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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
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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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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar sistema nanocarreador para geopréopolis, com base nos
biopolimeros zeina e lignina, assim como avaliar a estabilidade quimica tanto dos extratos
obtidos quanto dos nanossistemas, em diferentes tempos, além de aplicar diferentes

tratamentos em sementes, por meio de testes de germinag&o in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Aplicar método de extracdo solido-liquido em seis amostras de geopropolis bruto de
Melipona quadrifasciata;

e Quantificar os extratos de geoprépolis obtidos;

e Auvaliar a estabilidade dos extratos de geopropolis;

e Preparar sistemas nanocarreadores utilizando zeina e lignina para liberar geopropolis;

o Caracterizar os sistemas nanocarreadores quanto as caracteristicas tamanho da particula,
indice de polidispersdo, potencial zeta e pH;

e Avaliar a estabilidade dos parametros tamanho, indice de polidispersao, potencial zeta e
pH em funcgéo do tempo (1, 35 e 85 dias);

¢ Avaliar a eficiéncia de encapsulacdo de extratos de geoprdpolis por nanossistema a base
zeina e lignina;

e Avaliar as caracteristicas térmicas dos nanossistemas e seus componentes por
calorimetria exploratéria diferencial (DSC);

¢ Identificar os grupos funcionais dos nanossistemas, bem como de seus componentes
pelo emprego de técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR);

e Analisar tanto o formato quanto o tamanho das nanoparticulas formadas nos
nanossistemas por imagens obtidas com o emprego da técnica de microscopia de forca
atomica (AFM);

e Por meio de ensaio de germinagdo in vitro, avaliar a bioatividade dos extratos de
geopropolis e dos nanossistemas contendo geoprépolis quanto a taxa de germinacgédo (%)

(m/m) e comprimento de plantulas de feijao Mulatinho e tomate-cereja.
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CHAPTER |

Potential in use of propolis extracts in association to nanotechnology to organic
agriculture

FERREIRA, G. C; PEREIRA, A. E. S.; FRACETO, L. F. Potential in use of propolis
extracts in association to nanotechnology to organic agriculture.

Capitulo submetido para o livro BioFertilizers: Advances in Bio-inoculants Volume-I11:
Application in Horticultural Crops — Elsevier.
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ABSTRACT

Currently, agriculture is facing many challenges involving climate changes, biotic and
abiotic stress and the reduction of natural resources. The conventional agriculture after the
Green Revolution result in many side effects, as environment contamination and
destruction of several ecosystems. Nowadays, organic and agroecological agriculture are
sustainable management for food production, once they respect the environment, do not
used chemical fertilizers or pesticides, with that, protected the ecosystem and producing
food free-chemical residues. By the way, many challenges are faced by the farmers to
control pests or even to reduce biological stress. As strategy are used natural compounds
with biological activity for crop managements. A product with potential of application is
the propolis, in its composition there are several compounds with antimicrobial and
virucide activity, moreover antioxidant compounds and minerals that can be used to avoid
plant stress or stimulate plant growth. Aiming agricultural application, the use of
nanocarriers systems is a great strategy to improve the propolis physicochemical
characteristics, improving the chemical stability, biological activity and the bioavailability
for the plants. Many of this system can be developed without organic solvent or surfactants.
The application of this systems may be used as new natural nanopesticide or nanofertilizers
for organic and agroecological agriculture promoting sustainability and respecting the
environment.

Keywords: Biopesticide. Sustainability. Agriculture.
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1. INTRODUCTION

The development of agriculture has always been linked to climate conditions,
becoming possible only after the end of the last glacial period on the planet, between
12.000 and 9.000 years ago. It’s marked the sedentarism lifestyle period of the man, who
started to produce food, but without completely let hunting and gathering activities. Over
these millennium, plant and animal species were domesticated, selected and improved,
were spread, carried by migrating populations and through trade, and provided the basis for
human nutrition (CLEMENT et al., 2021; MARIANI et al., 2021; MCCOOK, 2008).
Below, is cited aquotation from the myth of the agriculture origin according to the
indigenous Brazilian cosmology of the Mundurucu ethnic group, reported in the book “Do
Mel as Cinzas - Mythological Collection 2 (2005) by Lévi-Strauss, originally published in
1967:

“In the past, the Mundurucu did not know about hunting
and cultivated plants. They fed on wild tubers and mushrooms that
grew on trees. It was then that Karuebak arrived, the mother of
manioc, who taught to the men the art of preparing it. One day, she
ordered her nephew to cut down a part of the forest and announced
that bananas, cotton, yams (Dioscorea), corn, the three kinds of
cassava, watermelons, tobacco and sugar cane would soon be born
there. She had a ditch dig in the cleared ground and ordered them
to bury her there, but to be careful not to walk on top of it. In a few
days, Karuebak's nephew found that, the plants his aunt listed were
growing in the place where she lay, but, inadvertently, he walked
on the consecrated ground. Immediately, the plants stopped
growing. Thus, the size they have reached since then was fixed

(..

The myth mentioned above dates back to a time when the Mundurucus were

unaware of agriculture and provides clues about the way of agriculture practiced by this and

other Amazonian peoples, based on agrobiodiversity. It is known that the Amazon forest is

not an untouched sanctuary and that it was managed by the Amerindians who populated

that region. (PIPERNO et al., 2015; ALTIERI; NICHOLLS, 2017; THOMAZ et al., 2020).

Currently, there are several problems involving questions about environment and

food production, as well as most of the consumer goods used by humanity, that come from

agriculture. The way that human population are obtaining its products has accelerated
degradation of the ecosystem (ELLIS et al., 2013).
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In the panorama of environmental, energy and social crisis, the research for
environmentally safe solutions becomes urgent (TALUKDER et al., 2021), especially those
that look for the resilience of agricultural systems, once the Green Revolution has failed in
its main objectives (ALTIERI; NICHOLLS, 2017; HARWOOD, 2020). After 70 years of
the Green Revolution, approximately a tenth of the world population are facing hunger and
almost thirty percent live in a situation of food and nutritional insecurity, in which they do
not have access to adequate food, according to “The State of Food Security and Nutrition in
the World (SOFI)” published by the United Nations (ONU) (FAO, 2021).

The technological package combined with the post-war period, started the industrial
revolution, and brought large-scale environmental contamination, from industrial and
agricultural process that, result of low inspection and permissive legislation from the
government. For instance, in Brazil, are present throughout the biosphere, according to
Brazilian geographer Larissa M. Bombardi in her work entitled: “Geography of the Use of
Pesticides in Brazil and Connections with the European Union” (BOMBARDI, 2019).

Furthermore, the high consumption of natural resources as water and land by bigger
agribusiness producers have dried up rivers and becoming the soil, unfertile (BENITES-
LAZARO et al., 2020). The dame natural systems that were used by traditional populations
who practiced fishing and subsistence agriculture. These people have been losing their
territories and according the expansion of the agricultural frontier advances, areas of forest
have been destroyed and losing their ecosystem functions and being transformed into areas
for agricultural cultivation or pastures (SIMMONS et al., 2007; BOMBARDI, 2019;
THOMAZ et al., 2020; TALUKDER et al., 2021).

Of course, all of this is accompanied by the application of fertilizers and pesticides
and increasingly specialized machinery, making practically impossible any type of
competition in terms of price and volume of agricultural production, however, forcing
urban populations to consume more and more food contaminated by chemical residues
(BOMBARDI, 2011; FREITAS; BOMBARDI, 2018; THOMAZ ET AL., 2020).

The monoculture production model has affected the environmental equilibrium in
several aspects. Pests are increasingly resistant, demanding ever higher doses of pesticides,
and highly soluble synthetic chemical fertilizers are drained into water bodies, generating

eutrophication. This, without considering soil degradation, changes in rainfall patterns,
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losses of biodiversity and agrobiodiversity and, above all, the impact on human health
(BOMBARDI, 2011; FREITAS; BOMBARDI, 2018; TALUKDER et al., 2021).

1.1 A step back, a future ahead: Ecological farming

In agroecology, the use of synthetic chemical fertilizers and pesticides is dispensed.
As one alternative, the focus is on providing plants with the ideal conditions for natural
growth. Now, how to produce in a soil full of synthetic nutrients and added with all kinds
of poisons? What has been happening in recent decades as a result of this conventional
agriculture is soil depletion, followed by erosion and degradation. (ALTIERI; NICHOLLS,
2017).

The Agroforestry Systems has been successful implemented in terms of recovering
degraded areas, restarting native vegetation to previously deforested areas, consequently,
their ecosystem functions (CHATTERJEE et al., 2018; SAUVADET et al., 2020). In
practice, this type of system combines food production with the replanting of forests. In
addition, it provides an increase in food diversity for producers and a more acceptable place
to work (SAUVADET et al., 2020). How bigger the diversity, it is better, this will reflect in
the diversification of economic sources, as well as the reappearance of waters bodies.

In the Agroforestry Systems, it is considered which are the native forest species of
the ecosystem, where the area is inserted and, which extracts they will occupy over time,
until reaching maturity, that is, they are consortia based on natural succession and
stratification of plant species. Then, crops of economic interest, such as short-cycle
vegetables, annual-cycle grains, bi-, tri-annual and perennial fruit trees, are combined with
leguminous improving biomass-producing species, these will be periodically pruned and
deposited on the soil, configuring the syntropic agriculture. Biodiversity is, therefore, the
guide in agroecological management, which includes the syntropy that has been widespread
in Brazil since 1993, by Ernst Gotsch (ANDRADE et al., 2020).

In ecologically diverse cropping systems, however, pest attacks occur at a lower
intensity when compared to conventional cropping systems. (SCHROTH et al., 2000;
ALTIERI; NICHOLLS, 2017).

From the perspective of an ecological production system, pests are indicators of

inadequate management. The aim is, therefore, to monitor and reduce disease-causing
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populations in crops (WUEST et al., 2021), using various management tools, such as crop
rotation, use of insect baits, application of grouts and organic compounds of plant and/or
animal origin - with or without the use of worms, biofertilizers, in addition to efficient
microorganisms, biodynamic preparations and so many other agroecological solutions that
shed light on soil nutrition, consequently, result in better plant nutrition, as a fundamental
part of pest management practice, which generates a richer crop in foods with high
biological value (TALUKDER et al., 2021).

2. ANEW INSIGHT FOR AGROECOLOGICAL SOLUTION

Considering the topic above and, in order to contribute to the diversification of
agroecological practices that can be inserted as a management option in organic agriculture,
the bee propolis has the potential to act in several aspects for ecological management, but it
has been little explored until the moment (PEREIRA et al., 2021).

Biological properties such as bactericide, fungicide, virucidal, acaricide, among
others, have been attributed to different types of propolis (BANKOVA, 2005; BERRETTA
et al., 2017; KUMAZAWA et al., 2004; SANTOS et al., 2020) and suggest its application
in agriculture for pest management, both for seed treatment and for foliar applications at
different times of cultivation (PEREIRA et al., 2021).

Propolis is composed of resinous, gummy and balsamic substances that are
collected from shoots, flowers and plant exudates, added to salivary secretions, wax and
pollen (PARK et al., 2002; KUMAZAWA et al., 2004; BANKOVA, 2005; BERRETTA et
al., 2017; SANTOS et al., 2020). To obtain it, bees break resins with their jaws, manipulate
them with their forepaws and transport them in their hind legs to the hive, where they will
be mixed with bee saliva and partially hydrolyzed by enzymes, followed by deposition on
the walls of the hive for use as needed by the colony (SANTOS et al., 2020). They building
pieces, embalm invaders and, as a consequence, prevent the growth of microorganisms
inside the colony. Propolis is also known as “bee glue” and has been used since ancient
times (PARK et al., 2002; BANKOVA, 2005; SANTOS et al., 2020).

Just as example, in Brazil, there are 14 different types of propolis are classified,

with distinct physicochemical characteristics, yellowish, brown, greenish, reddish, with
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characteristic balsamic and resinous aromas, from mild balsamic to strong spicy flavor, and
vary according to the botanical source (BERRETTA et al., 2017; SANTOS et al., 2020).

Chemically, Brazilian propolis has different compositions from European, Asian
and North American propolis (PARK et al., 2002; BANKOVA, 2005; BERRETTA et al.,
2017). However, a large study that characterized Cuban propolis, according to the class and
secondary compounds identified, classified propolis as brown, red and yellow. (CUESTA-
RUBIO et al., 2007; SANTOS et al., 2020). Cuban red propolis are characterized by the
presence of isoflavonoids (CUESTA-RUBIO et al., 2007), such as Brazilian bees of the
same type (CUESTA-RUBIO et al., 2007; BERRETTA et al.,, 2017). By the way,
Brazilian green propolis, from botanical sources of the Baccharis genus, contains artepilin
C, which is an important chemical marker for this type of propolis. (PARK et al., 2002;
BERRETTA etal., 2017; SANTOS et al., 2020).

In it’s composition, propolis has a wide diversity of phenolic compounds,
flavonoids, xanthones and terpenes that are responsible for a range of known biological
activities (KUMAZAWA et al., 2004; NANI et al., 2020). These activities differ according
to the phytochemical composition, which, in turn, distinguishes between regions and
available botanical resources, as well as varies with the genetics of the bees and the time of
collection (KUMAZAWA et al.,, 2004; BANKOVA, 2005; BERRETTA et al.,, 2017;
SANTOS et al., 2020).

The studies that have the chemical composition are extremely relevant, as they help
to improve the standards quality of this important product, as well as its possible
applications that provide information about environmental monitoring, as bees perform
your collections in specific distance rays for each species (BANKOVA, 2005; FERREIRA
etal., 2019; SAMPIETRO et al., 2020)

Some authors support the idea that the phytochemical composition also varies with
the obstacles faced by the hive, as an example of bees collecting exudates from plants
contaminated by fungal diseases. Furthermore, the synergistic action between the
components of propolis seems to be responsible for a good part of the biological properties
attributed (BANKOVA, 2005). Due to the presence of caffeic acid, tartaric acid, quercentin

and gibberellins present in Brazilian organic propolis, which showed anti-fungal and anti-
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inflammatory actions, it was suggested that propolis may contribute to the increase in plant
resistance (NANI et al., 2020).

3. FROM PLANTS TO PLANTS: AGRICULTURAL APPLICATION
OF PROPOLIS

Many biological properties have been attributed to propolis from different species of
bees, as scientific studies confirm antioxidant, antimicrobial, cytotoxic, anti-inflammatory,
fungicidal, antitumor, anticarcinogenic, antimoliculitis actions, among others
(KUMAZAWA et al., 2004; BANKOVA, 2005; FERREIRA et al., 2019; LAVINAS et al.,
2019; BARBOZA et al., 2020; SAMPIETRO et al., 2020; SANTOS et al., 2020).

Especially in agriculture, applications using propolis are recent and very promising.
The anti-phytopathogenic action was demonstrated when testing green propolis extract
against Pythium aphanidermatum, the study identified Artepillin C as the main compound
in the bioactive ethanolic fraction. This cinnamic acid derivative showed concentration-
dependent action, with a minimum inhibitory concentration of 750 pug mL™, for a period of
30 hours. (PAZIN et al., 2019)

Uses with propolis have inhibited seed germination and the growth of plant species,
this phytotoxic potential points to applications aimed at controlling weeds, since the effects
are selective between plants and treated parts, as well as with the doses used (PEREIRA et
al., 2021).

The efficiency of propolis obtained in Argentina, with samples from different
regions, was verified against the bacteria Erwinia carotovora subsp., a bacteria associated
with potato plantations worldwide. It was highlighted that propolis extracts with the highest
concentrations of phenolics and flavonoids were the ones with the highest bactericidal
activity (SAMPIETRO et al., 2020).

Another study tested several natural extracts from plants, algae and propolis
observed 50% of increase in the yield of wheat plants, as well as an increase in the content
of polyphenols, photosynthetic pigments and nutrient absorption by the roots (MERWAD,
2020).

A study applied to aquaculture, such as bioremediation, considered that the amonts
of pesticides that inevitably reach fish breeding reservoirs could cause deleterious effects.
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The authors tested the bee products to reverse the oxidative damage caused by pesticides in
Jundié catfish (Rhamdia quelen). Successfully, the levels of hydrogen peroxide and protein
carbonyls observed in exposed fish were reversed or prevented when water inoculated with
tebuconazole was supplemented with bee products (royal jelly, pollen, honey and propolis)
(FERREIRA et al., 2013).

It is assumed that the inherent biological value of bee products has relevance for
application in ecological agriculture, as propolis, in addition to contributing to the control
of pathogens in plant, can also reduce the density and growth rate of unwanted plants in
cultivation, which assists in the management. Furthermore, the perspectives regarding the
action of propolis under the aspects of plant nutrition and physiology are positive.

Encouraging the production of propolis represents a positive socio-environmental
impact, as it contributes to the continuous improvement of the apiceuticals production
chain, as well as aspects of conservation and rational management of bees.

In economic terms, Brazil is the third largest exporter of propolis in the world
(SANTOS et al., 2020), being Japan the country that consumes the most production of
Brazilian propolis (BERRETTA et al., 2017). China, is the largest producer of propolis and
also holds almost 40% of the patent documents associated with the use of propolis,
predominantly with uses related to human medicine and pharmacopoeia (SANTOS et al.,
2020).

It is possible to practice environmental conservation together with the potential to
expand the propolis production, since combined with research and development of new
products, they can add value to this clean raw material and income for beekeepers.
Different applications have been using propolis as a source of bioactive compounds, in the
most varied sectors: food, pharmaceutical, human and veterinary medicine, agricultural etc.
Aiming these applications, the use of nanotechnology can improve the biological activity of
these compounds, enhance the chemical stability, and increase its application in many
fields, being one highlight, the agriculture.

4. USES OF NANOCARRIERS SYSTEMS FOR PROPOLIS

Nanocarriers systems are a trend for encapsulation of bioactive compounds.
(CAMPOS et al., 2019; BARROS; CASEY, 2020). The nanoscale proprieties as size,
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surface area and charge, the possibilities do designer this system for became stimuli
responsive or/and target specifics has call the attention of many industry fields, with
highlight to pharmaceutical and agriculture (LUGANI; OBEROI; RATTU, 2021; SINGH
etal., 2021).

Once, bioactive compounds are encapsulated by nanocarriers, they can be protected
from physicochemical process as volatilization, photodegradation, hydrolysis that can
reduce the biological active of these compounds. Furthermore, the nanoencapsulation can
improve the solubility of hydrophobic compounds, improving its uptake in target organism,
the bioavailability, by this way, improving the biological effects.

One of the strategies for the development of nanocarriers systems is to choose
materials that can be provide from a renewable source, biodegradable, biocompatible and
non-toxic, targeting to produce nanoformulation that no cause contamination and toxic
effects to the environment, as example lignin, chitosan, cellulose, alginate, casein, arabic
gum, zein among others (CAMPOS et al., 2015; ZHANG; ZHAN; TIAN, 2021; CASTRO;
COSTA; CAMPOS, 2022).

These biopolymers have been used for encapsulate biological natural compounds as
essential oils and plant extract aiming to improve not just the physicochemical proprieties,
but as consequence, they biological activities as antimicrobial, antiparasitic, repellent,
insecticide among others. (ARMENDARIZ-BARRAGAN et al., 2016; DE OLIVEIRA et
al., 2019).

The combination of natural compounds with biopolymeric nanomaterial for the
development of nanoformulations have emerged in the last years (ARMENDARIZ-
BARRAGAN et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2019). When, it is focusing in agriculture,
these new nano-based pesticides to control agricultural pests without hazard materials, may
to become a new approach to improve organic agriculture.

One example, is silica nanoparticles containing cinnamon essential oil. In the work,
Bravo Cadena et al. (2018) improve the oil bactericidal activity in 90,000 folds in
comparison the oil non-encapsulated aiming seeds protection.

As describe previous, propolis has great application for agriculture, and nano-based
formulation can be a key step for optimize their use in the field. However, the propolis

composition is a complex of chemical structures, that are present in waxes, resins and
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volaties, and these composition can change, according the harvesting time, geographical
location and, species bees (BARBOSA et al., 2019; DO NASCIMENTO et al., 2016;
SHALTOUKI et al., 2019). The resin, for instance have chemical structures as phenolic
acids, esters, flavonoids, terpenes, aromatic aldehydes, and alcohols, fatty acids,
stilbenesand-b-steroids. There are more than 300 compounds, furthermore several minerals
and vitamins (SHALTOUKI et al., 2019).

Several nanocarrier systems have been successfully developed for propolis (Table
1), based in different methodologies, using biopolymers as example chitosan, zein, alginate,
poly-E-caprolactone, lipids (caprylic/capric triglycerides and sesame), adsorbed by silica
nanoparticles, or even to prepare biogenic nanoparticles (BARBOSA et al., 2019;
CORREA et al., 2019; DO NASCIMENTO et al., 2016; MATEI et al., 2015; ZHANG et
al., 2019), other methodologies as ultrasonication method describe that the propolis through

sonication process can result in propolis nanoparticles (AFRASIABI et al., 2020).
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Tabela 1 - Methodologies for the preparation of nanoparticles containing propolis and other bees products

Beeswax nanoparticles

Method:  nanoprecipitation.  Nanoparticles
around 200to500 nm. Propolis source: Sigma
Aldrich.

Antimicrobial activity against Escherichia
coli

Shaltouki et al. (2019)

Method: co-condensation method. Propolis | Antimicrobial activity against
Silica nanoparticles source: Red propolis. Nanoparticles around 100 | Staphylococcus aureus. Azevedo de M Oliveira
to 300nm with pore size of 3.63 nm. et al. (2020)
Encapsulation of 15%
Antimicrobial activity against
Method: Biogenic process. Propolis source: Red | Staphylococcus aureus, Staphylococcus

Biogenic silver
nanoparticles

propolis. Nanoparticles around 109 nm and,
polydispersity of 0.3.

epidermidis, Peseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli, Candida albicansand
Cryptococcus neoformans.

Barbosa et al. (2019)

Chitosan nanoparticles

Method: lonic gelation method. Propolis
source: Malaysian propolis. Factorial studies
produced nanoparticles around 247 to 512 nm,
polydispersity of 0.2 to 0.57 and, zeta potential
of + 35 to +74 mV. Spherical shape.

Antimicrobial activity
Enterococcus faecalis.

against

Ong et al. (2017)

Nanostructured lipid
carriers

Method: Emulsification method. Propolis
source: Colombian propolis. Nanoparticles
around 30 nm, polydispersity of 0.1 and zeta
potential of + 2 mV.

Hypothetic application for pharmaceutical
and cosmetics products. No biological
evaluation.

Correa et al. (2019)

Method: Solvent diffusion method. Propolis

source. Brazilian propolis from Urupema-Santa | Treatment for bovine mastitis. Pinheiro Machado et al
Propolis nanoparticles | Catarina. Nanoparticles around 192 nm, | Antimicrobial activity against (2019) '
polidispersity < 0.2, and zeta potential of -22 to | Staphylococcus aureus.
-30 mV.
Method: anti-solvent precipitation and pH-
Zein/Caseinate/alginate driven method. Propolis source: from Bee Hypothetic ~ application ~ for  foods,

nanoparticles.

Words Industry-China. Nanoparticles around
200 to 362 nm, polydispersity of 0.23 to 0.26
and, zeta potential of -26 to -31 mV.

supplements and pharmaceutical.

Zhang et al. (2019)
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Encapsulation efficiency around 76 — 86.5%.

Polycaprolactone
(PCL) nanoparticles

Method: nanoprecipitation. Propolis source:
Brazilian red propolis from Marechal Deodoro-
Alagoas. Nanoparticles around 200 to 280 nm
and, zeta potential of -20 to -26 mV.
Encapsulation efficiency of 75%.

Treatment Leishmania

braziliensis.

against

V)

do Nascimento et al.
(2016)

Zein/carboxymethyl
chitosan nanoparticles

Method: Anti-solvent precipitation. Propolis
source: from Bee Words Industry-China.
Nanoparticles around 197 to 220 nm,
polydispersity of 0.1 to 0.23 and, zeta potential
of -18 to -21 mV. Encapsulation efficiency of
40%.

Improve antioxidant activity with potential
application for foods, supplements and
pharmaceutical

Zhang et al. (2018)

Propolis nanoparticles

Method: ultrasonic method. Propolis source:
Propolis from Isfahan-Iran. Nanoparticles
around 70 to 75 nm and zeta potential of -44
mV.

Antimicrobial activity against
Streptococcus mutans aiming to remove
deep care lesions.

Afrasiabi et al. (2020)

Method: Sonication method Propolis source:

Chltosan/Propplls/snver Propolis from Burgos-Spain. Nanoparticles Antl_mlcroblal activity against Diplodia Matei et al., (2015)
nanoparticles fungi.
around 24 to 35 nm.
Method: in situ anionic emulsionpolymerization
Poly(n-Butyl method. Propolis source: Bee Product Industry Potential application for treatment of

Cyanoacrylate)
Nanoparticles

Co. Ltd., Lamphun, Thailand. Nanoparticles
with 194 to 196 nm and, zeta potential of -8 to -
9 mV.Encapsulation efficiency of 88%.

cerebral cryptococcosis.

Thammasit et al. (2021)
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The Figure 1 shows some methods and characterization of nanocarriers system for
prépolis (Figura 1). For example, in the Figure 1 1), Zhang et al. (2019) developed a stimuli
responsive nanocarriers system based in zein, alginate and casein. The methodology showed
great advantages, first for the easy methodology to prepare the nanoparticles and second, do
not used organic solvents. The authors propose an alternative method to solubilize zein,
increasing the pH to 11.3, by this way, it was not necessary add ethanol for solubilize the zein
polymer, that is a normal protocol for prepare zein nanoparticles by anti-solvent method (HU;
MCCLEMENTS, 2014; DE OLIVEIRA et al., 2019).
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Figura 1 - Nanocarriers systems for propolis, nanoparticles preparation and characterization. 1) (A) Schematic
illustration of propolis loaded zein/NaCas/alginate nanoparticle fabrication using three different encapsulating
approaches. (B) Appearance of zein/NaCas without alginate and nanoparticles prepared using three different
encapsulating approaches after incubation at pH 12.5 for 30 min followed by acidification to pH 4.0. (C) Size
distributions and correlation coefficient of pH 4.1 dispersions prepared with three different encapsulation
approaches, after storage at 4 °C for 30 days; Il) Characterization of PNP. (A) Schematic representation of PNP
preparation; (B) FE-SEM image of the PNP; (C) size distributions of the PNP; (D) the zeta potential of
PNP. PNP propolis nanoparticle, and I11) Schematics showing the preparation of propolis-loaded PBCA-NP by
anionic emulsion polymerization. The images are reproduced with permission from Royal Society of Chemistry,
Scientific Reports and Frontiers.

Briefly, at high pH zein is soluble and, sodium caseinate micelles are dissociate, and at
this step, there are inter-chain hydrogen bonds between zein and sodio caseinate. The pH

neutralization resulting in the formation of co-assembled nanoparticles. To improve the
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stability of this nanoparticles, the authors proposed a coating with alginate polymer by
electrostatic interaction, improving the steric repulsion between the nanoparticles, becoming
the system more stable against aggregation process (ZHANG et al., 2019). For propolis, the
system was able to have a encapsulation efficiency of 80% resulting in nanoparticles of 208
nm and zeta potential of -27 mV (ZHANG et al., 2019).

The Figure 1 I1) showed the method proposed by Afrasiabi et al. (2020) by ultrasonic
method, resulting in nanoparticles of 70 to 75 nm and zeta potential of - 44 mV. The Figure 1
[11), the nanocarrier system proposed by Thammasit et al. (2021), the nanocarrier system
proposed by, prepared by in situ anionic emulsion polymerization method. To prepare the
systems the authors used polymer n-butil cyanocrylate monomer and the surfactants
polaxamer 188 and polysorbate 80, resulting in nanoparticles of 194 to 196 nm, zeta potential
of — 8 mV and encapsulation efficiency of 88%.

Furthermore these methodes, Ong et al. (2017) proposed a chitosan nanocarrier system
for propolis. Chitosan is a polysaccharide that in the last years have been extensively study
aiming agricultural application. This biopolymer has antimicrobial activity, furthermore is
able to improve the innate plant immune systems, that can result in resistance against biotic
stress (CHANDRA et al., 2015; BAKSHI et al., 2020). However, one negative aspect is that
this process for agricultural application is the sonication processes and the addition of
surfactants as Tween 80, that became the process more expansive and less green.

Barbosa et al. (2019) describe a biogenic process for prepare silver nanoparticles using
propolis. The presence of bioactive compounds can work as reducing agents and result in
silver nanoparticles. The propolis has many phenolic compounds that have antibacterial
activity, that can increase this properties ensemble with silver nanoparticles, resulting in
synergetic effects (BARBOSA et al., 2019).

In conclusion, nowadays there are methodologies that can be used to developed
nanocarriers systems for propolis. These systems showed great colloidal characteristics as
well stability overtime. Moreover, propolis carried by nanoparticles can improve the propolis
biological activity as antimicrobial agent, these properties may be used to control plant
diseases caused by bacteria and fungal. However, aiming application in the organic
agriculture, it is necessary to think about all production process, mainly given preference for
methodologies that do not use surfactants, organic solvents, or even process that demand
several process or high demand of energy. By this way, developed nanocarriers system by

green process, do not generate hazard residues, resulting in eco-friendly formulations.
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4.1 Biological activity improved by nanocarrier systems

The propolis is knew about pharmacological activities, for instance antimicrobial,
antiviral, antiparasite, anti-inflammatory, even anticancer (DO NASCIMENTO et al., 2016;
PINHEIRO MACHADO et al., 2019). However, one limitation is oxidative reaction of
compounds as flavonoids, that reduce biological activity (DO NASCIMENTO et al., 2016).
Other point that limited its application is the solubility, that reduce the bioavailability of
propolis compounds (DO NASCIMENTO et al., 2016; ZHANG et al., 2019).

The use of nanocarriers systems is a great alternative to resolve these problems. Once,
the encapsulation process can protect active compounds against degradation process and
improve solubility (ZHANG et al., 2019).

Aiming agricultural application, the antimicrobial or virucide activity from propolis is
an interesting propose for control several diseases caused by fungal, bacteria and virus. The
phytopathogens are one of the mains problems for crop growth, resulting in loss of production
and quality (ALI et al., 2021). In the agriculture, several pesticides as bactericides, fungicides
and virucides are used to control phytopathogens, resulting in side effects for the environment
and human health (RANI et al., 2021).

The propolis antimicrobial activity act by different mechanisms, for instance, the
inhibition of nucleoside synthesis, DNA-gyrase, glucosyltransferase activity, cytoplasmic
membrane and energy metabolism (HATUNOGLU et al., 2014; BARBOSA et al., 2019). In
addition, propolis composition have high content of phenol and flavonoids, these compounds
are able to disrupt bacterial membrane, altering ion permeability, providing the inhibition of
bacterial mobility (MATEI et al., 2015; ONG et al., 2017).

All the properties described above, may make the propolis a natural compound for
plant disease control. Additionally, propolis nano-based formulation can improve these
properties and result in nanoformulation free of surfactants or hazard materials (ZHANG et
al., 2019), becoming an alternative solution for agriculture.
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Figura 2 - Biological activity of propolis nanoparticles. 1) Scanning electron microscopy and calcofluor white
fluorescent microscopy of bacterial biofilms.(A) Scanning electron microscopy picture depicting biofilm bacteria
and (B) fluorescence microscopy picture depicting biofilm formation by (I) untreated control bacteria, (Il)
bacteria treated with Eth or (Ill) EA extracts of Malaysian propolis or (IV) chitosan-propolis nanoparticles and Il)
(A) The effect of the PNP, aPDT and aPDTplus on biofilm formation of Streptococcus mutans determined by
crystal violet assay at 550 nm. Error bars represent standard deviation. p <0.05, <0.01 and < 0.001 are shown
by *, ** and *** respectively. (B1-B6). Imaging of Streptococcus mutans biofilms using Fe-SEM; (B1)
Untreated biofilm control; (B2) biofilm treated with PNP; (B3) biofilm treated with Photo Active+-aPDT; (B4)
biofilm treated with TBO-aPDT; (B5) biofilm treated with PhotoActive+-aPDTplus; (B6) biofilm treated with
TBO-aPDTplus. Fe-SEM: field emission scanning electron microscopy; PNP: propolis nanoparticle; TBO: toluidine
blue. Magnification, 3,000 x. (C) The effect of the PNP, aPDT and aPDTplus on the biomass (dry weight) in
the S. mutans biofilm compared with control. Error bars represent standard deviation. p <0.05 and <0.01 are
shown by * and **, respectively. PNP: propolis nanoparticle. (D) The effect of the PNP, aPDT and aPDTplus on
the metabolic activity of Streptococcus mutans determined by XTT reduction assay at 492 nm. Error bars
represent standard deviation. p<0.05 and<0.01 are shown by * and **, respectively. PNP propolis
nanoparticle. The images are reproduced with permission from of Plos One and Scientific Reports.

Some studies have demonstrated nanocarriers systems containing propolis against

microorganisms (Figura 2). Ong et al. (2017), proposed chitosan nanoparticles as carrier
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systems for propolis, aiming anti-biofilms formation, in this work the authors demonstrate a
high antimicrobial activity against Enterococcus faecalis around 90%, inhibiting biofilm
formation (Figure 2 1). Afrasiabi et al. (2020) proposed an interesting system using propolis
nanoparticles and the combination of photosensiter (chlorophyllin-phtcocyanin mixture and
toluidine blue) agains virulence os Streptococcus mutans resulting in genes suppression
involved in biofilme formation (Figure 2 I1).

Machado et al. (2019), produced propolis nanoparticles using solvent diffusion
method. The authors proposed these systems for treat bovine mastitis, the formulation showed
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus in low concentrations (156-310 pg mL™?)
and no toxic effects for epithelial cells of bovine mammary gland.

Others studies have demonstrated different nanocarriers systems containing propolis
as antimicrobial agent against bacteria as Streptococcus mutans and fungal as Xylophagous
fungi (MATEI et al., 2015; AFRASIABI et al., 2020). That reinforce the potential of
nanocarriers systems containing propolis as antimicrobial agents.

Besides the antimicrobial activity, the high content of phenol, flavonoids, proline
among others compounds in the propolis can promote a antioxidative effects (DO
NASCIMENTO et al., 2016; BARBOSA et al., 2019). Seeds and plants under stress condition
(abiotic or biotic) can produce several amounts of reactive oxygens species (ROS), that result
in the degradation of proteins, lipids, acido desoxirribonucléico (DNA), to damage cell
membrane resulting in cell death (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014). Consequently,
formulation that can reduce ROS damage is important to face plant stress.

Some nanomaterials as biogenic nanoparticles have been showed potential do
scavenge ROS into the cell, once that biological extract have in its composition antioxidant
compounds (MAHAKHAM et al., 2017; GUHA et al., 2018; ACHARYA et al., 2019).

For propolis, Semida and Rady, (2014), showed that bean seeds, pre-soaking
treatments with propolis showed potential to alleviated salinity stress (100 mM NaCl). The
authors showed that the proline levels increase in the seeds after treatment with propolis,
reducing the salinity stress, once proline is able to reduce singlet oxygen. This result showed
that propolis is able to alleviate ROS damage, and one possibility, can be the development of
nanocarriers systems containing propolis for alleviate plant stress under different conditions
(salinity, drought, heavy metals and extreme temperatures).

In addition, propolis is rich in minerals (Mg, K, Ca, Cu, Zn, Fe, I, Na, Mn) and
vitamins (B1, B2, B6, C and E) (SHALTOUKI et al., 2019). All these elementes has potential



39

to be used as fertilizers or stimulants by the plants, showing other application for propolis in
agriculture.

In our knowledge, we did not find in the literature a specific claim of nanoparticles
containing propolis aiming agricultural applications. However, there are a great potential to be
explore because the rich amounts of organic compounds that have biological activity in
propolis composition, as well as the potential to be used as fertilizes by the plants. In
conclusion, nanocarriers systems for propolis can have multiple effects in plants, for control

phytopathogens, alleviate stress condition and provide nutrients and biostimulants for plants.

5. TRENDS, GAPS AND OBSTACLES

The use of nanopesticides is a trend for agriculture (LOWRY; AVELLAN;
GILBERTSON, 2019). They bring up a new promise for avoid the side effects caused by the
pesticides developed in the Green Revolution (FRACETO et al., 2016; HOFMANN et al.,
2020). These new formulations nano-based can improve biological efficacy and reduce
environmental damage, moreover improve plant development, production and quality
(MAHAKHAM et al., 2017; KAH et al., 2018; KAH; TUFENKJI; WHITE, 2019). Currently,
agriculture needs these new technologies approaches for become resilient and sustainable, to
face the current challenges as the reduction of natural resource and global climate changes
(LOWRY; AVELLAN; GILBERTSON, 2019).

The use of natural compounds for the production of nanoformulations, that do not use
organic solvents or surfactants in the production process is one of the main strategies for the
development of ecofriendly nanopesticides or nanofertilizes (JIMENEZ-ARIAS et al., 2020).
Because that, the use of nanoformulations containing propolis can have great perspectives
once it hasmultiple proprieties (antimicrobial, antivirus and antioxidant) as well as fertilizer
and biostimulant among others proprieties that are unknow for plants.

Some positive points about the use of propolis as nanoformulation is that most of
methodologies has potential to be scale-up by the industry. Neither production nor the
application will generate hazard material that can cause damage to the environment, or
problems for human health. Moreover, to incentive the production chain of apiceuticals,
promoting development and jobs in this fields. All these points correspond aspects proposed
by the United Nations Sustainable Development Gols.

Some limitation, is the propolis purity, once propolis can contain pesticides in the
composition (GONZALEZ-MARTIN et al., 2017). In this case, it can compromise the
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application for organic agriculture, been necessary chemical analyses that guarantee propolis
free-pesticides. Besides that, many concerns are involved when the subjects are
nanomaterials. Still is necessary regulations and safety concerns. To standard the nano
definition for nanopesticides, and forms for evaluated their safety and fate in the environment.
Another point is the consumer acceptance, that will define the success of nanoformulations in
the market (HOFMANN et al., 2020).

6. CONCLUSIONS

The use of propolis in the agriculture have great perspectives. The biological
compounds as minerals present in it is composition can be used as fertilizers, bio stimulants
and used as a natural pesticides. Moreover, propolis has many antioxidants compounds that
can reduce environmental stress in plants. The use of nanocarriers systems using biopolymers
is an alternative for a new generation of propolis formulation, increasing the physicochemical
properties as well as biological activity. Aiming agricultural application nanoformulations
containing propolis has as potential to promote pest controls or even stimulate plant growth

by a sustainable way, respecting the fundamental rules of agroecology.
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CAPITULO 1

Desenvolvimento e caracterizacéo de nanoparticulas de zeina, lignina e
geoprépolis de Mandacaia (M. quadrifasciata) visando aplicacdo bioldgica

in vitro em sementes de feijdo (P. vulgaris) e tomate (S. lycopersicum)
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RESUMO

Geopropolis € um composto de composicdo quimica complexa, consiste em uma mistura de
terra, cera e prépolis produzida por abelhas do género Melipona, sendo que muitas sdo as
atividades bioldgicas atribuidas ao geopropolis, sugerindo uma possivel acao eficiente contra
doencas e pragas agricolas. O encapsulamento de geopropolis em nanoparticulas de
biopolimeros melhora a solubilidade em &gua dos componentes de interesse, assim como a
liberacdo dos componentes ativos durante um tempo maior e, por este motivo, foi proposto
para este estudo desenvolver um sistema nanocarreador a base de zeina e lignina como
sistema de transporte para ativos contidos em geopropolis de Mandacaia (Melipona
quadrifasciata). Foram obtidos seis extratos hidroalcodlicos de geoprdpolis de Mandacaia, a
partir de seis amostras de geoprdpolis brutas da regido de Itapetininga (S&o Paulo), que foram
monitorados por 85 dias. As nanoparticulas de zeina, lignina e geopropolis foram produzidas
pelo método de precipitacdo por antissolvente, sendo, posteriormente, caracterizadas por meio
de potencial Zeta, dispersdo dindmica de luz (tamanho e indice de polidispersdo), potencial
hidrogeniénico (pH), eficiéncia de encapsulacdo, calorimetria exploratdria diferencial (DSC),
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e microscopia de forga
atdbmica (AFM), uma vez que os resultados demonstraram que 0s extratos obtidos possuiam
espectro de absorcdo na regido do ultravioleta com picos caracteristicos para prépolis. As
formulacGes produzidas apresentaram caracteristicas de tamanho que variaram de 145 a 1281
nm, de 0,12 a 0,59 para o indice de polidispersdo, de - 68 a - 40 mV para potencial Zeta e de
7,5 a 8,8 para o pH, dentre estas, duas demonstraram boas caracteristicas de tamanho e
estabilidade que foram favorecidas com o tempo. Excelentes indices de encapsulacdo de
geopropolis por biopolimeros de zeina-lignina (> 99%) foram observados para todas as
amostras e os resultados obtidos com DSC e FTIR sugerem a interacdo quimica entre zeina,
lignina e geoprdpolis. Além disso, imagens obtidas por AFM sugerem menores particulas
para nanoformulacdes contendo geopropolis em comparacdo com a formulagdo controle.
Avaliacdes em sementes demonstraram que os tratamentos testados ndo apresentaram efeitos
deletérios na germinagdo de sementes de Phaseolus vulgaris e Solanum lycopersicum, estes
achados contribuem para que o nanossistema de transporte baseado em zeina-lignina possa ser
utilizado para liberar ativos de geoprépolis em plantas. Esta aplicacdo sugere uma possivel
acao antifangica e antimicrobiana que tem como finalidade incrementar a gama de aplicacGes
sustentaveis no combate de doencas na agricultura. Entretanto, outros estudos deverdo ser
conduzidos no sentido de identificar dosagens eficientes para aplicacfes especificas.

Palavras-chave: Liberagéo controlada. Abelhas sem ferrdo. Nanotecnologia.
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ABSTRACT

Geopropolis is a compound of complex chemical composition, consisting of a mixture of
earth, wax and propolis produced by bees of the genus Melipona, and many biological
activities are attributed to geopropolis, suggesting a possible efficient action against diseases
and agricultural pests. The encapsulation of geopropolis in biopolymer nanoparticles
improves the water solubility of the components of interest, as well as the release of the active
components for a longer time and, for this reason, it was proposed for this study to develop a
nanocarrier system based on zein and lignin as a transport system for assets contained in
Mandacaia geopropolis (Melipona quadrifasciata). Six hydroalcoholic geopropolis extracts
from Mandagaia were obtained from six raw geopropolis samples from the Itapetininga region
(Sdo Paulo), which were monitored for 85 days. The zein, lignin and geopropolis
nanoparticles were produced by the antisolvent precipitation method, and subsequently
characterized by means of Zeta potential, dynamic light scattering (size and polydispersion
index), hydrogen potential (pH), encapsulation efficiency, differential scanning calorimetry (
DSC), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and atomic force microscopy (AFM),
since the results showed that the extracts obtained had an absorption spectrum in the
ultraviolet region with characteristic peaks for propolis. The formulations produced showed
size characteristics ranging from 145 to 1281 nm, from 0.12 to 0.59 for the polydispersion
index, from -68 to -40 mV for Zeta potential and from 7.5 to 8.8 for the pH, among these, two
showed good characteristics of size and stability that were favored with time. Excellent
encapsulation rates of geopropolis by zein-lignin biopolymers (> 99%) were observed for all
samples and the results obtained with DSC and FTIR suggest the chemical interaction
between zein, lignin and geopropolis. Furthermore, images obtained by AFM suggest smaller
particles for nanoformulations containing geopropolis compared to the control formulation.
Seed evaluations showed that the tested treatments did not have deleterious effects on
Phaseolus vulgaris and Solanum lycopersicum seed germination, these findings contribute to
the zein-lignin based transport nanosystem being used to release geopropolis actives in plants.
This application suggests a possible antifungal and antimicrobial action that aims to increase
the range of sustainable applications in combating diseases in agriculture. However, other
studies should be conducted in order to identify efficient dosages for specific applications.

Keywords: Controlled release. Stingless bees. Nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

Com acdo biologica eficiente contra fitopatogenos, a utilizacdo de prépolis em
agricultura tem crescido nos ultimos anos, abrindo um leque de possiveis aplicacdes e
beneficios derivados desta combinagdo (VIEIRA et al., 2010; PEREIRA; MATTE;
VENANCIO, 2016; CARVALHO; SODRE, 2021; EL-HADY et al., 2021).

A propolis produzida por abelhas Apis mellifera ou abelhas com ferrdo, amplamente
conhecidas, possui composicado que varia de acordo com regido geografica, fontes botanicas e
época de colheita (GHISALBERT]I, 1979; DE SOUZA et al., 2018). Para além desta espécie
de abelha existe uma enorme variedade de prépolis que sdo produzidas por uma infinidade de
espécies de abelhas que sdo nativas do Brasil (DE SOUZA et al., 2018). Estas sdo conhecidas
como indigenas, nativas ou abelhas sem ferrdo (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae),
infelizmente, pouco conhecidas, ainda que tenha sido popularizada a sua criacdo nos ultimos
anos. Sao abelhas com comportamento social e tém como caracteristica o ferrdo atrofiado
(KERR; CARVALHO; DO NASCIMENTO, 1996; VILLAS-BOAS, 2012; FERREIRA et al.,
2019; LAVINAS et al., 2019).

De acordo com a classificacdo atual, dentro do filo dos artrpodes, as abelhas sem
ferrdo sdo insetos pertencentes a ordem Hymenoptera, familia das Apidae e a subfamilia
Apinae (KERR; CARVALHO; DO NASCIMENTO, 1996; DUTRA et al., 2008; FERREIRA
et al., 2019; LAVINAS et al., 2019). Além do territério brasileiro, as abelhas sem ferrdo
podem ser observadas ao longo da zona tropical, nas regides neotropical, afrotropical, oriental
e australiana (OLIVEIRA et al., 2019; LAVINAS et al., 2019; BILUCA et al., 2020).

Propolis € composto por resinas e ceras coletadas por abelhas e trazidas para o ninho
para proposito de construcdo e saude das abelhas (GHISALBERTI, 1979; LAVINAS et al.,
2019). Ao passo que geopropolis ocorre somente em abelhas do género Melipona, apresenta
proporcOes variadas de cerume, barro, terra, areia, argila etc., que séo utilizados de diferentes
maneiras (KERR; CARVALHO; DO NASCIMENTO, 1996; DOS SANTOS et al., 2017;
BONSUCESSO et al., 2021).

Uma gama de estudos vem abordando a bioatividade do geopropolis, por meio da
capacidade antioxidante, atividades antimicrobiana, antifungica e antiinflamatoria entre
outras, bem como a sua caracterizagdo quimica, com a identificacdo de componentes
bioativos, que incluem os compostos fenolicos, volateis e minerais no geopropolis de abelhas
sem ferrdo, (DUTRA et al.,, 2008; LIBERIO et al., 2011; DOS SANTOS et al.,, 2017;
FERREIRA et al., 2019; JUNIOR et al., 2019; HAMLI et al., 2021; GABRIEL et al., 2022).
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Torres-Gonzales et al. (2016) identificaram 73 constituintes diferentes em geopropolis
produzido no México. Dentre os compostos volateis, os terpenos foram os principais
compostos detectados. Paes Leme de Mello Sousa et al. (2019) encontraram compostos
fenolicos em geopropolis de Jandaira (Melipona subnitida) sendo 51 do grupo dos fendlicos e
12 sdo flavonoides. Em geopropolis ja foram encontrados, além dos compostos fendlicos, os
acidos fendlicos, taninos hidrolisaveis, &cidos graxos de cadeia longa etc. (DOS SANTOS et
al., 2017).

Paes Leme de Mello Sousa et al. (2019) encontraram teores mais baixos de fendlicos
totais em extrato de geoprépolis de Mandacaia, comparado a legislacdo brasileira vigente para
Apis mellifera (BRASIL, 2001). J& Dutra et al. (2008) encontraram valores de concentragdo
para fenolicos superiores aos descritos para A. mellifera ao estudar geoprépolis de Tilba
(Melipona fasciculata Smith), do Maranhédo, além de compostos da classe dos terpenos e
saponinas.

Estes estudos reiteram a necessidade de mais pesquisas, tal qual legislacdo especifica,
importantes para garantir os aspectos de identidade e qualidade dos produtos e regulamentar a
comercializacao.

Em geopropolis, devido as suas caracteristicas, ha um esforco em compreender quais
os minerais presentes (FERREIRA et al., 2019) e, além disso, em buscar correlagcfes com as
caracteristicas de solo da regido, uma vez que a parcela de solo contribui com até 90% do
geoprépolis bruto (BONSUCESSO et al.,, 2021). Pant et al. (2022) encontraram altas
concentracdes de Ca, K, Fe e Mg em amostras de prépolis indiana. FERREIRA et al. (2019)
detectaram minerais essenciais (Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn) em amostras de geoprdpolis do sul
do Brasil. Este estudo demonstrou que a maior variacdo nos teores dos minerais estava
correlacionada com a regido geografica, ainda que o geoprépolis tivesse sido produzido por
diferentes espécies de abelhas sem ferrdo.

No presente estudo, geopropolis é escolhido pela variedade de fitoquimicos e,
principalmente, por ser um produto oriundo da biodiversidade brasileira. J&, a escolha por
geopropolis de Mandacaia foi norteado por esta ser uma abelha comum em ampla faixa do
territorio brasileiro (VALCANAIA et al., 2022), o que inclui o estado de Sao Paulo. Ademais,
esta espécie € uma 6tima produtora de geopropolis e sua valorizacdo pode incrementar a renda
de meliponicultores e populacdes rurais e urbanas interessadas na cria¢do, o que resultard em
ampliacdo da &rea de polinizacdo destas abelhas. Alids, Mandagaia ¢ uma espécie com

comportamento décil e de facil manejo.
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Entre os fatores que limitam possiveis aplicacGes de geoprdpolis em plantas, a baixa
solubilidade em &gua pode ser considerada como principal (CARVALHO; SODRE, 2021).
No sentido de obter melhores caracteristicas de solubilidade em &agua, o presente estudo
sugere a encapsulacdo de extrato geopropolis em uma matriz biopolimérica, por meio da
aplicacdo de técnica nanotecnoldgica (nanoprecipitagdo) (HU; MCCLEMENTS, 2014),
visando sua aplicagdo em agricultura.

A nanoprecipitacdo consiste na mistura de um solvente contendo uma matriz de
revestimento (polimero) mais o composto ativo hidrofobico (neste caso, extrato de
geopropolis) com um antissolvente, podendo ser &gua com ou sem surfactante hidrofilico. O
principio deste método simples, barato e eficiente se sustenta no fato de que os dois solventes
misciveis (polimero + composto ativo) estdo dissolvidos. No entanto, ao verter a 4gua (com
ou sem surfactante), polimero e composto ativo ndo se dissolvem na fase aquosa e formam-se
as nanoparticulas revestidas por polimero contendo composto ativo encapsulado. Em outras
palavras, 0 processo ocorre por rapida dessolvatacdo do polimero quando em contato com a
solucdo antissolvente (ANSARI, 2017).

Figura 3 - Representacao esquematica da nanoparticula formada por zeina, geopropolis e lignina

@ 0]
) Zena
o @ v
o (]
: (@] ® Geopropolis
L J
7 Lignina

Fonte: elaborada pela autora

Escolheu-se a zeina por suas propriedades quimicas de solubilidade e, também, por se
tratar de um material ambientalmente amigavel, renovavel e biodegradavel (JIANG et al.,
2021). A lignina, igualmente, por representar um material amigavel ao meio ambiente e que
possui caracteristicas de solubilidade anfifilica desejaveis, e, deste modo, adicionado ao
nanossistema de maneira a testar sua agdo como estabilizante para a zeina.

O nanossistema ora proposto foi caracterizado, assim como os extratos de geopropolis

obtidos. Posteriormente, duas formulacbes (F e G) foram selecionadas, devido as suas boas
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caracterisicas de tamanho, indice de polidispersdo, potencial Zeta e pH, sendo que estas foram
caracterizadas também em DSC, FTIR e AFM. Finalmente, foram aplicadas in vitro para o
tratamento de sementes de Phaseolus vulgaris e Solanum lycopersicum e verificou-se a taxa
de germinacdo e comprimento (cm) das plantulas, em trés diferentes concentracbes dos
extratos F e G, dos nanossistemas F e G e formulacdo sem ativo, além de solucéo
hidroalcodlica 80% v/v, sendo estes tratamentos comparados ao tratamento controle (agua).

2. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a 4gua desionizada purificada
por sistema Milli-Q, Millipore (Bedford, MA, EUA).

Foi utilizado alcool etilico absoluto préprio para anélise (P.A.) e brometo de potéssio
(KBr) obtida de Labsynth. Os reagentes zeina e lignina alcali (low sulfonate) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

2.1. Amostras

Amostras de geoprépolis brutos de abelhas Mandacaia (Melipona quadrifasciata)
foram obtidas com meliponicultores da regido de Itapetininga, no estado de Séo Paulo. As
amostras foram coletadas em agosto de 2021 e enviadas, sob refrigeracdo e protegidas de ar,
luz e calor, ao laboratério de Nanotecnologia Ambiental do Instituto de Ciéncia e Tecnologia
de Sorocaba (ICTS).

Na Tabela 2 estdo os dados sobre a identificacdo, origem geogréafica e data de coleta

das amostras de geoprépolis de Mandagaia.

Tabela 2 - Identificagdo, nome, espécie, datas e locais de coleta das amostras de geopropolis bruto

'gsrgmgifi? Nome Espécie Data Localidade %Z%;(jrg?{acgzs
D Mandagcaia qug/(ljerlii‘gzggta 21/08/2021  Morro do Alto i?ggéggg
E Mandagaia qug/(ljerli;gzggta 21/08/2021  Morro do Alto i;’ggéggg
F Mandagaia MOPOTS 100082021 ltepetininga  Tpsoptas
G Mandagaia qundribona | 20008/2021 Tatui prpesesdh
H Mandagaia quncribona  20008/2021 Tatui prpesesdh
| Mandagaia qundribona | 20108/2021 Tatui prpesesdh

Fonte: elaborada pela autora.
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2.2 Meétodos
2.2.1 Extracdo hidroalcodlica

As amostras de geopropolis foram extraidas com solucéo de alcool etilico 80% (PARK
et al., 1998). Todas as amostras foram trituradas em gral com pistilo de porcelana e diluidas
na proporcdo de 2 g de amostra para 25 mL de solucéo de alcool etilico 80%, durante 30
minutos, com agitacdo continua, e sob temperatura de 70 °C, seguidas de centrifugacdo
(11000 r.p.m. / 11 min). Ap0Gs o processo, coletou-se 0 sobrenadante e todas as amostras
foram armazenadas sob refrigeracdo (5 °C), ao abrigo de luz e oxigénio, para utilizacGes

posteriores.

2.2.2 Quantificacdo de geopropolis no extrato hidroalcodlico

Para determinar a concentracdo (% m/v) dos extratos obtidos foram realizadas
determinacbes de extrato seco em todas as amostras, com modificacbes (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). Para tal, 2 mL de extrato de geopropolis foram submetidos ao
aquecimento em estufa (102 + 2 °C) por duas horas, o residuo seco foi pesado e convertido
para porcentagem (% m/v).

2.2.3 Andlise espectrofotométrica na regido do UV-vis

Em espectrofotbmetro (Cary50/Agilent Technologies/EUA) foram obtidos espectros
na regidao UV-Vis por varredura, intervalo entre 200 e 800 nm, utilizadando cubeta de quartzo
de caminho éptico de 1 cm (PAES LEME DE MELLO SOUSA et al., 2019). Todas as
amostras de extrato de geopropolis foram diluidas na propor¢do de 1:200 para a leitura

espectrofotométrica. Como branco foi utilizada solugédo hidroalcodlica 80% v/v.

2.2.4 Preparo dos sistemas nanocarreadores

Foi empregado o método de precipitacdo antissolvente (HU; MCCLEMENTS, 2014),
com modificacdes. Para a formulacdo testada, misturou-se 12 mL de solucdo hidroalcoolica
80% v/v de zeina 2% m/v e 3 mL de extrato de propolis 10% m/v em béquer, sob agitagcdo em
agitador magnético, durante 15 minutos. Apos, foram adicionados 30 mL de solucdo aquosa
de lignina 1% m/v, em agitacdo constante por mais 30 minutos. Na sequéncia, o volume foi
reduzido a 30 mL, utilizando rotaevaporador.

O preparo da solugéo de zeina 2% m/v incluiu a pesagem do reagente e sua dissolucao

em solucgdo hidroalcoolica 80% v/v, sob agitacdo constante, overnight. Centrifugou-se (4500
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rpm) durante trinta minutos e, na sequéncia, mantida sob temperatura de 75 °C, durante

quinze minutos. Finalmente, filtrou-se em filtro de seringa (0,45 um - Milipore).

2.2.5 Eficiéncia da encapsulacéo

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo foi realizada indiretamente. Uma
fracdo de 400 pL de cada formulacdo foi adicionada a um dispositivo de ultrafiltracdo
(Microcon — Millipore®), contendo membrana de celulose regenerada com poro de excluséo
no tamanho de 30 kDa. Apds centrifugacdo, o filtrado foi coletado e analisado em
espectrofotdmetro (Cary50/Agilent Technologies/EUA). Importa ressaltar que este sistema de
filtro permite a passagem somente de componentes ndo encapsulados. Ao considerar que o
contetdo total de componentes ativos é igual a cem por cento, o filtrado serd a quantidade de
componentes ndo encapsulados.

Paralelamente, foram construidas as curvas analiticas padrdo para cada extrato,
plotando massa (mg) e absorbancia (A). Para isso os extratos foram diluidos e cinco
concentragOes diferentes relacionadas com os valores de absorbancia. A partir da
concentracdo do filtrado foi obtida a porcentagem de encapsulacédo, sendo a massa total de
geopropolis adicionados considerados como cem por cento, como descrito por (DE
OLIVEIRA et al., 2019, adaptado).

Vale ressaltar que os comprimentos de onda utilizados para leitura de cada amostra
seguiram de acordo com o comprimento de onda de absorcdo méxima obtidos com a

varredura dos extratos de geoprépolis, resultados do item 2.2.3.

2.2.6 Dynamic Light Scattering

O tamanho (didmetro hidrodindmico) (nm) e o indice de polidispersdao das
nanoparticulas foram obtidos por técnica de Espalhamento Dinamico de Luz em equipamento
Zetasizer Nano da Malvern. As amostras das formulagdes com e sem geopropolis foram
diluidas em &gua ultra-pura na propor¢do de 1:100 e analisadas com um é&ngulo de

espalhamento de luz de 90°, sob a temperatura de 25 °C.

2.2.7 Potencial Zeta

O potencial Zeta foi avaliado pela técnica de eletroforese. Em célula
microeletroforética as amostras das formulagfes com e sem geopropolis foram submetidas a
um campo elétrico e a carga elétrica da superficie das NP medida, em equipamento Zetasizer

Nano (Malvern ZS90), sob condicdes de temperatura de 25 °C e diluicdo em agua (1:100).
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Foram analisadas as seis formula¢Ges de nanoparticulas contendo geoprépolis e a formulagdo

sem ativo.

2.2.8 Potencial hidrogenionico (pH)

As leituras de pH nas amostras das formulagbes de nanoparticulas com e sem
geopropolis foram efetuadas em pHmetro digital de bancada (Starter 2100), sob condic6es de
temperatura ambiente. Anteriormente, a calibracdo foi efetuada em dois pontos, utilizando
solugéo tampdo em pH 4 e 10.

2.2.9 Estabilidade

A avaliacdo da estabilidade dos polimeros foi verificada pelo monitoramento do
potencial hidrogenidnico (pH) e dos parametros obtidos no DLS (tamanho, indice de
polidispersdo e potencial zeta), ao longo do tempo, das formulacGes com e sem geoprdpolis.
Denominou-se t0, as medic¢des obtidas no primeiro dia, t1 no 35° dia e t2 no 85° dia.

2.2.10 Calorimetria

Para obtencdo de curvas calorimétricas das nanoparticulas poliméricas carreadas com
prépolis foi utilizada a técnica de calorimetria exploratéria diferencial. Como referéncia, um
cadinho vazio de aluminio foi selado. A velocidade de aquecimento foi programada para 10
°C min, no intervalo entre 25 a 400 °C, sob atmosfera de nitrogénio (fluxo de 50 mL min™).
O equipamento utilizado DSC da (TA Instruments, New Castle, EUA).

Para aplicacdo da técnica de calorimetria diferencial de varredura foram preparadas
amostras de lignina pura, zeina pura, nanoparticula sem ativo, nanoparticula com extrato F,
nanoparticula com extrato G, extratos F e G puros e mistura fisica para os ativos F e G, que
foram secos em estufa a 60 °C, seguido do esfriamento em dessecador. A Mistura fisica
consistiu na mistura dos componentes zeina, lignina e geoprépolis pulverizados, com pistilo

em gral, na proporc¢éo utilizada para a formacao do nanossistema.

2.2.11Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros foram obtidos por transmitancia na faixa espectral de 4000 - 400 cm !,
com 64 varreduras. Cada amostra foi preparada em pastilha de KBr a uma razdo massica de
99:1. Para este propdsito, foram preparadas amostras de lignina pura, zeina pura,
nanoparticula sem ativo, nanoparticula com extrato F, nanoparticula com extrato G, extratos F

e G puros e mistura fisica para os ativos F e G, que foram secos em estufa a 60 °C, seguido do
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esfriamento em dessecador. A Mistura fisica consistiu na mistura dos componentes zeina,
lignina e geopropolis pulverizados, com pistilo em gral, na propor¢do utilizada para a

formulacdo do nanossistema.

2.2.12 Microscopia de Forca Atdmica

Foram obtidas imagens pela técnica de microscopia de forca atdmica, Basic AFM
(Nano surf, EasyScan2), com modulo de contato utilizando o cantiléver Tap A1G para o
escaneamento das amostras. Para o preparo das amostras foi realizada uma diluicdo de 10.000
vezes das formulaces preparadas, que foram pingadas sobre grid e secas a temperatura
ambiente, em dessecador. Preparou-se amostras a partir da formulacdo sem ativos, formulacéo

com ativo F e formulagdo com ativo G.

2.2.13 indice de Germinagéo

O indice de germinagdo foi avaliado ap6s o tratamento das sementes crioulas de feijao
cultivar mulatinho (P. vulgaris) e tomate-cereja (S. lycopersicum) com nanoparticulas
contendo geopropolis (F e G), nanoparticulas sem geopropolis, extrato hidroalcodlico de
geopropolis (F e G), alcool 80% v/v e agua como controle.

Para cada tratamento utilizou-se um volume de 20 mL de solucdo de tratamento
(feijao) e 10 mL (tomate) para 50 sementes de cada espécie. Durante o periodo de uma hora,
sementes e solucdo estiveram em contato em agitacdo constante. Foram adicionados 21 mL de
agua sobre trés folhas, retirando-se o0 excesso, enquanto a secagem das sementes foi realizada
em estufa a 25 °C, sendo posteriormente, dispostas 50 sementes sobre duas folhas de papel de
germinacdo e cobertas por uma terceira folha. Estas foram enroladas e alocadas em sacos
plasticos individuais que foram selados, para a manutencdo da umidade, fator determinante
para o inicio do processo germinativo.

Em seguida, os pacotes plasticos foram incubados sob temperatura de 25°C em estufa
DBO (COIMBRA et al., 2007). O tempo de germinagéo foi de 5 dias para sementes de feijdo
e de tomate, resultado de contagem Unica. Apds, foi determinado o indice de germinagdo
expresso em porcentagem, segundo a equacéo 1.

% de germinagdo = Nx100/TS (Eq. 1)

Onde, N é o numero de sementes germinadas, TS € igual ao numero total de sementes

utilizadas no ensaio.
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O desenvolvimento das plantulas foi avaliado com base nos valores de comprimento
das plantulas (cm) por meio de fotografias analisadas pelo software Image J.

2.2.14 Andlise estatistica

Os resultados obtidos estdo expressos na forma de média + desvio padrdo. Foi
efetuada a analise de variancia (ANOVA) complementada pelo teste de médias Tukey. A
diferenga foi considerada estatisticamente significativa se p < 0,05. O programa estatistico
utilizado foi 0 SASM-Agri - Sistema para Analise e Separacdo de Médias em Experimentos

Agricolas (CANTERI et al., 2001) e os softwares Excel (Newark, DE, EUA) e Origin 8.5
(Wellesley, MA, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estabilidade quimica e encapsulacdo dos extratos

Os extratos hidroalcodlicos de geopropolis obtidos para utilizacdo neste estudo estdo
ilustrados na Figura 4, entre outros.

Figura 4 - Extratos hidroalcodlicos de propolis e geopropolis de diferentes espécies de abelhas sem
ferrdo alocadas na regido de Itapetininga (Tabela 1)
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Da esquerda para a direita, os extratos de propolis de Bora (Tetragona clavipes) (A), Mandaguari preta
(Scaptotrigona postica) (B) e Tubuna (Scaptotrigona bipunctata) (C) e geoprépolis de Mandagaia (Melipona q.
g.) (D, E, F, G, H e 1) de diferentes localidades. Para este estudo foram selecionados somente os extratos de
geoprépolis de Mandagaia. Fonte: a prépria autora.

Observa-se na Figura 4 uma variacdo na cor dos extratos de propolis e geoprépolis, 0

que pode demonstrar a variagdo em suas composi¢des quimicas (CARDOZO et al., 2015;
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PAES LEME DE MELLO SOUSA et al., 2019). J& era esperado, uma vez que o material
bruto foi coletado e manipulado por abelhas de diferentes espécies, localizagdes geogréaficas e,
consequentemente, distintas fontes botanicas. Este dltimo fator é determinante no perfil de
constituentes quimicos bioativos presentes em propolis (GHISALBERTI, 1979; PARK et al.,
2002; BANKOVA, 2005; RISTIVOJEVIC et al., 2015; MACHADO et al., 2016).

Na Tabela 3 as concentracBes dos extratos obtidos por extracdo hidroalcodlica solido-

liquido que foram estimadas com base nos valores de rendimentos obtidos por extrato seco.

Tabela 3 - Identificacdo das amostras e resultados do residuo seco

Amostras Residuo seco (g mL™?) Residuo seco (%) (m/v)
D 0,0170 + 0,0013 1,70
E 0,0058 + 0,0004 0,58
F 0,0199 + 0,0013 1,99
G 0,0206 + 0,0004 2,06
H 0,0233 + 0,0006 2,33
I 0,0137 + 0,0008 1,37

Resultados expressos como média * desvio padrdo (n = 2). Fonte: a propria autora.

Os resultados variaram de 0,58 % para a amostra E até 2,33 % para a amostra H. Com
os valores obtidos € possivel supor que as extragdes tiveram baixo rendimento, uma vez que a
normativa para extrato de prépolis preconiza o minimo de 11% (m/v) para extrato seco, por
exemplo, em extratos comercializados no pais (BRASIL, 2001).

Os baixos rendimentos obtidos podem ser devido ao método empregado e,
principalmente, ao tempo da extracdo (trinta minutos), quando comparado aos métodos
tradicionais de preparo (maceracdo) que ocorrem durante um longo periodo, até 30 dias
(CUNHA et al., 2004; FERREIRA et al., 2019), ou métodos mais eficientes como a extracao
por soxhlet (CUNHA et al., 2004) ou extracao supercritica (SCO2) (MACHADO et al., 2016),
por exemplo.

Outros estudos demonstram valores semelhantes aos obtidos no presente estudo. Dutra
et al. (2008) obtiveram valores que variaram de 1,1 a 5,8 % m/v, assim como Bankova et al.
(1998) também obtiveram rendimento de 5 % m/v em extrato seco para amostras de extrato de
geopropolis. Para aplicacdo neste trabalho, todos os extratos foram concentrados em
rotaevaporador e padronizados para a concentragdo de 10 % m/v.

Apos as extracdes, o0s seis extratos de geopropolis foram avaliados quanto & estabilidade
quimica no 1°, 35° e 85° dia, em espectrofotdmetro na regido do UV-vis. Os resultados séo
observados na Figura 5 e foram obtidos apés diluigcdo (1:200) dos extratos para as medigdes.
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Figura 5 - Espectros de absorc¢do na regido UV-vis nas seis amostras de geopropolis de Mandacaia ao
longo de 85 dias
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D, E, F, G, H e | sdo as diferentes amostras de geopropolis de Mandagaia avaliados quanto a estabilidade no

primeiro dia (t0), em 35 e 85 dias, t1 e t2, respectivamente. Fonte: a propria autora.

E possivel verificar que todas as amostras apresentaram picos caracteristicos para

propolis, entre 200 e 400 nm, como é preconizado pela Instru¢cdo Normativa SDA n° 03, de 19

de janeiro de 2001 - Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Apitoxina, Cera de
Abelha, Geleia Real Liofilizada, Polen Apicola, Propolis e Extrato de Prépolis (BRASIL,
2001). A sobreposicdo dos espectros demonstrou que todos 0s extratos apresentaram variagao

na absorc¢éo ao longo do tempo, na banda entre 200 e 400 nm.
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Ao observar os valores de absorbancia em cada extrato nas bandas de méxima
absorbéancia, como resultado, no extrato D, a banda de 224 a 226 nm, apresentou valores que
reduziram préximos a 1,12, 0,92 e 0,92, em t0, t1 e t2, respectivamente. Similarmente, a
amostra G também apresentou valores de absorbancia que reduziram ao longo do tempo
analisado. Foram observados como valores de absorbancia 1,04, 0,50 e 0,49 na banda de 222
a 228 nm

Em contraste, os extratos F e H apresentaram valores de absorbancia que aumentaram
ao passar do tempo. Ambos 0s extratos demonstraram absorbancia maxima na mesma banda,
228 a 230 nm. O extrato F variou de 0,42, 0,49 e 0,50 e oxtrato H de 0,32, 0,46 e 0,47 nos
valores para absorbancia, em t0, t1 e t2, respectivamente.

Entretanto, o extrato E manteve absorbancia constante, préximo a 0,20, banda de 284
nm, durante os 85 dias. De modo diferente, o extrato I, banda proxima a 226 nm, apresentou
valores de absorbancia proximos a 0,44, 0,22 e 0,48, ao longo de t0, t1 e t2.

Considerando que todos 0s extratos estiveram armazenados sob as mesmas condi¢des
ambientais, as variacOes observadas podem ser atribuidas aos diferentes componentes
quimicos presentes em cada extrato, assim como as diferentes interagdes quimicas que podem
ocorrer durante o armazenamento.

Na Tabela 4 alguns exemplos de compostos detectados em amostras com absorbancias

maximas na regido do ultravioleta.

Tabela 4 - Compostos detectados por espectroscopia de absor¢do no UV-Vis

Composto detectado Banda (nm) Referéncia
Anel A de flavonoides 280 HAMLI et al. (2021)
Fendlicos e flavonoides 270 a 330 PARK et al. (1998)
DUTRA et al. (2008); CARDOZO et al.
Acido galico 275 (2015); PAES LEME DE MELLO

SOUSA et al. (2019)

Acido cafeico, catequina,
) ) ] ) 250 a 300 GREGORIS; STEVANATO (2010)
naringenina e pinocembrina

Di-hidrocanferida 232 CARDOZO et al. (2015)

Fonte: elaborada pela autora

A saber, Cardozo et al. (2015) relataram picos maximos de absor¢do em 232 nm e na
faixa entre 270 nm e 285 nm para propolis de Jatai (Tetragonisca angustula), geopropolis de

Manduri (Melipona marginata) e Mandacaia (Melipona quadrifasciata) da cidade de
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Prudentdpolis (PR). Os picos de absorcao intensa em 232 nm foram atribuidos a presenca de
di-hidrocanferida, que é um composto marcador da prépolis da regido.

No presente estudo, todas as amostras apresentaram picos de absor¢do na banda de
218 a 232 nm. Foram verificados para as amostras D e E picos de absor¢fes em 284 nm,
ambas séo oriundas da mesma localidade de coleta (Morro do Alto). As amostras F, G, He |
apresentaram picos proximos a 230 nm, enquanto as amostras G e | apresentaram picos entre
202 e 206 nm.

Ressalta-se, embora as amostras sejam de localidades distintas, estas pertencem a
mesma regido geografica e demonstraram possuir espectros de absorcdo na regidao UV-Vis.
semelhantes, embora tenha sido observada variacdo na absorbancia dos extratos de
geoproépolis, ao longo do tempo, para a maioria das amostras.

Outros métodos deverdo ser aplicados para a deteccdo de diferentes componentes
presentes em geoprépolis e suas quantidades, para que se discuta o perfil de caracterizacdo
quimica e a influéncia causada por diferentes fatores, como a variagdo em decorréncia da
producdo por diferentes espécies de abelhas em diferentes regides geogréaficas etc.

Portanto, a seguir, importa avaliar se a matriz polimérica, composta de zeina e lignina,
é adequada para carrear compostos ativos presentes em geoprdpolis e isto pode ser indicado
pela eficiéncia de encapsulagéo.

A eficiéncia de encapsulagdo informa sobre a capacidade de transporte de um
composto ativo (ONG et al., 2017). Foi avaliado um nanossistema composto de
zeina/alginato/caseinato de sdédio para carrear prépolis (ZHANG et al., 2019), os autores
obtiveram percentuais de encapsulacdo entre 76 e 86 %. Do Nascimento et al. (2016)
avaliaram a eficiéncia de encapsulacdo por meio de compostos marcadores na propolis
vermelha. As nanoparticulas poliméricas compostas por poli-g-caprolactona e Pluronic foram
produzidas por método de nanoprecopitacdo, e os valores de eficiéncia de encapsulacéo
variaram de 66 a 85 % em diferentes formulagdes. Thammasit et al. (2021) demonstraram
eficiéncia de encapsulacdo superior a 88% ao encapsular prépolis em nanoparticulas de
poli(n-butil)cianocrilato.

A seqguir, na Tabela 5 sdo apresentados os dados referentes ao ensaio de eficiéncia de
encapsulagdo. Os comprimentos de onda foram selecionados com base na absorbancia

maxima dos extratos de geopropolis observados, anteriormente, nos ensaios de estabilidade.
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Tabela 5 - Identificagdo das amostras, comprimento de onda e eficiéncia de encapsulacéo (%)
Comprimento de

Amostras onda de E.E. (%0)
absorcdo (nm)
D 226 99,91
E 219 99,80
F 228 99,87
G 226 99,87
H 232 99,90
[ 226 99,86

E.E. (%) - Percentagem de eficiéncia de encapsulacdo. Fonte: elaborada pela autora

A eficiéncia de encapsulacdo dos ativos contidos em geopropolis foi avaliada e 0s
resultados obtidos demonstraram altos percentuais de encapsulacéo, todos acima de 99,8 %.
Os excelentes percentuais de encapsulacdo obtidos neste estudo podem significar a alta
afinidade quimica entre o biopolimero zeina, o composto ativo, o geoprépolis, e a

macromolécula lignina.

3.2. Caracterizacao dos nanossistemas e estabilidade

Uma formulacdo de nanoparticulas formadas de zeina-lignina foi produzida para
carrear as seis diferentes amostras de extratos de geoprépolis, assim como um controle de
nanoparticulas sem ativo (C). As caracteristicas de tamanho, indice de polidispersao,
potencial Zeta e estabilidade quimica das nanoparticulas foram avaliadas no 1°, 35° e 85° dia,
ou t0, t1 e t2, respectivamente. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 6 e Figuras
6,7,8¢e09.
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Tabela 6 - Resultados para diametro hidrodindmico (nm), indice de polidisperséo (IP), potencial zeta
(mV) e pH das NP de zeina e lignina contendo diferentes extratos de propolis e das nanoparticulas
vazias ao longo de t0 (1° dia), t1 (35° dia) e t2 (85° dia)

Tamanho (nm) IP ¢ (mV) pH

Amostra D

t0 1011492 0,286+0,071? -47,1+1,02 8,30+0,012

tl 376+9° 0,334+0,030? -52,4+2,3P 7,80+0,02°

2 329+1° 0,391+0,052? -53,7+2,3" 7,61+0,03¢

Amostra E

t0 85567 0,170+0,4192 -57,940,62 8,40+0,00?

tl 718+482 0,258+0,064% -56,7+0,32 7,93+0,01°

t2 469+5° 0,315+0,0632 -57,1+1,62 7,73+0,03°
Amostra F

t0 977+5% 0,594+0,052? -42,7+0,42 8,40+0,03?

tl 278+3° 0,147+0,011° -68,5+1,2° 8,18+0,01°

2 283+9° 0,131+0,050° -65,8+3,4° 8,15+0,01°
Amostra G

t0 1282+62 0,427+0,1292 -40,6+0,62 8,70+0,012

t1 186+1° 0,139+0,012° -63,3+2,6" 8,08+0,00°

2 193+2° 0,122+0,047° -61,8+1,7° 8,70+0,012
Amostra H

t0 37241 0,423+0,0052 -58,5+1,52 8,40+0,01°

tl 145+2° 0,203+0,009° -61,4+0,92 7,98+0,01¢

2 172+6P 0,348+0,0582 -57,645,32 8,40+0,042
Amostra |

t0 24528 0,153+0,018° -63,3+4,0° 8,40+0,022

11 185+4°¢ 0,429+0,035? -57,8+1,4% 8,11+0,02°

t2 207,445° 0,427+0,040? -55,4+0,6% 8,07+0,06°
Amostra C

t0 449+82 0,183+0,005° -50,5+0,8¢ 8,82+0,03?

tl 376+3° 0,345+0,0422 -43,440,78 7,49+0,01°

t2 340+1° 0,174+0,035° -46,4+0,9° 8,37+0,03°

Letras diferentes na mesma coluna para cada amostra sdo estatisticamente diferentes (p < 0,05). Os resultados
580 expressos como média de trés determinacdes + desvio padrdo. IP - indice de polidispersdo; ¢ - potencial zeta;
pH — potencial hidrogeni6énico. Amostras D, E, F, G, H e | - NP contendo os diferentes extratos de geoprépolis

obtidos; C - amostra controle. Fonte: elaborada pela autora.

Assim que se produziram as nanoparticulas, foram medidos seus tamanhos. Estes

demonstraram que as amostras de geopropolis D, E, F e G resultaram nos valores mais altos,

1011 £ 9 nm, 855 £ 6 nm, 977 £ 5 nm e 1282 + 6 nm, respectivamente. Em contraste, as

amostras H, | e C demonstraram valores inferiores, 372 £+ 1 nm, 245 + 2 nm e 449 + 8 nm,

respectivamente, como é possivel observar na Figura 6.
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Figura 6 - Grafico de tamanho das nanoparticulas (nm)
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D, E, F, G, H e | - diferentes formulac@es oriundas das diferentes amostras de geoprépolis; Co - amostra sem
ativo; t0 — 1° dia; t1 — 35° dia; t2 — 85° dia. Fonte: elaborada pela autora.

Tamanho

E possivel afirmar que todas as amostras diferiram no tamanho médio ao longo do
tempo. As amostras D, F, G e H diminuiram de tamanho ap6s 35 dias e mantiveram o
tamanho médio até os 85 dias. A amostra E manteve o tamanho médio até os 35 dias (718
nm), dimunuindo, de maneira significativa, até os 85 dias (469 nm). Entretanto, a amostra |
diminuiu em t1 (185 nm) e aumentou em t2 (207 nm). Ja a amostra controle demonstrou uma
tendéncia de reducdo do tamanho médio ao longo do tempo, 449 nm, 376 nm e 340 nm em t0,
tl e t2, respectivamente.

Destacam-se as amostras D, F e G pelas reducGes de tamanho médio apresentadas. A
amostra D passou de 1011 nm no tempo inicial para 376 nm em t1, posteriormente, em t2,
apresentou o valor médio de 329 nm. Ja para as amostras F e G as redugdes foram ainda
maiores. Em F passou de 977 para 278, posteriormente, 283 nm. Na amostra G, os valores
passaram de 1282 nm para 186 e 193 nm, respectivamente, em t0, t1 e t2.

No presente estudo, todas as amostras diminuiram de tamanho quando comparado ao
tempo inicial. Além disso, com excessdo da amostra E, todas as amostras apresentaram
tamanhos médios menores que 400 nm, em t1 e t2, demonstrando caracteristicas de tamanho
médio desejaveis em sistemas coloidais.

Valores semelhantes foram encontrados na producdo de nanoparticulas contendo

prépolis para as mais variadas finalidades. Zhang et al. (2019) obtiveram nanoparticulas
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produzidas com zeina, alginato, caseinato de sodio e prépolis que variaram de 208 a 362 nm
por meio de trés métodos distintos de preparo.

Ong et al. (2017) observaram valores que variaram de 125,7 nm até 512,3 nm em
nanoparticulas formadas de quitosana e tripolifosfato como carreadores de propolis. Neste
caso, maiores concentracfes de quitosana causaram aumento no tamanho médio das
particulas, ultrapassando os 400 nm. Shaltouki et al. (2019) encapsularam prépolis na cera de
abelha e tiveram valores na faixa entre 200 nm e 500 nm no tamanho médio das nanocapsulas
produzidas.

Valores de tamanho menores foram relatados, Correa et al. (2019) produziram
nanoparticulas contendo propolis com tamanho aproximado de 30 nm por meio do método de
emulsificacdo. Matei et al. (2015) sintetizaram oligbmeros de quitosana/prépolis/prata com
tamanhos entre 24 nm e 35 nm. De maneira semelhante, Afrasiabi et al. (2020) produziram
nanoparticulas muito pequenas, entre 70 nm e 75 nm, ambos utilizaram o método de
sonicagé&o.

Tado importante quanto o tamanho, é avaliar a distribuicdo de tamanho de
nanoparticulas no nanossistema formado. Valores inferiores a 0,3 indicam sistemas

monodispersos. Os resultados para este parametro estéo ilustrados na Figura 7.

Figura 7 - Grafico do indice de polidispersao ao longo do tempo
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ativo; t0 — 1° dia; t1 — 35° dia; t2 — 85° dia. Fonte: elaborada pela autora.



61

Quando dos resultados obtidos para o indice de polidispersdo, as amostras que
apresentaram valores menores que 0,3, logo ap6s o preparo, foram D, E, | e C.

A amostra D pouco variou, ndo diferindo estatisticamente ao longo do tempo, tal qual
a amostra E. Foram observadas reducdes dos valores de indice de polidispersdo para as
amostras F e G, estas variaram de 0,59 para 0,15 e 0,13 e de 0,43 para 0,14 e 0,13,
respectivamente, ao longo do tempo. Para a amostra | foi observado incremento no valor
obtido apo6s 35 dias, enquanto a amostra H teve reducdo no mesmo periodo. A amostra
controle teve aumento seguido de reducédo nos valores para indice de polidisperséo, 0,18, 0,34
e 0,17, em t1, t2 e t3, respectivamente.

Valores semelhantes foram demonstrados por outros autores que produziram
nanoparticulas contendo propolis. Do Nascimento et al. (2016) observaram valores entre 0,09
a 0,17, sendo o maior valor para amostra placebo. Machado et al. (2019) também obtiveram
valores abaixo de 0,2, enquanto Zhang et al. (2019) observaram valores na faixa entre 0,23 e
0,26. Destaca-se que dentre todas as amostras, F e G apresentaram valores abaixo de 0,2 em
t1 e t2, demonstrando serem dispersdes homogeénas entre 35 e 85 dias apds producéo.

Quando dos resultados para potencial Zeta, estes variaram de -68 £ 1 mV a-41,1 £ 1
mV para 0s nanossistemas e todos os valores sdo compativeis com sistemas coloidais estaveis.
Os resultados das formulagGes com e sem ativo, ao longo dos 85 dias, estdo representados a
seguir, no grafico (Figura 8).
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Figura 8 - Grafico dos valores obtidos para o potencial zeta em seis formulagcdes com ativos e
controle sem ativo em t0, t1 e t2
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D, E, F, G, He |l - diferentes formulagdes oriundas das diferentes amostras de geopropolis; Co - amostra sem
ativo; t0 — 1° dia; t1 — 35° dia; t2 — 85° dia. Fonte: elaborada pela autora.

Valores de potencial zeta de alta magnitude (> 30 mV) demonstram haver repulsdo
eletrostatica entre as particulas e isto evita que se aglomerem em solucdo (HAMLI et al.,
2021).

Thammasit et al. (2021) produziram nanoparticulas de poli(n-butilcianoacrilato)
contendo propolis e obtiveram valores de potencial zeta que variaram de -8 mV a -9 mV.
Valores préximos foram reportados na literatura (MACHADO et al., 2016; DO
NASCIMENTO et al., 2016; ZHANG et al., 2019), estes autores observaram valores entre -20
e -31 mV em ensaios utilizando propolis como composto ativo.

Valores totalmente diferentes foram encontrados por Correa et al. (2019), + 2mV, e
Ong et al. (2017) que ao produzirem nanoparticulas de quitosana contendo prépolis da
Malasia, observaram valores entre +35 e +75 mV.

A composicdo do polimero utilizado estd diretamente associada ao valor de potencial
zeta na superficie das nanoparticulas, assim como co-polimeros e emulsificantes e/ou
tensoativos adicionados a formulacdo. Sendo assim, € possivel sugerir que na superficie do
nanossistema formado existe uma camada de nanoligninas aderidas, visto o potencial zeta
caracteristico da mesma, em meio com pH basico.

O monitoramento do pH das suspensdes nanoparticuladas servem como indicadores da

estabilidade fisico-quimica, uma vez que reducdes em curto periodo de tempo no pH



63

informam se houve degradacdo do polimero e, também, a possivel difusdo do ativo para o
meio aquoso durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et al., 2003; DO NASCIMENTO et
al., 2016).

Particularmente, para as nanoparticulas de zeina o pH influencia em seu tamanho.
Ademais, ja foi verificado que zeina produzida em reacdo de precipitacdo por antissolvente
apresentou ponto isoelétrico em pH 6 (SPASOJEVIC et al., 2020). Estes autores observaram
nanoparticulas de zeina de tamanhos inferiores e mais estaveis, nas faixasde 3-4e 8- 9.

A Figura 9 mostra os valores obtidos para o pH nas seis diferentes formula¢ées com
amostras de extrato de geoprdpolis e mais o controle negativo, sem extrato, ao longo de

oitenta e cinco dias.

Figura 9 - Grafico de pH das nanoformula¢fes mais o controle sem ativo, em t0, t1 e t2
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D, E, F, G, H e | - diferentes formulag@es oriundas das diferentes amostras de geoprépolis; Co - amostra sem
ativo; t0 — 1° dia; t1 — 35° dia; t2 — 85° dia. Fonte: elaborada pela autora.

Os valores de pH obtidos neste estudo variaram de 8,3 até 8,8, logo ap6s o preparo.
Todas as amostras apresentaram reducdo no valor de pH durante o armazenamento em relacao
ao tempo inicial que variaram no intervalo entre 7,6 e 8,7.

Do Nascimento et al. (2016) utilizaram policaprolactona (PCL)-plurénica, para carrear

prépolis vermelho, que apresentaram pH em torno de 6. Nanoparticulas de zeina sem alginato
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apresentaram estabilidade em pH acima de seis, enquanto que zeina com alginato foi estavel
na faixa de pH entre 3 e 8 (HU; MCCLEMENTS, 2014).

Embora os valores de pH tenham diferido, os valores sdo superiores do ponto
isoelétrico da zeina, garantindo que ndo precipite ou se agregue durante 0 armazenamento
(HU; MCCLEMENTS, 2014; CUIXIA SUN et al., 2017; WANG et al., 2022).

As seis amostras de formulacdo carreadora de geoprépolis demonstraram boas
caracteristicas de potencial zeta e pH, indicando boa estabilidade fisico-quimica.
Especialmente com relacdo ao potencial zeta, altos valores significam que grandes forcas
repulsivas tendem a evitar agregacao proveniente de colisdes com nanoparticulas adjacentes.

Por outro lado, valores altos foram obtidos para o tamanho das nanoparticulas logo
apos o preparo e, chama a atencdo que na maioria das formulacdes estes valores reduziram
com o passar do tempo. Ao considerar o indice de polidispersdo, duas das amostras se
destacam com IP muito baixos (< 0,2) e as duas caracteristicas juntas (tamanho e IP)

classificaram as amostras F e G como mais adequadas para o prosseguimento das analises.

3.2.1. Calorimetria

Foram obtidos resultados por Calorimetria Exploratéria Diferencial para zeina,
lignina, nano sem ativo, ativo F, mistura fisica para ativo F e nano com ativo F. A Figura 10

mostra as curvas correspondentes as amostras citadas.
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Figura 10 - Termogramas DSC para as amostras de zeina, lignina, nanoparticula sem ativo,
nanoparticula com extrato F, extrato F e Mistura fisica com extrato F

Nanocomativ| © = ' = T T T 7]
C T N B S I S R T
Nano sem ativio| ]
‘5—; = ! ! ! ! ! 1 ! 3
= MF ]
s L - J
m _ .
o L[ . -
) Ny j
-g C - 1 L 1 L 1 1 7]
3 __7At|vo —]
L - - ~— —
N L. ! I I 1 ! ]
— Zeina| B b
L [P ] ! ] ! .
Lignina N

A R S T S S SR T

E 0 50 100 150 200 250 300 350 400
X0

Temperatura (°C)
1EXo - evento exotérmico; MF - mistura fisica. Fonte: a propria autora

Lignina, zeina e ativo F demonstram picos distintos. Comparando-os a curva da
mistura fisica, é possivel verificar caracteristicas dos trés componentes em uma mesma curva.
Na comparacdo das curvas de nano sem e com ativos, estas demonstram um pico de fusdo
préximo a 300 °C para a amostra de nano sem ativo, enquanto a nano com ativo F fundiu em
250 °C, aproximadamente.

Foram visualizados um pico endotérmico e um exotérmicopara a lignina. O evento
térmico endotérmico apresentou seu apice em 97 °C, ja o evento exotérmico apresentou pico
na temperatura de 315 °C.

Na curva correspondente a zeina, os dois picos sdo resultados de eventos
endotérmicos. O primeiro evento apresentou pico na temperatura de 88 °C e o segundo evento
térmico ocorreu em 299 °C. Um deslocamento da linha de base ocorreu em 164 °C, esta
reacdo ocorreu na faixa entre 156 °C e 170 °C. Este deslocamento representa a temperatura de
transicdo vitrea da zeina, valor semelhante ja foi atribuido a este evento em caracterizacao de
filme de zeina (MAGOSHI; NAKAMURA; MURAKAMI, 1992).

Ao observar a curva do ativo F, dois picos endotérmicos sé@o verificados, o primeiro

pico na temperatura de 119 °C e o segundo em 266 °C.
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Na mistura fisica foram observados trés picos. O primeiro e o segundo picos sao
endotérmicos. As temperaturas nos picos foram de 84 e 251 °C. O terceiro pico, exotérmico,
apresentou apice em 361 °C.

Para a nanoparticula sem ativos dois picos endotérmicos foram verificados. O primeiro
pico na temperatura 121 °C e o segundo ocorreu com temperatura de 304 °C. Enquanto isso a
nanopartitula com ativo apresentou primeiro pico endotérmico em 87 °C e o segundo pico
endotérmico em 250 °C, demonstrando estabilidade em altas temperaturas de ambas as
formulagoes.

Do Nascimento et al. (2016) detectaram quatro picos endotérmicos em prépolis
vermelha. Destes, trés ocorreram entre 82 e 107 °C e foram atribuidos a volatilizacdo da agua.
O quarto ocorreu proximo a 135 °C e fora referido como proveniente de processos de fusdo de
flavonoides e outros compostos fendlicos presentes no extrato.

Acima de 200 °C ocorre degradacdo da matéria organica. Entre 100 e 200 °C, em
propolis, ocorre transicdo de fase, assim como a vaporizagdo de aromaticos e 6leos essenciais
que apresentam pontos de ebulicdo proximos a 200 °C (PANT et al., 2022).

De acordo com resultados observados, verifica-se que o pico exotérmico da lignina
ndo apareceu nas curvas de nanoparticulas sem e com ativo, demonstrando que a matriz
polimérica formada de zeina pode ter tido uma interagdo com 0s componentes presentes na
lignina (EL-HOUSSINY et al., 2016). Também, observa-se que a amostra de nanoparticula
com ativos demonstrou um deslocamento do pico quando a comparamos com a curva das
nanoparticulas sem ativos, sugerindo que os componentes zeina, lignina e geopropolis

interagiram.

3.2.2.Espectrometria no Infravermelho com Transformada de Fourier

O espectro FTIR reflete informacGes sobre as ligacbes quimicas de grupos funcionais.
O pico de absorcdo caracteristico de um composto no espectro FTIR esta relacionado ao
ambiente molecular ao redor do mesmo. Portanto, espectros de FTIR foram usados para
investigar as potenciais interagdes entre zeina, lignina e os extratos de geopropolis F e G.

A seqguir, serdo apresentados na Figura 11 os espectros de absorcdo no infravermelho

das amostras de zeina, lignina e das nanoparticulas de zeina com lignina sem geopropolis.
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Figura 11 - Espectros de infravermelho das amostras de zeina, lignina e nanoparticula de zeina e
lignina
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Fonte: elaborada pela autora

O espectro de FTIR da zeina apresentou bandas caracteristicas de proteinas. A
primeira banda observada foi em aproximadamente 3315 - 3085 cm™, correspondente a
Amida A (estiramento das sobreposic¢des das ligacbes C-H e OH, dos grupos funcionais CHs
e =CH: &cidos graxos e aminodcidos). As bandas de absor¢do nas regides entre 1600 e 1700
cm ! e 1400 - 1550 cm ! foram previamente atribuidas a Amida | e Amida Il da proteina,
respectivamente (MOUZAKITIS et al., 2022). Foi observada, em aproximadamente 1263 cm”
! a vibragéo de estiramento na regido compreendida a amida 111 (PROENCA, 2018).

A amostra de lignina apresentou estiramento em aproximadamente 3475 cm™ devido &
presenca de hidroxilas (OH). Banda de absorcdo em 2925 cm, decorrente do estiramento C-
H em grupos metilicos e metilénicos. A banda em 1719 cm™ que corresponde ao estiramento
de carbonilas e carboxilas ndo conjugadas é uma banda caracteristica de espectros de lignina.
Em 1598 cm™ ocorreu o estiramento de C-C do esqueleto aromatico e estiramento de C=0.

Por fim, em 1046 cm™ a deformagdo angular C-O do grupo metoxil e em 829 cm
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caracteristico de deformacdo do tipo C-H fora do plano nas posicbes 2, 5 e 6 de unidade
Guaiacila (CHEN et al., 2015; SHARMA et al., 2022).

No espectro da nanoparticula de zeina com lignina (Form_SemAtivo) foi possivel
observar uma sobreposicdo dos picos de zeina e lignina. Na faixa de 3458 - 3252 cm™
observa-se que houve um alargamento da banda, consequéncia da sobreposicdo das bandas
referentes hidroxilas e amida A. Em 2933 cm™ observa-se pico de estiramento C-H. O pico
em 1714 cm foi verificado aumento de intensidade, o que pode ser justificado pela presenca
do estiramento de carbonilas e carboxilas ndo conjugadas (lignina) e amida | (zeina). Da
mesma forma, em 1539 cm™ é observada a sobreposicdo dos picos referentes a amida Il e o
estiramento de C-C do esqueleto aromatico e estiramento de C=0. Os picos em 1048 cm™ e
865 cm! tiverem diminuicéo de intensidade, o que corresponde a deformagdo angular C-O do
grupo metoxil e deformacédo do tipo C-H da unidade Guaiacila, respectivamente.

Na Figura 12 serdo apresentados os espectros de FTIR para as nanoparticulas com os
ativos F e G.
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Figura 12 - Espectros de infravermelho dos extratos de geopropolis F e G, formulagdes com
geoprépolis F e G e as misturas fisicas F e G
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Observando os espectros de FTIR dos geopropolis F e G (Figura 12) é possivel
verificar similaridade entre eles. Ambos o0s extratos sdo oriundos da mesma espécie de abelha
sem ferrdo Mandacaia, 0 que pode explicar essa semelhanca entre os espectros. A primeira
banda observada em ambos foi em aproximadamente 3300 cm™, referente a vibragdo de
alongamento de grupos hidroxila (OH de compostos fendlicos) (OLIVEIRA et al., 2016). As
bandas em aproximadamente 2920 cm™ s&o atribuidas & vibracdo de alongamento C-H do
grupo metileno. A banda em 1698 cm™ corresponde & vibragdo de alongamento de C=0,
correlacionado com a capacidade antioxidante (MOT; SILAGHI-DUMITRESCU; SARBU,
2011). A banda em 1460 cm™ pode estar relacionada a CHs, CHa, flavonoides e anéis
aromaticos, onde as vibragdes seriam a vibragdo de flexdo (6) de C-H e a vibragdo de
alongamento de aromaticos. O pico em aproximadamente em 1230 cm™ é associado as resinas
fendlicas (SHAKOURY et al., 2022; SUREK et al., 2022). O pico de ~ 879 cm™, pode ser
atribuido a ligagdes glicosidicas do tipo a presentes em carboidratos dos polifendis

glicosilados (KAZEMI; DIVSALAR; SABOURY, 2018).
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Nos espectros para a mistura fisica e a formulagdo com ativo, tanto para o geopropolis
6 quanto para o geoprépolis 7, é possivel observar uma sobreposicdo e deslocamento de
algumas bandas caracteristicas de seus componentes. Porém, nas misturas fisicas é observada
uma maior concentracdo de picos, ou seja, menos sobreposicdo. Nas formulagdes com ativo,

0s espectros apresentaram picos caracteristicos da zeina, lignina e do geopropolis.

3.2.3.Microscopia de Forga Atbmica

As imagens obtidas por AFM estdo apresentadas na Figura 13. Estas permitiram a
observacdo do formato esférico das nanoparticulas nas formulagbes compostas de zeina e
lignina sem geopropolis (F0), zeina, lignina e geopropolis F (F6) e zeina, lignina e

geopropolis G (F7).

Figura 13 - AFM de amostras de formulacdo sem e com ativo Fe G

FO — formulagéo sem geopropolis; F6 — formulagdo comgeopr()polis F; F7 - formulagdo com geoprdpolis G.
Fonte: elaborada pela autora

Outro aspecto possivel de ser observado com as imagens FO, F6 e F7 (Figura 12) é o
tamanho das nanoparticulas nas trés diferentes formulagfes. Portanto, foram medidos os
tamanhos do didametro (hnm) das nanoparticulas, por meio do software Image J, e os valores

obtidos estéo representados nos histogramas (Figura 14).
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Figura 14 - Distribuicdo de tamanho das formulaces de nanoparticulas sem e com geoprépolis
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(F7). Fonte: elaborada pela autora

Evidencia-se com a observacao dos histogramas a tendéncia de sistemas polidispersos.
Nanoparticulas de tamanhos entre 40 e 60 nm apresentaram maior frequéncia para F6 e F7
enguanto para FO, a maior freqliéncia observada foi de nanoparticulas com tamanhos entre 80
e 100 nm. Isto demonstra um possivel efeito de menores tamanhos de particulas na presenca
de geoprépolis. Todos estes valores sdo inferiores aos demonstrados por analises de tamanho
obtidas em DLS, uma vez que neste ultimo caso, os tamanhos de nanoparticulas medidos tém
como base o diametro hidrodinamico e para AFM as amostras sdo secas antes da medicéo,

tendo, possivelmente, sua area reduzida.

3.3.Teste de germinacao “in vitro”

O teste de germinacdo in vitro representa um importante pardmetro que reflete o
estado fitossanitario de um lote de sementes (BRASIL, 2009).

Optou-se por realizar o teste de germinacdo em sementes de feijdo Mulatinho (P.
vulgaris) e tomate-cereja (S. lycopersicum) submetidos aos diferentes tratamentos, com a

finalidade de verificar se os tratamentos alterariam a taxa de germinacgdo nas sementes de um
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mesmo lote e, além disso, se os tratamentos poderiam interferir na média do tamanho das
plantulas, obtidas apds 5 dias de incubacao.

A escolha dos tratamentos teve o intuito de analisar se os extratos em sua forma pura
demonstrariam diferencas quanto ao extrato encapsulado, em trés diferentes concentractes
(0,01, 0,1 e 1% m/v). Além disso, comparar os diferentes tratamentos com o tratamento
controle (agua). Adicionou-se um tratamento composto por &lcool 80% v/v, uma vez que este
é o solvente dos extratos de geoprdpolis e que, conhecidamente, possui acdo bactericida e
fungicida. Sendo que se incluiu também um tratamento composto por nanoparticulas sem
geopropolis, nas mesmas concentracfes dos demais tratamentos.

Os resultados obtidos com o teste de germinacdo estdo apresentados na forma de
gréfico (Figuras 15 e 16) e na Tabela 7.

Na Figura 15, o grafico do teste de germinacdo mostra que a germinacao das sementes
de feijdo tratadas com agua teve quase 90% das sementes germinadas. Os tratamentos F6
0,1% e Co 0,01% alcangaram as melhores porcentagens, com 96% das sementes germinadas.
Nenhum dos tratamentos atingiu 100% de germinacdo das sementes testadas e isto esta
relacionado, possivelmente, as caracteristicas genéticas e de fitossanidade das sementes
selecionadas.

Figura 15 - Gréfico do teste de germinacéo de sementes de feijdo (P. vulgaris) submetidas aos
diferentes tratamentos (n = 50) / 5 dias
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de nanoparticulas com ativo F; F7 — formulagdo de nanoparticulas com ativo G; Co — formulacgéo controle de
nanoparticulas sem ativo. Fonte: elaborada pela autora.
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Para efeito de comparagdo, na confeccdo da tabela 7 considerou-se a germinacao
obtida para o tratamento controle (dgua) como 100% e efetuou-se o célculo da taxa de
germinacdo dos demais tratamentos.

Com isso, foi possivel verificar que, com excec¢do dos tratamentos E6 0,1% e F7 0,1 e
1%, todos os demais tratamentos apresentaram taxa de germinacdo superior ou igual ao
tratamento controle, para sementes de feijdo. As melhores taxas obtidas foram dos
tratamentos F6 0,1% e formulacdo controle (Co) 0,01%, ambos com aumento de 9% em
relacdo ao controle.

Ao observar no gréafico os tratamentos da F7 € possivel sugerir uma relacdo negativa
entre 0 aumento da concentracdo de geoprépolis na formulacdo e a porcentagem de
germinacdo. Tendéncia semelhante se oberva para a formulacdo controle, apesar de que esta
apresentou valores superiores para a porcentagem de germinacao, comparada aos tratamentos
da F7.

Os tratamentos com E7 para feijdo, nas trés concentragdes testadas, demonstraram
valores superiores ao tratamento controle e a taxa de germinacdo aumentou com o aumento da
concentracdo até 0,1%, mantendo-se constante até 1%. O tratamento de solucdo etanodlica

também demonstrou taxa de germinacao superior ao controle.

Tabela 7 - Taxa de germinacdo de feijdo e tomate em porcentagem (%)

Tratamento P. vulgaris (%) S. lycopersicum (%)
Agua 100 100
Etanol 105 49

E6 0,01% 102 109
E6 0,1% 93 112
E6 1% 102 112
E7 0,01% 102 112
E70,1% 105 102
E7 1% 105 102
F6 0,01% 105 100
F6 0,1% 109 107
F6 1% 100 109
F70,01% 100 112
F70,1% 95 109
F7 1% 86 93
Co 0,01% 109 107
Co00,1% 102 102
Co 1% 100 100

E6 — extrato de geopropolis F; E7 — extrato de geopropolis G; F6 — formulacdo de nanoparticulas com ativo F;
F7 — formulacdo de nanoparticulas com ativo G; Co — formulagdo controle de nanoparticulas sem ativo. Fonte:
elaborada pela autora.

Ja para as sementes de tomate, os tratamentos etanol 80% v/v e F7 1% foram os que

apresentaram taxa de germinacdo inferior ao controle, sendo que o etanol, possivelmente,
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inibiu a germinagdo das sementes de tomate. Os demais tratamentos apresentaram taxa de
germinacdo superior ou igual ao tratamento controle. Observou-se a mesma correlacdo
negativa entre concentracdo e taxa de germinacdo dos tratamentos F7 e Co, assim como foi
observado nas sementes de feijdo.

Entretanto, para as sementes de tomate, o tratamento F6 demonstrou aumento na taxa
de germinagdo com o aumento da concentracdo e E6 aumentou a taxa de germinagéo de 0,01
para 0,1% e manteve-se constante em 1%, com taxa de 12% de aumento na taxa de

germinacdo em relacdo ao tratamento controle.

Figura 16 - Gréfico da taxa de germinacgdo de sementes de tomate cereja (S.lycopersicum) submetidas
aos diferentes tratamentos (n = 50) / 5 dias

100

60

40

Percentagem de germinacao (%)

20 T

Agua
E6 1%
0,1%
F6 1%
F71%]

S
—
~
w

F7 0,1%
Co 0,1% -
Co 1%

X
—
=
IS)
©

E6 0,01% |
E60,1%
E70,01%
E7
F60,1%
F70,01%
C00,01%

EtOH 70% -

L

Tratamentos
EtOH - solucdo etandlica 80%; E6 — extrato de geopropolis F; E7 — extrato de geopropolis G; F6 — formulagdo
de nanoparticulas com ativo F; F7 — formulagdo de nanoparticulas com ativo G; Co — formulagéo controle de
nanoparticulas sem ativo. Fonte: elaborada pela autora.

Vieira et al. (2010) demonstraram que o tratamento de sementes de feijdo com extrato
de propolis ndo interferiu no desenvolvimento fisiologico das sementes. Além disso, 0 extrato
demonstrou efeito fungistatico para Alternaria spp., Cladosporium spp. e Coletotrichum spp.,
trés importantes patdgenos da cultura do feijoeiro.

No entanto, a depender do tempo de exposicdo e concentracdo, o extrato de propolis
pode apresentar efeito citotoxico com efeito inibitério na germinagdo de sementes de feijao-
fava (CIBANAL et al., 2022). Previamente, Cibanal et al. (2020) avaliaram a atividade

antimicrobiana de extratos de prépolis e geoprdpolis frente as bactérias comuns de tomateiros
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e obtiveram como resultado uma relagdo dose-dependente. Os autores frisaram que doses
eficientes sdo conseguidas com altas concentragdes que podem apresentar fitotoxicidade.

Aplicacdes de quitosana com propolis, anteriormente, ndo surtiram efeito de aumento
na porcentagem de germinacdo de Pinnus spp. (SILVA-CASTRO et al., 2018).

Os efeitos relacionados a concentracao e tempo de exposicdo tanto dos extratos quanto
das formulacgdes deverdo ser avaliados com outras pesquisas. Sinteticamente, pode-se afirmar
que os extratos e formulacGes nas concentracfes avaliadas nao apresentaram efeitos deletérios
na germinacdo das sementes expostas. Além disso, tanto para os extratos de geopropolis
quanto para as formulagdes com e sem geopropolis, uma solugdo na concentragdo de 0,01 %
demonstraram efeito quando ndo melhor, igual, comparado ao tratamento controle.

A seguir, as Figuras 17 e 18 mostram os graficos para o tamanho (cm) das plantulas de
feijdo e tomate-cereja. As medidas foram obtidas por meio de andlise de imagens utilizando o
software Image J.

Figura 17 - Gréafico do comprimento (cm) de plantulas de feijdo (P. vulgaris) submetidas aos
diferentes tratamentos em diferentes concentragdes apds 5 dias de incubacao
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geoproépolis G; EtOH - solucéo etandlica 80%; F6 — formulagdo de nanoparticulas com ativo F; F7 — formulagéo
de nanoparticulas com ativo G. Fonte: elaborada pela autora.

Quanto ao tamanho das plantulas, considerando somente as raizes principais, 0S

melhores tratamentos foram os que utilizaram E7 0,01%, etanol 80% v/v e formulacdo
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controle 1%. Chama atencéo que o tratamento com solucéo etandlica 80% em feijées mostrou
bons resultados para germinacdo e tamanho das plantulas. Isso ndo foi observado em
sementes de tomate-cereja, onde o tratamento com solucdo etanolica resultou em plantulas
com tamanhos menores e taxa de germinacgédo, aproximadamente, 50% mais baixas, quando
comparadas ao tratamento controle.

Com excesséo de F7 e etanol, todos os tratamentos apresentaram tamanho de plantulas
de tomate maiores ou igual quando comparados ao tratamento controle. Como pode ser
observado na Figura 18.

Figura 18 - Grafico de comprimento (cm) de plantulas de tomate-cereja (S. lycopersicum) submetidas
aos diferentes tratamentos em diferentes concentracdes apds incubacéo por 5 dias
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geopropolis G; EtOH — solugdo etandlica 80%; F6 — formulacdo de nanoparticulas com ativo F; F7 — formulagéo
de nanoparticulas com ativo G. Fonte: elaborada pela autora.

Os tratamentos E6 nas trés concentracOes testadas resultaram em plantulas com
tamanhos médios proximos a 8 cm, assim como o0s tratamentos E7 0,01% e F6 0,01%. O que
significa quase 60% em rendimento de biomassa.

Efeito de crescimento vegetativo ja foi associado aos nutrientes importantes para
plantas e que sdo encontrados em extratos de propolis (CARVALHO; SODRE, 2021).
Terpenoides, particularmente, importantes para as plantas sdo giberelinas, além de acUcares,

aminoacidos, vitaminas do grupo B e E e minerais (SEMIDA; RADY, 2014b), estes
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nutrientes demonstraram agdo como bioestimulantes em processos de embebicdo de sementes
que ajudaram contra processos deletérios de sementes submetidas a estresse salino, por
exemplo.

Assim, embora, efeitos positivos possam ser observados na germinacdo de sementes e
no tamanho de plantulas de feijdo e tomate-cereja com a utilizacdo de geopropolis, seja na
forma de extrato ou como uma nanoformulagédo, maiores informac6es deverdo ser levantadas
no sentido de relacionar a composi¢do quimica dos extratos com parametros de atividades
bioldgicas especificas, uma vez que as diferencas entre os tratamentos observados neste

estudo sdo inconclusivos.
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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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