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RESUMO

O Brasil domina mais de 70% do mercado global de laranja e suco de laranja, sendo
a citricultura fundamental para a economia, especialmente em Sao Paulo. No entanto,
enfrenta desafios como o cancro citrico, que € controlado por solugdes a base de
cobre para prevenir a infecgao pela Xanthomonas citri. Este estudo avaliou o eugenol
puro (SA — EU98) e em formulagdes (SC — EU5 e SC — EU90) como alternativa ao
controle da bactéria, tanto in vitro, como em casa de vegetacao. Filmes de quitosana
e carreados com eugenol (1, 4 e 8%) foram avaliados quanto a suas propriedades
fisico-quimicas, desintegracao/biodegradagdo em condigdes de casa de vegetacao.
Testes in vitro indicaram que SC — EU5 e SA — EU98, nas concentragdes de 0,5% e
1%, foram eficazes e selecionados para ensaios em casa de vegetagdo. O composto
SC — EUS reduziu as lesbes em 7,4 vezes, SA — EU98 em 5,7 vezes, e o0 cobre
apresentou a maior redugao, em 9,2 vezes. Em casa de vegetacdo, com umidade
relativa do ar variando de 31,48% a 98,71%, e temperatura de 15,48 C° a 43,88 C°, a
desintegracgao dos filmes levou cerca de 60 dias, sendo que nem todos os filmes foram
totalmente biodegradados. Além disso, foi possivel registrar diferengas entre os
grupos contendo quitosana e quitosana carreada com eugenol em relacdo a
espessura e solubilidade. Ja nos dados de absorbancia, TGA e DSC, foi possivel
observar uma tendéncia na mudangca do comportamento dos dados conforme o
aumento da concentragdo de eugenol. A analise da biodegradagao e da atividade
enzimatica indicou que concentragdes de 1% e 4% (m.m') de eugenol estimularam a
atividade da B-glicosidase, enzima associada a degradagao do carbono organico,
enquanto concentragbes superiores nao apresentaram efeitos significativos. Ja a
atividade da arilsulfatase, responsavel pela captacao de sulfato, demonstrou uma
tendéncia de redugao conforme o aumento da concentragdo de eugenol, entretanto
testes complementares com outros valores de eugenol devam ser realizados. Os
resultados indicam que a formulagcao SC — EU5 aumenta significativamente a eficacia
do eugenol puro e reforgam seu potencial como alternativa ao controle do cancro
citrico, sendo uma alternativa ambientalmente mais amigavel ao comparar-se ao

cobre.

Palavras-chave: Cancro citrico; Citricultura; Bioplastico, Compostos ativos;

Fitotoxicidade, Biodegradacao, B-Glicosidase, Arilsulfatase.



ABSTRACT

Brazil dominates over 70% of the global orange and orange juice market, with citrus
farming being a key sector for the economy, especially in Sdo Paulo. However, the
industry faces challenges such as citrus canker, which is typically controlled using
copper-based solutions to prevent infection by Xanthomonas citri. This study evaluated
pure eugenol (SA — EU98) and its formulations (SC — EU5 and SC — EU90) as
alternative means of controlling the bacterium, both in vitro and in greenhouse
conditions. Chitosan-based films, loaded with eugenol (1%, 4%, and 8%), were
assessed for their physicochemical properties and degradation/biodegradation under
greenhouse conditions. In vitro tests showed that SC — EU5 and SA — EU98, at
concentrations of 0.5% and 1%, were effective and selected for greenhouse trials. The
SC — EUS5 formulation reduced lesions by a factor of 7.4, SA — EU98 by 5.7, while
copper demonstrated the highest reduction, at 9.2-fold. Under greenhouse
conditions—with relative humidity ranging from 31.48% to 98.71% and temperature
from 15.48 °C to 43.88 °C—the films took approximately 60 days to degrade, though
not all films were completely biodegraded. Additionally, differences were observed
between chitosan-only films and those containing chitosan and eugenol in terms of
thickness and solubility. Absorbance data, TGA, and DSC analyses revealed trends
indicating changes in behavior as eugenol concentration increased. Biodegradation
and enzymatic activity analysis showed that 1% and 4% (w/w) eugenol concentrations
stimulated [B-glucosidase activity, an enzyme associated with organic carbon
degradation, while higher concentrations had no significant effect. Arylsulfatase
activity, responsible for sulfate acquisition, tended to decrease as eugenol
concentration increased, although further tests with additional concentrations should
be conducted. The results indicate that the SC — EUS formulation significantly
enhances the efficacy of pure eugenol and reinforces its potential as an
environmentally friendly alternative to copper in the control of citrus canker.

Keywords: Citrus canker; Citriculture; Bioplastic; Active compounds; Phytotoxicity;

Biodegradation; B-Glucosidase; Arylsulfatase.
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1. INTRODUGAO e JUSTIFICATIVA

De acordo com o relatorio mais recente do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA,2024), na safra 2023/24, o Brasil manteve sua posi¢cao de
destaque na producgao global de laranjas e suco de laranja. O pais foi responsavel por
aproximadamente 30% da producdo mundial de laranjas e por cerca de 65% do
volume global de suco de laranja, dominando mais de 70% do mercado internacional
de suco de laranja. A lideranca continua do Brasil nesse setor é atribuida a fatores
como condig¢des climaticas favoraveis, técnicas avangadas de cultivo e uma industria
de processamento bem desenvolvida.

Além da importancia no comércio externo, o setor citricola possui uma grande
geracao de empregos. Segundo o Cadastro Geral de Empregados e Desempregados
(Caged), a industria citricola € o setor agricola que mais emprega no estado de Sao
Paulo, com uma taxa de um empregado para cada nove hectares cultivados. Para
comparativo, o setor da cana possui taxa de um empregado para cada 80 hectares
cultivados (CAGED, 2018). Embora o dominio brasileiro em citricultura, o setor ainda
sofre com problemas como o cancro citrico, que € uma doenca causada pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri). O Cancro citrico nao tem cura e o seu combate
da-se por meio da aplicagao de solugdes a base de cobre, que visa impedir a infecgao
e disseminagdo da bactéria (FUNDECITRUS, 2018).

Atualmente o cobre mostra-se eficaz no contexto de controle do cancro citrico,
entretanto, existem diversas evidéncias de que sua aplicacdo resulte em efeitos
negativos ao meio ambiente (BEHLAU et al., 2017). Visto que o acumulo de cobre
pode ocasionar mudangas na anatomia, morfologia e fisiologia de diversas espécies
vegetais ocasionando danos as raizes, diminui¢do da absorcéo de nutrientes e agua,
além da redugéao da taxa fotossintética (Ambrosini et al., 2015; Bochicchio et al., 2015).
Desta forma, para reduzir o uso massivo de cobre nosso grupo de pesquisa tem
desenvolvido diversos compostos ativos capazes de combater X. citri (DILARRI,
2021).

Uma alternativa consiste no composto bioativo eugenol (objeto do presente
estudo). Segundo a literatura, apresenta carater promissor no controle bactericida,
além de ser um composto natural extraido a partir do 6leo de cravo e que utiliza
processos menos danosos ao meio ambiente. Por ser uma alternativa em potencial, o

eugenol encontra-se presente em diversos estudos ja realizados, inclusive propostos
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pelo presente grupo de pesquisa e por outros pesquisadores (ZAMUNER et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2023; DA CRUZ SILVA et al., 2021; LIS et al., 2017; SAKKAS et
al., 2017; UMA et al., 2017; ZHAO et al., 2017).

Considerando-se os efeitos bactericidas do eugenol e sabendo-se que os
hidrogéis constituem redes poliméricas tridimensionais que adquirem agua quando
colocados em contato com a mesma, mas que nao perdem sua base estrutural neste
processo (DOMALIK-PYZIK et al., 2019). Ha, portanto, um interesse crescente nos
hidrogéis em decorréncia de sua biocompatibilidade, elaboragéo facilitada, além de
diversas aplicagbes como, por exemplo sua associagao ao eugenol.

Os hidrogéis tém sido amplamente aplicados em diversas areas como, por
exemplo, na administracdo de nutrientes, medicamentos, engenharia de tecidos e
outras diversas no cenario econémico mundial (QASIM et al., 2018). Este fator deve-
se as suas diversificadas utilidades e em particular aquelas desenvolvidas a partir
de polissacarideos como a quitosana, a pectina, o alginato de sdédio e o amido
(QASIM et al., 2018).

Desta forma, a quitosana, utilizada no presente estudo, pode ser obtida por
meio da desacetilacdo da quitina que consiste em um popular biomaterial
polissacaridico sendo composto a partir de B-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-B-d-
glucopiranose e de 2-amino-2-desoxi-p-d-glicopiranose com valor de pKa variando de
6,3 a 6,5 (CHOI et al., 2016). Além disso, a quitosana possui carga superficial positiva
dos grupos amino da glucosamina (monémero da quitosana) em pH < 6,3, permitindo,
portanto, uma maior interagcdo com as membranas celulares microbianas carregadas
negativamente (HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016).

Na presente proposta, foi avaliada formulagdes industriais a base de eugenol,
determinando as concentragdes bacteriostaticas/bactericidas, o efeito protetivo em
casa de vegetagao e seu efeito de fitotoxicidade em sementes de alface e tomate.
Além disso, o presente projeto de pesquisa visou avaliar como o eugenol em
diferentes concentragdes no biogel de quitosana atuou no processo de biodegradagao
em solo (condi¢des de casa de vegetagdo), bem como o seu impacto na atividade

microbioldgica.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/polysaccharide
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/deacetylation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chitin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glucosamine

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Citricultura e o cancro citrico

O cultivo ou plantacdo de citros com fins comerciais caracteriza-se como
citricultura. Os citros sao plantas do género Citrus, originarios do sudeste tropical e
subtropical da Asia, sendo pertencentes & familia Rutaceae (DUARTE et al., 2016a).
O grupo é composto por um total de trés espécies (Citrus reticulata, Citrus medica e
Citrus maxima) juntamente com varios hibridos naturais e cultivados. Os frutos dos
Citrus podem ser a cidra, laranja, lima, limao, tangerina e a toranja. Estes, por sua
vez, sao ricos em compostos bioativos e vitamina C, sendo uma &étima fonte de

alimento e vitaminas essenciais para o corpo humano (DUARTE et al., 2016b).

Por ser considerado um produto basico global n&o industrializado com preco
uniformemente determinado pela oferta e procura internacional, a citricultura é
considerada uma “commodity”. Sendo, portanto, uma das atividades agricolas mais
lucrativas do mundo. De acordo com o ultimo levantamento, feito pela Organizagao
das Nacodes Unidas, para a Alimentacao e a Agricultura (FAOSTAT), no ano de 2019
os trés maiores produtores de citros do mundo consistiram na China, Brasil e india,
respectivamente (FAOSTAT, 2019).

Apesar do sucesso notavel, a citricultura brasileira enfrenta constantemente
problemas relativos as pragas e doengas que acarretam reducao da producgao, perda
de frutos ou até mesmo das plantas. Dentre as doencas que acometem os citros as
que mais merecem destaque sao: leprose citrica causada pelo Citrus Leprosis Virus
(CiLV) (REHMAN et al., 2020), pinta preta que possui como agente etiolégico o fungo
Guignardia citricarpa (Phyllosticta citricarpa) (SCHREUDER et al., 2018), Candidatus
Liberibacter asiaticus causadora do Greening/Huanglongbing (HLB) (LI et al., 2020) e
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) responsavel pelo cancro citrico (BEHLAU,
2021).

Das doencas supracitadas, o cancro citrico € uma das mais importantes para a
citricultura, devido ao fato de causar perdas e uma reducéo significativa na producgao
dos pomares (ZHANG et al.,, 2010; FERENCE et al., 2018). Além disso, o cancro

citrico causa a limitacdo de compra e venda por conta das barreiras sanitarias que
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sd0 necessarias serem implementadas, segundo a instrugao normativa n° 21, de 25
de abril de 2018 da Uniao.

A bactéria Gram-negativa X. citri infecta todas as variedades de importancia
comercial de citros, sendo essa bactéria classificada como uma praga quarentenaria,
ou seja, aquelas que tém impacto econdmico em potencial para as areas em que nao
se estejam presentes ainda, ou, quando instaladas, estejam pouco distribuidas e sob
controle oficial segundo as Normas Internacionais Para Medidas Fitossanitarias (NIMF
N°5,2019) (GOTTWALD et al., 2002; ZHANG et al., 2010; GE et al., 2015; BATTAGIN
et al., 2021).

Uma vez que a planta é infectada pelo cancro citrico ocorre o aparecimento das
lesdes no tecido vegetal, caracterizando-se em grande parte das vezes com lesdes
corticosas, circulares, salientes, com coloragdo castanho amarelado e aspecto
eruptivo (BITTANCOURT, 1957; GOTTWALD et al., 1988; GOTTWALD et al., 1989;
ROSSETTI, 1993; MORAO, 2018). A infecgdo e surgimento da lesdo ocorre nas
partes aéreas da planta como folhas, ramos e frutos, gerando consequentemente
desfolhamento da mesma, diminuindo assim a produgao de seus frutos (GOTTWALD
et al., 2002; ZHANG et al., 2010; ZHANG & MENG, 2011; BEHLAU 2021).

O controle do cancro citrico é realizado por aplicacéo de técnicas de manejo
integrado que incluem o plantio de mudas livres de cancro citrico, a utilizagado de
cultivares de citros menos suscetiveis a doencga, uso de quebra-ventos, sendo que
estes agem reduzindo a propagacéao das X. citri pelas goticulas da chuva carregadas
pelo vento, o controle da larva minadora de citros e a aplicacdo de bactericidas a base
de cobre (Normativa 21 / MAPA, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
publicado em 25 de abril de 2018).

2.2. Compostos bioativos como alternativas ao cobre

Alternativas ja foram propostas no combate e controle do cancro citrico, visando
uma agricultura mais sustentavel e diminuindo consequentemente a aplicacido de
cobre no campo. Dentre elas, recentemente, tem-se destacado cada vez mais a
utilizagao de compostos naturais ou derivados de moléculas de origem natural para o
desenvolvimento de agentes bioativos com atividade bactericida (CAVALCA, 2018;
MORAO, 2018; ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2021; JOSHI et al., 2021; NG et al.,
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2021), na sanitizagdo de alimentos (BATTAGIN et al., 2021) ou contra fitopatégenos
(CAVALCA, 2018; MORAO, 2018; CAVALCA et al., 2020; CACCALANO et al., 2021).

Esses agentes bioativos tém a vantagem de apresentar caracteristicas
bactericidas, menor impacto ambiental ao comparar-se ao cobre e mecanismos de
acdo mais especificos para as células procariéticas (CAVALCA, 2018; MORAO, 2018;
POLAQUINI et al., 2019; MORAO et al., 2019). Os 6leos essenciais sd0 um exemplo
de compostos bioativos aromaticos volateis de origem vegetal que apresentam

atividade inibitéria frente a diversos microrganismos conhecidos (CALO et al., 2015).

Segundo Battagin et al. (2021), os pesquisadores descreveram em seu estudo
a atividade bactericida do 6leo essencial de cravo frente as células de X. citri, obtendo
sucesso na sanitizacdo de limdes contaminados com este fitopatdogeno. Além dos
Oleos essenciais, moléculas bioativas de origem vegetal como o cinamaldeido,
também ja foram relatados como capazes de proporcionar inibicdo de células de X.
citri (ZAMUNER et al., 2020).

2.3. Quitosana

A quitosana possui diversas atividades, ao voltar-se ao contexto de cultivo de
plantas, pode realizar papéis como induzir a resisténcia a doencas em plantas,
promover o crescimento e desenvolvimento das mesmas, além de melhorar a
qualidade e o rendimento dos produtos vegetais. Diversos autores (He et al., 2018;
Mesa et al., 2015 e Berger et al., 2011) corroboram com as informagdes supracitadas,
visto que, relatou-se, segundo He et al., (2018) que o tratamento de morangos com
50 ppm de quitosana antes da colheita resultou em melhor qualidade do produto,
conforme indicado pelo aumento dos teores de viscosidade, lignina, agucar, proteina,

sélidos soluveis totais e acidez titulavel dos frutos de morango.

De modo geral, segundo Mesa et al., (2015) a quitosana pode ser utilizada
como um regulador de crescimento vegetal no campo agricola para aumentar a
resisténcia a doencas, promover o crescimento e melhorar a qualidade da fruta. No
contexto em que o foco é a germinagao de sementes, a quitosana tem sido estudada
tanto in vitro como em campo, atuando como bioestimulante, e quando usada como

revestimento das sementes proporciona protegao as plantas, apresenta resultados
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positivos na taxa de germinagdo, assim como, em parametros de crescimento,

gerando maior rendimento as culturas (Mesa et al., 2015).

Em estudos realizados por Van et al. (2017) foram verificados efeitos de
diferentes aplicagdes da quitosana para o aumento de rendimento em plantas de soja.
De acordo com os autores, a aplicagédo foliar de oligo-quitosana e oligo-quitosana
nano-silica demonstrou que o rendimento de sementes de soja aumentou 10,5% e

17% para oligo-quitosana e oligo-quitosana nano-silica respectivamente.

A quitosana apresenta-se como um controle de microrganismos fitopatogénicos
durante a pré e pos-colheita permitindo-se plantas mais resistentes, além de
proporcionar a liberagédo controlada de fertilizantes e agroquimicos, no favorecimento
da producéo vegetal, na fixagcao bioldgica de nitrogénio e atribuindo uma vida util mais
longa aos alimentos revestidos (BERGER et al., 2011).

Segundo Maluin e Hussein, (2017) observou-se o efeito da quitosana na
protecao de plantas de tomate contra Fusarium oxysporum f.sp lycopersicii, visto que,
no tratamento controle sem a aplicagdo da quitosana, as plantas ficaram mais
susceptiveis ao patdgeno. Isto decorre da possibilidade de a quitosana atuar como
fungicida contra varias doengas como, por exemplo, Fusarium oxysporum e giberela
no grao-de-bico e no trigo, brusone no arroz, podriddo do colmo e mancha foliar no
milho (MALUIN E HUSSEIN, 2017)

Além disso, estudos demonstram a versatilidade da quitosana no contexto de
encapsulamento e carregadora de diversos compostos, sendo sua aplicagéo
encontrada em estudos da area alimentar, farmacéutica e agroindustrial (Kwiecien &
Kwiecien, 2018 ; Rodriguez & Hemar, 2020). Essa versatilidade proporcionada pela
quitosana, deve-se ao fato de que algumas de suas interagdes sdo responsaveis pelas
propriedades de absorc¢ao de fluidos dos hidrogéis e incluem as forgas capilares,
interagcdes moleculares e osmose (Huang, Wang, Chu & Xia, 2020).

Em hidrogéis a base de polissacarideos, que é o caso do biogel de quitosana,
estruturas de rede formam-se quando os polissacarideos se reticulam para formar
regides de jungado quimica ou fisicamente reticuladas e que possibilita a retengao de
compostos, possibilitando a quitosana ser carregadora de compostos de interesse
(Esposito, Kirilov & & Roullin, 2018 ; Rehman et al., 2019 ; Zeng et al., 2021).
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2.4. Biodegradacgao e ecotoxicidade

O emprego de quitosana e compostos bioativos na lavoura de laranja levanta
uma preocupagao sobre a biodegradacao do gel. Visto que, a aplicagao do gel pode
atingir o solo juntamente com compostos ativos. Dessa maneira, torna-se fundamental
conhecer o tempo de biodegradacao do gel e do gel carregado com outros compostos,

para que assim seja possivel avaliar algum efeito de ecotoxicidade dos mesmos.

A quitosana € um polimero que pode ser degradado por enzimas de diferentes
origens. As enzimas hidrolases, amplamente distribuidas na natureza, séo
responsaveis pela degradacdo enzimaticada quitosana (AGUANELL et al.,
2022). Uma dessas enzimas hidrolases € a lisozima, que esta presente em
abundancia no corpo humano. Alguns microrganismos sintetizam a quitosanase
degradando a quitosana, sendo que estas sao encontradas em varios
microrganismos, incluindo fungos e bactérias, e que foram classificadas em seis
familias de glicosideo hidrolase (GH): GH5, 7, 8, 46, 75 e r80 (CHENG et al., 2006;
ZHU et al., 2012; SAITO et al., 1999). Esses microrganismos sao encontrados no solo,
onde sua abundéancia é alta e podem participar ativamente da degradacédo da
quitosana. De acordo com Oberlintner et al. (2021), o filme de quitosana é

biodegradado em um periodo de cerca de 10 dias.

Os extratos de plantas possuem uma grande quantidade de bioatividades
como, por exemplo, acao anti-inflamatdria, antioxidante e anticancerigena. No
entanto, ainda existem problemas fisico-quimicos e farmacocinéticos dos
fitoquimicos, como baixa solubilidade, baixa biodisponibilidade, baixa capacidade de
penetrar nas células e consumo rapido por tecidos normais. Além disso, a taxa de
depuracéao rapida e a meia-vida de eliminagao curta dos compostos naturais também
sao relatadas (RIZWANULLAH et al,, 2018 ). A incorporagdo dos fitoquimicos
extraidos de plantas naturais em um sistema de entrega como hidrogéis,
especialmente o hidrogel de quitosana, abordaria essas desvantagens e seria um

avanco no aumento dos efeitos terapéuticos dos compostos promissores.

A germinacao de sementes tem como caracteristica uma sequéncia de eventos
fisioloégicos (GARCIA, 2006), influenciada principalmente pela agua, que por meio de
sua absorcdo a respiragcdo e demais atividades metabdlicas da semente sao
intensificadas. Assim, se a agua estiver contaminada, todo o processo germinativo
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podera ser ameagado (GARCIA, 2006). Isso faz com que o grau de germinagao de
certas espécies sensiveis na presengca de contaminantes potencialmente toxicos
possa ser utilizado como um indicador da toxicidade. Lactuca sativa € uma espécie
bastante empregada em ensaios de germinagao, por ser facilmente obtida e por
oferecer resultados rapidos e faceis de serem avaliados (GARCIA, 2006). Nestes
testes, pode ser avaliada a inibicdo da germinacdo e também a inibicdo do

crescimento da radicula e do epicatilo.

3. OBJETIVOS

O presente estudo visou avaliar eugenol e eugenol em formulagao industrial
contra Xanthomonas citri. O efeito da quitosana carregada com e sem eugenol foram

avaliados na biodegradacao em solo, além do efeito na comunidade microbiana.

3.1. Objetivos especificos

Avaliar a concentragcéo de eugenol para efeito bactericida e bacteriostatico;

Avaliar a contribuicdo do eugenol na biodegradacao (em condi¢coes de casa de

vegetacao) e nas propriedades fisico-quimicas do biogel;

Avaliar a biodegradagcao de biogel de quitosana e quitosana carregada com

compostos bioativos;

Avaliar a atividade microbiana apds o processo de biodegradacao de biogel de

quitosana e quitosana carregada com compostos bioativos;

Avaliar uma possivel ecotoxicidade do eugenol em sementes.

Figura 1: Fluxograma de experimentos do presente projeto avaliando o efeito dos
compostos bioativos na biodegradacao e ecotoxicidade
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Biodegradacéo;
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Propriedades fisico-quimicas.

Fonte: autora
4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Eugenol e formulagao de eugenol

O eugenol foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (denominado como AS —
EU98), o produto possui 298% de pureza (lote: 1003558771; validade: 22/05/27). A
formulacdo de eugenol que foi produzida pela empresa Sta. Clara Agrociéncia
(Ribeirao Preto - SP) utilizou o mesmo eugenol base para as formulagdes, visto que o
grupo de pesquisa forneceu o eugenol para a produgdo dos mesmos. Foram
produzidas pela empresa, portanto, duas formulagcbes com eugenol, a primeira
contendo 5% de eugenol em sua composicao (SC-EUS) e a segunda contendo 90%

de eugenol em sua composigéo (SC-EU90).

Além disso, a empresa também forneceu ao grupo de pesquisa os veiculos
utilizados para a elaboragao do produto. Salienta-se que a formulacgao é protegida por
segredo industrial, portanto, o unico detalhamento cedido foi que o valor percentual
em volume do veiculo presente dentro da formulagdo nao ultrapassa 0,025%. Desta
forma, na presente pesquisa, optou-se em trabalhar com a mistura dos veiculos
0,0125%V1 + 0,0125%V2 = (VMIX) < 0,025%.
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4.2. Formacao de biogel de quitosana

Para determinar a concentragdo inicial da solucdo de quitosana, foram
colocadas em béqueres aliquotas de 1 g de quitosana para 100 mL de acido acético
2%. Apd6s a juncdo de solugbes, as mesmas permaneceram em Shaker em
temperatura ambiente por 5 horas em agitacdo de 800 rpm. O procedimento foi
realizado em triplicata. Sendo assim, a quitosana foi diluida na concentragao de 2% a
serem utilizadas neste estudo 1 g/100 mL em acido acético 2% (acido acético e agua,
m.m"), tendo como base os testes dos paradmetros anteriormente realizados por

Rinaudo (2006); Abreu et al., (2013) e também pelos pesquisadores do grupo.

Para a formagao dos biogéis/bioplasticos associados ao composto ativo foi
utilizado: a quitosana e o composto ativo eugenol, com diferentes concentragdes de
composto ativo, em proporgao referente a massa de solutos, sendo os valores de 1%,
4% e 8%. A porcentagem de eugenol foi extrapolada considerando a concentragéo

para efeito bacteriostatico.

A secagem dos biogéis foi baseada na técnica de Casting, em que se adicionou
1,67 g desta solugcéo por cm? de area da placa de teflon (12cmx12cm), a qual foi seca
a 25 °C durante 24 h, resultando na formacao de bioplastico/biogel (FAKHOURI, et
al., 2007; SILVA, 2011). A obtencgéo do biogel na forma de filme foi escolhida para
poder acompanhar a sua desintegragao em solo, e determinar as propriedades fisico-
quimicas. De forma qualitativa, o biogel foi avaliado em relagdo a sua continuidade,

presenca de bolhas e sua distribuicdo pela placa, e propriedades fisico-quimicas.

4.3. Caracterizagao do biogel

O biogel foi caracterizado quanto a suas propriedades fisico-quimicas com
objetivo de determinar possiveis modificagdes provocadas pela adigao de eugenol.
Em trabalhos futuros, o gel de quitosana carregado com eugenol podera ser utilizado
em ensaios de casa de vegetacao.

4.3.1. Espessura

Para a determinagdo da espessura, utilizou-se um micrémetro digital
(Mitutoyo®) com preciséo de 0,001 mm e o valor final consistiu na média aritmética

de cinco medidas aleatodrias em diferentes partes dos bioplasticos sendo as médias
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analisadas estatisticamente por Analise de Variancia (ANOVA) e comparadas pelo
teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o programa Graphpad (FAKHOURI, et al.,
2007).

4.3.2. Opacidade

A opacidade dos bioplasticos foi determinada em espectrofotdmetro. As
amostras estudadas foram cortadas em retangulos (1 x 0,5 cm) e aderidos a parede
interna de cubeta de vidro. A leitura foi realizada em triplicada pelo espectrofotdmetro
global analyzer com um comprimento de onda de 200-800 nm (Lade et al., 2023). A
partir dos valores de absorbancia, foi calculada a opacidade como sendo uma relacéo

entre a absorbancia e a espessura do bioplastico.

4.3.3. Solubilidade em agua

A solubilidade em agua dos filmes compostos de quitosana com e sem eugenol
foi determinada segundo Martelli-Tosi et al., (2018) com adaptag¢des. Todos os
tratamentos foram secos em estufa a 105°C até peso constante, sendo os filmes
cortados em medidas de 2 cm?. Em sequéncia, os mesmos foram imersos em 50 mL
de agua destilada a 25°C por 24 h em agitagao de 100 rpm. Apds o este processo, 0s
filmes foram retirados da agua destilada e secos novamente em estufa a 105°C até

peso constante. A solubilidade do filme foi calculada usando a equagéo:

Mi—M
Solubilidade (%) = [ i

—f] X 100%

Em que Mi é a massa inicial dos corpos de prova e Mf a massa final apds

imersdo em agua destilada.

4.3.4. Umidade do bioplastico

Foram cortadas amostras de 4 cm?, em sequéncia pesadas e inseridas em
estufa a 105 °C durante 24 h. Apds secas, as amostras foram pesadas novamente
visando sua determinacéo percentual de umidade (SILVA, 2011).

18



4.3.5. Analise Differential Scanning Calorimetry (DSC)

As analises avaliaram a estabilidade térmica bioplastico que foi elaborado no
presente estudo permitindo-se compreender sua adaptacdo quando exposto ao
ambiente em que foi testado. Desta forma, os testes foram realizados em um DSC da
marca PerkinElmer modelo 8500 com um acessorio de resfriamento do tipo Intracooler
II. Amostras com massa entre 5 e 7 mg foram colocadas em porta amostras de
aluminio hermeticamente fechados e analisados a uma faixa de temperatura de 20°C
a 250°C em uma taxa de aquecimento de 10°C/min sob uma atmosfera de nitrogénio
de 20 mL/min.

4.4. Biodegradacao dos filmes (em condigoes de casa de vegetagao)

O ensaio foi realizado em triplicata em vasos contendo 200g de substrato
Calterra — Uemura (Composigéao: turfa, terra preta, humus de minhoca e composto
organico) e acomodado em estufa com fertirrigacdo automatizada com adubo mineral
misto (Amazon AgroSciences Citrus 100) em volume de aproximadamente 200 mL
por vaso/dia. A temperatura e a umidade foram monitoradas ao longo dos dias por
meio de um termo-higrémetro digital HOBO MX2305. Desta forma, amostras de
dimensodes 3 x 3 cm 2 foram dispostas sob a superficie do solo acompanhando-se a
desintegragao, portanto, a biodegradacao visual do biogel de quitosana, biogel de
quitosana carreado com o composto bioativo testado previamente in vitro, foi

registrado por meio de fotos.

4.5. Teste de resazurina

Para avaliar a presenca de atividade metabdlica dos microrganismos presentes
no solo buscou-se na literatura trabalhos que utilizassem a medigéo da fluorescéncia
da conversao de resazurina em resorufina visando contabilizar a respiragao celular
entdo presentes na atividade microbiana do solo apés a biodegradagcdo dos
bioplasticos de quitosana com e sem carreamento de eugenol. Diversos trabalhos
encontrados na literatura utilizaram métodos similares, porém voltados para outro
contexto como o caso de Strotmann et al., (1991) que utilizou para a contabilizagao
da atividade respiratéria presente no esgoto coletado para monitorar a toxicidade
presente no mesmo. Dessa forma, decidiu-se por elaborar uma nova metodologia,

visando-se a contabilizacdo da respiragédo celular em microrganismos presentes no
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solo e assim, consequentemente medindo-se a taxa estimando-se um aumento ou
diminui¢cdo da comunidade microbiana.

Sendo assim para a realizacao do presente teste utilizou-se vasos com solo de
jardim para o processo de biodegradacao dos bioplasticos com eugenol em triplicata,
sendo os tratamentos C — terra; Q — terra + quitosana 1%; Terra+ Q+1;Q+4e Q +
8 — Quitosana 1% + Eugenol 1%, 4% e 8% m.m™', respectivamente. Em sequéncia,
apos o processo de biodegradagao separou-se 5g de terra de cada tratamento em
misturou-se 10 mL de solugéo salina (0,85%). Estes por sua vez permaneceram em
agitacao overnight (16 — 18 h; 28 °C — 29 °C).

ApoOs esse processo, os tubos contendo a solugdo foram colocados em
centrifuga (5 min a 10000X) e sequencialmente 500 uL do sobrenadante de cada
tratamento em triplicata foi coletado e adicionou-se 100 uL de solugao de resazurina
(1 mg de resazurina + 10 mL de agua destilada) e 400 uL de meio NA. A solugao final
foi incubada em agitacao por 1 hora a 29 °C. As amostras foram lidas ha cada 1 hora,
em que a redugao da resazurina ao composto fluorescente resorufina, que ocorre na
presenca de células vivas/com respiragao ativa, foi quantificada em um leitor de placas
fluorescentes Synergy H1N (BioTek, Winooski, VT) ajustado para excitagcdo em 530
nm e emissdao em 590 nm. Com a finalidade de mensurar o aumento ou a diminuigao
da comunidade microbiana por meio de respiracdo ativa apds o processo de

biodegradagao dos bioplasticos.

4.6. Diversidade microbiana

Para a quantificacdo da microbiota alvo do solo apdés o contanto com os
bioplasticos contento quitosana e quitosana carreada, testes de isolamento em meios
de cultura seletivos especificos para cada grupo de microrganismos de interesse
foram realizados. Amostras de solo foram coletadas da superficie de vasos compostos
de terra, quitosana, quitosana carreada, em que se preparou uma solucdo contendo
5 g de amostra de solo foram transferidos para um tubo de ensaio contendo 10 mL de
salina estéril e misturado completamente usando um misturador de vortice. Apds esse
processo, uma cultura estoque foi elaborada contento 1 mL da solugdo em 9 mL de
salina estéril a partir da solucéo inicial. Sendo entdao diluida em série para uma

concentragéo de 107 (Pei et al., 2021; Borges et al., 2023 adaptado).
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Para o isolamento de fungos utilizou-se o método spread-plate em agar
dextrose de batata (PDA). Desta forma, 100 uL de amostra do tubo de ensaio diluido
em série 10 ' a 10 ~*foi espalhado uniformemente utilizando alga de Drigalski estéril
sobre a superficie das placas, sendo realizadas em triplicata. As placas foram
alocadas em incubadora B.O.D com fotoperiodo de 12 horas a 27 °C por até 7 dias e
observadas (Pei et al., 2021; Borges et al., 2023 adaptado). Para isolamento
bacteriano foram realizadas as mesmas atividades de solucdo estoque e diluicdo
seriada, diferenciando-se no processo de crescimento em placa, visto que foram
realizadas 5 gotas de 10 uL por diluicdo na placa de petri e 0 meio de crescimento foi
o Agar Nutriente (NA). As placas de crescimento bacteriano também foram colocadas
em incubadora B.O.D com fotoperiodo de 12 h a 27 °C por até 7 dias e observadas.
A quantificagdo das comunidades microbianas foi realizada pelo método de contagem
em placas fornecendo a quantificacdo de células microbianas viaveis (TORTORA;
CASO; FUNKE, 2016). Sendo os valores encontrados convertidos para unidades

formadoras de coldnias por grama de solo (UFC.g™").
4.7. Atividade enzimatica

Para avaliar a possibilidade da acdo enzimatica presente a partir dos
microrganismos presentes no solo apos a biodegradacgao bioplasticos de quitosana,
quitosana com eugenol e o controle contendo somente solo foram testados a partir da
montagem da reacgao das respectivas enzimas selecionadas mediante a pesquisa

prévia, sendo elas a Arilsulfatase e B-glucosidase.
4.7.1. B-glicosidase e Arilsufatase

A atividade enzimatica da B-glucosidase relaciona-se a reagdes necessarias
para que a microbiota do solo seja capaz de realizar como a decomposi¢cdo de
residuos organicos, ciclagem de nutrientes, formacdo da matéria organica e
estruturacdo do solo, fatores essenciais para a saude do solo e desta forma,
constituindo-se um indicador sensivel para a avaliagédo da qualidade do solo (Ramos
et al., 2020; Rodrigues et al., 2022).

A Arilsulfatase, entretanto, consiste em uma enzima que catalisa a hidrélise do
éster de sulfato organico (Kertesz e Mirleau, 2004) e é tipicamente disseminada nos

solos (Tabatabai e Bremner, 1970; Gupta et al., 1993; Ganeshamurthy et al., 1995).
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Possuem a capacidade de catalisar a hidrélise de p-nitrofenil sulfato, fenil sulfato de
potassio, nitrocatecol sulfato de potassio e fenolftaleina sulfato de potassio (Alef e
Nannipieri, 1995).

Sendo assim, em ambas as analises enzimaticas realizou-se o experimento
seguindo o protocolo descrito por Tabatabai, (1994), mantendo-se as mesmas
proporgdes de reacdes, entretanto, adaptou-se o experimento para volumes de 1 mL,

uma vez que, buscou-se diminuir os custos de reag¢des e de materiais.
4.7.2. Calculo para enzimas do solo

A Atividade enzimatica consiste na mensuracdo da capacidade de
uma enzima em uma conversao de substrato em produto (Devlin et al., 2008). De
acordo com a Unido Internacional de Bioquimica, a atividade enzimatica (Unidade
Enzimatica ou U) é a quantidade de enzima necessaria para converter 1 umol de
substrato por minuto a 30 °C (NC-IUB, 1979).

u-t = @AAWHOF )(10°)
() () (d)(Vs)

Sendo:
UL - Atividade enzimatica (umol.min ~1.L ~7);
AA - Absorbancia final - absorbancia inicial;
Vt - Volume total da reagéo (mL);
t - Tempo de reagao (min);
¢ - Coeficiente de extingdo molar (M ~'.cm ~' ou L.mol ~*.cm ~1);
d - Caminho éptico (1 cm);
Vs - Volume da amostra (mL);
Df - Fator de diluicdo;
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106 - fator de corregdo (umol.mol ~1).

A equacdo foi utilizada segundo os autores Engvall, 1980; Kaplan et al., 1998
e Stewart e Ebel, 2000.

4.8. Avaliacao da ecotoxicidade em sementes

Com objetivo de caracterizar a acdao e dos Oleos essenciais (OEs)
selecionados, um ensaio de germinacao de sementes foi elaborado para avaliar sua
atividade fitotdxica, para tal, foram utilizadas sementes de alface (Lactuca sativa)

(ISLA® lote: 169035-007) e tomate (Solanum lycopersicum) (ISLA® lote: 170560-011).

O ensaio seguiu as recomendacdes apresentadas nas Regras Para Andlise de
Sementes, de 2009, publicadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (Brasil, 2009), com adaptacgdes.

Para cada espécie de planta, foram posicionadas 15 sementes em placas de
petri contendo duas camadas de papel filtro, ambos previamente esterilizados, em
quatro placas, totalizando 60 sementes por tratamento. Para cada tratamento foram
adicionados 2 mL de cada solugao, de modo que o papel filtro ficasse umido sem que
ocorresse 0 acumulo de liquido na placa. As formulacdes utilizadas foram avaliadas
com concentracdes variadas dos OEs, sendo 1% (AS — EU98) e 0,5% SC — EUS (v/v).
Como controle positivo utilizou-se uma solugéo de sulfato de zinco (ZnSO4) a 0,02 M,
e como controle negativo utilizou-se somente agua destilada. Para garantir que
qualquer efeito observado fosse relacionado a presenga dos OEs avaliados, um
controle de veiculo foi adicionado ao teste, sem os principios ativos (OEs). As placas
foram entado fechadas com plastico filme e levadas a incubadora a 25°C com 12 h de

fotoperiodo, por cinco (alface) e sete (tomate) dias.

Apods o periodo de incubagdo, o numero de sementes germinadas foi contado
e o tamanho de suas radiculas foi mensurado (mm). O teste foi considerado valido
quando 90% das sementes do controle negativo germinaram e 90% das sementes do
controle positivo ndo germinaram, como proposto em Pecora et al. (2018). Esses
dados permitiram o calculo de sementes germinadas (G%), indice de elongagao
radicular relativa (ER%) e indice de germinacao (Gl%), de acordo com as equagdes

abaixo:
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Sementes Germinadas (G%)

numero de sementes germinadas no tratamento

=— - — X 100
numero de sementes germinadas no controle negativo
Elongacéo Radicular Relativa (ER%)
meédia do comprimento radicular no tratamento 100
= X

"~ média do comprimento radicular no controle negativo
indice de Germinagéo (G1%)

_ Sementes Germinadas (G%) X Elongacdo Radicular Relativa (ER%)
B 100

Os resultados obtidos pela formula do indice de Germinag&o (Gl%) permitem
avaliar os efeitos toxicos dos compostos nas sementes de acordo com: valores obtidos
acima de 120 revelam que os compostos avaliados tém capacidade de promover a
germinagao e crescimento das sementes; valores entre 120 e 80 indicam que os
compostos avaliados pouco ou nada interferem na germinagédo e crescimento das
sementes; valores abaixo de 80 indicam efeitos toxicos relacionados a presenca dos

compostos avaliados.

4.9. Linhagem e cultivo microbiano

As linhagens de X. citri utilizadas nos experimentos foram FDC102 (Ragupathy
et al., 2023). Os cultivos foram realizados em meio NYG (5 g.L"" de peptona, 3 g.L™"
de extrato de levedura, 20 g.L"' de glicerol) a 29 + 1 °C, sob agitagdo constante de
200 rpm, quando necessario.

4.10. Inibicao do crescimento bacteriano

A inibicdo do crescimento de X. citri por eugenol e das formulagdes e seus
respectivos veiculos foram determinadas por meio do ensaio de microtitulagdo de
resazurina (REMA), descrito por (Silva et al., 2013). Solugbes foram diluidas
serialmente em meio NYG em microplaca de 96 pogos com concentragdes variando

de 2% a 0,0156% (v/v) em um volume total de 100 uL por pogo. O controle negativo
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(NC) foi composto por meio NYG apenas, enquanto o controle positivo (PC) foi
composto por NYG adicionado de 50 pg/mL de Canamicina (antibiético). O in6culo
bacteriano foi adicionado a uma concentragéo final de 10° células por pogo e as placas

foram incubadas durante 16 horas a 29 + 1°C.

Apobs o periodo de incubagao, aliquotas de cada pogo foram transferidas com
um replicador de microplacas para uma placa de Petri com meio NYG sdlido. A placa
foi incubada por 96 horas a 29 °C. Apds o periodo de incubacédo, as placas foram
inspecionadas visualmente para detectar qualquer crescimento bacteriano e a
concentracao bactericida foi determinada como sendo a concentragao mais baixa em

que nenhum crescimento bacteriano foi visivel.

Ainda, ao restante das culturas bacterianas presente nas microplacas foi
adicionada uma solugao de resazurina (Sigma-Aldrich, Darmstadt Alemanha) até a
concentracdo final de 0,015 pg/mL por pogo e as placas incubadas por
aproximadamente duas horas a 29 + 1°C. A redugdo da resazurina ao composto
fluorescente resorufina, que ocorre na presencga de células vivas/com respiragao ativa,
foi quantificada em um leitor de placas fluorescentes Synergy H1N (BioTek, Winooski,
VT) ajustado para excitagdo em 530 nm e emissdo em 590 nm. Todas os

experimentos foram realizados em triplicatas internas e repetidos trés vezes.

4.11. Teste protetivo em casa de vegetagao

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao no periodo de 27 de
fevereiro a 27 de marcgo de 2024 utilizando a linhagem de X. citri FDC102, seguindo o
descrito por Zamuner et al. (2023). Mudas de Citrus sinensis (L.) Osbeck variedade
Valéncia (enxertados em citrumelo 'Swingle') ou C. sinensis (L.) Osbeck variedade
Péra (enxertadas em Citrus limon (L.) Osbeck), com aproximadamente 60 cm de
altura, foram acondicionadas em vasos plasticos de 15 litros contendo substrato de
Pinus (Multiplant Citrus, Terra do Paraiso, Holambra, SP, Brasil). Utilizou-se
fertirrigagdo automatizada com adubo mineral misto (Amazon AgroSciences Citrus
100) em volume de aproximadamente 200 mL por planta/dia. A temperatura e a
umidade foram monitoradas por meio de um termo-higrometro digital HOBO MX2305.

Folhas jovens de citros foram pulverizadas com os compostos fornecidos pela
empresa Sta. Clara (SC — EU5); e VMIX (veiculo base da formulagdo) e o AS — EU98
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em suas respectivas concentragdes bactericidas, exceto os veiculos que foram
testados na dose em que se encontram na formulagao, até o ponto de escorrimento.
Para o controle positivo de infecg&o foi utilizado solugdo salina NaCl 0,85% (v/v) e
para o controle negativo de infecgdo o agroquimico Difere (Cu2CI(OH)s) (Oxiquimica
Agrociéncia - Jaboticabal - SP, Brasil) na concentracdo de 20 uL/mL, conforme

recomendado pelo fabricante.

Para tanto, foram pulverizados em suas respectivas proporgdes de acordo com
a dose bactericida definida in vitro para cada formulagdo testada. Apdés 24 h da
aplicacao dos tratamentos, as plantas foram pulverizadas com uma suspensao
bacteriana de X. citri a 108 células/mL (diluida em NaCl 0,85% v/v). As plantas foram
entdo cobertas com sacos plasticos transparentes por 24 horas para manter a
umidade elevada e promover infeccdo bacteriana. Apos 30 dias pds-inoculagao, as
folhas foram destacadas e digitalizadas. O numero de lesbes por area foliar (lesdes
por cm?) foi medido utilizando o software Fiji Imaged (Schindelin et al., 2012). Foram
utilizadas cinco mudas por tratamento e aproximadamente 100 folhas foram avaliadas.
Os dados foram submetidos a analise estatistica nao paramétrica de Kruskall-Wallis
(Dunn) com trés graus de liberdade utilizando o software GraphPad Prism versao 6
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo visou realizar uma abordagem da unido de um odleo
essencial (eugenol) a um biogel a base de polissacarideo que tem boa capacidade de
armazenamento de compostos (quitosana). Dessa forma foi possivel compreender
como essas amostras se relacionaram no contexto da biodegradacao do bioplastico
de quitosana com e sem eugenol e como esse processo atuara na capacidade
antimicrobiana de combate a Xanthomonas citri. Diferentes concentragdes de eugenol
foram carregadas no biogel de quitosana (na forma de filme) para avaliar sua
influéncia na caracterizagao fisico-quimica, o que pode influenciar também no

processo de biodegradacao dos biogéis.

O presente estudo analisou o comportamento antimicrobiano das formulagdes
SC — EU90; SC — EU5 e VMIX, bem como a atuacédo do eugenol puro (AS — EU98)
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determinando sua dose bactericida e efeito protetivo contra X. citri em casa de

vegetacao.

5.1. Analises Fisico-quimicas do composto (SA — EU98)

Biofilmes de quitosana foram elaborados com adigcdo das concentragdes de
eugenol puro (AS-EU98) em diferentes concentragdes, sendo aquela que foi
bactericida in vitro (1%) (Fig. 4) e concentragcbes superestimadas (4% e 8%) (Fig. 4)
para simular uma possivel situacdo real em campo para posterior estudo da
consequéncia da biodegradacao desses compostos em solo. Além disso, o biofilme

de quitosana sem eugenol (Fig.4) representa o controle dessas amostras.

ApOs a secagem desse biogel para a confecgéo do bioplastico observou-se que
as amostras se apresentaram transparentes, com pouca ou quase nenhuma bolha,
aspecto levemente rugoso, porém ao ser manuseado tinha aspecto firme e maleavel
e pouco elastico, dados semelhantes foram reportados em outro trabalho com
quitosana (Zamora et al., 2024). Com o aumento do eugenol o bioplastico apresentou
a tendéncia de ficar mais amarelado e visivelmente com menos bolhas. Entretanto,
testes mais especificos foram realizados para assegurar com maior clareza essas

informacdes.

Figura 4. Bioplasticos produzidos a partir de quitosana 1%. Q: quitosana 1%; Q + SA — EU98

(1 —8%): quitosana 1% + Eugenol puro a 1, 4 e 8% (m.m™)
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Q + SA - EU98 (1%)
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Q + SA - EU98 (4%) Q + SA - EU98 (8%)

Fonte: autora

5.1.1 Solubilidade do filme de quitosana e quitosana carregada com

eugenol

A solubilidade dos filmes somente quitosana (Q), e quitosana carregada com
eugenol adquirido da empresa Sigma-Aldrich (Q + EU98) nas concentragdes 1%, 4%
e 8% (m.m") é exibida na Fig. 5. Observa-se que o filme de quitosana puro apresentou
a maior solubilidade em agua 32,47% (+ 1,5), do que ao comparar-se com os filmes
que possuem eugenol. Os valores encontrados para os fiimes de quitosana séo
similares aos descritos por Gan et al., 2021. Ja ao analisar-se os filmes contendo
eugenol sao estatisticamente iguais, esse fator possivelmente relaciona-se a
insolubilidade do eugenol em agua e que consequentemente diminui o valor do

conjunto (quitosana + eugenol) no contexto da solubilidade (Ulanowska; Olas, 2021).

Figura 5. Solubilidade em porcentagem do biofilme de quitosana e quitosana carregado com
eugenol nas concentracdes 1%, 4% e 8% respectivamente. Sendo Q apenas quitosana; Q+1:

quitosana mais eugenol 1% (m.m™); Q+4: quitosana mais eugenol 4% (m.m"); Q+8: quitosana
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mais eugenol 8% (m.m™). Letras diferentes (a; b) representam grupos estatisticamente

diferentes.
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Fonte: autora

Em uma perspectiva de aplicacdo em campo, caracteristicas fisico-quimicas
como a reducgao da solubilidade consiste em uma caracteristica positiva, uma vez que
neste contexto, em campo chuvas sao constantemente presentes e que poderiam ser
um fator limitante para a acao do bioplastico/biogel. Logo, a adi¢cao de 6leos essenciais
insoluveis em agua, como € o caso do eugenol (Ulanowska; Olas, 2021), podem ser
um promotor na reducédo da umidade, como de outras caracteristicas que também sao

citadas no presente estudo.

5.1.2. Espessura e opacidade

De acordo com a Fig. 6, a partir do aumento gradual de eugenol observa-se
uma diminuicdo da espessura a partir do percentual em massa do mesmo. Este fator
pode ser um indicativo de que a quantidade presente de eugenol com quitosana pode
sofrer variagdes que interfiram na capacidade de permeabilidade, outro fator também
consiste no método de aplicagdo casting, uma vez que autores ja relataram uma
presenca de variacdo de espessura pelo método, além da atuacéo da viscosidade da
amostra que dificulta a linearidade dos resultados. Além disso, sabe-se que a
espessura € um dos parametros que influencia as propriedades dos biofilmes, a qual

geralmente ndo é considerada em diversos estudos (Sobral et al., 2000).
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Figura 6. Espessura em milimetros (mm) do biofilme de quitosana e quitosana carregado com
eugenol nas concentracdes 1%, 4% e 8% respectivamente. Sendo Q apenas quitosana; Q+1:
quitosana mais eugenol 1% (m.m™); Q+4: quitosana mais eugenol 4% (m.m"); Q+8: quitosana
mais eugenol 8% (m.m™"). Letras diferentes (a; b e c) representam grupos estatisticamente

diferentes.
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Fonte: autora

Autores como Mohammad et al. (2012) ao pesquisar blendas poliméricas de
quitosana e amido pelo método casting, obtiveram valores médios de espessura de
0,20 mm, enquanto Bangyekan et al. (2006) encontraram valores médios de 0,10 mm
para filmes produzidos com quitosana também pelo método casting. Abdollahi et al.
(2012) encontraram valores que variaram de 0,049 a 0,052 mm para filmes de
quitosana incorporados com 6leos essenciais (OE’s) de alecrim e nanoargila. Valores
estes similares aos encontrados no presente estudo em que também se utiliza de
Oleos essenciais em sua composicao que variaram de 0,048 a 0,065 a depender da
porcentagem de OE na composi¢do, demonstrando-se uma possivel tendéncia na
diminuicdo da espessura de bioplasticos de quitosana quando comparados a
quitosana associada a OE’s.

5.1.3. Umidade do biofilme de quitosana e quitosana carregada com
eugenol

A partir da analise estatistica anova, seguida de Teste Tukey (p valor < 0,05)
nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos (Fig. 7). Desta forma,
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possivelmente a presenga ou nao de eugenol nao interfira na capacidade da quitosana
em perder agua. Apesar dos filmes serem armazenados nas mesmas condi¢des de
temperatura e umidade, ndo apresentaram diferengcas no padrao de absorgcdo de
agua, mesmo com conteudo de eugenol. Segundo Cuq et al., (1996) a umidade da
quitosana relaciona-se com a composi¢ao propria do material, a temperatura e ao pH.
Consequentemente, como ambos os tratamentos se mantiveram similares nos
parametros de secagem nas condigbes de armazenamento (temperatura ambiente
em dessecador). A temperatura de ebulicdo do eugenol consiste em 254°C (segundo
ficha de informacgao de seguranca de produto quimico fornecida pela empresa Sigma-
Aldrich), em decorréncia disso, o eugenol possivelmente manteve-se nas amostras,
visto que o eugenol também nao possui afinidade com a agua, os padrdes de umidade

consequentemente ndo sofreram alteracdes

Figura 7. Umidade em porcentagem (%) do biofilme de quitosana e quitosana carregado com
eugenol nas concentragdes 1%, 4% e 8% respectivamente. Sendo Q apenas quitosana; Q+1:
quitosana mais eugenol 1% (m.m™"); Q+4: quitosana mais eugenol 4% (m.m™"); Q+8: quitosana

mais eugenol 8% (m.m™"). Letras iguais (a) representam grupos estatisticamente similares.
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Fonte: autora

5.1.4. Andlise Differential Scanning Calorimetry (DSC) de quitosana e

quitosana carregada com eugenol

A partir da Fig. 8 demonstrou-se os resultados das analises de DSC, este por
sua vez, possibilita a aplicagdo de uma ampla faixa de temperaturas permitindo
31



medidas de propriedades fisicas, estudo de reagdes quimicas, além da avaliagédo da
estabilidade térmica. Sendo assim, foi possivel observar que a partir de 100 °C os
materiais perderam agua (Parize, 2009). Esse declinio além de representar a
constante perda de massa e umidade, também possibilita observar que nos valores
de 200 a 300 °C ocorre a perda de agua no interior do polimero presente em todos os
tratamentos, além de possivelmente a perda de compostos provenientes do eugenol

(Parize, 2009), visto que, a temperatura de ebuligdo do eugenol consiste em 254 °C.

Além disso, segundo a Fig. 8 os tratamentos de quitosana que foram
associados ao eugenol apresentaram uma menor perda de massa ao comparar-se
apenas quitosana, sendo um fator interessante no contexto de aplicagdo em campo,
visto que, sugere-se uma maior estabilidade a altas temperaturas da quitosana
carreada com o eugenol. Conforme a Embrapa, as temperaturas ideais para citros
consistem entre 23 °C e 32 °C, valores superiores a 32 °C ja sao capazes de afetar as
plantas. Portanto, € possivel observar pela Fig. 8 que na temperatura de aplicagdo em
campo, a temperatura ndo consiste, portanto, em um fator limitante no contexto de

protecao contra o cancro citrico em condi¢ées ambientais.

Figura 8. Analise Differential Scanning Calorimetry (DSC) do biofilme de quitosana e
quitosana carregado com eugenol nas concentragdes 1%, 4% e 8% respectivamente. Sendo
Q apenas quitosana; Q + Eug. 1%: quitosana mais eugenol 1% (m.m™"); Q + Eug. 4%:
quitosana mais eugenol 4% (m.m™"); Q + Eug. 8%: quitosana mais eugenol 8% (m.m™). O eixo

X representa a temperatura em °C e o eixo y DSC em (mW.mg™").
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Fonte: autora

De acordo com a Fig. 9 representa os resultados das analises TGA, que por
sua vez puderam ser usados para estimar o grau de estabilidade das amostras
testadas acima. Assim como na analise do DSC, foi possivel observar variagao nas
mesmas faixas de temperatura, ou seja, entre 0 °C e 100 °C e entre 200 °C e 300 °C.
Desta forma, possibilitou-se uma melhor visualizagdo do deslocamento gerado por
cada tratamento e observou-se que Q, Q+4 e Q+8 apresentaram um leve
deslocamento reduzindo a temperatura de estabilidade, sendo um possivel indicativo
de que a partir de 4% de eugenol (m.m') em relagdo a quitosana a amostra pode ficar
mais instavel. Entretanto, vale ressaltar que estudos adicionais com concentragcbes
superiores a 8% de eugenol podem ser um fato que ajude a compreender de forma
mais clara o padrao de deslocamento que a presencga de eugenol pode ocasionar em

biogéis a base de quitosana.

Figura 9. Andlise de Termogravimetria Derivada (TGA) dos biofilmes de quitosana e
quitosana carregado com eugenol nas concentragdes 1%, 4% e 8% respectivamente. Sendo
Q apenas quitosana; Q + Eug. 1%: quitosana mais eugenol 1% (m.m™); Q + Eug. 4%:
quitosana mais eugenol 4% (m.m™); Q + Eug. 8%: quitosana mais eugenol 8% (m.m™"). O eixo

X representa a temperatura em °C e o eixo y TGA em (%.min™").
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5.1.5. Absorbancia UV-Vis do biofilme de quitosana e quitosana
carregada

Por meio das analises estatisticas (Anova; Tuckey p valor < 0,05) ndo foram
encontradas diferengas entre os grupos Q; Q + Eug. 1; 4 e 8% analisados (Fig. 10),
tanto em relagdo ao teste de absorbancia, quanto em relagdo ao T% (transmitancia).
Embora estatisticamente similares, € possivel observar uma tendéncia quando ocorre
0 aumento do eugenol ao comparar-se ao controle em que ha somente o biofilme de
quitosana. Sendo assim, analises com valores superiores a 8% de eugenol adicionado
(m.m") podem ser testados no futuro para averiguar se de fato essa tendéncia existe,
uma vez que diversos bioplasticos agregados a Oleos essenciais podem ser
elaborados no futuro em diferentes concentracoes, e informacdes como a absorbancia
e transmitancia sao de interesse visto que as plantas utilizam-se da radiagao
fotossinteticamente ativa (RFA ou PAR) que esta compreendida entre 390 e 760nm

(denominada luz visivel) (Romano, 2001).

Figura 10. Absorbancia por espectro de onda (nm) dos biofilmes de quitosana e quitosana
carregado com eugenol nas concentracdes 1%, 4% e 8% respectivamente. Sendo Q apenas
quitosana; Q + Eug. 1%: quitosana mais eugenol 1% (m.m™"); Q + Eug. 4%: quitosana mais

eugenol 4% (m.m™"); Q + Eug. 8%: quitosana mais eugenol 8% (m.m™).
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Ao afetar-se a capacidade de incidéncia de luz, portanto, processos
fundamentais e metabdlicos das plantas, como a fotossintese podem ser afetados,
fator este diretamente relacionado com a amplitude de onda de luz que a planta
recebe. Sendo assim, estudos complementares para a aplicacdo de biofiime a base
de quitosana carreado com 6leos essenciais para a aplicagdo em campo para controle
de Xanthomonas citri podem ser elaborados no futuro, necessita-se de um estudo
mais aprofundado sobre o impacto na incidéncia de luz que estes ocasionam para as
plantas. Desta forma, caso o bioplastico nao interfira nas capacidades basicas da
planta € possivel sua aplicagdo em campo com a seguranga de permanecer com O
rendimento agricola, fator fundamental do ponto de vista econdbmico e de saude

vegetal.

5.2 Inibicao do crescimento bacteriano por eugenol e féormula de
eugenol

Os compostos utilizados no experimento da Fig. 11 sdo segredos industriais,
portanto ndo foram cedidas informagdes complementares como, por exemplo, a
composic¢ao dos veiculos utilizados, ou sua concentragdo dentro das formulagdes SC

—EU90 e SC — EU5 contendo eugenol. Foi informado apenas que os veiculos estavam
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em conjunto (VMIX) e que a dose percentual deles em conjunto n&o ultrapassaria
0,025%.

Todavia, estes compostos foram fornecidos separadamente (V1 e V2) o que
permitiu que a analise da capacidade bactericida de cada veiculo fosse realizada de
maneira individualizada. Desta forma, também foi possivel realizar a mistura de ambos
os veiculos (VMIX) na proporgao percentual informada pela empresa (0,025% total),
em que é possivel observar na Fig.11 que nao foi bactericida na dita porcentagem
fornecida pela empresa. Portanto, com essas informag¢des individualizadas dos
veiculos tornou-se possivel visualizar a capacidade bactericida especifica da atuagao
do eugenol. Embora, o veiculo possa atuar como um potencializador bactericida, o
eugenol como composto ja sugere, a partir dos resultados do presente estudo, ter
essa capacidade sozinho (Guimaraes et al., 2019; Naddeo et al., 2020). Os valores
bactericidas encontrados para o eugenol no presente estudo, portanto, sao similares
aos de outros trabalhos presentes na literatura (Guimaraes et al., 2019; Naddeo et al.,
2020).

Figura 11. Placa de MBC elaborada com os compostos formulados com eugenol (Fornecidos
pela empresa Sta. Clara) e seus respectivos veiculos. Os compostos Vmix (V1 + V2), V2 e V1
representam os veiculos utilizados nas formula¢des elaboradas pela empresa Sta. Clara (em
vermelho valores encontrados no formulado) e as formulagdes 014 e 013 correspondem

respectivamente a SC — EU90 e SC — EU5 com seus respectivos veiculos, (C+) controle
positivo — NYG + X. citri; (C-) controle negativo — X. citri + 50 ug/mL de Canamicina.
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Fonte: autora

O MBC (Fig. 12) realizado contendo somente diferentes concentragdes de AS
— EU98 a 2% funcionou como um indicador de um possivel efeito conjunto entre os
veiculos unidos ao 6leo essencial, uma vez que, o composto formulado (SC — EU5)
foi bactericida em porcentagens menores, (entre 0,5% e 0,25%) conforme a Fig. 11,
do que ao comparar-se com AS — EU98 (2%) (Fig. 12). E ainda reiterando que, o
eugenol por si s6 tem uma capacidade bactericida, porém, quando veiculada pode ser

um indicativo de potencializagdo como ocorreu na presente analise (Fig. 11).

Figura 12. Placa de MBC elaborada com o 6leo essencial puro eugenol (98%) variando de
2% a 0,015625%. (EP) SA — EU98; (C+) controle positivo — NYG + X. citri; (C-) controle
negativo — X. citri + 50 yg/mL de Canamicina.
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Fonte: autora

Ressalta-se a existéncia de outros trabalhos que contemplam a capacidade
bactericida do eugenol, ndo somente contra a Xanthomonas citri, mas contra outros
microrganismos conhecidos como, por exemplo, E. coli L. monocitogenes,
Salmonela, S. aureus. (Silva et al., 2021). Com resultados similares os autores Lade
et al., 2023 ressaltaram em seu estudo que a capacidade inibitoria do eugenol para L.
monocytogenes representa atividade contra o patdégeno resultando em valores
bactericidas de eugenol em 1%, sendo que este foi suficiente na indugcado de

vazamento de proteinas e lipidios nesses microrganismos (Oyedemi et al., 2009; Lade
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et al., 2023). O valor encontrado para eugenol corrobora com os valores encontrados
no presente estudo, visto que a capacidade bactericida do eugenol na X. citri ocorreu
similar a 1%. A dose bactericida da formulacao foi de 0,5%, para SC — EU5, enquanto
para o eugenol puro (AS — EU98) foi 1%. A dosagem representa de fato que a
formulacéao industrial potencializou o efeito do eugenol puro em cerca de 39 vezes. O
composto SC — EU90 néo foi bactericida no valor percentual inicial, ou seja, sua dose

bactericida (caso haja) necessariamente sera maior que 2% do volume total.

5.2. Biodegradagao em solo em condigoes de casa de vegetagao

A partir das imagens do processo de biodegradacéao (Fig. 13-14), observou-se
qualitativamente que as porcentagens com maior quantidade de eugenol foram
biodegradados visualmente com maior velocidade apdés 30 dias de exposigdo. O
possivel fator para que ocorresse o processo consiste na possivel finalizagdo da
liberagcdo continua do eugenol, permitindo novamente o crescimento da populagao de
microrganismos € que consequentemente passaram a biodegradar novamente o filme

restante contendo majoritariamente quitosana.

Figura 13. Representagéo visual da atividade de biodegradacao dos tratamentos contendo
Q: Quitosana, e quitosana carregada com eugenol nas concentragdes 1% (Q + 1:), 4% (Q +

4) e 8% (Q + 8%) em substrato Calterra — Uemura respectivamente.
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Fonte: autora

Figura 14. Representacao visual dos filmes biodegradados dos tratamentos contendo Q:
Quitosana, e quitosana carregada com eugenol na concentragéo de 1% (Q + 1), apés 60 dias,

respectivamente.
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Além de parametros como espessura dos filmes, outros fatores acompanhados
foram a temperatura (C°) e Umidade Relativa do ar (RH%) conforme observou-se na
Fig. 15, esta teve como objetivo o registro dos parametros ao longo dos dias de
exposic¢ao, desde a aclimatagdo dos vasos a partir de 15 de outubro de 2024, até a
finalizagao do experimento dia 17 de dezembro de 2024 e percorrendo um periodo de
cerca de 8 semanas. Como observado a partir da Fig. 15, destaca-se as oscilagdes
tanto na temperatura, quanto na umidade e isto decorre do fator de que o experimento
foi realizado em casa de vegetacdo e, portanto, oscilando conforme o ambiente.
Visou-se proporcionar ao processo de biodegradagdo os mesmos parametros
encontrados para as mudas de citros aclimatadas para o estudo, desde a irrigacao até

a fertilizacao.

De acordo com Junior et al., (2022), em solo com umidade de 33,33%,
armazenados em temperatura de 25°Cz 2°C, registrou para a quitosana 1% tempo de
degradacao total superior 40 dias, ou seja, possivelmente pelas variagdes de
temperatura e umidade do presente estudo, possivelmente houve influéncia no tempo
de degradacéo, visto que os microrganismos possuem temperaturas e umidades
determinadas conforme sua espécie para um processo ideal de degradacao.
Ressaltando-se, ainda, que os filmes possuiam eugenol, conforme dito anteriormente
e que possivelmente também auxiliaram no aumento do tempo para a degradagao

dos filmes de quitosana com e sem eugenol.
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Figura 15. Temperatura (C°) e Umidade Relativa do ar (RH%) da casa de vegetagéo ao longo
do periodo de biodegradacgao dos biofilmes de quitosana com e sem eugenol no periodo de

15 de outubro a 17 de dezembro de 2024, respectivamente.
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Fonte: autora
5.3. Medigcao da presenca de atividade respiratoria por resazurina

O tratamento que obteve os maiores valores de unidade de fluorescéncia que
capta o composto fluorescente resorufina proveniente da reducao da resazurina e que
ocorre na presencga de células vivas, com respiragao ativa foi o grupo Q + 4 (Fig. 16).
Os dados para a atividade respiratoria foram de encontro com a atividade enzimatica
da B-glucosidase e Arilsulfatase, entretanto, no quesito do presente teste o grupo com
quitosana + eugenol 4% (m.m-") foi maior estatisticamente (Anova e Teste Tuckey p

valor < 0,05) do que o controle e os outros tratamentos com quitosana.

Figura 16. Taxa respiratdria medida apds a acao da biodegradacao de quitosana e quitosana
carregada com diferentes porcentagens de eugenol (m.m”) em solo de jardim. Letras
diferentes representam grupos estatisticamente diferentes (p valor < 0,05). sendo Q:
Quitosana, e quitosana carregada com eugenol nas concentragdes 1% (Q + 1:),4% (Q+4) e

8% (Q + 8%), C: Terra e A: Terra autoclavada, respectivamente.
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Desta forma, fatores que podem explicar esses dados consistem possivelmente
no arranjo molecular do eugenol na malha polimérica da quitosana, visto que a partir
das analises fisico-quimicas os grupos Q+4 e Q+8 apresentaram espessuras de filme
menores ao comparar-se aos outros tratamentos. E segundo a literatura, a quitosana
em formato de filme, pode permanecer sobre a superficie das células, englobando-as
e impedindo trocas gasosas e de nutrientes (Champer et al, 2013). Fator este que
explicaria a relagdo de diferenca respiratéria entre o grupo Q+4 em relagdo ao
controle, uma vez que a quitosana pode ter fornecido fonte de carbono para o
microrganismo e ao mesmo tempo, com sua menor espessura em relagdo aos outros

grupos, favorecer um maior numero de células viaveis ao comparar-se ao controle.

5.3.1. Atividade enzimatica da B-glicosidase e da arilsulfatase para monitorar
processo de biodegradacao em solo das fitas de quitosana carreada

com e sem eugenol em em condigoes de casa de vegetacao

Constatou-se a partir das analises estatisticas realizadas (Fig. 17) que o grupo
(Q+8) foi estatisticamente similar ao grupo controle, bem como aos grupos contendo
1% e 4% de eugenol. Ou seja, foi possivel observar uma tendéncia de diminuicao
enzimatica a partir do aumento de eugenol presente no agregado com quitosana.
Segundo a literatura a quitosana apresenta um largo espectro de agéo antimicrobiana,
como forte atividade bactericida, atividade bacteriostatica contra bactérias gram-
positivas (G+) e gram-negativas (G-) e agao frente a fungos e leveduras (Kong et al.,

2010; Rabea et al., 2004). Fatores estes que puderam indicar a possivel ocorréncia
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de diminuicdo enzimatica da arylsulfatase, uma vez que, segundo Nicholls e Roy,
(1971) grupos de microrganismos como Actinobacteria sp., Pseudomonas sp.,
Klebsiella sp.; Raoultella sp.; Trichoderma sp. e Eupenicillium sp. estdo diretamente
correlacionados com a atividade da arilsulfatase. Além disso, pelo fato de a
arilsulfatase ser uma enzima que catalisa a hidrolise do éster de sulfato organico
comumente em solos (Kertesz e Mirleau, 2004), pode-se sugerir que a presenca de
quitosana e eugenol no solo, dependendo de suas concentragdes, podem influenciar
na captacao de sulfato e consequentemente interferir em atividades metabdlicas das
plantas se aplicado em concentragbes muito altas, ou seja, superior a 8% de eugenol
(m.m") em relagéo a quitosana. A quitosana em biogel carregado com eugenol sera
aplicada em campo por pulverizagdo, entretanto, parte pode chegar ao solo,

acarretando tais efeitos dependendo da sua concentragéo.

Figura 17. Presenca enzimatica arilsulfatase (UL') apds a agdo da biodegradacdo de
quitosana e quitosana carregada com diferentes porcentagens de eugenol (m.m™') em
substrato Calterra — Uemura. Letras diferentes representam grupos estatisticamente
diferentes (p valor < 0,05). sendo C: Terra, Q: Quitosana, e quitosana carregada com eugenol

nas concentracdes 1% (Q + 1:), 4% (Q + 4) e 8% (Q + 8%) respectivamente.
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Fonte: autora
Diante da Fig. 18. observou-se que a partir das analises estatisticas realizadas
os grupos (Q+1 e Q+4) foram estatisticamente similares e distinguiram-se dos grupos
(C; Q e Q+8). Segundo a literatura, a enzima é caracteristicamente util como

bioindicadora da qualidade do solo e pode refletir a atividade biolégica passada, bem
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como a capacidade do solo para estabilizar a matéria organica do solo (MOS) (Bandick
e Dick, 1999; Ndiaye et al., 2000).

Geralmente, a atividade da [(B-glicosidase pode fornecer evidéncias avangadas
de alteragbes no carbono organico sendo relevante no controle da qualidade do solo
(Joachim e Patrick, 2008). Sendo assim, ao analisar-se a figura 17 é possivel
identificar que a presencga de quitosana com eugenol em 1 e 4% podem ser indutoras
no aumento enzimatico e que valores superiores, ao contrario da atividade da
arilsulfatase, pouco ou nada interferem. Entretando, estudos podem ser realizados

para avaliar a tendéncia de valores superiores a 8% de eugenol com quitosana.

Figura 18. Presenca enzimatica (UL™") da B-glucosidase apds a agdo da biodegradagdo de
quitosana e quitosana carregada com diferentes porcentagens de eugenol (m.m™') em
substrato Calterra — Uemura. Letras diferentes representam grupos estatisticamente
diferentes (p valor < 0,05). sendo C: Terra, Q: Quitosana, e quitosana carregada com eugenol

nas concentragdes 1% (Q + 1:), 4% (Q + 4) e 8% (Q + 8) respectivamente.
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5.4. Atividade microbiana em solo apés biodegradagdao de filme de

quitosana e quitosana carregada com eugenol

A partir do observado (Fig. 19) tanto em bactérias, quanto em fungos
filamentosos nenhum tratamento causou alteracdo estatistica no numero de
microrganismos presentes no solo. Ou seja, nesse caso, o aumento de eugenol

presente com a quitosana nao foi capaz de exercer um papel bactericida maior. Sendo
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assim, o fator que pode explicar esses resultados consiste na baixa estabilidade
quimica do eugenol. Disponibilizando-o mais facilmente a oxidagdo e a muitas
interagbes bioquimicas (Marchese et al.,, 2017). Fator que explicaria o
encapsulamento do eugenol com a quitosana ter apresentado uma tendéncia na
melhora da estabilidade térmica (DSC) obtida no presente estudo. Desta forma, a
liberagcdo para o meio pode ter sido lenta devido ao encapsulamento do eugenol pelo
biogel de quitosana e apos liberado e em contato com a terra o eugenol que
possivelmente foi disponibilizado em pequenas quantidades oxidou-se e
consequentemente causou pouco impacto na comunidade microbiana no solo, visto

que estes estdo presentes em grandes quantidades.

Segundo Wronska et al.,, (2023) o periodo médio de biodegradacado de
bioplasticos a base de quitosana levou cerca de 6 a 8 semanas, em que o solo foi
mantido em temperatura ambiente, com 45% de umidade. Com a presenga do
eugenol, a biodegradacao levou cerca de 60 dias e ndo foi completa para todos os
filmes no presente estudo, em decorréncia de os materiais ficarem acomodados em
casa de vegetagdo possuindo variacdo de umidade e temperatura, possivelmente
retardou a velocidade de degradacado dos filmes. A taxa de degradacdo pode
depender amplamente da massa molecular e do seu grau de desacetilagdo (Zhang e
Neau, 2001), além disso segundo a literatura a quitosana com menor peso molecular
€ degradada mais rapidamente (Elieh-Ali-Komi e Hamblin, 2016; Croisier e Jérébme,
2013), ou seja, diversos parametros devem ser contabilizados quando se observa o

contexto de biodegradagéao de materiais.

De acordo com Maron e Ranjard, (2011), temperaturas diferentes podem alterar
a atividade bioldgica no solo, visto que, essas caracteristicas sdo determinadas de
acordo com cada grupo de microrganismo. Portanto, sabendo-se que solo e os
microrganismos que o0 habitam s&o heterogéneos, e obter amostras uniformes
consiste em um processo dificultoso no contexto microbiolégico, descrever com
precisdo as relagbes ecoldgicas requer diversos dados complementares (Maron e
Ranjard, 2011).

Desta forma, experimento com mais periodos de coleta seria o indicado para
que fosse possivel acompanhar o padrdo de crescimento desses microrganismos,

além de uma avaliagao das espécies dos microrganismos que estdo presentes nesse
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solo com a finalidade de compreender de maneira mais detalhada a relagdo da
atividade do bioplastico de quitosana com as diferentes concentragdes de eugenol em
diversos momentos diante do impacto da biodegradagao na biodiversidade microbiana

S0 necessarios.

Figura 19. Quantidade de Bactérias e Fungos filamentosos em UFC.g"' em diferentes
tratamentos sendo C: Terra, Q: Quitosana, e quitosana carregada com eugenol nas

concentragdes 1% (Q + 1:), 4% (Q + 4) e 8% (Q + 8%) respectivamente.

Bactérias Fungos filamentosos
10+ 8-
8_
T 6 T
T 1
T 1
w_ 6 I L -+ -4 A I L == ==
=2 =u
O O 4
5 4 5
2- 7
0 T T T T T 0 T T T T T
C Q Q+1 Q+4 Q+8 C Q Q+1 Q+4 Q+8

Fonte: autora

De acordo com a Fig. 20, o grupo de bactérias em UFC.g"' foi maior ao
comparar-se com o grupo de fungos filamentosos. Diversos fatores podem impactar o
crescimento dos microrganismos como a umidade, temperatura, pH, além da massa
molecular e grau de acetilagdo da quitosana (Champer et al, 2013). Essas
caracteristicas moldam o processo de biodegradacédo e capacidade bactericida das
quitosanas, sendo que cada uma delas podem agir de formas distintas nos
microrganismos. Desta forma, a quitosana carreada com eugenol possivelmente
proporcionou um meio de crescimento mais seletivo para os fungos do que para as
bactérias, os fungos possuem caracteristicas diferentes das bactérias, ja que sao
organismos eucariéticos e considerando-se que a liberagdo do eugenol possivelmente
foi lenta e continua devido o processo de encapsulamento, os fungos foram
impactados sistemicamente devido o tempo de reproducédo e as especificidades
destes organismos e que eventualmente ndo impactaram da mesma forma as

bactérias, visto que o eugenol & facilmente absorvido por diversos organismos
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(Marchese et al.,, 2017). Portanto, ressalta-se novamente a necessidade de
compreender melhor qual grupos de microrganismos que podem estar presentes para

assim compreender os mecanismos metabdlicos envolvidos em cada processo.

Dentre essas formas de agao tém-se, o rompimento da membrana celular e a
quelacdo com nutrientes que podem interagir com as cargas positivas dos grupos
NHs+ das cadeias de quitosanas e as cargas negativas presentes na membrana ou
parede celular dos microrganismos, além disso, o menor grau de acetilagdo pode
resultar em uma maior atividade (Fang et al., 2010). Ja a interagcdo com o DNA do
microrganismo € associada a baixa massa molecular que permite a quitosana em
permear para o interior das células (Park et al., 2011). Ja a quitosana em formato de
filme, proposto no presente estudo tem a capacidade de ficar sobre superficie das
células, englobando-as e impedindo trocas gasosas e de nutrientes, sendo atribuida

ao uso de quitosanas com alta massa molecular (Champer et al, 2013).

Figura 20. Comparacao estatistica entre a quantidade de Bactérias e Fungos filamentosos
em UFC.g1 em diferentes tratamentos sendo C: Terra, Q: Quitosana, e quitosana carregada

com eugenol nas concentracdes 1% (Q + 1:), 4% (Q + 4) e 8% (Q + 8%) respectivamente.
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Outro fator de destaque, porém qualitativo, consiste na visualizagc&do da redugao
de diversidade fungica presente nas placas (Fig. 21), conforme o aumento da
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concentragao de eugenol no solo, conforme observados nas figuras a seguir, em que
a figura da esquerda consiste somente no plaqueamento de fungos da terra e o da

direita quitosana com eugenol 8% (m.m"):

Figura 21. Placas contendo apenas terra e quitosana + 8% (m.m™") eugenol em meio PDA

respectivamente.

Fonte: autora

A partir das imagens (Fig. 21), observou-se uma possivel mudanca no perfil de
fungos presentes na placam de quitosana + eugenol 8% sendo um indicativo de que
diferentes concentracdes de eugenol podem gerar uma pressao de crescimento em
alguns grupos de fungos, porém, pesquisas mais aprofundadas seriam necessarias

para realizar a classificacdo desses microrganismos.

5.5. Avaliagao da ecotoxicidade em sementes

Ensaios de germinagao de sementes foram elaborados para avaliar a atividade
fitotdxica do eugenol utilizado no presente estudo, sendo eles (SC — EUS - 0,5%) e
(AS —EU98 - 1%). Além disso, de forma complementar testou-se o VMIX (Controle do
veiculo — 0,025%), agua destilada (controle negativo — CN) e Sulfato de zinco (controle
positivo — ZnSO4 0,02M). Sendo assim, foram utilizadas sementes de alface (Lactuca

sativa) (ISLA® lote: 169035-007) e tomate (Solanum lycopersicum) (ISLA® lote:

170560-011). Ressalta-se que as amostras foram as mesmas para alface e tomate e
os valores em porcentagem (0,5% e 1%) correspondem a testes in vitro realizados

anteriormente, valor este em que as amostras foram bactericidas contra a X. citri.
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Os resultados obtidos pela férmula do indice de Germinagao (GI%), Célculos
de Sementes Germinadas (G%) e Elongacédo Radicular (ER%) foram semelhantes
tanto para alface (Latuca sativa) quanto para o tomate (Solanum lycopersicum). Para
o (Gl%) em ambas as espécies apenas o CN (agua destilada) n&o foi categorizado
como toéxico e o mesmo ocorre na (ER%) de ambas. A unica porcentagem que se
mostrou diferente foi (G%) que em ambas as espécies o VMIX (veiculo das
formulacdes) e o CN (agua destilada) ndo apresentaram um cenario toxico, visto que
valores entre 120 e 80 indicam que os compostos avaliados pouco ou nada interferem
na germinacao e crescimento das sementes; valores abaixo de 80 indicam efeitos
téxicos relacionados a presenca dos compostos avaliados (Pecora et al. 2018). Desta
forma, todas as outras amostras restantes configuraram-se como toxicas, uma vez
que apresentaram valores inferiores a 20% (Fig. 25 a 29). Porém esses valores s&o
frequentemente encontrados em estudos de fitotoxicidade em o6leos essenciais
(Zamuner et al., 2023).

Dados similares ao do presente estudo também foram encontrados em outros
estudos (Garbim et al., 2014; Dias et al., 2021) que correlacionam alguns O6leos
essenciais como, por exemplo, o capim limao (Cymbopogon citratus) a efeitos
fitotoxicos em sementes de Lactuca sativa. Além disso os pesquisadores Ahuja et al.,
(2015) analisaram a atuagdo do eugenol na diminuigdo da germinacdo em Avena
fatua, Os dados obtidos pelos pesquisadores Ahuja et al., (2015) mostram que a
germinagao, a raiz e o comprimento do coledptilo declinaram de forma dose-resposta
apo6s a exposigao ao eugenol. Sendo que, o comprimento da raiz declinou (p < 0,05)
em ~38%, 58%, 68% e 81% apods a exposicao a 100, 250, 500 e 1000 uM de eugenoal,

respectivamente (Ahuja et al., 2015).

A capacidade fitotéxica do eugenol segundo o artigo, ocorre devido um
aumento na geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a possivel explicagao
€ que danificam os componentes celulares como o DNA, proteinas e membranas
(Ahuja et al., 2015). Sendo assim, a atuacéo do eugenol diminuindo todos os indices
abordados no presente estudo em alface (Lactuca sativa) e em tomate (Solanum
lycopersicum) possivelmente deve-se ao fato de um aumento de produgdo de
espécies reativas de oxigénio que danificam a célula vegetal e, portanto, sendo toxica

para a planta.
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Figura 22. Efeito dos compostos testados em sementes de S. lycopersicum. Sendo, CN: agua
destilada; CP: ZnS04; VMIX: veiculo do composto SC — EU5; SC — EUS5: formulacado da
empresa Sta. Clara com eugenol (5%) a 0,5% (v/v) e SA — EU98: eugenol puro 98% a 1%

(v/v).
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Fonte: autora

Figura 23. Efeito dos compostos testados em sementes de L. sativa. Sendo, CN: agua
destilada; CP: ZnS04; VMIX: veiculo do composto SC — EU5; SC — EUS5: formulagcao da
empresa Sta. Clara com eugenol (5%) a 0,5% (v/v) e SA — EU98: eugenol puro 98% a 1%

(V/v).
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Figura 24. Placas contendo sementes de tomate apds sete dias de incubacdo em agua
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Figura 25. indice de Sementes Germinadas (G%) do tomate (Solanum lycopersicum) (ISLA®

lote: 170560-011) na presencga dos controles positivo (ZnSO4 — 0,02M), negativo (agua
destilada), compostos ativos: SC — EUS (0,5%), SA — EU98 (1%) e VMIX (controle do veiculo

—0,025%)
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Figura 26. indice de germinacéo do tomate (Solanum lycopersicum) (ISLA® lote: 170560-011)

na presenga dos controles positivo (ZnSO4 — 0,02M), negativo (agua destilada), compostos
ativos: SC — EU5 (0,5%), SA — EU98 (1%) e VMIX (controle do veiculo — 0,025%).
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Figura 27. Elongacdo radicular relativa do tomate (Solanum lycopersicum) (ISLA® lote:
170560-011) na presenga dos controles positivo (ZnSO4 — 0,02M), negativo (agua destilada),
compostos ativos: SC — EU5 (0,5%), SA — EU98 (1%) e VMIX (controle do veiculo — 0,025%).
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Figura 28. Nimero de sementes germinadas de alface (Lactuca sativa) (ISLA® lote: 169035-

007) na presenga dos controles positivo (ZnSOs — 0,02M), negativo (agua destilada),
compostos ativos: SC — EU5 (0,5%), SA — EU98 (1%) e VMIX (controle do veiculo — 0,025%).
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Figura 28. indice de germinacdo da alface (Lactuca sativa) (ISLA® lote: 169035-007) na

presenca dos controles positivo (ZnSO4 — 0,02M), negativo (agua destilada), compostos
ativos: SC — EU5 (0,5%), SA — EU98 (1%) e VMIX (controle do veiculo — 0,025%).
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Figura 29. Elongacao radicular relativa da alface (Lactuca sativa) (ISLA® lote: 169035-007)

na presenga dos controles positivo (ZnSO4 — 0,02M), negativo (agua destilada), compostos
ativos: SC — EU5 (0,5%), SA — EU98 (1%) e VMIX (controle do veiculo — 0,025%).
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Desta forma, ainda segundo Pecora et al. (2018) e a partir dos indices de
germinagao obtidos para Lactuca sativa e Solanum lycopersicum no presente estudo,
todas as analises resultaram em valores abaixo de 80% no indice de germinagéo
(Gl%) para ambas as espécies utilizadas e que, portanto, indicam efeitos toxicos

relacionados a presencga dos compostos ativos aqui avaliados.

5.6. Inibicao do crescimento bacteriano

As concentracdes bactericidas definidas in vitro para cada formulagdo foram
utilizadas posteriormente em testes subsequentes realizados em casa de vegetagao
(Tabela 1). O composto formulado SC — EU5 mesmo que com a presenga de apenas
5% da composicao total de eugenol, mostrou-se mais eficaz no impedimento do
crescimento das colbnias bacterianas de X. citri quando comparado ao formulado SC
— EU90 com a presenca de 90% de sua composigao sendo eugenol, este fator deve-
se possivelmente por um efeito potencializador proporcionado pelo veiculo (VMIX) que
esta em conjunto com o formulado SC — EU5. Desta forma, o composto SC — EU90
formulado ndo entrou nos testes posteriores, pois 0 mesmo nao seria
economicamente viavel pensando em uma aplicagdo em grande escala, por ter mais

eugenol e baixo efeito bactericida.

Cabe ressaltar que os valores percentuais bactericidas observados no teste
MBC pelo formulado SC — EU5 e pelo SA — EU98 foram proximos, entretanto, vale
ressaltar que percentualmente o eugenol encontra-se em quantidade inferior no
composto SC — EU5 e mesmo assim obtiveram semelhancga, sendo mais um indicativo

de que existe um possivel efeito potencializador dos veiculos utilizados.

Tabela 1. Concentrac¢des bactericidas definidas em ensaios de microtitulagdo e que foram

utilizados em casa de vegetagao contra o fitopatdégeno X. citri subsp. citri.

_ Concentragao de Concentragao
Concentracéo _ o )
Formulacao o Ativo? Presente (% maxima de veiculo
Bactericida (% v/v)
v/V) presente (% v/v)
SC - EU5P 0,5 0,025 0,025

SA — EU98® 1,0 - -

@ principio ativo foi considerado como sendo Eugenol para as formulagdes que utilizaram
como base o composto puro;
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® SC — EU5: formulagao Sta. Clara com 5% de eugenol em sua composigao;

¢ SA — EU98: Eugenol Sigma puro 298% de pureza em sua composi¢ao;

5.7. Potencial protetivo do eugenol e formulagao em casa de
vegetacao

Os tratamentos designados como Controle Positivo Cobre (Cu), SC — EU5 e
SA — EU98 (Fig. 30) foram considerados estatisticamente diferentes do tratamento do
controle negativo (salina 0,85% v/v). Ainda, n&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos com os veiculos e o tratamento controle, indicando que sem a presenca
dos principios ativos nao ha diminuigao significativa no desenvolvimento de sintomas
de cancro citrico. O composto SC — EU5 reduziu em 7,4 vezes o numero de lesdes
(1,364 + 0,934 lesGes/cm?) em relagdo ao controle da salina (10,17 = 3,751
lesbes/cm?), o composto SA — EU98 reduziu em 5,7 vezes o nimero de lesdes (1,759
+ 1,518 relagdo ao controle da salina (10,17 + 3,751 lesdes/cm?) em relagdo ao
controle da salina (10,17 + 3,751 lesGes/cm?) e o Cobre reduziu em 9,2 o nimero de
lesGes (1,099 + 0,9038 lesGes/cm?) vezes em relagdo ao controle da salina (10,17 +

3,751 lesdes/cm?)

Segundo o trabalho realizado pelos pesquisadores Zamuner et al.,2023 os
mesmos também trabalharam com a aplicagdo de 6leos essenciais (carvacrol, éleo
essencial de orégano e timol) em casa de vegetagao. Neste estudo, os 6leos quando
comparados ao controle negativo (Difere a 20 yL/mL) apresentaram uma boa reducgao
no numero de lesdes, fator este que também ocorreu no presente estudo, ja que os
Oleos/formulas (SA - EU98 e SC - EU5) (Fig. 31) também reduziram

significativamente o numero de lesées quando comparado com o controle Difere (Cu).

Em ambos os casos, tanto na pesquisa realizada por Zamuner et al.,2023
quanto nesta, pressupde-se a mesma medida de atuagdo dos Odleos, visto que,
segundo a literatura o eugenol, assim como o timol e o carvacrol, possui uma possivel
capacidade de interagcdo com a membrana celular da bactéria X. citri. Desta forma,
conclui-se que ambos os compostos com o eugenol (SA—-EU98 e SC — EU5) possuem
bom desempenho quando comparados ao controle cobre, que consiste em um
interesse de pesquisa a redug¢ao do uso do cobre continuo no tratamento de X. citri,

uma vez que consiste em um dano ambiental que pode ser reduzido por alternativas
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mais ambientalmente corretas. Além disso, é possivel observar que o veiculo
elaborado pela empresa Sta. Clara assemelhou- se estatisticamente ao controle de
salina, corroborando com os dados previamente encontrados nas analises in vitro, em

que o veiculo ndo foi capaz de conter o crescimento bacteriano.

Figura 30. Exemplares de folhas de Citrus sinensis (L.) Péra (enxertados em citrumelo
'Swingle') retirados apds o término do experimento em casa de vegetagao. Sendo, CN: salina
0,85% (v/v); VMIX: veiculo do composto SC — EU5; CP: Cobre Difere; SA — EU98: Eugenol
puro 98% a 1% e SC — EU5: eugenol formulado pela empresa Sta. Clara com 5% de eugenol
a 0,5%.

VMIX

SA - EU98
SC-EUS

1CM e

Fonte: autora

Figura 31. Numero de lesées por cm? em folhas de Citrus sinensis (L.) Péra (enxertados em
citrumelo 'Swingle') submetidas tratadas com diferentes formulagdes e seu respectivo veiculo.

Sendo, SC — EU5: eugenol formulado pela empresa Sta. Clara com 5% de eugenol a 0,5%;

57



SA — EU98: Eugenol puro 98% a 1%; Cobre Difere: controle positivo; VMIX: veiculo do
composto SC — EUS e salina 0,85% (v/v): controle negativo. As letras (a, b) representam
grupos nos quais nao foram identificadas diferencas estatisticas significantes com relacéo ao

controle negativo (Cobre Difere).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo analisou a eficacia antimicrobiana de diferentes formulagdes
de eugenol, destacando-se as formulagdes SC — EU5 e SA — EU98. O composto SC

— EUS5, contendo 0,5% de eugenol, demonstrou ser bactericida em concentragdes
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menores do que o eugenol puro (AS — EU98) a 1%. As formulagbes foram testadas
também em casa de vegetacdo e demostraram redugdo no numero de lesdes de
Xanthomonas citri, quando comparadas ao controle (cobre Difere). Os resultados
indicam, também, que as amostras com maior concentragao de eugenol apresentaram
biodegradagdo visualmente mais acelerada somente apds 30 dias de exposicéo,
possivelmente devido a finalizagdo da liberagdo prolongada do composto. Ja em
relagdo a atividade enzimatica para monitorar biodegradagédo, observou-se que
concentragdes de eugenol em 1% e 4% (m.m") favoreceram o aumento da atividade
da B-glicosidase, enzima associada a degradagao do carbono organico e a qualidade
do solo. No entanto, para concentragdes superiores, essa atividade enzimatica nao
apresentou variagdes significativas. Por outro lado, a atividade da arilsulfatase,
enzima envolvida na hidrolise de sulfatos orgénicos, mostrou uma tendéncia de
reducdo a medida que a concentracdo de eugenol aumentava, sendo que o grupo
com 8% (m.m") apresentou atividade estatisticamente similar ao controle. Esse efeito
pode estar relacionado a interferéncia da quitosana e do eugenol na captagao de
sulfato, impactando processos metabdlicos quando aplicado em altas concentragdes.
Ademais, a analise da atividade respiratéria celular revelou que o grupo contendo
quitosana e 4% de eugenol (m.m') apresentou os maiores valores de unidade de
fluorescéncia, indicando maior atividade metabdlica em comparagao ao controle e aos
demais tratamentos. Dessa forma, os achados sugerem que concentragdes
moderadas de eugenol (1% e 4%) podem estimular a atividade da B-glicosidase e a
respiragao celular, enquanto concentragdes mais elevadas (acima de 8%) tendem a
reduzir a atividade da Arilsulfatase, o que pode influenciar a disponibilidade de sulfato
e processos metabdlicos no solo. Esses fatores devem ser considerados para
aplicagdes futuras envolvendo a combinagao de quitosana e eugenol. Em resumo, as
formulagdes SC — EU5 e SA — EU98 mostraram-se promissoras como alternativas ao
uso de cobre no tratamento de X. citri, contribuindo para praticas agricolas mais

sustentaveis.
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura 16. Capacidade inibitéria dos formulados 13 e 14 fornecidos pela empresa Sta. Clara
na linhagem WT306 de Xanthomonas citri
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Figura 17. Capacidade inibitéria dos veiculos dos formulados (V1, V2 e Vmix) fornecidos pela
empresa Sta. Clara na linhagem WT306 de Xanthomonas citri
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