tratadas com Oleo essencial ndo-encapsulado e do controle
(inoculado).

Palavras-chave: Colletotrichum gloeosporioides, macas, controle alternativo, doencas pos-

colheita.



ABSTRACT

Brazilian agricultural production reached 226.5 million tons in 2018, being Mato Grosso,
Parand and Rio Grande do Sul the states responsible for the major amount of the country’s
production. Among the challenges of agricultural production is the control of diseases caused
by phytopathogens, such as, Colletotrichum gloeosporioides and Colletotrichum acutatum.
These fungi are responsible for the diseases known as ripe rot on grapes and anthracnose,
usually controlled with fungicides containing pyraclostrobin + metiram and tetraconazole.
Nevertheless pesticides-free foods are a growing demand of population. That requires,
especially from the scientific community, actions for an efficient and safe control of the
phytopathologies. Essential oils, which are products from plants secondary metabolism, show
antifungal properties and are seen as an alternative for commercial fungicides. However,
essential oils are volatile and photodegradable, inhibiting their activity in long-term. Thus,
this work aimed to develop PLA nanocapsules with a lemongrass essential oil core
(LG-PLA-NCs), with the purpose of gradual essential oil liberation. The essential oil was
characterized by gas chromatography with mass spectrometry (GC-MS) and refraction index
before the development of nanocapsules by nanoprecipitation of preformed polymer. The
effects of the amount of the surfactants (Tween 80 and Span 60) and essential oil were
evaluated using a 2° factorial design and the mean diameter (MD), zeta potential (ZP) and
encapsulation efficiency (EE) as responses. After determining the best synthesis condition, the
nanocapsules were additionally characterized by scanning electron microscopy,
thermogravimetric analysis and Fourier-transform infrared spectroscopy. The nanocapsules
antifungal activity was evaluated based on a spore germination assay for C. gloeosporioides
and C. acutatum. It was also performed an assay, in vivo, in apples for C. gloeosporioides.
The optimized methodology led to 99.8% EE, with a MD of 96.4 nm and ZP of -25.2 mV.
The minimum inhibitory concentration (MIC) for both evaluated species in presence of the
encapsulated essential oil was 0.1% v/v. The postharvest assay with apples displayed that
encapsulated essential oil presented lesion diameters up to three times smaller than apples
treated with non-encapsulated essential oil.

Key — words: Colletotrichum gloeosporioides, apples, alternative control, postharvest

diseases.
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1 INTRODUCAO

Os fungos fitopatogénicos sdo um grupo de microrganismos que causam perdas
significativas na agricultura, podendo atingir todas as partes da planta e até sobreviver no
solo. Além das doencas causadas na planta viva, os fungos fitopatogénicos causam um
enorme impacto econdémico, considerando a deterioracdo pds-colheita de frutas e legumes. A
deterioracdo dos tecidos, a infeccdo e a propagacédo de fungos reduzem o prazo de validade, a
qualidade e o valor de mercado das frutas (MARI; BAUTISTA-BANOS; SIVAKUMAR,
2016; GONZALEZ-ESTRADA et al., 2017).

O controle desses fitopatdgenos requer o uso de produtos quimicos, 0s quais estdo
principalmente associados a danos ambientais e a satude (BARROS, 2016). Por outro lado, seu
controle é necessario para garantir a sanidade das plantas e dos alimentos.

Estimativas mostram que as perdas causadas por pragas de plantas podem atingir até
40% da producdo global de alimentos e representar um prejuizo econdmico superior a
220 bilhdes de ddlares por ano. Por esse motivo, as Naces Unidas proclamaram 2020 como o
Ano Internacional da Fitossanidade (UNITED NATIONS, 2018). Associados a essa ideia, 0s
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel das Nacfes Unidas entre 2015 e 2030 incluem a
erradicacdo da fome e o consumo e producdo responsaveis (UNITED NATIONS, 2015).

Dessa forma, métodos alternativos de controle de fitopatégenos estdo sendo
considerados. Entre eles, o uso de 6leos essenciais estd crescendo por serem produtos
naturais, biodegradaveis, ecolégicos, econdémicos e seguros (SIVAKUMAR; BAUTISTA-
BANOS, 2014).

Apesar de uma variedade de 6leos essenciais ja terem demonstrado propriedades
contra fitopatogenos, o desafio € garantir a viabilidade econémica desses produtos. O capim-
lim&o é uma planta que apresenta boa adaptabilidade de solo e clima, especialmente em locais
com solos bem drenados e alta exposicao a luz solar (TAJIDIN et al., 2012). Também pode
ser colhido entre 4 a 6 meses apds o cultivo e, apos, em intervalos de 2-3 meses, mostrando
ainda bom rendimento de dleo essencial, 1-2% de massa seca (CARLSON et al., 2001; JOY
et al., 2006).

Associado a essas caracteristicas, o 6leo essencial de capim-limdo e outros 6leos
essenciais ricos em citral sdo conhecidos por suas caracteristicas que permitem seu uso como
pesticidas naturais, incluindo acdo antifungica j& identificada para varios microrganismos
(SILVA et al., 2008; MOHAN et al., 2011; PEREIRA et al., 2012; TOMAZONI et al., 2017).
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No entanto, os 6leos essenciais sdo formados por compostos volateis, uma caracteristica que
dificulta sua aplicacéo e viabilidade econémica.

Assim, a encapsulacdo desses produtos naturais visa promover sua persisténcia por
tempo suficiente para causar a morte ou o controle de pragas (FORIM et al., 2013). A técnica
de deposicdo interfacial de polimero pré-formado é utilizada para obter capsulas em escala
nanométrica, que apresentam maior atividade contra fitopatdgenos, sendo nanocépsulas
particulas poliméricas vesiculares menores que 1 pum (um micrdmetro) compostas por um
nicleo oleoso recoberto por uma parede fina de polimero, geralmente estabilizada por
surfactantes ou agentes estéricos (BECK; GUTERRES; POHLMANN, 2011).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de nanocapsulas de
poli(acido latico) (PLA) contendo Oleo essencial de capim-limdo, sua caracterizacdo e
também a avaliacdo de sua atividade in vitro contra os fungos fitopatogénicos Colletotrichum
acutatum e Colletotrichum gloeosporioides e avaliacdo da atividade in vivo pos-colheita
contra C. gloeosporioides em magcas.

1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de nanocapsulas de poli(acido latico) (PLA) contendo 6leo essencial

de capim-limdo e avaliacdo no controle de fitopatdgenos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desse trabalho serdo:

a) Identificar e quantificar os compostos presentes no 6leo essencial de capim-liméo por
meio de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e
cromatografia a gas com detector por ionizacdo de chama (GC-FID);

b) Determinar a melhor metodologia para obtencdo das nanocapsulas de poli(acido
latico), contendo o6leo essencial de capim-limdo, por meio da técnica de
nanoprecipitacao do polimero pre-formado;

c) Identificar os valores de diametro médio das nanocépsulas por espalhamento de luz
dindmico (DLS), potencial zeta (ZP) e a eficiéncia de encapsulacdo (EE) por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC);
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d) Caracterizar as nanocapsulas, obtidas por meio da metodologia otimizada, por
microscopia eletronica de varredura com canhdo de emissdo de campo (MEV-FEG),
microscopia eletrénica de varredura por transmissdo (STEM), espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e analise termogravimétrica
(TGA);

e) Avaliar a atividade antifungica in vitro das nanocapsulas sintetizadas no combate a
fungos fitopatogénicos por meio do ensaio de germinacdo de conidios e in vivo,
pos-colheita, por meio da avaliacdo do diametro de leséo causado pelo crescimento do

fungo em magcés frente aos diferentes tratamentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com o intuito de desenvolver nanocéapsulas de poli(acido latico) contendo Oleo
essencial de capim-limdo e realizar sua avaliacdo no controle de fitopatdgenos, se torna
necessaria revisdo bibliogréafica sobre os conceitos de agricultura sustentavel, nanocapsulas,
técnicas de encapsulacdo e fungos fitopatogénicos. Ainda, serdo revistas definicbes e
trabalhos anteriores presentes na literatura referentes a 6leos essenciais, poli(acido latico) e a

aplicacdo de nanocéapsulas na agricultura.

2.1 PERSPECTIVAS PARA A AGRICULTURA: AGRICULTURA SUSTENTAVEL

A agricultura enfrenta o desafio de aumentar sua capacidade produtiva em 70% para
suprir a demanda de alimentos e biocombustiveis que o crescimento populacional acarretara
até 2050 (FAO, 2009). Nesse cenario, o Brasil ¢é classificado como superpoténcia
agropecudria, pois o agronegocio, direta e indiretamente, representa quase um quarto do
produto interno bruto (PIB) brasileiro. Apesar dos dados parecerem animadores, 33% da
extensdo territorial brasileira é ocupada pelo agronegécio e, em 2016, o setor agropecudrio foi
responsavel por 74% das emissdes de gases poluentes do pais (RAJAO; RITTL, 2018).

Na area da fruticultura, o Brasil é o terceiro maior produtor de frutas no mundo, atras
apenas de China e india, e estima-se que sejam produzidas 45 milhdes de toneladas ao ano,
sendo que 65% sdo consumidas pelo mercado interno e 35% destinadas ao mercado externo,
valores que devem aumentar devido a maior demanda de frutas pela populacdo em geral
(EMBRAPA, 2018; GLOBO RURAL, 2018).

Associado ao aumento da demanda por alimentos, a populacdo tem exigido cada vez
mais praticas produtivas sustentaveis. Assim, algumas acGes sdo necessarias para garantir que
a pratica agricola seja produtiva, de baixo impacto ambiental, economicamente viavel e que
gere bem-estar social. Como alternativa, a agricultura sustentavel é capaz de entregar
alimentos de igual ou superior carga nutricional com o beneficio de apresentar baixos niveis,
ou até inexistentes, de residuos de pesticidas e causando menor impacto ambiental
(REGANOLD; WACHTER, 2016).

Nesse contexto, insumos quimicos, tais como fertilizantes e pesticidas, apesar de serem,
geralmente, vantajosos em termos de aumento de rendimento da produgéo e combate a pragas,

acabam gerando consequéncias indesejaveis a salde humana e ao meio ambiente. Pesticidas e
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fertilizantes certificados como orgéanicos ja existem no mercado, mas ainda apresentam
desvantagens, como elevado custo, eficiéncia reduzida e a necessidade de agdes adicionais
(UC DIVISION OF AGRICULTURE AND NATURAL RESOURCES, 2017).

2.1.1 Defensivos agricolas de origem natural

A legislacgéo brasileira classifica produtos registrados que possuem em sua COmposi¢ao
apenas insumos permitidos pela legislacdo de orgénicos como “produtos fitossanitarios com
uso aprovado para a agricultura organica”. Para esses produtos € previsto um processo de
registro simplificado a fim de agilizar o procedimento e disponibilizar o produto ao mercado
em menor periodo de tempo (MAPA, 2016).

A Instrucdo Normativa N° 17, de 18 de junho de 2014, traz a relagéo de substancias e
préaticas permitidas para manejo, controle de pragas e doencas nos vegetais e tratamentos
pos-colheita nos sistemas organicos de producdo (MAPA, 2014). Dentre os produtos
relacionados, pode-se destacar a presenca de 6leos essenciais e acidos naturais.

O uso de produtos naturais como pesticidas apresenta diversas vantagens, incluindo
tempo de meia-vida reduzido, por serem moléculas encontradas na natureza e de facil
degradacdo, uso de extratos que diminuem o risco de desenvolvimento de resisténcia em
comparagdo a principios ativos isolados e moléculas com pouca/inexistente presenca de
halogénios, o que reduz o impacto ambiental (DUKE et al., 2002; EMBRAPA, 2016).

Como metodologias alternativas ao uso de agroquimicos, o controle bioldgico ainda é
0 mais empregado no combate as pragas e doencas. Entretanto, alguns produtos ja estdo sendo
desenvolvidos utilizando produtos naturais com o intuito de combater, principalmente, fungos
e insetos.

Dentre os produtos naturais mais empregados, os 6leos costumam ser utilizados como
fungicidas, caso do 6leo de nim (Triology™) e dos 6leos essenciais de alecrim (Sporan™) e
tomilho (Promax™) (EMBRAPA, 2016).

Oleos essenciais também estdo sendo utilizados para o desenvolvimento de
formulacgdes que visam o combate do crescimento de plantas daninhas, ou seja, atuando como
herbicidas. Dentre os produtos disponiveis comercialmente estdo o GreenMatch EX™, que

I™ com 46% de 6leo essencial de

possui 50% de dleo essencial de capim-limao, o Matran |
cravo-da-india, e o Weed Zap™ com 30% de 6leo essencial de cravo-da-india/canela

(DAYAN; CANTRELL; DUKE, 2009). No entanto, esses produtos ainda ndo sao
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comercializados no Brasil.

Ainda, 6leos essenciais como o de alecrim, tomilho e cravo-da-india sdo utilizados
como inseticidas, assim como a capsaicina, oriunda de pimentas vermelhas. Um exemplo de
produto comercial é o Ecotrol® CE que atua como inseticida/acaricida e possui 6leo essencial
de alecrim e de horteld-pimenta em sua composi¢cdo (EMBRAPA, 2016).

Um estudo avaliou o produto Ecotrol®, com 10% de Oleo essencial de alecrim,
utilizando a dose recomendada pelo fabricante (7,5 ml/L) em tomateiros sob casa de
vegetacdo. O estudo concluiu que a aplicacdo do pesticida resultou em supressao de 52 + 16%
da populagdo de &caros rajados (Tetranychus urticae). No entanto, os autores discutem que as
condigdes ambientais, como temperatura e luz, podem acelerar a degradacgéo e a volatilizagdo
do éleo essencial (MIRESMAILLI; ISMAN, 2006).

Outro produto natural utilizado como fungicida é o aldeido cindmico, o qual pode ser
extraido da casca da caneleira ou das sementes de Senna obtusifolia, uma leguminosa
daninha. O aldeido cindmico atua inibindo a sintese de quitina nas células dos fungos, o que o
torna um potencial fungicida, visto que a quitina é um dos componentes majoritarios da
parede celular dos fungos. Nesse caso, a concentracdo do aldeido cinamico que induz metade
do efeito méximo (ICsp) foi definida como 1,44 mmol/L (BANG et al., 2000; EMBRAPA,
2016).

Um trabalho também relatou a utilizacdo de taninos provenientes de acacia-negra no
combate a fusariose (Fusarium subglutinans). Em testes in vitro, os autores do trabalho
observaram a reducdo do crescimento micelial do fungo com 5% de taninos de acacia-negra
adicionados ao meio de cultura. Apoés, os autores realizaram testes in vivo e relataram a
reducédo da ocorréncia de fusariose do abacaxizeiro de 25,77% do tratamento testemunha para
8,62% para o tratamento com taninos (CARVALHO et al., 2002).

Assim, é possivel observar que diversos produtos naturais sao utilizados no combate a
fungos, insetos e plantas daninhas, demonstrando inclusive o potencial de melhoria das a¢des

para eles descritas, tais como protecao contra fotodegradacao e volatilizacao.

2.1.1.1 Oleos essenciais e 0 6leo essencial de capim-limao

Oleos essenciais s3o produtos ou misturas de produtos, que sdo formados no citoplasma
e estdo, normalmente, presentes na forma de pequenas gotas entre as células. Além disso, eles

sdo volateis e compostos de misturas de substancias com fragrancias ou, ainda, algumas
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inodoras (TUREK; STINTZING, 2013; RiOS, 2016).

Os Oleos essenciais normalmente sdo formados como metabdlitos secundérios. Eles
podem ser formados em todas as partes da planta, incluindo partes aéreas (flores, folhas e
pedunculos), casca, frutos, sementes e, também, em suas raizes e rizomas. O papel dos 6leos
essenciais na planta varia, podendo ser utilizados para polinizagdo, como mecanismo de
defesa, repelente ou irritante. Outras possibilidades sdo seu papel antioxidante (doam
hidrogénio em reacGes de oxidacao) ou, ainda, antifungicos e antibacterianos, protegendo as
plantas de fitopatdgenos (EVANS, 2009; RiOS, 2016).

Diversos 0leos essenciais ja demonstraram atividade antimicrobiana como, por
exemplo, aqueles provenientes de alho, canela, tomilho, orégano, cravo, manjericdo,
eucaliptos, pimentas, entre outros (SOLIMAN et al., 2013). As propriedades antimicrobianas
desses Oleos essenciais sdo devidas a presenca de alguns compostos, como: terpenos
alifaticos, éteres e hidrocarbonetos de terpenos aroméaticos (MOREIRA, 2014).

No entanto, apesar de a temperatura de ebulicdo dos compostos presentes em 6leos
essenciais ser geralmente elevada, podendo chegar a 300 °C, eles possuem pressao de vapor
elevada. Entdo, apesar das altas temperaturas de ebulicdo, a elevada pressao de vapor faz com
que os Oleos essenciais sejam volateis (LUCIA et al., 2009).

A encapsulacdo dos 6leos essenciais permite evitar a instabilidade quimica criada pelo
ar, luz, altas temperaturas e umidade, sendo esses os fatores responsaveis pela rapida
degradacéo e evaporac¢do dos principios ativos (MOREIRA, 2014).

De acordo com Azambuja (2009), o 6leo essencial de diversas plantas como, por
exemplo, capim-limdo (Cymbopogon citratus) € rico em citral (Figura 1). O capim-lim&o é
uma planta aromatica perene que possui boa adaptacdo em diferentes solos e condicdes
climaticas (TAJIDIN et al., 2012). A primeira colheita de material vegetal normalmente é
realizada entre quatro e seis meses apds o plantio e as colheitas subsequentes em intervalos de
dois a trés meses (JOY et al., 2006). Devido a esses fatores de boa adaptacdo climatica e
facilidade de cultivo, aliado ao bom rendimento em 0leo essencial, entre 1 e 2% em base seca,
0 capim-limdo é comumente utilizado para a obtencdo de 6leo essencial rico em citral
(CARLSON et al., 2001).
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Figura 1 — Imagem de uma planta de capim-limdo (Cymbopogon citratus).

Fonte: a autora (2019).

O termo citral refere-se a mistura dos estereoisdmeros neral e geranial (Figura 2), e
estes aldeidos sdo os constituintes majoritarios do 6leo essencial de capim-limao, chegando a
representar 70% do total dos constituintes presentes no 6leo. O citral € um conhecido agente
fungitdxico, ligando-se ao ergosterol (um componente da membrana celular dos fungos),
causando a desestabilizacdo e morte desses microrganismos (AZAMBUJA, 2009). Porém,
outros compostos foram relatados por possuir atividade inibitéria como, por exemplo, o acido
geranico (MASUDA et al., 2008). Outros compostos comumente relatados na literatura como
principais constituintes sdao o mirceno (monoterpeno) e o geraniol (&lcool terpénico) que
reforcam seu potencial agricola e farmacéutico (NEGRELLE; GOMES, 2007).

Figura 2 — Estrutura quimica do citral: isbmeros neral e geranial.

O

N

A
OFF =
neral geranial

Fonte: a autora (2019).
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O citral, além de sua ocorréncia natural, € obtido industrialmente a partir da reacéo do
isobuteno com o formaldeido, conforme representado na Figura 3. No entanto, nesse caso, 0
citral é geralmente empregado como um bloco de construgdo para a sintese da Vitamina A
(PARKER; SMITH; BAXENDALE, 2016).

Figura 3 - Sintese quimica do citral a partir do formaldeido.
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citral = geranial + neral geraniol + nerol

Fonte: adaptado de Azambuja (2009).

2.2 NANOCAPSULAS E TECNICAS DE ENCAPSULACAO

Com o intuito de sanar os problemas enfrentados a campo com a utilizacdo de
produtos naturais (degradacdo e volatilizagdo), a técnica de encapsulagdo é vista como uma
alternativa. Além de proteger compostos volateis e fotodegradaveis, a encapsulagdo também
permite 0 aumento da absorcéo do principio ativo (RANJAN; DASGUPTA,; LICHTFOUSE,
2016).

A encapsulacdo € uma técnica biomimética, ou seja, desenvolvida a partir da
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observacdo da natureza. Exemplos de encapsulacdo naturais que se apresentam na escala
macroscopica sdo 0s ovos das aves e as sementes de plantas. J& na escala microscopica, temos
as células e seus constituintes (GHOSH, 2006). Em escala nanométrica, os capsideos virais
sdo recipientes nanométricos que encapsulam o genoma de um hospedeiro, transportando-o e
liberando-o na célula de outro hospedeiro (ROOS et al., 2007).

A encapsulagdo é considerada o processo de envolvimento de um sélido, liquido ou gés
em uma membrana inerte, normalmente de material polimérico (MOREIRA, 2014). Essa
técnica é utilizada com o intuito de protecdo, controle de liberacdo e compatibilidade do
produto envolvido, sendo que a membrana inerte é responsavel por isolar e proteger o
principio ativo do ambiente externo (GHOSH, 2006).

A principal vantagem observada a partir da micro e nanoencapsulacao é a elevada area
superficial, a qual é decorrente da obtencdo das capsulas em escala reduzida, facilitando os
processos de adsorcdo e dessorcao, reagcdes quimicas, dispersao de luz, entre outros (DUBEY;
SHAMI; BHASKER RAOQO, 2009).

Entretanto, Dubey, Shami e Bhasker Rao (2009), ainda elencam outras razdes para
realizar a encapsulacéo, tais como:

a) Separacdo de compostos incompativeis;

b) A estabilidade do principio ativo encapsulado, promovendo a protecdo deste contra a
luz, umidade e calor;

¢) A diminuicdo da volatilidade, limitando a perda do principio ativo;

d) Liberacdo controlada do principio ativo contido no interior da capsula;

e) Eliminacdo de sabor, odor ou cor indesejados do principio ativo.

As nanocéapsulas podem ter didmetro de até 1000 nm, porém normalmente s&o obtidas
na faixa compreendida entre 100 e 500 nm (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
Elas podem ser definidas como sistemas vesiculares que possuem um nucleo, lipofilico ou
hidrofébico, recoberto por uma membrana polimérica (MARCATO; DURAN, 2008; MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Usualmente, o principio ativo esta dissolvido no nucleo da capsula, mas também pode
estar adsorvida a membrana (KHOEE; YAGHOOBIAN, 2009). No caso de uma capsula
mononuclear, ela possui apenas um nucleo que esta envolvido pela membrana, uma cépsula
polinuclear possui varios nucleos de tamanhos distintos envoltos pela mesma membrana e
uma capsula matriz possui o principio ativo integrado na matriz do material de parede
(DUBEY; SHAMI; BHASKER RAO, 2009). A representacdo da morfologia dos diferentes

tipos de capsulas pode ser vista na Figura 4.
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Figura 4 — Morfologias possiveis para as capsulas: A) mononuclear, B) polinuclear e
C) matriz.

A) B) 0

Fonte: adaptado de Moreira (2014).

A morfologia das nanocépsulas pode ser influenciada pela metodologia de sintese
empregada. A selecdo do método de encapsulacdo depende das propriedades fisico-quimicas
tanto da substancia ativa a ser encapsulada quanto do material utilizado como encapsulante,
além da aplicacdo das capsulas, o mecanismo de liberacdo e o tamanho desejados
(BRASILEIRO, 2011).

Entre as técnicas de nanoencapsulacdo mais utilizadas estdo: deslocamento de solvente,
emulsificacdo-difusdo, emulsificacdo-coacervacdo, dupla emulsificacdo e revestimento de
polimero. Uma representacdo de cada uma das metodologias citada pode ser vista no Quadro
1.

Dentre as metodologias, a nanoprecipitacdo tem se mostrado bastante promissora em
diversos trabalhos. Ainda, a utilizacdo de poliésteres, como o poli(acido latico), é vantajosa

devido as propriedades de biocompatibilidade e biodegradacéo.



Quadro 1 - Metodologias para formulacdo de nanocapsulas.
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Formulacio das Nanocapsulas

Concentracio,
purificacio e
estabilizacio das
nanocapsulas

Nanoprecipitacio

Fase organica

Injecdo lenta (gota a gota e com agitacdo moderada) =
ase aquosa

Emulsificacio — difusiao

Fase de dilui¢ao

Fase organica

Fase aquosa

: Emulsificagdao o .
(misturador cfe alto Difusdo (agitagdo
cisalhamento) moderada)

Eliminagéo de
solventes (agitagdo
magnética moderada,
evaporagdo a vacuo,
ultrafiltracio
tangencial).

Emulsifica¢do — coacervacio

Agente de reticulagdo
ou desidratante

Emulsificagdo
(agitacdo mecanica
ou sonicagao)

Fase organica

Coacervagao ]

i

Purificacdo (lavagem
com agua, filtragdo
0,45 pm, filtracdo em

Emulsificagdo o/a
(sonicacdo ou misturador
de alto cisalhamento)

a/o (sonicagio)

H[

(agitagdo gel)
moderada)
Fase aquosa
Dupla emulsificacio
‘ Fase aquosa 2 |
Fase organica Recupejrac;éo X
Emulsificacdo (ultracentrifugacao)

|

Fase aquosa 1

i

Revestimento de polimero

| Agente de revestimento |

Fase oleosa Emulsificagdo o/a

(sonicacéo ou misturador
de alto cisalhamento)

Emulsificagdo
a/0 (sonicagdo)

9[

1

i

Fase aquosa 1

Estabilizacao (Spray-
drying, liofilizagao)

Fonte: adaptado de Mora-Huertas; Fessi; Elaissari (2010).

2.2.1 Nanoprecipitacdo

A nanoprecipitacdo, também conhecida como técnica por deslocamento de solvente ou
deposicao interfacial de polimero pre-formado é amplamente empregada para a obtengdo de
nanocapsulas poliméricas, sobretudo contendo principios ativos utilizados como farmacos
(GUTERRES et al., 2000; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

Essa metodologia de obtencdo consiste na preparacdo de duas fases, uma chamada de
soluvel e outra chamada ndo-soltvel (solubilidade em relagdo ao material encapsulante). A
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fase soluvel é formada por um solvente ou mistura de solventes, um material encapsulante
(normalmente polimérico), o principio ativo de interesse e um tensoativo lipofilico. Ja a fase
ndo-solivel é constituida por um solvente ou mistura de solventes em que o material
encapsulante ndo ¢ solvel e um surfactante (FESSI; PUISIEUX; DEVISSAGUET, 1988).

Frequentemente a fase sollvel é descrita como fase orgénica e a fase ndo-soluvel
como fase aquosa. Entretanto, Mora-Huertas, Fessi e Elaissari (2010) destacaram que apesar
de essa ser a tendéncia, existem casos em que ambas as fases podem ser constituidas por
solventes organicos, ou ainda, ambas serem fases aquosas, dependendo apenas da solubilidade
do principio ativo e do material encapsulante.

Essa metodologia permite a obtencdo instantdnea de nanocapsulas monodispersas, é
reprodutivel e pode ser facilmente adaptada a escala industrial (MILADI et al., 2014).

A técnica de nanoprecipitacdo envolve duas etapas: dissolucdo do polimero em um
solvente, e a posterior adicdo dessa fase em um ndo-solvente que seja miscivel com o solvente
previamente empregado. Essa segunda etapa leva a formacdo espontanea das nanoparticulas
(nanoesferas ou nanocapsulas).

Um sistema monodisperso, determinado pela distribuicdo do tamanho das particulas
obtidas, é influenciado por um processo complexo que inclui as taxas de nucleacdo das
particulas, crescimento molecular e agregacdo (LINCE; MARCHISIO; BARRESI, 2008).
Essas taxas sdo diretamente influenciadas pelo polimero utilizado e dentre os mais utilizados
estdo os poliésteres biodegradaveis, como poli(caprolactona) (PCL), poli(acido latico) (PLA)
e poli(acido latico)-co-glicolico (PLGA) (RAO; GECKELER, 2011).

2.2.2 Poli(acido latico) (PLA)

Para a escolha do material encapsulante, um importante critério € a compatibilidade
com o nucleo. Ele ndo deve reagir com o principio ativo, sendo capaz de formar uma
membrana ao seu redor. A abundancia de polimeros, de origem natural ou sintética, aliada as
suas caracteristicas de permeabilidade (permeaveis, semipermeaveis ou impermeaveis) fazem
deles importantes candidatos a materiais para as membranas de capsulas (MARTINS, 2012;
MOREIRA, 2014).

Os poliésteres sdo usualmente utilizados para a formulacdo das nanocépsulas por
serem biocompativeis e biodegradaveis. Neste contexto, o poli(acido latico) (PLA) de baixa

massa molecular € particularmente interessante, devido a sua biodegradacdo mais rapida
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(HIRSJARVI et al., 2006). O PLA é um poliéster alifatico sintético obtido por meio da
polimerizagdo por abertura do anel do lactideo, utilizando octoato de estanho como
catalisador e na presenca de calor (Figura 5) (GUPTA; KUMAR, 2007; MARTINS, 2012).

Figura 5 — Obtenc&o do poli(acido latico) (PLA) a partir do &cido latico.
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Fonte: a autora (2019).

O PLA, além de possuir elevada capacidade de liberacdo controlada, também
apresenta-se como um material utilizado em embalagens de alimentos (TAWAKKAL et al.,
2014), o que reforca a ideia de ser um bom candidato como material de parede para a
encapsulacao de 6leos essenciais e farmacos.

Na literatura, alguns trabalhos relatam a aplicacdo do PLA como material de parede em
nanocapsulas, especialmente com aplicacdo farmacéutica, como é o caso do estudo de
Guterres et al. (2000) que obteve nanocapsulas de PLA contendo indometacina, um
importante farmaco utilizado como anti-inflamatdrio. Entretanto, essa sintese utilizou
spray-dryer para a obtencdo das nanocapsulas e a natureza do principio ativo fez necessario o
uso de uma base oleosa (benzoato de benzila) para que a encapsulacao ocorresse.

Chang, Yu e Powanda (2003) revelaram a sintese de nanocapsulas de poli(acido
latico), a fim de encapsular agentes terapéuticos, incluindo macromoléculas. O procedimento
apresentado demonstra algumas desvantagens, como a necessidade de banho de ultrassom e
etanol para o preparo da fase organica e a necessidade de resfriar a 4 °C a solucéo resultante
da unido da fase orgéanica e fase aquosa. Alem disso, 0 documento néo prevé a aplicacdo das
nanocapsulas obtidas para o controle de fitopatdgenos.

Liakos et al. (2016) relata a sintese de nanocapsulas de PLA contendo 6leo essencial de
capim-limao. Apesar da sintese descrita ndo necessitar do uso de tensoativos, € necessario
submeter as capsulas a um fluxo de nitrogénio por duas horas e o diametro médio obtido com
a metodologia relatada é de 300nm. O estudo descreve apenas as propriedades
antimicrobianas das nanocapsulas obtidas contra Staphylococcus aureus ATCC 25923,
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 25324, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans
ATCC 10231, néo reportando sua aplicacdo contra fungos fitopatogénicos.

2.2.3 Nanocapsulas na agricultura

A utilizacdo de nanocapsulas para a producéo agricola tem crescido junto a tendéncia de
substituir produtos quimicos por naturais. Isso ocorre porque os produtos naturais, apesar de
possuirem atividade contra pragas, normalmente sdo sensiveis a luz, umidade, temperaturas
elevadas e meios com valores de pH extremos. Assim, a encapsulacdo desses produtos
naturais visa promover a persisténcia deles por tempo suficiente para que causem a morte ou
controle da praga (FORIM et al., 2013). O Quadro 2 apresenta um comparativo entre
publicacdes da area em relacdo aos materiais utilizados e resultados obtidos.

Oliveira et al. (2018b) sintetizaram nanocépsulas de zeina, uma proteina encontrada no
milho, contendo geraniol e citronelal, empregando o método de precipitacdo antisolvente, e
sua atividade repelente foi avaliada contra o acaro-rajado (Tetranychus urticae). Neste estudo,
0s autores reportaram que a encapsulacdo dos principios ativos reduziu sua toxicidade e que
as nanoparticulas apresentaram elevada atividade repelente, sendo uma alternativa para
proteger o principio ativo da degradacdo prematura sem prejuizo a sua eficacia no controle da
praga. Nesse trabalho, apenas a atividade inseticida das nanocapsulas foi avaliada.

Em outro estudo, Oliveira et al. (2018a) sintetizaram nanocéapsulas de quitosana-goma
ardbica contendo geraniol e avaliaram o efeito bioldgico em moscas brancas (Bemisia tabaci).
A encapsulacéo foi capaz de proteger o geraniol da degradacéo pela radiacdo UV e o principio
ativo foi capaz de atrair a praga em questdo. No entanto, a sintese empregada descreve 0 uso
de rotor-estator cisalhante a 10.000 rpm (com o auxilio de UltraTurrax). Além de relatar,
novamente, a atuacdo dessas nanocapsulas apenas como inseticida, no combate a mosca
branca.

Outro estudo utilizou o 6leo essencial de alho (todos os compostos nele presentes) e o
encapsulou com polietileno glicol (PEG), empregando o metodo de dispersdo por fuséo.
Apés, testaram sua atividade no controle de Tribolium castaneum (besouro castanho) e
comprovaram que, apds cinco meses, as nanocapsulas apresentaram eficiéncia de 80% no
controle da praga, contra apenas 11% do 6leo ndo-encapsulado (YANG et al., 2009). Apesar
do bom resultado no controle da praga, esse estudo tambem relatou apenas sua atividade

inseticida. Alem disso, o0 6leo essencial de alho possui baixo rendimento de extracdo, o que
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poderia inviabilizar a utilizacdo das capsulas desenvolvidas comercialmente.

Quadro 2 - Referéncias bibliograficas que sintetizam nanocapsulas de diferentes materiais
encapsulantes e ndcleos a partir de métodos de encapsulacao distintos e suas caracteristicas.

# Material Principio ativo Meétodo de Diametro
encapsulante encapsulagao medio (nm)
1 Zeina Geraniol/citronelal Precipitagéo 150 - 200 nm
antisolvente
2 | Quitosana-goma Geraniol - 140 - 750 nm
arébica
3 | Policaprolactona Extrato de nim Spray-dryer 177 - 245 nm
(Azadirachta indica)
4 | Polietileno glicol | Oleo essencial de alho Disperséo por fusao <240 nm
5 Silica Fipronil Emulsdo e biomimética 8-44 nm
de modelo duplo
# | Potencial zeta Eficiéncia de Atividade bioldgica Referéncia
(mV) encapsulacéo (%)
1| -128a-202mV > 90 % Acaros (OLIVEIRA et
(Tetranychus urticae) al., 2018b)
2 -22.a36 mV > 90% Moscas brancas (OLIVEIRA et
(Bemisia tabaci) al., 2018a)
3| -25,2a-36,8 mV > 98% Tracas (FORIM et al.,
(Plutella xylostella) 2013)
4 - 80% Besouro castanho (YANG et al.,
(Tribolium castaneum) 2009)
5 - 73% Cupins (WIBOWO et
(i.e., Coptotermes al., 2014)
acinaciformis)

Fonte: a autora (2019).

Em contrapartida, Wibowo et al. (2014) encapsularam um inseticida quimico de amplo
espectro ja conhecido, o fipronil, utilizando silica como material encapsulante. Esse estudo
comprovou que as nanocépsulas de silica contendo fipronil foram capazes de manter sua

eficacia causando a morte de 100% dos cupins por seis dias, contra trés dias do produto
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comercial Termidor®. Nesse caso, o fipronil é um inseticida que ndo se enquadra nos
principios desejados para a agricultura sustentavel.

Forim et al. (2013) obtiveram nanocépsulas de poli(caprolactona) contendo extrato de
nim (Azadirachta indica) e avaliaram sua atividade no combate a tracas (Plutella xylostella)
obtendo 100% da morte das larvas com sua melhor formulagdo. Nesse caso, as nanocapsulas
foram obtidas por spray-dryer, um equipamento de maior custo e a aplicacdo demonstrada,
tambem, foi inseticida.

Dessa forma, é possivel observar que produtos naturais sdo mais comumente
nanoencapsulados e que os métodos mais empregados sdo quimicos em detrimento dos
fisicos. As nanocapsulas, em sua grande maioria, sdo empregadas no controle de insetos,
havendo poucos relatos para outros tipos de pragas.

Também, é possivel verificar que para nanocapsulas de materiais encapsulantes
orgénicos o potencial zeta, em média, ficou proximo de -20 mV e a eficiéncia de
encapsulacdo apresentou valores elevados, sempre acima de 70% (Quadro 2).

2.3 FUNGOS FITOPATOGENICOS

Os fungos sdo microrganismos de elevada importéncia ecoldgica e econdmica, porém
também sdo o maior e 0 mais diverso grupo de organismos fitopatogénicos (KRUGNER;
BACCHI, 1995; MORANDI et al., 2009).

Ainda de acordo com Krugner e Bacchi (1995), fungos possuem como caracteristicas
que os diferenciam dos demais seres vivos serem eucarioticos, heterotréficos, a absorcdo de
nutrientes e a formacdo de esporos. A presenca de nucleo (células eucaridticas) os diferencia
das bactérias. O heterotrofismo os diferencia das plantas, pois os fungos necessitam de
carbono para sua nutricdo. Os fungos absorvem nutrientes e agua, normalmente, do substrato
em que se encontram através de suas hifas. E os fungos, em sua grande maioria, se
reproduzem através de esporos.

Dentre as classes de fungos, os ascomicetos sd0 0s mais numerosos e causam diversos
tipos de doencas em plantas. Esses fungos sdo caracterizados pela producdo de esporos
sexuais de formacdo endégena (CARDOSO, 1978).

Os ascomicetos possuem estruturas na forma de saco, denominadas de asco no qual sdo
formados os ascdsporos apos meiose. Os ascosporos sao haploides e ddo origem as hifas que
formam o micélio do fungo (ALEXOPOULOS; MINS; BLACKWELL, 1996).
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O ciclo sexual dos ascomicetos se inicia com a plasmogamia. Ocorre a formagdo de
Orgdos sexuais distintos sendo o feminino denominado de ascogbnio e o masculino
denominado de anteridio. Porém, muitos ascomicetos ndo formam estruturas sexuais e, nesse
caso, a plasmogamia ocorre pela fusdo de hifas somaticas compativeis (KRUGNER;
BACCHI, 1995).

Figura 6 — Representacdo do ciclo vital (fase assexual e fase sexual) de um fungo ascomiceto.

Conidios Conidios
ASSEXUAL
Conidioforo Germinagao do
conidio
3« Hifa
\ somatica

Ascogodnio

FASE
SEXUAL

Ascosporos com
ascas

Ascogonio com células
binucleadas

Estagio avangado

Fonte: adaptado de Krugner e Bacchi (1995).

Normalmente, os ascosporos sdo liberados e se depositam na superficie do hospedeiro,
onde germinam e penetram. Apds a colonizagdo do hospedeiro, os fungos se reproduzem de
forma assexuada, produzindo conidios que serdo responsaveis pelos ciclos secundarios das

doencas causadas. ApOs diversos ciclos assexuais, ocorre a reproducdo sexuada,
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normalmente, ocasionada por condi¢des ambientais desfavordveis ao fungo (KRUGNER;
BACCHI, 1995). Os ciclos sexual e assexual estdo representados na Figura 6.

2.3.1 Colletotrichum sp.

A ampla disseminacdo dos fungos filamentosos do género Colletotrichum, e seu
teleomorfo Glomerella, tornam-os importantes objetos de estudo com o intuito de controlar as
fitopatologias que causam, dentre elas a antracnose. Esses fungos crescem, especialmente, em
regibes tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil (MENEZES, 2006).

Embora a maioria das espécies de Colletotrichum compartilhe um comportamento
similar, cada espécie tem interacdes microrganismo-hospedeiro especificas. Além disso, as
espécies de Colletotrichum podem ser mais ou menos patogénicas, agressivas ou resistentes a
fungicidas, o que implica diferencas nas praticas agricolas e sistemas de controle
(ECHEVERRIGARAY et al., 2019).

Nesse contexto, as espécies C. acutatum e C. gloeosporioides sdo de suma importancia
por sua disseminacdo e pelos impactos produtivos e, consequentemente, econémicos que

causam.

2.3.1.1 Colletotrichum acutatum

O Colletotrichum acutatum é o fungo causador da flor preta em culturas como
morango, maca e citrus. A doenca também é conhecida como antracnose e, por ser uma
doenca de dificil controle, pode causar limitagdes as culturas acometidas em anos com
condi¢Bes climaticas favoraveis ao desenvolvimento do fungo. Esse fitopatdgeno e,
usualmente, combatido com agroquimicos a base de carbendazim, tebuconazol,
piraclostrobina e mancozebe (AGROLINK, 2019a).

Essa doenca acomete diversas partes das plantas, incluindo flores, frutos, peddnculos,
folhas, meristemas apicais e rizoma. Apos a infec¢do, observa-se a necrose dos tecidos
acometidos, chegando a necrosar frutos jovens por completo. Normalmente, as lesfes
amarronzadas incidem na superficie dos frutos e, com presenca de alta umidade, podem ser
observadas manchas rosadas referentes aos esporos do fitopatdgeno. As lesdes foliares sdo de
coloragdo marrom e apresentam aspecto seco, aparecendo nas bordas e expandindo-se para o

centro ou, em casos severos, as folhas acometidas apresentam rasgaduras, podendo ser
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confundidas com lesdes causadas por deficiéncia de calcio. A Figura 7 apresenta lesGes
causadas por C. acutatum na cultura do morango (AGROLINK, 2019a).

Alguns trabalhos ja reportaram a utilizacdo de produtos naturais no controle de
C. acutatum. Duduk et al. (2015), reportaram a utilizacdo de 6leos essenciais no combate a
antracnose do morangueiro. Os 6leos de tomilho, casca de canela e cravo apresentaram efeito
fungistatico na concentragdo de 667 pL/L de meio. Os compostos volateis preveniram
completamente a germinacdo de conidios do fungo em concentracbes de 1,53, 153 e
76,5 pL/L de ar para 6leo essencial de casca de canela, tomilho e cravo, respectivamente. No
entanto, essa volatilizacdo pode indicar que, em uma aplicagdo a campo, o tratamento seria
rapidamente consumido, deixando a planta desprotegida.

Em outro estudo, Almeida, Camargo e Panizzi (2009) descreveram a utilizacdo de
extratos de plantas no controle de C. acutatum. Avaliando os extratos em frutos do
morangueiro, 0s autores perceberam que aqueles obtidos de plantas de arnica e nim ndo
apresentaram diferenca significativa em relacdo a testemunha. Por outro lado, os extratos de
losna e alho apresentaram controle superior a 90%, em relacédo a incidéncia do fitopatdgeno.

Esses trabalhos demonstraram a possibilidade de substituir os fungicidas quimicos por
outros a base de produtos naturais, porém ainda é necessario solucionar algumas questdes,

como a rapida volatilidade dos compostos de 6leos essenciais.

Figura 7 — Lesdes causadas por C. acutatum na cultura do morango.

Fonte: AGROLINK (2019).



32

2.3.1.2 Colletotrichum gloeosporioides

O Colletotrichum gloeosporioides é o fungo causador da antracnose em culturas como
abacate, alho, caju, caqui, figo, goiaba, mamao, manga, maracuja, melancia, péssego e tomate
(AGROLINK, 2019b).

A antracnose acomete os frutos ainda na planta ou apos a colheita e € mais comum em
regides de verdo quente e chuvoso. O inicio da doenca é caracterizado por manchas
marrom-avermelhadas nos frutos. Apds, pontos escuros e salientes sdo formados e, por fim, o0s
frutos ficam enrugados e caem (AGROLINK, 2019b). A Figura 8 apresenta a doenca em
diferentes culturas.

Usualmente, a antracnose causada por C. gloeosporioides € tratada com a aplicacao de
agroquimicos a base de azoxistrobina, mancozebe, tebuconazol e carbendazim
(AGROLINK, 2019b).

Alguns trabalhos reportaram o combate ao fungo C. gloeosporioides utilizando 6leos
essenciais. Sefu, Satheesh e Berecha (2015) relataram a utilizacdo dos dleos essenciais de
gengibre e canela no combate a antracnose na cultura da manga. Os autores reportaram que
em 25 dias as amostras controle apresentaram 100% de incidéncia da doenca enquanto que as
tratadas com 0,45% de Oleo essencial de gengibre e 0,075% de Oleo essencial de canela

apresentaram 38,1 e 26,67%, respectivamente.

Figura 8 — Lesdes causadas por C. gloeosporioides em diferentes frutos e folhas.

Fonte: AGROLINK (2019b).

Siqueira Janior et al. (2012) descreveram a utilizacdo de éleo essencial de mamona
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(Ricinus communis) no controle de C. gloeosporioides e, também, da bactéria Pseudomonas
caricapapayae na cultura do mamé&o. No entanto, o 6leo essencial de mamona ndo se mostrou
efetivo para o controle de P. caricapapayae e, para o controle de C. gloeosporioides, a
concentracdo de 1% de 6leo também ndo foi efetiva, sendo necessaria a aplicacdo de uma
solugdo com, no minimo, 5%. Esse valor € considerado alto para que haja viabilidade na
utilizacdo de dleos essenciais no combate as pragas agricolas. Sellamuthu et al. (2013)
avaliaram o uso do 0leo de citronela e horteld-pimenta e de tomilho no controle da antracnose
na cultura do abacate. Os autores obtiveram reducdo de 100% de incidéncia de antrachose no
controle para 8,3% ap6s 4 dias e 13,9% ap6s 6 dias utilizando uma concentragdo de
66,7 uL/L. Apesar de o percentual de éleo utilizado ser baixo, o periodo comprovado de
protecdo contra a doenca foi muito curto.

Dessa forma, apesar de haver estudos sobre o controle do fungo causador da antracnose
utilizando dleos essenciais, ainda existem pontos de melhoria para o desenvolvimento de

tratamentos futuros.
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3 MATERIAIS E METODOS

Com o intuito de obter nanocapsulas de poli(acido latico) contendo 6leo essencial de
capim-limdo, que possam ser empregadas no controle de fitopatdgenos, é necessario o uso de
materiais e métodos para a sintese. Os insumos empregados para a producéo das nanocapsulas
(ndcleo e parede) e os procedimentos experimentais para a sintese e caracterizacdo estdo
listados a seguir. Ainda, os procedimentos empregados para avaliar o desempenho das
nanocapsulas no controle in vitro e in vivo de fungos fitopatogénicos sdo relatados nessa

secao.

3.1 MATERIAIS

Os reagentes obtidos comercialmente foram utilizados sem prévia purificacdo. A
acetona P.A. foi adquirida da empresa Dinamica, o polisorbato 80 (Tween 80) da empresa
InLab, o monoestearato de sorbitano (Span 60) da Sigma-Aldrich e a acetonitrila foi utilizada
em grau HPLC adquirida da Merck.

O poli(acido latico) (PLA) utilizado foi o Ingeo Biopolymer 4060D da NatureWorks,
lote FA1328B131, fabricado em 24 de fevereiro de 2017 e fornecido para o projeto pela
empresa Cargill.

3.2 METODOS

3.2.1 Obtencdo e caracterizagdo do 6leo essencial de capim-limé&o

O ¢leo essencial de capim-liméo foi extraido no Laboratorio de Estudos do Sistema
Solo, Planta, Atmosfera e Metabolismo Vegetal (LESSPA), da Universidade de Caxias do
Sul. A extracgéo foi realizada por arraste a vapor a partir de material vegetal seco proveniente
de plantas cultivadas na Area Experimental de Fazenda Souza da Universidade de Caxias do
Sul (29°08°28.9”’S 50°59°29.3”W).
O oleo essencial foi caracterizado na Central de Analises do Instituto de Biotecnologia
(CAIB) da Universidade de Caxias do Sul por cromatografia a gs com detector por ionizagdo
de chama (GC-FID), cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas (GC-MS),
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indice de refracdo (RI) e densidade relativa.

As analises por GC-FID foram realizadas em um cromatografo Shimadzu 2010 Plus,
utilizando-se de uma coluna HP-Innowax (30 m x 320 um i.d.) 0,50 um espessura de filme
(Hewlett Packard, Palo Alto, USA), temperatura da coluna, 40 °C (8 min) para 180 °C a
3 °C/min, 180-230 °C a 20 °C/min, 230 °C (10 min); temperatura de injetor 250 °C; split ratio
1:50, detector de ionizacdo de chama com temperatura de 250 °C; gés de arraste H, (34 kPa),
volume injetado 1 pL diluido em hexano (1:10) (SANTOS et al., 2009).

As analises por GC-MS foram realizadas em um cromatografo Hewlett Packard 6890,
equipado com um detector seletivo de massas Hewlett Packard 6890/MSD5973, equipado
com software HP Chemstation e espectroteca Wiley 275. Foi utilizada uma coluna capilar
HP-Innowax (30 m x 250 pum), 0,50 um espessura de filme (Hewlett Packard, Palo Alto,
USA). O programa de temperatura utilizado foi o0 mesmo usado no GC-FID: interface 280 °C;
split ratio 1:100; gas de arraste He (56 kPa); razdo de fluxo: 1,0 mL/min.; energia de
ionizacdo 70 eV; volume injetado 1 pL diluido em hexano (1:10) (SANTOS et al., 2009).

A identificacdo quimica dos constituintes do 6leo essencial foi obtida pela comparacgéo
dos respectivos espectros de massa com aqueles da biblioteca Willey (GC-MS) e por
comparacao do indice de retencdo linear (LRI) pratico com dados da literatura (BABUSHOK;
LINSTROM; ZENKEVICH, 2011). O indice de retengdo linear foi calculado utilizando a
equacdo proposta por H. van den Dool e D. J. Kratz (equagdo 1) por se tratar uma
metodologia com programacdo linear de temperatura e utilizando um padréo de alcanos C7 a
C30 da Sigma-Aldrich (DOOL; KRATZ, 1963; ZELLNER et al., 2008).

LRI = 100.n + 100. <M> 1)

tR(n+1) — trRn
Sendo:
n - nimero de carbonos do alcano linear menos retido pela fase estacionaria do que o
COMpOsto X;
tre) - tempo de retengdo do composto desconhecido (X);
tr(n) - tempo de retencéo do alcano linear menos retido pela fase estacionaria do que o
COMpOsto X;

tr(n+1) - tempo de retencdo do alcano linear mais retido do que 0 composto X.

O calculo do percentual relativo de cada composto no 6leo essencial foi determinado a
partir da area dos picos obtidos por GC-FID.
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Como anélises complementares para a caracterizagdo do 6leo essencial de capim-limé&o, a
densidade relativa foi medida diretamente em um densimetro portatil, modelo DMA-35n da
marca Anton Paar, utilizando o 6leo essencial puro a 20 °C. E a leitura do indice de refracdo
foi feita em um refratbmetro digital ABBE, modelo Quartz da marca CETI, também

utilizando o 6leo puro a 20 °C.

3.2.2 Teste de inchamento

Inicialmente, um filme de PLA foi obtido por meio de prensagem em uma prensa
hidraulica da marca Shulz, modelo PHS 15t pertencente ao Laboratério de Polimeros da
Universidade de Caxias do Sul, mantendo os pellets entre duas placas a 100 °C, com
5toneladas de forca de fechamento, durante 5 minutos. Em seguida, realizou-se o
resfriamento em prensa hidraulica da marca Bovenau - 10 ton, mantendo as 5 toneladas até
atingir a temperatura ambiente.

Do filme obtido, foram retiradas pequenas placas com dimensdes de 10 mm x 5 mm.
Cada uma dessas placas teve a massa previamente determinada e disposta em frasco ambar
junto ao o6leo essencial de capim-limdo, em quantia suficiente para manter as placas
submersas, e mantidos a temperatura ambiente. Em intervalos de tempo pré-determinados (3,
5, 10, 15, 30, 45 e 60 dias) as placas foram retiradas do Oleo essencial, secas com papel

absorvente e, entéo, a massa foi novamente determinada (GUTERRES et al., 2000).

3.2.3 Otimizacdo da sintese das nanocapsulas de PLA contendo 6leo essencial de
capim-liméo

A encapsulacdo do o6leo essencial de capim-liméo foi realizada por meio da deposi¢édo
interfacial do polimero pré-formado, adaptando a metodologia previamente descrita por Jager
et al. (2009) e Venturini et al. (2011). O poli(acido latico) (100 mg) e 0 monoestearato de
sorbitano (77 ou 154 mg) foram dissolvidos em acetona (27 mL) a 40 °C e mantidos sob
agitacdo por uma hora. Apoés, a temperatura foi reduzida, entre 30 e 35 °C, e o 6leo essencial
de capim-limdo foi adicionado, mantendo a mistura resultante sob agitagdo por mais dez
minutos. Essa fase organica foi injetada em uma fase aquosa, que havia sido previamente
agitada por uma hora a temperatura ambiente, contendo polisorbato 80 (77 ou 154 mg) diluido

em agua deionizada (53 mL). Ap6s manter mais dez minutos sob agitacdo, a acetona foi
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evaporada e a suspensdo foi concentrada sob pressdo reduzida em rotaevaporador da marca
Buchi, modelo R-210, até que o volume de 10 mL. A representacdo da obtencdo das

nanocapsulas pode ser observada na Figura 9.

Figura 9 - Representacdo da metodologia empregada para a obtencdo das nanocapsulas.
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Agua deionizada Inicio da formagao Nanocapsulas forma_das
Tween 80 das nanocapsulas apos a concentragao

Fonte: a autora (2019).

Para otimizar a metodologia foi realizado um planejamento fatorial 23 (design of
experiments) com o auxilio do software Minitab 16. Os fatores foram avaliados em dois
niveis e 0s experimentos determinados através do software podem ser observados na Tabela
1, tendo sido realizados em triplicata e de forma aleatoria. As variaveis utilizadas como
resposta foram o didmetro médio das capsulas (MD), potencial zeta (ZP) e a eficiéncia de
encapsulacdo (EE).

Tabela 1 — Planejamento fatorial 2° para a formulagdo das nanocapsulas de PLA contendo
6leo essencial de capim-liméo.

Formulagéo Oleo essencial* Span 60° Tween 80°

F1 -1 -1 -1

F2 -1 +1 +1

F3 -1 +1 -1

F4 -1 -1 +1

F5 +1 -1 -1

F6 +1 +1 +1

F7 +1 +1 -1

F8 +1 -1 +1
'Oleo essencial: -1 = 100 pL; +1 = 200 pL. “Span 60: -1 = 77 mg; +1 = 154 mg. “Tween 80: -1 = 77 mg;
+1 = 154 mg.

Fonte: a autora (2018).
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A eficiéncia de encapsulagéo foi determinada por HPLC, na CAIB da Universidade de
Caxias do Sul, seguindo metodologia adaptada de Oliveira et al. (2018), em um cromatdgrafo
a liquido de alta eficiéncia (HPLC) da marca HP modelo 1100, equipado com detector UV a
240 nm e sistema quaternario de bombas. A coluna Lichrospher RP1g (5um) foi mantida a 30
°C. A andlise em fase reversa foi constituida de: solvente A — &gua Milli-Q e solvente B —
Acetonitrila. O sistema de bombeamento da fase mdvel foi isocratico com 40% do solvente A
e 60% do solvente B durante os 25 minutos de andlise e o fluxo padrdo foi mantido a 0,5
mL/min. O volume de injecdo foi de 5 pL e as amostras foram previamente filtradas em
membranas de Nylon de 0,20 um de diametro de poro.

A linearidade foi determinada por meio da curva analitica (gréafico de calibracdo), a
qual foi obtida a partir de um padrao de citral (Sigma-Aldrich, 95%), utilizando concentracdes
de citral variando de 0,0020 a 0,0625% v/v. A anélise de cada ponto da curva foi realizada em
triplicata.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados com base
no desvio padréo do intercepto com o eixo y (o) e da inclinacdo da curva analitica (S), sendo
LD = 3,3.0/S e LQ = 10.6/S (ICH, 2005). Ainda, a precisdo foi avaliada pelo desvio padréo
relativo (RSD) da analise de precisdo intermediaria, sendo que a precisdo intermediaria foi
obtida a partir da avaliacdo de trés diferentes concentrac@es injetadas em triplicata em trés
dias consecutivos (ICH, 2005).

A eficiéncia de encapsulacdo foi estimada centrifugando as solucBes de capsulas
obtidas a 5.000 rpm por 10 minutos em centrifuga da marca Eppendorf, modelo 5804R. O
sobrenadante foi coletado e analisado, em triplicata, sem dilui¢do prévia utilizando a mesma
metodologia empregada para a realizac¢éo da curva de calibracéo.

O calculo da eficiéncia de encapsulagdo considerou a soma das areas dos picos do
neral e geranial, resultando na area de citral e relacionando essa area total com a curva de
calibracdo. Dessa forma, o percentual de oleo essencial que ndo foi encapsulado foi
determinado, e a eficiéncia de encapsulacdo pode ser calculada pela diferenga em relacéo a
concentracgéo inicial (equagédo 2) (ZHANG et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018Db).

EE (%) = <=L 100 )

i

Sendo:
Ci — Concentracdo inicial de 6leo essencial na formulacéo de nanocéapsulas;
Ct— Concentracdo final de 6leo essencial que nédo foi encapsulado durante a sintese das

nanocapsulas.
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As andlises de espalhamento de luz dindmico (DLS) foram realizadas no Laboratério
de Polimeros (LPOL) da Universidade de Caxias do Sul, em um equipamento Nanoflex® -
180° DLS Size, da marca Particle Metrix. As solucGes de capsulas foram previamente diluidas
em agua deionizada (1:10) e o didametro medio das nanocépsulas e distribuicdo de tamanhos
foram determinados com base na intensidade da luz espalhada. Foram utilizados como
pardmetros o indice de refracdo de 1,465 (MEREDITH; AMIS, 2000; POLYMER
PROPERTIES DATABASE, 2015), geometria esférica e 90 segundos de tempo de andlise,
sendo, previamente, realizada a leitura do branco (agua deionizada). Os dados obtidos durante
0 ensaio foram adquiridos no software Microtrac Flex v.11.0.0.4.

Os ensaios para determinar o potencial zeta (ZP) das nanocapsulas, também, foram
realizados no LPOL, em um equipamento STABINO® - Particle Mapping, modelo PMX400,
da marca Particle Metrix. As solucdes de nanocapsulas foram previamente diluidas em agua
deionizada (1:10) e cada amostra foi analisada durante 100 segundos. Os dados obtidos

durante o ensaio foram adquiridos no software Stabino Control v. 2.00.27.02.

3.2.4 Metodologia otimizada para sintese das nanocépsulas

A sintese das nanocapsulas empregadas nos estudos subsequentes, e preparadas
seguindo as condicBes otimizadas de acordo com a formulacdo F1 (Tabela 1), foi realizada
dissolvendo 100 mg de poli(acido latico) e 77 mg de monoestearato de sorbitano em 27 mL
de acetona a 40 °C e mantidos sob agitacdo por uma hora. Apds, a temperatura foi reduzida,
entre 30 e 35 °C, e 100 uL do 6leo essencial de capim-limdo foram adicionados, mantendo a
mistura resultante sob agitacdo por mais dez minutos. Essa fase organica foi injetada em uma
fase aquosa, que havia sido previamente agitada por uma hora a temperatura ambiente,
contendo 77 mg de polisorbato 80 diluido em 53 mL de agua deionizada. Apds manter mais
dez minutos sob agitacédo, a acetona foi evaporada e a suspenséo foi concentrada sob pressédo
reduzida até que o contetdo final de 6leo na suspensdo de capsulas fosse de 1% v/v (10 mL).
As cépsulas obtidas por meio dessa metodologia foram empregadas para realizar os demais

testes de caracterizacdo das nanocapsulas e, também, os testes bioldgicos.
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3.2.5 Microscopia eletrénica de varredura com canhdo de emissdo de campo e
microscopia eletrénica de transmissédo de varredura

A morfologia das nanocapsulas foi avaliada por meio da técnica de microscopia
eletronica de varredura com canhdo de emissdo de campo (FEG-SEM) e, também, por
microscopia eletronica de transmissdo de varredura (STEM). Ambas as andlises foram
realizadas no Laboratdrio Central de Microscopia Prof. Israel Baumvol, da Universidade de

Caxias do Sul, utilizando um equipamento MEV-FEG de alta performance com um emissor
Schottky de alto brilho da Marca Tescan, modelo MIRAS.

Para as imagens obtidas por MEV-FEG, as amostras foram previamente preparadas a
partir da centrifugacdo da suspensdo de nanocapsulas a 5.000 rpm por 10 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e, com a massa de nanocapsulas resultante, foi realizado um
esfregaco sob uma pequena laminula de vidro que foi presa ao stub utilizando fita de carbono.
Entdo, o stub foi armazenado em dessecador por 24 horas antes de realizar a microscopia. As
magnificagdes empregadas variaram de 3.000 a 20.000 vezes.

J& as imagens obtidas por STEM foram preparadas de acordo com metodologias
previamente descritas por Jager et al. (2009) e Grillo et al. (2012) com algumas modificacdes.
Utilizou-se uma grade com filme de carbono sobre 400 mesh quadrados de cobre, da marca
EMS-Electron Microscopy Sciences, modelo CF400-CU. A suspensdo de nanocapsulas foi
diluida em agua deionizada em uma proporcdo de 1:50. Em seguida, cerca de 10 uL dessa
suspensdo foram gotejados sobre a grade, esperou-se cerca de 2 minutos e o0 excesso foi
absorvido utilizando papel filtro. Apds, adicionou-se cerca de 10 pL de uma solugcdo aquosa
de acetato de uranila a 2% e, apds mais dois minutos, o excesso foi novamente absorvido.
Apobs, a grade foi disposta em dessecador por 24 horas antes de realizar a analise. As imagens
obtidas através de STEM utilizaram magnificagdes entre 20.000 e 50.000 vezes.

3.2.6 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O PLA, o 6leo essencial de capim-limdo e as nanocéapsulas de PLA contendo 6leo
essencial de capim-limdo foram analisados por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). O oleo essencial foi analisado sem prévia preparacdo, o
polimero foi analisado utilizando parte do filme obtido para o teste de inchamento. Por sua

vez, as nanocapsulas foram previamente centrifugadas a 5.000 rpm, por 10 minutos, e 0
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material resultante foi deixado secar protegido da luz antes de ser submetido ao ensaio de
FTIR.

Os ensaios foram conduzidos em um equipamento da marca Perkin Elmer, modelo
Spectrum 400, equipado com um detector de refletdncia total atenuada (ATR) da Pike
Technologies GladiATR. Os dados foram coletados no software Spectrum V.6.3.5.0176.

O espectro de background (branco) foi obtido com o cristal de diamante limpo e vazio,
com 64 scans. Os espectros das amostras, por sua vez, foram obtidos com 32 scans. Todos 0s
espectros foram obtidos utilizando resolucdo de 0,5 cm™ na faixa entre 4.000 e 400 cm™
(GRILLO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2018a).

3.2.7 Andlise termogravimétrica (TGA)

O oleo essencial de capim-limdo, o poli(acido latico) e as nanocapsulas de PLA
contendo Oleo essencial de capim-limdo foram analisados em um equipamento da marca
Shimadzu, modelo TGA-50, no Laboratdrio de Polimeros (LPOL) da Universidade de Caxias
do Sul.

As amostras foram aquecidas de 10 a 810 °C, com uma taxa de aquecimento de
10 °C/min com fluxo de 50 mL/min de nitrogénio (N;), de acordo com a metodologia

empregada por Brambilla (2013).

3.2.8 Ensaio de estabilidade das nanocapsulas

As nanocéapsulas de poli(acido latico) contendo dleo essencial de capim-liméo foram
armazenadas a 5 °C, protegidas da luz em tubos fechados. A distribuicdo do tamanho das
nanocapsulas foi determinada logo apds a sintese e, também, apds 30, 60 e 90 dias de
armazenamento por DLS, utilizando a mesma metodologia descrita na secéo 3.2.3.

Apos aproximadamente 6 meses de armazenamento, a morfologia das nanocapsulas

também foi verificada por MEV-FEG, empregando uma magnificacdo de 50.000 vezes.



42

3.2.9 Avaliacdo da atividade antifungica

3.2.9.1 Identificacdo dos isolados fungicos e obtencdo de conidios

Para a identificacdo de isolados fungicos de Colletotrichum acutatum (44/17) e
Colletotrichum gloeosporioides (A21/17), foi realizada extracdo de DNA, onde um fragmento
da regido ITS foi amplificado por PCR, posteriormente sequenciado e comparado com
sequéncias depositadas no GenBank (ECHEVERRIGARAY et al., 2019).

Para obter os conidios de fungos utilizados nos ensaios in vitro e in vivo, placas de
BDA (batata dextrose agar) inoculadas com C. acutatum e C. gloeosporioides foram mantidas
a 28 °C durante 7 dias com fotoperiodo de 12 horas. Ap6s 7 dias, as placas foram lavadas com
agua destilada esterilizada e o contedo resultante foi filtrado para separar os conidios dos

micélios fungicos. Os conidios fungicos foram quantificados na cAmara de Neubauer.

3.2.9.2 Ensaio antifungico in vitro: avaliacdo de germinacéo de conidios

O efeito de sete concentracGes de dleo essencial de capim-limao encapsulado e
ndo-encapsulado (0,4, 0,2, 0,1, 0,05, 0,025, 0,013 e 0,006% v/v) no controle de
Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporioides foi avaliado por meio de teste em
placa de 96 orificios, conduzido em duplicata e contendo como controle uma solucdo agquosa
0,4% m/v de Tween 80. Foram adicionados 90 uL de cada diluicdo aos pocos de teste mais
10 uL de uma suspensdo de conidios fungicos (1x10° conidios/mL). Um grupo controle
usando 0s mesmos tratamentos, mas na auséncia da adicdo de conidios fangicos, também foi
realizado em duplicata. A placa foi incubada a 28 °C por 48 horas, com fotoperiodo de
12 horas, para posterior avaliagdo da germinacao dos conidios.

A absorbancia foi lida a 620 nm, utilizando um leitor de microplacas, para determinar
a porcentagem de germinagdo de conidios. Essa porcentagem foi determinada com base na
diferenga entre os valores médios obtidos para cada tratamento com e sem a adicdo de
conidios fungicos.

Ainda, a germinacéo de conidios foi verificada microscopicamente para confirmar os

dados espectrofotométricos.
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3.2.9.3 Ensaio antifungico in vivo: atividade em macas

A atividade antifungica do Oleo essencial de capim-limdo encapsulado e
ndo-encapsulado foi avaliada em macds como tratamento preventivo contra
C. gloeosporioides. Utilizou-se a MIC e outra concentracdo correspondente a duas vezes a
MIC, mais um controle negativo de solucdo aquosa de Tween 80 a 0,4% m/v e um controle
positivo (apenas conidios fangicos).

Macas da variedade gala foram adquiridas em supermercado local, higienizadas com
solucdes de etanol 70% e hipoclorito de sédio 0,5% v/v e, finalmente, lavadas com agua
esterilizada. Para cada tratamento foram utilizadas dez macas. Lesdes com aproximadamente
2 mm de comprimento e 1 mm de profundidade foram feitas usando um bisturi e 10 pL do
tratamento foram aplicados em cada lesdo (exceto para controle positivo) com o auxilio de
micropipeta, sequidos por 10 pL de uma suspenséo de conidios fingicos 1x10° conidios/mL
(exceto para controle negativo).

As macés foram colocadas em caixas plasticas e mantidas a 24 °C com 95% de
umidade relativa por 10 dias. Ap6s 5, 7 e 10 dias, os didmetros das lesfes foram determinados
(duas avaliacdes perpendiculares).

Os dados foram analisados por ANOVA e as médias foram separadas pelo teste de
Tukey. O limiar para significancia estatistica foi estabelecido em p<0,05. Todas as analises
estatisticas foram realizadas no software SPSS versdo 22.0 para Windows.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a sintese e
caracterizagdo das nanocépsulas de poli(&cido latico) contendo 6leo essencial de capim-limao

e seu desempenho no controle, in vitro e in vivo, de fungos fitopatogénicos.

4.1 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO

Para assegurar a qualidade e a identidade quimica do 6leo essencial obtido a partir do
capim-limdo, foi inicialmente realizada uma analise por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas, a qual é a técnica mais usual na caracterizacao de 6leos essenciais.

Para a andlise foi empregada uma coluna capilar com caracteristica altamente polar do
tipo Wax, na qual a fase estacionaria € constituida de uma estrutura reticulada
polietilenoglicol (crosslinked PEG) e é preferencialmente empregada na separacdo e
caracterizacdo dos 0leos essenciais (VERNIN et al., 2001; MORRISON et al., 2010).

Figura 10 — Perfil cromatogréafico do 6leo essencial de capim-limé&o obtido por cromatografia
a gas (GC-MS).
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Fonte: a autora (2019).

O cromatograma obtido para o 6leo essencial de capim-limdo por GC-MS pode ser
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visto na Figura 10. E possivel observar a presenca de diferentes compostos com tempos de
retencdo distintos. A caracterizagdo dos compostos constituintes foi inicialmente realizada
pelo padrdo de fragmentacdo do ion molecular, a qual foi auxiliada pela comparagéo entre o
espectro de massas obtido com aqueles da biblioteca.

Como observado no cromatograma mostrado na Figura 10, os dois picos mais intensos
foram atribuidos aos compostos majoritéarios neral (5) e geranial (6).

Os espectros de massas de baixa resolucdo para o neral e o geranial sdo apresentados
na Figura 11 e Figura 12, respectivamente, e foram obtidos utilizando condi¢des idénticas no
sistema de cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

No espectro de massas para o geranial (Figura 12), observamos em m/z 152 o pico
correspondente ao ion molecular [M]*, o qual se apresenta com uma baixa intensidade. O pico
observado em m/z 137 ¢ atribuido ao fragmento [M-CHs]", o qual é gerado pela perda de um
radical metila. O fragmento com m/z 123 é observado devido & segmentagdo o do ion
molécular, gerando o ion [M-CHO]". O fragmento com m/z 109 decorre da perda de um grupo
isopropila e da ressonancia da ligacdo dupla. Decorrente da clivagem bialilica no centro da
molécula do neral, observam-se os fragmentos com m/z 84 e m/z 69, que € o pico base. No
espectro de massas do neral (Figura 11), os mesmos picos sao identificados, com variagdes

em suas intensidades.
Figura 11 — Espectro de massas de baixa resolucdo para o neral.
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Figura 12 — Espectro de massas de baixa resolucéo para o geranial.

3400000 842
32000004
30000004
28000004
26000004
24000001
22000004
20000004
18000004
1600000y

14000004

Abundéncia (u.a)

12000004
1000000]
800000 42

800000 s 137
400000]

||Im ’I |..||||L I.|v|1. ol izl l s

A AN LI w52 | se1a 2049 283
95 60 65 70 75 80 25 90 05 100 105 110 115 120 125 130 135 180 145 150 155 160 185 170 175 180 185 160 105 200 205 210 215 200 205 250 235 240 |

2000004 ‘
}

|
& %

m/z

Fonte: a autora (2019).

No entanto, para assegurar a identificacdo adequada dos demais picos observados no
cromatograma, em associacdo a analise comparativa do espectro de massas, foi realizada a
analise do indice de retencdo linear (LRI), e comparado aos valores reportados na literatura
(BABUSHOK; LINSTROM; ZENKEVICH, 2011; NIST, 2018).

A utilizacdo do indice de retencdo linear é importante, visto que é uma ferramenta
utilizada para possibilitar a identificacdo dos compostos mesmo quando existem diferencas
nos métodos utilizados para andlise, como diferentes fases estacionarias, fluxo de gas de
arraste e rampas de temperatura. O principio do LRI é relacionar o tempo de retencdo dos
compostos analisados com aqueles de uma sequéncia de alcanos lineares (padréo de alcanos),
utilizando equag@es que variam de acordo com 0 aquecimento realizado durante a analise por
cromatografia a gas (isotérmico, rampa de temperatura, programa de temperatura
personalizado) (DOOL; KRATZ, 1963; ZELLNER et al., 2008; NIST, 2018).

Com isso, foi possivel identificar doze compostos, que totalizaram 94,1% da
composi¢do do 6leo essencial de capim-limdo (Tabela 2, Figura 13). Deste total, neral e
geranial representam 25,6 e 41,8%, respectivamente. Dessa forma, é possivel afirmar que o
citral (neral + geranial) € o composto majoritario para o 6leo essencial de capim-limé&o,

representando 67,4% da sua composicao.
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Tabela 2 - Compostos identificados no dleo essencial de capim-liméo através de cromatografo
a gas acoplado a espectrémetro de massas e posterior célculo do indice de retencéo linear.

o LRI LRI Percentual relativo®

# Composto identificado calculado literatura (%)
1 S-mirceno 1166 1161 18,1
2 (2)-p-ocimeno 1232 1235 0,2
3 Linalol 1545 1543 2,3
4 2-undecanona 1592 1598 1,0
5 Neral 1678 1679 25,6
6 Geranial 1731 1725 41,8
7 Citronelol 1760 1764 0,4
8 Nerol 1791 1795 0,2
9 2-tridecanona 1800 1808 0,4
10 Geraniol 1841 1839 2,7
11 Acido nérico 2288 2294 0,3
12 Acido geranico 2333 2347 1,0

Total identificado 94,1

ICalculado com base no espectro de GC-MS. “Calculado com base no espectro de GC-FID.
Fonte: a autora (2019).

Esses valores estdo de acordo com aqueles identificados por outros pesquisadores para
0 Oleo essencial de capim-limdo cultivado no Brasil. Andrade, Zoghbi e Lima (2009)
reportaram que a extracdo de Oleo essencial a partir das folhas de Cymbopogon citratus,
cultivado no estado do Pard, resultou em 30,1% de neral e 39,9% de geranial. J& o estudo de
Barbosa et al. (2008) avaliou onze amostras de Oleo essencial de Cymbopogon citratus
comercializadas no Brasil e constatou percentual de citral entre 40,7 e 75,4%.

Negrelle e Gomes (2007) reportaram, também, que independente da origem do
capim-limdo, o Oleo essencial possui de 30 a 93,74% de citral, tendo, geralmente,

predominancia do geranial.
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Figura 13 - Compostos identificados no 6leo essencial de capim-limao.
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Fonte: a autora (2019).

Com o intuito de verificar a pureza do 6leo essencial obtido, foi realizada a
determinacdo do indice de refracdo da amostra. De acordo com a Farmacopeia Brasileira, 0
“indice de refracdo (n) de uma substéncia ¢ a relagdo entre a velocidade da luz no véacuo e sua
velocidade na substancia” (ANVISA, 2010).

O indice de refracdo foi determinado como 1,4873 * 0,0003, que estd de acordo com
valores reportados na literatura para o 6leo essencial de capim-lim&o. De acordo com a (I1SO -
INTERNATIONAL ORGANIZATION OF STANDARDIZATION, 1974), o valor do indice
de refracdo para o 6leo essencial de Cymbopogon citratus deve estar entre 1,4830 e 1,4890.

Ainda visando verificar a pureza do Gleo, a densidade relativa foi determinada em
0,909 + 0,001. O valor encontrado esta um pouco acima do relatado pela ISO (1974), que

descreve valores entre 0,872 e 0,897.

4.2 TESTE DE INCHAMENTO

O teste de inchamento é realizado com o intuito de verificar se 0 material de parede e a
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substancia a ser contida no nucleo das nanocapsulas sdo compativeis (insollveis, pouco
sollveis ou interagem fracamente) para o processo de encapsulacdo. Se a substancia do
nucleo solubilizar o material de parede € um indicativo de que as formulacdes com esses
materiais serdo nanoemulsdao em vez de nanocapsulas (BECK; GUTERRES; POHLMANN,
2011).

Os resultados obtidos com o teste de inchamento para o PLA na presenca do 6leo
essencial de capim-limado comprovaram que esse polimero € indicado para a preparacdo de
nanocapsulas contendo esse 0leo essencial. O aumento de massa inicial da placa de PLA ficou
entre 30 e 35% e, apos, a variacdo massica inicial permaneceu estavel durante os 60 dias do
experimento (Figura 14), comprovando que o polimero €é insolGvel no dleo essencial de
capim-limao durante o periodo observado. O inchamento inicial € comum e indica que ocorre
interacdo entre as moléculas do liquido e a rede polimérica, sendo importante um inchamento
limitado do polimero para assegurar a liberagdo controlada do material encapsulado
(STANGARLIN, 2014; SIENKIEWICZ et al., 2017).

Figura 14 — Variacdo massica durante o teste de inchamento do poli(acido latico) em presenca
de 6leo essencial de capim-liméao.
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Fonte: a autora (2019).

Guterres et al. (2000) reportaram que benzoato de benzila é capaz de solubilizar o

poli(acido latico) e, também, a poli(caprolactona), ambos polimeros bastante empregados na
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obtencdo de nanocéapsulas. Nesse caso, a escolha dos materiais deve ser repensada ou o
resultado final sera de nanoemulséo.

Assim, comprovado que o PLA é insoltvel no 6leo essencial de capim-limdo durante o
periodo de avaliacdo, esse polimero foi escolhido para a obtencdo das formulacdes de

nanocéapsulas.

4.3 OTIMIZAQAQ DA SINTESE DE NANOCAPSULA§ DE POLIACIDO LACTICO
CONTENDO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO

Com o intuito de obter capsulas na escala nanométrica, com maior uniformidade
possivel, estaveis, e, principalmente, alta eficiéncia de encapsulacdo, foram realizados
diferentes experimentos com base no planejamento fatorial 23. Apo6s alguns testes iniciais e
baseado em valores reportados na literatura, foi possivel estabelecer a melhor massa do
polimero (100 mg) e dos solventes utilizados (27 mL de acetona e 53 mL de dgua deionizada).
Entretanto, a quantidade dos surfactantes (Tween 80 e Span 60) e do proprio 6leo essencial
foram avaliadas por meio de um planejamento fatorial em que os fatores resposta diametro
médio das nanocapsulas, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacdo foram determinantes na
busca pela melhor metodologia de sintese, identificando a influéncia de cada um dos fatores.

O planejamento experimental possibilitou determinar em um menor numero de
experimentos, a otimizacdo da metodologia empregada para a sintese das nanocapsulas de
PLA contendo Oleo essencial de capim-limdo. As analises de DLS e ZP sdo técnicas
complementares que foram realizadas com o intuito de obter informacdes sobre o tamanho
médio das nanocapsulas e a concentracdo das formulacdes (OLIVEIRA et al., 2018a). As
analises por DLS possibilitaram o célculo do didmetro médio das nanocépsulas, baseando-se
em triplicata. Os resultados foram obtidos com base na intensidade da luz espalhada, visto que
0 principio da técnica de DLS ¢é baseado na determinacdo dessa intensidade
(BHATTACHARIJEE, 2016).

A Figura 15 apresenta a distribuicdo de didmetro para uma amostra de cada uma das

formulacdes de nanocépsulas, os dados foram obtidos por espalhamento de luz dindmico.



Figura 15 - Distribuicdo por intensidade do diametro das nanocapsulas obtidas por
espalhamento de luz dindmico e calculo do didmetro médio obtido por uma aproximacao
gaussiana para as formulacdes: A) F1, B) F2, C) F3, D) F4, E) F5, F) F6, G) F7 e H) F8.
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Os valores obtidos para o potencial zeta podem ser observados na Figura 16. O
potencial zeta é amplamente empregado na avaliacdo da carga superficial de nanoparticulas.
Os valores, positivos ou negativos, de potencial zeta sdo determinados pela identificacdo da
direcdo de qual eletrodo as particulas se movem durante a eletroforese. Portanto, apenas a
magnitude do potencial zeta é relevante (BHATTACHARJEE, 2016).

Figura 16 — Valores de Potencial Zeta para as diferentes formulacdes de nanocépsulas.
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Fonte: a autora (2019).

Em relacdo ao célculo da eficiéncia de encapsulacao, o citral foi escolhido por ter sido
previamente identificado por GC-MS como composto majoritario do Oleo essencial de
capim-limdo, tendo 67,4% do percentual relativo quando somados os valores para seus
isbmeros neral e geranial.

A equacdo de regressdo linear y = ax + b, que relaciona as varidveis x e y e gera 0s
coeficientes de regressao a (inclinacdo da curva) e b (intersec¢do da curva com o eixo y), foi
determinada com base nos valores obtidos por HPLC (INMETRO, 2011). O eixo X
representou as concentragfes de citral e 0 eixo y a soma das areas dos picos de neral e
geranial, os isdmeros conhecidos como citral. Foi calculado o coeficiente de determinacéo
(R?), a fim de garantir a qualidade da curva analitica realizada, desejando-se um valor de
R2>0,99 (MAPA - MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2011a).

A curva analitica de concentracao de citral por absorbancia obtida atraves de UV-HPLC
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esta representada na Figura 17, junto aos cromatogramas das amostras da curva sobrepostos.
Foi obtido um valor de Rz = 0,99 e, a partir dessa curva, a equacdo que relaciona a
concentracdo de citral com a absorbancia foi estabelecida como: y = 519579x + 145,58.

Os valores de limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram
determinados para esse método como 0,0004 e 0,0013% v/v, respectivamente. A precisao foi
determinada utilizando as concentra¢Ges de 0,0020, 0,0078 e 0,0625% v/v e os valores
calculados de desvio padrdo relativo (RSD) foram 5,96, 5,45 e 3,42%, respectivamente. Esses
valores estdo de acordo com os coeficientes maximos admitidos, pelas normas utilizadas
nesse trabalho para essas concentragdes do analito (MAPA - MINISTERIO DA
AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2011b).

Figura 17 — Curva analitica obtida através de HPLC que relaciona concentragdo de citral com
absorbéancia e seus respectivos cromatogramas.
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Fonte: a autora (2019).

Com base nessa equacdo e no percentual de citral no 6leo essencial de capim-liméo
(67,4%), a eficiéncia de encapsulagdo para os diferentes testes pode ser calculada utilizando,
também, essa equagdo. Ainda, o percentual de 6leo essencial de capim-limdo que sofreu
arraste durante o processo de evaporagdo do solvente foi quantificado como sendo 1,2% do

total de 0Oleo essencial previamente adicionado. Assim, por se tratar de um percentual baixo,
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foi desconsiderado para o célculo da eficiéncia de encapsulagéo.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 3. A Tabela 3 apresenta, também, os
resultados obtidos como a média de trés repeti¢bes para o planejamento fatorial 23.

A andlise estatistica do planejamento fatorial realizada posteriormente permitiu gerar 0s
gréaficos pareto e a tabela contendo o efeito estimado para cada uma das varidveis. Os gréaficos
pareto (Figura 18) foram utilizados para identificar os fatores que influenciam
significativamente (p<0,05) as variaveis dependentes, bem como para avaliar as interacdes. A
Tabela 4 apresenta os valores do efeito estimado para cada uma das variaveis dependentes,
bem como os valores de p. Se o valor do efeito estimado é positivo, isso significa que existe
uma relagdo direta entre o fator e a varidvel. Entretanto, se o valor do efeito estimado é

negativo, isso indica uma relacéo inversa entre o fator e a variavel (OLIVEIRA et al., 2018).

Tabela 3 - Planejamento fatorial 23 para a formulacdo de nanocépsulas contendo dleo
essencial de capim-limao (OE) e os resultados obtidos para diametro médio (MD), potencial
zeta (ZP) e eficiéncia de encapsulacéo (EE).

Formulaggo OE Span 60 Tween 80 MD ZP EE
(L) (9) (9) (nm) (mV) (%)

F1 100 0,077 0,077 96,4+ 25 -252+0,3 99,77 +£0,00

F2 100 0,154 0,154 1184+10,1 -279+0,8 99,29 +0,01

F3 100 0,154 0,077 1505+2,7 -288+0,8 99,14 +0,01

F4 100 0,077 0,154 923+151 -224+20 99,01+0,01

F5 200 0,077 0,077 1248+17 -16/4+17 99,48 +0,01

F6 200 0,154 0,154 1623+59 -235+05 99,46 +0,01

F7 200 0,154 0,077 1733+9,6  -248+0,3 99,45+0,02

F8 200 0,077 0,154 126,1+12 -185+0,2 99,51+0,01

Fonte: a autora (2019).

Observando a Figura 18, é possivel concluir que o fator que mais influencia o diametro
médio das nanocépsulas é a concentracdo de Span 60 utilizada nas formulagdes e, de acordo
com o valor de efeito encontrado na Tabela 4, sabe-se que quanto maior a massa de Span 60,
maior o didmetro medio das nanocépsulas. Assim, como se deseja um MD menor, uma
concentracdo menor de Span 60 é indicada.

Observando a Tabela 3, observa-se que as formulagdes F1 e F4 (ambas com menor
concentracdo de Span 60) levaram a valores de MD abaixo de 100 nm, porém a formulacéo
F4 apresentou um desvio padréo bastante elevado.

Ainda, o estudo realizado por Venturini et al. (2011) demonstrou que, para obter

unicamente nanocapsulas de ndcleo lipidico sem a formagdo de emulsdo externa a camada de
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polimero, foi necesséria a utilizacdo de uma concentracao inferior de Span 60.

Na Figura 18, observa-se que, em seguida, 0 MD ¢ influenciado diretamente pelo
volume de OE utilizado. E, por fim, é inversamente influenciado pela massa de Tween 80 da
formulacéo.

A reducdo de tamanho das cdpsulas na presenca de Tween 80 era esperada, pois ja foi
reportado na literatura que a adicdo desse surfactante gera nanoparticulas de menor tamanho
em comparacdo com outros surfactantes (EPHREM et al., 2014). Esse comportamento pode
ser explicado, pois uma quantia maior desse surfactante possibilita a obtencdo de
nanocapsulas mais estaveis com menor coalescéncia e, consequentemente, menor didmetro
médio (KHAYATA et al., 2012).

Tabela 4 - Efeitos estimados e valores de p para as varidveis dependentes estudadas (diametro
médio, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacao).

Variaveis dependentes

Eficiéncia de
encapsulagao
Efeito estimado p Efeito estimado p Efeito estimado p

Fatores Diametro médio Potencial zeta

OE 32,208 0,000* 5,300 0,000* -0,444 0,000*
Span 60 41,183 0,000* -5,590 0,000* -0,271 0,000*
Tween 80 -11,483 0,004* 0,730 0,149 -0,165 0,000*

Fonte: a autora (2019).

Em relacdo ao potencial zeta, observando a Figura 18 e , é possivel afirmar que a massa
de Span 60 é o fator que mais o influencia, sendo que quanto maior a massa de Span 60,
menor o valor do potencial zeta das nanocapsulas.

Em seguida, observa-se que o volume de OE influencia diretamente o potencial zeta e
que a massa de Tween 80 utilizada nas formulagdes ndo apresenta influéncia significativa
sobre essa variavel dependente.

De forma geral, a literatura reporta que valores de potencial zeta entre O - |[10| mV, |10] -
|20] mV, |20| - |30| mV e |30] mV indicam, respectivamente, solucGes altamente instéveis,
relativamente estaveis, moderadamente estaveis e altamente estaveis para mecanismos de
repulsdo eletrostatica (BHATTACHARJEE, 2016). E relatam ainda que um valor minimo de
potencial zeta de £20mV é necessario para atingir estabilidade estérica (PATEL,
AGRAWAL, 2011).

Dessa forma, observa-se na Tabela 3 que as formulagdes F1, F2, F3, F4, F6 e F7

apresentaram valores de potencial zeta entre -20 e -30 mV e, consequentemente, uma boa
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estabilidade para solugdes de nanocdpsulas em comparag¢do com outros trabalhos encontrados
na literatura (EPHREM et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018b).

Figura 18 - Graficos pareto relacionando os efeitos dos fatores (Span 60, Tween 80,
OE) nas variaveis dependentes: A) diametro médio (nm), B) potencial zeta (mV) e eficiéncia

de encapsulacao (%).
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Ainda, é possivel concluir que todos os fatores possuem influéncia significativa sobre a
eficiéncia de encapsulacdo e que todos possuem uma relagdo inversa com a resposta EE.
Porém, ao observar a Tabela 3 é possivel concluir que a diferenca para a eficiéncia de
encapsulacao entre as formulagdes € desprezivel, uma vez que todos o0s valores sdo superiores
a 99%.

Dessa forma, por almejar cépsulas em escala nanométrica, solugdes com boa
estabilidade e alta eficiéncia de encapsulacdo do 6leo essencial, a formulacdo F1 foi escolhida

para o prosseguimento do estudo.

4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS OBTIDAS A PARTIR DA
METODOLOGIA OTIMIZADA

Apds a otimizacdo da sintese utilizada para o preparo de nanocapsulas, 0 proximo passo
foi a caracterizacdo morfologica e da estabilidade térmica delas. Essas caracterizacdes
objetivaram comprovar a encapsulacdo do Oleo essencial, a caracteristica esférica das
nanocapulas, sua escala nanométrica e capacidade de melhorar a estabilidade térmica do 6leo

essencial de capim-liméo.

4.4.1 Microscopia eletronica de varredura com canhdo de emissdo de campo e
microscopia eletronica de transmissdo de varredura

As imagens obtidas empregando microscopia eletrénica de varredura com canhdo de
emissdo de campo e microscopia eletronica de transmissdo de varredura que demonstram a
formacgé@o das nanocapsulas podem ser observadas na Figura 19. Por meio da imagem de
MEV-FEG (Figura 19, A), é possivel verificar a caracteristica esférica das nanoparticulas
obtidas, porém ndo possibilita determinar se sdo nanoesferas ou nanocapsulas. Todavia, a
imagem de STEM (Figura 19, B) sugere a existéncia de um nucleo envolto por uma
membrana de material mais denso.

A morfologia esférica para nanocdpsulas de PLA, ¢-poli(caprolactona) e
quitosana-goma arabica também foi descrita por Guterres et al. (2008) e Oliveira et al.
(2018a). Essa geometria pode estar relacionada a formacdo prévia de goticulas de 6leo

essencial associadas a etapa de emulséo no processo de nanoprecipitagéo.



Figura 19 — Imagens das nanocapsulas de poli(acido latico) contendo 6leo essencial de

capim-limao, com magnificagdo de 20.000 vezes, obtidas por meio de: A) Microscopia

eletronica de varredura com canhdo de emissdo de campo. B) Microscopia eletronica de
transmisséo de varredura.
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Fonte: a autora (2019).
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4.4.2 Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR do dleo essencial, do PLA e das nanocépsulas estdo
apresentados na Figura 20. O Oleo essencial é predominantemente constituido por neral,
geranial e B-mirceno que possuem como grupos caracteristicos aldeidos e alcenos. As trés
bandas observadas em 2965, 2913 e 2857 cm™ sdo caracteristicas das vibracdes de
deformacéo axial da ligagdo C—H em moléculas alifaticas. A banda com absor¢éo observada
em 1671 cm™ é caracteristica da vibracdo de deformacéo axial da ligagdo C=0O de aldeidos
a, f-insaturados, o que corresponde a estrutura conjugada presente no neral e no geranial. A
banda em 1633 cm™ corresponde & ligacdo C=C. As bandas de média intensidade em 1442 e
1375 cm™ equivalem as ligacdes -CHs. As bandas entre 1194 e 1105 cm™ correspondem as
ligagdes C-O de 4alcoois e é&cidos carboxilicos pertencentes a alguns dos compostos
minoritarios presentes no 6leo essencial de capim-limédo (linalol, citronelol, nerol, geraniol,
acido nérico e acido geranico).

O poli(acido latico) (PLA) possui como grupo funcional caracteristico o grupamento
éster. O espectro de PLA apresenta bandas em 2997, 2947 e 2891 cm™ decorrentes das
vibracdes de deformagéo axial da ligagido C—H. A banda intensa em 1745 cm™ é caracteristica
das vibracdes de deformacéo axial da ligacdo C=0 do grupo éster. As bandas em 1452, 1380
e 1361 cm™ sdo atribuidas as vibraces de deformagéo angular do grupo CHs. As bandas em
1270 e 1037 cm™ correspondem as vibracdes de deformacdo axial da ligacio C-O no
grupamento éster.

O espectro das nanocapsulas demonstra que o polimero encapsulou o dleo essencial de
capim-limdo, apresentando as bandas caracteristicas do PLA junto a banda proxima a
1672 cm™ caracteristica dos aldeidos, confirmando a interacdo com 0s compostos presentes
no oleo essencial. Esse comportamento foi reportado também por Cui et al. (2018) e Oliveira

et al. (2018a) para nanocapsulas.
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Figura 20 — Espectro de FTIR das nanocapsulas de poliacido lactico contendo 6leo essencial
de capim-limao (NCs-PLA-OECL), do 6leo essencial de capim-limdo (OECL) e do poli(acido
latico) (PLA).
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Fonte: a autora (2019).

4.4.3 Estabilidade térmica das nanocapsulas

A estabilidade térmica das nanocédpsulas foi avaliada por meio da analise
termogravimétrica. As curvas de TGA e DTG para o 6leo essencial, o polimero e as
nanocapsulas estdo apresentadas na Figura 21. A perda de massa da maior parcela do 6leo
essencial acontece antes de 200 °C, ocorrendo um rapido declinio entre 100 e 200 °C. A
decomposicgdo térmica do PLA apresenta um Unico evento conciso de perda de massa com
temperatura maxima de degradacdo de 341 °C. Esses dados estdo de acordo com o0s
reportados na literatura que identificaram todos os eventos de perda de massa no o6leo
essencial de lavanda abaixo de 240 °C e temperatura maxima de degradacdo do PLA em
356 °C (CALABRIA et al., 2009; CUlI et al., 2018).

A perda de massa registrada para as nanocépsulas entre 220 e 350 °C incluem a
decomposicdo do 6leo essencial de capim-limdo e a perda de massa relacionada ao PLA.

Nesse caso, a temperatura de inicio de degradacdo € superior a temperatura de término da
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degradacdo para o Oleo essencial ndo-encapsulado, 0 que comprova que O processo de
encapsulacdo do dleo essencial melhora sua estabilidade térmica. Esse comportamento
também foi identificado por Cui et al. (2018).

Figura 21 — Analise termogravimétrica (TGA) para: A) Andlise termogravimétrica (TGA).
B) Derivada dos dados de TGA (DTG).
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Fonte: a autora (2019).

4.4.4 Ensaio de estabilidade das nanocapsulas armazenadas

Com o intuito de verificar a estabilidade das nanocépsulas durante o periodo de
armazenamento, realizaram-se as determinacGes do diametro médio das capsulas em

suspensdo e analise da morfologia das capsulas apos seis meses de armazenamento.
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As curvas de distribuicdo de tamanho obtidas a partir da suspensdo das nanocépsulas,
assim que preparadas e apés 30, 60 e 90 dias de armazenamento, apresentam boa
sobreposicao (Figura 22, A), possibilitando concluir que o tempo de armazenamento ndo afeta
o0 diametro das nanocapsulas. Esses resultados indicam a estabilidade e a robustez do sistema
transportador (GRANATA et al., 2018).

Apo6s 6 meses de armazenamento, observou-se também que a morfologia permaneceu
esférica (Figura 22, B), indicando que as nanocépsulas ndo foram rompidas.

Figura 22 - Ensaio de estabilidade das nanocapsulas. A) Distribui¢do dos didametros apés 0,

30, 60 e 90 dias. B) Imagem das nanocapsulas obtida por MEV-FEG (com magnificacdo de
50.000 vezes) ap0Os aproximadamente seis meses de armazenamento.
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45 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

45.1 Teste de germinacdo de conidios para Colletotrichum acutatum e Colletotrichum
gloeosporioides

A inibicdo completa do crescimento micelial (MIC) de ambos os fungos, C. acutatum
e C. gloeosporioides, foi observada no tratamento com o&leo essencial encapsulado em
concentracdo de 0,1% v/v e no tratamento com 0leo essencial ndo-encapsulado a 0,025% v/v
(Figura 23). As concentrag@es inibitorias encontradas no ensaio corroboram com resultados
encontrados no uso de Oleo essencial para controle de Colletotrichum, como descrito por
Barrera-Necha et al. (2008).

Figura 23 - Atividade antifungica in vitro por teste de germinacéao de conidios para o 6leo
essencial de capim-liméo encapsulado com poli(acido latico) e ndo-encapsulado contra: A)
Colletotrichum acutatum e B) Colletotrichum gloeosporioides.
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Provavelmente, a atividade biolégica observada esta relacionada aos compostos que
contém oxigénio presentes no 6leo essencial, como o citral (ECHEVERRIGARAY et al.,
2008; TOMAZONI et al., 2019). Conforme descrito anteriormente na literatura, os aldeidos
alifaticos, incluindo o citral, sdo capazes de formar um complexo de transferéncia de carga
com um doador de elétrons das células fungicas (KURITA et al., 1981; SILVA et al., 2008).

A diferenca de atividade entre o dleo essencial encapsulado e ndo-encapsulado pode ser
atribuida ao fato de o dleo essencial ja estar em contato com os conidios do fungo no inicio do
ensaio, enquanto o 0Oleo essencial encapsulado penetra lentamente a membrana polimérica em
direcdo ao meio externo. Essa caracteristica pode ser benéfica por reduzir o efeito necrético
de terpendides em células de plantas, e pode manter o efeito inibitério por periodos mais

longos.

4.5.2 Avaliacdo da atividade in vivo em macas

Para a realizacdo dos testes in vivo, C. gloeosporioides foi escolhido em detrimento de
C. acutatum devido a sua importancia agronémica como fitopatégeno causador da podridao
amarga da macieira. A partir dos testes in vitro, foram escolhidas concentragbes de 0,1 e
0,2% v/v de 6leo essencial de capim-limédo encapsulado e 0,025 e 0,05% v/v de 6leo essencial
ndo-encapsulado para os testes in vivo em macds pos-colheita. Os resultados mostraram
claramente que macds tratadas com Oleo essencial encapsulado apresentaram melhores
resultados no controle de C. gloeosporioides do que aquelas tratadas com O6leo essencial
ndo-encapsulado (Figura 24, B).

Nos 7° e 10° dias, o comportamento foi o mesmo, ndo mostrando diferenca
significativa entre o controle positivo e as macds tratadas com Oleo essencial
ndo-encapsulado, enquanto as macés tratadas com 6leo essencial encapsulado apresentaram
lesbes de menor didmetro (Figura 24, A). A ocorréncia de lesbes maiores nas macgas tratadas
com oOleo essencial ndo-encapsulado podem estar relacionados ao efeito fitotoxico do Gleo
essencial de capim-limdo que pode causar necrose local, facilitando o progresso dos fungos
através do fruto (POONPAIBOONPIPAT et al., 2013).

Também foi possivel notar que as magés tratadas com 6leo essencial ndo-encapsulado
mostraram varia¢do no tamanho da lesdo entre o quinto e o décimo dia, provavelmente devido
a volatilidade do oleo essencial (Figura 24, A). Por outro lado, as lesGes de macés tratadas

com 06leo essencial encapsulado mantiveram o mesmo didmetro entre o quinto e o decimo dia,
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comprovando a capacidade de um tratamento de longo prazo.

Figura 24 - Tratamento pos-colheita preventivo in vivo contra Colletotrichum gloeosporioides
em magcas tratadas com 0leo essencial de capim-limao encapsulado e ndo-encapsulado. A)
Dados do diametro da lesdo para macas da variedade Gala inoculadas com conidios de
C. gloeosporioides. B) Imagens obtidas para magés utilizadas para os testes in vivo ap6s dez
dias de incubacéo.
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As médias seguidas por letras diferentes no mesmo dia sio estatisticamente diferentes p < 0,05 (teste de Tukey).

Fonte: a autora (2019).

Esse comportamento j& foi descrito para nanoparticulas de quitosana encapsuladas
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com 6bleo essencial de Cymbopogon martinii, que é volatil e degradavel. Essas caracteristicas
corroboram que o 6leo essencial encapsulado em quitosana é menos suscetivel a degradacgéo e
tem maior probabilidade de liberar os compostos bioativos de maneira controlada do que o
0leo essencial ndo-encapsulado (KALAGATUR et al., 2018).



67

5 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi desenvolvido com éxito nanocapsulas de PLA contendo 6leo
essencial de capim-limdo por meio da técnica de nanoprecipitagdo de polimero pré-formado.
A metodologia demonstrou reprodutibilidade e as nanocépsulas obtidas apresentaram
atividade contra os fungos fitopatogénicos testados, alcancando, assim, o objetivo principal
deste projeto.

O oOleo essencial de capim-limdo utilizado nas formulacfes teve doze compostos
identificados, totalizando 94,1% da composi¢édo. Deste total, neral e geranial representam 25,6
e 41,8%, respectivamente. Dessa forma, foi possivel afirmar que o citral (neral + geranial) é o
composto majoritario para o 6leo essencial de capim-limado, representando 67,4% da sua
ComMposigao.

O planejamento fatorial empregado auxiliou para que a metodologia otimizada fosse
definida com um numero reduzido de experimentos. A partir dessa otimizacdo, foram obtidas
nanocapsulas com diametro realmente nanométrico, estaveis e com elevada eficiéncia de
encapsulacdo do 6leo essencial de capim-liméao.

Observou-se, também, que a morfologia das nanocapsulas é esférica e que realmente
ocorreu a formacao de nanocapsulas e ndo de nanoesferas. A analise de FTIR demonstrou que
o polimero encapsulou o O6leo essencial de capim-limdo e a analise termogravimétrica
comprovou que essa encapsulacdo melhora a estabilidade térmica do dleo essencial em
questdo. Ainda, foi possivel observar que as nanocapsulas apresentaram estabilidade de
diametro e morfologia durante 90 dias e seis meses, respectivamente.

Ainda, as nanocapsulas apresentaram concentracdo inibitéria minima para a germinacgéo
de conidios de Colletotrichum acutatum e Colletotrichum gloeosporioides em concentracédo
de 0,1% v/v. Nos testes in vivo pés-colheita realizados em macéas, observou-se que os frutos
tratados com Oleo essencial encapsulado apresentaram menores diametros de lesdo do que
aqueles tratados com 6leo essencial ndo-encapsulado. O tratamento também se mostrou eficaz
durante os dez dias do experimento.

Assim, demonstrou-se que as nanocapsulas de PLA contendo Oleo essencial de
capim-limdo sdo uma boa alternativa para a substituicdo de fungicidas quimicos usualmente
empregados em producBes agricolas, especialmente em tratamentos pds-colheita na area da

fruticultura.
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APENDICE A - VALIDACAO DO METODO DE CROMATOGRAFIA A LIQUIDO

DE ALTA EFICIENCIA

Concentracao Amostra ,Area calgulada ) Preciséo
(% viv) (média = devio padrdo) (RSD %)
1 610,0 + 44,0
0,002 2 872,8 £ 45,0 5,96
3 1482,9 + 87,8
1 2002,3 £123,1
0,0078 2 2878,7 £ 1454 5,45
3 4881,0 £ 263,2
1 12392,0 + 549,4

0,0625 2 17732 £ 500,9 3,42
3

30124 +1010,7




APENDICE B - PLANEJAMENTO FATORIAL 23

80

StdOrder RunOrder OE Span60 Tween 80 Didmetro médio Potencial Zeta  EE (%)
(U ()! (9) (nm) (mV)
17 1 100 0,077 0,077 94,8 -25,2195 99,7709081
4 2 200 0,154 0,077 167,4 -24,373 99,4366630
11 3 100 0,154 0,077 1514 -29,6714 99,1503029
24 4 200 0,154 0,154 166,4 -23,7914 99,5025514
21 5 100 0,077 0,154 109,7 -20,3431 99,3007483
12 6 200 0,154 0,077 168 -24,9569 99,4793647
13 7 100 0,077 0,154 82,4 -22,5143 99,3099157
8 8 200 0,154 0,154 - -23,8347 99,5272998
14 9 200 0,077 0,154 125,7 -18,284 99,4603981
22 10 200 0,077 0,154 1275 -18,5935 99,4790190
9 11 100 0,077 0,077 95,1 -25,4409 99,7780489
19 12 100 0,154 0,077 1475 -28,5728 99,1644295
3 13 100 0,154 0,077 152,6 -28,1868 99,1769587
15 14 100 0,154 0,154 111,2 -27,1511 99,0283253
1 15 100 0,077 0,077 99,3 -24,7922 99,7766422
10 16 200 0,077 0,077 125 -14,5847 99,4939979
5 17 100 0,077 0,154 84,9 -24,416 99,3149345
20 18 200 0,154 0,077 184,4 -24,9719 99,4765692
18 19 200 0,077 0,077 125,8 -17,792 99,4824225
6 20 200 0,077 0,154 125,1 -18,6442 99,4862074
7 21 100 0,154 0,154 - -27,9092 99,0420585
23 22 100 0,154 0,154 125,5 -28,6977 99,0470654
2 23 200 0,077 0,077 123,6 -16,9461 99,4928714
16 24 200 0,154 0,154 158,1 -22,9942 99,5276753




