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RESUMO

Busca-se ampliar as aplicacfes naturais que possuam atividade eficiente contra fitopatdgenos
que tragam maior produtividade aos cultivos agricolas, uma vez que o cenario de pragas
resistentes e monocultura tornam o controle de pragas e doencas um dos maiores desafios da
atualidade. Destaca-se a propolis como um produto natural com potencial de aplicacdo para
pesticida, no entanto, sua baixa solubilidade em agua e fitotoxicidade associada ao tempo de
exposicao e altas concentracOes, representam um impasse. Neste sentido, o encapsulamento
de propolis em nanoparticulas compostas por biopolimeros melhoram tanto a solubilidade em
agua dos componentes ativos quanto a liberacdo destes componentes em dosagens menores,
por mais tempo e, além disso, contribui com a gama de aplica¢bes nanotecnoldgicas eco-
amigaveis, por se tratar de uma formulacdo que é composta somente por materiais renovaveis.
A obtencdo de um tipo de extrato de prépolis brasileira, geopropolis, e a avaliacdo de aspectos
sobre a sua caracterizacdo e estabilidade quimica ao longo de oitenta e cinco dias foram
incluidas neste estudo. Para a aplicacdo biologica, foram preparadas nanoparticulas a partir de
zeina e lignina contendo geopropolis de abelhas Mandacgaia (Melipona quadrifasciata), por
meio do método de precipitacdo por antissolvente, que foram caracterizadas por espalhamento
dindmica de luz (DLS), potencial Zeta, pH, calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
espectroscopia na regido do infra-vermelho (FTIR) e microscopia de forca atdbmica (AFM).
Aplicou-se as formulagdes de nanoparticulas e extratos de geoprépolis, utilizando dgua como
controle, em sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris) e tomate (Solanum lycopersicum), estas
foram avaliadas quanto a taxa de germinacdo (%) e comprimento das plantulas, apés 5 dias de
incubacdo, e os resultados demonstraram que os tratamentos a base de extrato de geopropolis
e as nanoformulacbes ndo causaram efeitos deletérios na germinagdo das sementes avaliadas.
Apesar disso, 0s resultados obtidos para o efeito bioldgico sdo inconclusivos. Ja as
formulagdes produzidas apresentaram caracteristicas de estabilidade fisico-quimicas estaveis
ao longo de 85 dias, dentre estas, duas demonstraram caracteristicas de tamanho e indice de
polidispersdo que foram favorecidas com o tempo. Todas as amostras apresentaram
excelentes indices de encapsulacdo (> 99%), enquanto que os resultados obtidos em FTIR de
duas das formulagdes assim como seus componentes separadamente demonstraram interagoes
qguimicas entre os componentes das formulacBes, bem como de grupamentos quimicos
especificos utilizados para a producdo. Por fim, formulacdo sem ativo e formula¢fes com 0s
extratos F e G foram analisadas por meio de imagens obtidas por AFM e estas demonstraram
que todas as formulacBes apresentaram nanoparticulas esféricas e com maior freqiiéncia de
tamanho entre 40 e 60 nm para as formulacGes contendo geoprépolis em compara¢do com a
formulacdo sem geoproépolis (80 — 100 nm). Todos os resultados sugerem que a combinacgao
proposta é adequada para a aplicacdo efetuada, entretanto, estudos que avaliem outros
nanossistemas e dosagens com acéo eficiente contra fitopatdgenos comuns em agricultura sao
necessarios e bem-vindos, assim como os estudos que considerem o0s aspectos de nutrigdo e
fisiologia vegetais com a utilizacdo de geoprépolis, seja sob a forma de extrato etanodlico ou
como componente em nanoformulagoes.

Palavras-chave: Produtos naturais. Abelha sem ferrdo. Nanotecnologia. Germinag&o.



ABSTRACT

The aim is to expand the natural applications that have efficient activity against
phytopathogens that bring greater productivity to agricultural crops, since the scenario of
resistant pests and monoculture makes the control of pests and diseases one of the greatest
challenges today. Propolis stands out as a natural product with potential for application as a
pesticide, however, its low solubility in water and phytotoxicity associated with exposure time
and high concentrations represent an impasse. In this sense, the encapsulation of propolis in
nanoparticles composed of biopolymers improves both the solubility in water of the active
components and the release of these components in smaller dosages, for a longer period of
time and, in addition, contributes to the range of eco-friendly nanotechnological applications,
for it is a formulation that is composed only of renewable materials. Obtaining a type of
Brazilian propolis extract, geopropolis, and evaluating aspects of its characterization and
chemical stability over eighty-five days were included in this study. For biological
application, nanoparticles were prepared from zein and lignin containing geopropolis from
Mandacaia bees (Melipona quadrifasciata), using the antisolvent precipitation method, which
were characterized by dynamic light scattering (DLS), zeta potential, pH, calorimetry (DSC),
infrared spectroscopy (FTIR) and atomic force microscopy (AFM). The formulations of
nanoparticles and geopropolis extracts, using water as a control, were applied to bean
(Phaseolus vulgaris) and tomato (Solanum lycopersicum) seeds, these were evaluated for
germination rate (%) and seedling length, after 5 days of incubation, and the results showed
that treatments based on geopropolis extract and nanoformulations did not cause deleterious
effects on the germination of the evaluated seeds. Despite this, the results obtained for the
biological effect are inconclusive. The formulations produced showed stable physicochemical
stability characteristics over 85 days, among these, two showed characteristics of size and
polydispersion index that were favored with time. All samples showed excellent
encapsulation rates (> 99%), while the results obtained in FTIR of two of the formulations as
well as their components separately showed chemical interactions between the components of
the formulations, as well as of groups specific chemicals used for production. Finally,
formulation without active and formulations with F and G extracts were analyzed using
images obtained by AFM and these demonstrated that all formulations presented spherical
nanoparticles and with greater frequency of size between 40 and 60 nm for formulations
containing geopropolis in comparison with the formulation without geopropolis (80 — 100
nm). All results suggest that the proposed combination is suitable for the application
performed, however, studies that evaluate other nanosystems and dosages with efficient action
against common phytopathogens in agriculture are necessary and welcome, as well as studies
that consider aspects of nutrition and plant physiology with the use of geopropolis, either in
the form of an ethanolic extract or as a component in nanoformulations.

Keywords: Natural products. Stingless bee. Nanotechnology. Germination.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um dos principais paises produtores de alimentos do mundo e a tendéncia
crescente de utilizacdo de agroquimicos aliado a uma legislagdo mais permissiva
representam um risco socioambiental iminente (OLIVEIRA et al., 2015; FREITAS;
BOMBARDI, 2018; BOMBARDI, 2019)

A expansdo de monocultivos em territdrio brasileiro nos Gltimos anos e a intensa
utilizacdo de agrotdxicos associados a esses cultivos tém afetado negativamente a salde da
populacédo e o equilibrio do meio ambiente de maneira severa (BOMBARDI, 2019). O total
da soma de areas cultivadas somente com soja, cana-de-acucar e eucalipto no Brasil, que
sdo commodities, € o equivalente a 1,5 do territorio da Alemanha ou 5,5 do territério de
Portugal. Enquanto que as &reas cultivadas com arroz, feijdo, trigo e mandioca, que fazem
parte da alimentacdo tradicional, sdo muito menores e vém diminuindo (BOMBARDI,
2019).

Contrapde-se com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas (IBGE),
que mostra que a alimentacdo que chega a mesa da populagédo brasileira tem significativa
parcela representada pela agricultura familiar e é produzida em propriedades de pequeno
porte (IBGE, 2017). Em modelos de propriedades familiares que desenvolvem agricultura
h& maior diversidade de alimentos produzidos, bem como a utilizacdo de técnicas, como
roteamento de culturas, conservacdo de sementes, entre outros métodos para o controle de
pragas (LIMA et al., 2020).

Dentre os principais desafios para produzir alimentos organicos no Brasil podem ser
citados fatores limitantes, tais quais o tempo para a conversdo de terras de cultivo
convencional para um sistema de cultivo organico, a diversificacdo de producédo agricola,
pragas e doencas, a obtencéo e conservacdo das sementes crioulas, além de investimentos
em pesquisas que possibilitem o desenvolvimento de técnicas que considere 0s principios
da producéo organica (LIMA et al., 2020).

Para o combate de pragas em agricultura se utiliza, ha centenas de anos, inumeras
substancias e técnicas, tais quais: a cobertura de vegetacdo morta, queimadas, 6leos, caldas
e outras técnicas de controle de pragas. Por volta de 200 dC, 267 espécies de plantas eram
conhecidas por atividade pesticida na China (DAYAN et al., 2009).
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A utilizacdo e busca por produtos naturais que possam ser utilizados como
biopesticidas com seguranca € crescente, entretanto, € necessario que estes produtos sejam
eficientes frente aos organismos e microrganismos resistentes aos pesticidas convencionais
(DAYAN et al., 2009), além disso, estudos recentes tém incluido a utilizacdo de
metabolitos secundarios de organismos oriundos de ambientes marinhos com potencial para
aplicacdes no combate de pragas agricolas (SONG et al., 2021).

De maneira semelhante, a busca por produtos naturais que possuam atividade
bactericida, fungicida, virucida é aplicada também em setores da salde, na prevencdo de
doencas infecciosas, aplicando a mesma logica, faz parte das solucGes da préxima geracao,
juntamente com as recentes tecnologias (EL-SAADONY et al., 2021; SONG et al., 2021).

Propolis € um composto natural com vasta aplicacdo em salde desde a antiguidade e
que possui excelente eficiéncia frente aos fungos e bactérias patogénicas. Ainda que a
utilizacdo de prépolis seja recente em agricultura, ja foi verificada uma gama de aplicagdes
possiveis para extrato de propolis (CARVALHO; SODRE, 2021), seno vejamos.

Considerando que a antracnose é a principal doenca que causa perdas em culturas de
feijdo comum (Phaseolus vulgaris), foi verificado que o extrato etanolico de propolis 4%
reduziu a severidade da antracnhose em 63% e causou aumento de 33% na produtividade do
feijoeiro (PEREIRA; MATTE; VENANCIO, 2016).

Vieira e colegas (2010) observaram os efeitos do extrato de prépolis sobre a
qualidade sanitéaria e fisiologica de sementes de feijdo. Encontraram que o extrato de
prépolis nas concentracdes entre 2 a 16% ndo prejudicou a germinacdo de sementes e
controlou os fungos, ainda que com menor eficiéncia se comparado ao fungicida
convencional.

Extrato de propolis também foi utilizado para o controle de oidio (Sphaerotheca
fuliginea) em cultura de pepino, 0s autores demonstraram que a propolis em concentracdo
de 8% foi eficiente no controle do oidio e ainda induziu ao aumento os niveis de fitoalexina
produzida pelas plantas (GUGINSKI-PIVA et al., 2015).

Ja em plantas de tomate (Solanum lycopersicum), Abo-Elyousr et al. (2017)
avaliaram a efetividade do extrato de prépolis egipsia para combater a murcha bacteriana

do tomate, causada pela bactéria Ralstonia solanacearum e os resultados demonstraram



16

controle de 76% da doenca, além do aumento de produtividade/planta na dose de 100 mg
mL™.

Em conjunto com outros produtos, tem-se que a propolis mais sabao de potassio foi
eficaz em controlar pulgbes em pomar de péssegos (Prunus persica) (ANTONELLI et al.,
1998). Aplicacoes foliares de acido salicilico e propolis causaram melhoras nos parametros
de crescimento de tomateiros, assim como o incremento em defesas antioxidantes das
plantas. Os melhores resultados foram provenientes da combinagdo de 1,5 mM de acido
salicilico mais 10 mg mL™* de prépolis (EL-HADY et al., 2021).

Somam-se a isto 0s estudos que avaliaram o efeito da propolis na mitigacdo dos
efeitos do estresse salino, com bons resultados em plantas de trigo (Triticum) (MERWAD,
2020), em feijdo (SEMIDA; RADY, 2014) e espinafre (Spinacea oleracea) cultivados em
solo salino (EL-YAZAL, 2019).

Bons resultados foram obtidos com a utilizacdo de extrato de prépolis. No entanto,
algumas caracteristicas naturais da préopolis podem limitar sua aplicacdo em plantas, como
a insolubilidade da maioria dos componentes de propolis em agua (CARVALHO; SODRE,
2021). Este fato pode reduzir a disponibilidade dos componentes ativos para 0s organismos
alvo.

Para melhorar a solubilidade de propolis em agua, assim como a eficiéncia na
entrega de ativos, a nanotecnologia é uma aliada. Especialmente, em agricultura observou-
se que concentracdes de ingredientes ativos quando encapsulados em sistemas
biopoliméricos tiveram a eficiéncia melhoradas em aplicacdes com dosagem dez vezes
menores, quando comparada a versdo comercial da substancia ativa (OLIVEIRA et al.,
2015; BOMBO et al., 2019). Com a diminuic¢do na escala de tamanho, as nanoparticulas
tém um incremento consideravel em sua area superficial, tornam-se mais reativas e sofrem
modificacdes das propriedades fisico-quimicas, Opticas, mecanicas e magnéticas
(OLIVEIRA et al., 2015).

No sentido de aliar a nanotecnologia com propolis, e com o intuito de melhorar a
biodisponibilidade, assim como a entrega de componentes ativos de prépolis em plantas,
uma possibilidade é a encapsulacdo deste em uma matriz biopolimérica (PEREIRA et al.,
2019).
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Muitos sdo os biopolimeros que podem ser utilizados para a encapsulacdo de
prépolis, como amidos, caseina, gomas, quitosana, etc. (DO NASCIMENTO et al., 2016).
A zeina tem destaque, principalmente, por suas propriedades tecnoldgicas e de solubilidade,
pois é eficiente em encapsular compostos hidrofébicos. Além disso, melhora a liberacao de
substancias lipossollveis e promove protecdo contra raios ultravioletas (UV) de compostos
bioativos suscetiveis a fotodegradacdo (WANG et al., 2022).

Considerada uma proteina segura para 0 consumo humano, 0 que sugere sua
aplicacdo no encapsulamento de alimentos e nutrientes (KASAAI, 2018). A zeina € uma
proteina (prolamina) amplamente encontrada como residuo industrial na producédo de amido
e etanol (LI et al., 2019). Consiste na principal proteina de armazenamento do milho (Zea
mays) e € formada por quatro fracbes (HU; MCCLEMENTS, 2014b; WANG ET AL.,
2022). Juntas, o, B, vy e d-zeina representam 50% ou mais das proteinas endospérmicas
(GUO et al., 2005).

Quimicamente, os residuos de aminoécidos de zeina, em sua maioria, sdo apolares e
a automontagem da proteina é baseada em anfifilicidade (PATEL et al., 2012). Muitos
aminoacidos sdo sulfurados e formam ligacGes dissulfeto intermoleculares (GUO et al.,
2005). Por se tratar de uma prolamina apresenta solubilidade em solucdes aquosas de
etanol, mas em &gua ndo. Suas caracteristicas elétricas sdo positivas em pH baixo e
negativa em pH alto.

Ainda que a zeina possa ser facilmente convertida em nanoparticulas coloidais
esféricas (SUN et al., 2019), de acordo com Hu e McClements (2014) a carga elétrica ndo é
suficiente para garantir sua estabilidade.

Li e colaboradores (2013) melhoraram aspectos de fragilidade natural do filme de
zeina com Pluronic F127, este demonstrou excelente capacidade como agente estabilizador.
Particulas coloidais de zeina foram preparadas por nanoprecipitacdo, contendo caseinato de
sodio no meio precipitante, resultou em carga superficial negativa devido a adsorcdo de
uma camada de caseinato de sodio (PATEL et al., 2012).

A zeina possui a capacidade natural de agregacdo devido as interagdes hidrofobicas
e j& foi sugerido por Wang e seus colegas (2022) que para superar esta limitagdo é
necessario que se complexe a zeina com macromoléculas hidrofilicas, por meio de

interacOes ndo covalentes.
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A lignina foi escolhida como estabilizador da suspensédo coloidal formada por zeina
e extrato de prépolis, uma vez que pode reagir com componentes hidrofilicos e
hidrofdbicos, tanto da zeina quanto da prépolis, por sua natureza anfifilica (NI et al., 2022).

Um dos biopolimeros mais abundantes no planeta (SHARMA et al., 2022), a lignina
possui estrutura quimica que varia de acordo com a origem da matéria-prima. Responsavel
pelos atributos rigidez e suporte mecanico, a lignina também fornece resisténcia as plantas
frentes aos fitopatdgenos e participa do sistema de transporte de &gua e nutrientes
(PEREIRA et al., 2022). Quimicamente, ligninas sdo biopolimeros tridimensionais e
amorfos com ramificacGes e possui o fenilpropano como unidade basica. Estes sao unidos
por ligaces do tipo éter (C-O-C) e carbono-carbono (C-C) (PEREIRA et al., 2013).

Uma excelente maneira de valorizar a lignina, que é atualmente um residuo
industrial, é a producdo de nano ligninas, que tem como objetivo obter formualacdes por
sinteses verdes (SHARMA et al., 2022). Como esperado, as nanoparticulas de lignina
aumentam a &rea de superficie da lignina (WANG et al., 2019). J& foi verificado que
nanoparticulas de lignina apresentam capacidade antioxidante superior a lignina em
tamanho original (NI et al., 2022).

Pesquisas utilizando nanoligninas encontram-se em estagio inicial (SHARMA et al.,
2022) e poderao ser utilizadas para 0 nano encapsulamento, cicatrizacdo de feridas, nano
cola, remediagdo ambiental, substancias ativas biocidas, formulages de revestivemento,
como substancia bioadsorvente, entre muitas outras aplicaces (LIU et al., 2019; WANG et
al., 2019; PEREIRA et al., 2022). Chama atencdo ao fato de ligninas e, principalmente,
nanoligninas possuirem excelente acdo de protecdo de raios UV, o que tem sugerido sua
aplicacdo farmacéutica para protetores solares (WANG et al., 2019; SHARMA et al.,
2022).

Contribui para a aplicacdo desta pesquisa o fato de nanoligninas possuirem a
caracteristica de alto potencial zeta negativo, este fator pode melhorar a absorcdo e
translocacdo de nutrientes nas plantas, tornando-os mais biodisponiveis. Foi sugerido por
Pereira et al. (2022) que nanoparticulas de lignina podem atravessar o tegumento das
plantas, ocasionando o movimento de hormonios, biocidas e inseticidas em baixas

concentragoes.
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O presente trabalho consiste em duas partes. A primeira denominada capitulo 1,
intitulado: “Potential in use of propolis extracts in association to nanotechnology to
organic agriculture . Este capitulo traz um breve historico da agricultura e sua relacdo com
fatores socioambientais e foi enfatizada a importancia da agricultura biodiversa. A prépolis
foi apresentada como um material promissor para aplicacdo em plantas devido a sua rica
composic¢do, além disso, apresentou-se uma variedade de estudos de nanoencapsulacdo de
propolis.

O segundo capitulo, intitulado “Desenvolvimento ¢ caracteriza¢do de nanoparticulas
de zeina, lignina e geopropolis de Mandacaia (M. quadrifasciata) visando aplicacdo
bioldgica in vitro em sementes de feijdao (P. vulgaris) e tomate (S. lycopersicum)”, foi
estruturado em introducdo, materiais e métodos, resultados e discussdo e, conclusao.
Apresentaram-se estudos sobre a caracterizacdo quimica e atividade biologica de
geopropolis e foram descritos os métodos para obtencdo dos extratos, desenvolvimento dos
nanossistemas, bem como a caracterizagdo (tamanho, indice de polidispersdo, potencial
zeta, pH, calorimetria (DSC), microscopia na regido do infravermelho (FTIR), eficiéncia de
encapsulacdo e microscopia de forca atbmica (AFM) .

Foram relatados os resultados da caracterizacdo tanto dos extratos de geopropolis
quanto das nanoparticulas baseadas em zeina e lignina contendo geoprépolis. Avaliou-se,
além disso, a estabilidade dos nanossistemas e dos extratos de geoprépolis obtidos ao longo
de 85 dias. A aplicacdo bioldgica foi verificada por testes de germinacdo in vitro em
sementes de feijao (P. vulgaris) e tomate-cereja (S. lycopersicum), comparando 0s
tratamentos (extratos, nanoparticulas contendo extrato, nano sem ativo) em trés diferentes
concentracdes (0,01%, 01% e 1%) com o tratamento controle (agua).

Desta forma, a hipdtese deste trabalho é que o nanossistema ora proposto apresente
acdo no tratamento de sementes germinadas in vitro. Por fim, a nanoformulacdo ora
sugerida combina os bioativos provenientes da biodiversidade brasileira (geopropolis de
Mandacaia) aos materiais renovaveis e biodegradaveis (zeina e lignina). Pode representar
um produto eco-amigavel para futura aplicacdo em agricultura, com a finalidade de

combater pragas e doengas comuns em culturas alimentares.
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4. CONCLUSAO

Espectros de absorcdo obtidos para os extratos de geoprépolis evidenciaram a
presenca de compostos polifenodlicos, com picos caracteristicos entre 200 e 400 nm, bem
como os espectros em regides do infravermelho de dois dos extratos, onde se evidenciaram
vibracdes de hidroxilas e compostos aromaticos, caracteristicos dos compostos fenolicos.

FormulacGes com base em zeina e lignina contendo geopropolis desenvolvidas foram
avaliadas e demonstraram que dentre as seis amostras de formulacdes com geopropolis
obtidas, todas apresentaram potencial Zeta e pH desejaveis para nanossistemas estaveis.
Dentre estas, F e G foram as que apresentaram as caracteristicas mais desejaveis, sobretudo as
de tamanho e indice de polidispersdo, durante o periodo monitorado. Os ensaios de eficiéncia
de encapsulacdo demonstraram alta eficiéncia e 0 DSC e FTIR apontam para a interacdo
qguimica de componentes da zeina, lignina e geoprépolis. Além disso, imagens obtidas por
AFM demonstraram nanoparticulas esféricas e maior freqiiéncia de nanoparticulas menores
(40-60 nm) quando as formulacBes eram compostas com geopropolis. Estes resultados
corroboram para que a escolha de combinacdo da nanoformulacéo tenha sido adequada para a
aplicacdo proposta.

O teste de germinagdo efetuado em sementes de feijdo e tomate-cereja utilizando
diferentes tratamentos demonstrou que os tratamentos utilizando geoprépolis nao resultaram
em efeitos deletérios.

Estudos que avaliem outros parametros, dosagens e novas formulagdes serdo bem-
vindos. Efeitos de toxicidade poderdo ser aplicados no sentido de inibir certas plantas
daninhas e os estudos que demonstram efeitos sinérgicos com geoprépolis abrem um universo
para inumeras descobertas.

Para além da producdo de alimentos em campo, formulagdes incorporadas com
geopropolis poderdo ser aplicadas em tecnologias pos-colheita, no recobrimento de frutos e

vegetais, assim como no setor de armazenamento de graos, substituindo fungicidas sintéticos.
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