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RESUMO
Com o crescimento populacional, ha o desafio criar métodos mais eficientes para aumentar

a producdo de alimentos sem esgotar os recursos naturais. Mitigando o uso de agrotdxicos e
geracdo de residuos no ambiente, novas tecnologias e produtos tém sido desenvolvidos,
como: biopesticidas, obtidos a partir de extratos e Oleos essenciais de plantas, esses
componetes sdo menos toxicos para o ambiente e para a satde humana. Compostos botanicos
apresentam limitacGes, como: baixa solubilidade aquosa, fotosensibilidade e alta
volatilidade, limitando ampla aplicagdo. A nanotecnologia tém se mostrado importante, no
melhoramento da estabilidade fisico-quimica e eficacia dos inseticidas boténicos, por
proporcionar o desenvolvimento sistemas carreadores que promovem a liberacao sustentada
do ativo e de sistemas estimulos responsivos capazes de responder a fatores bidticos e
abioticos, quando estimulados, otimizando a ac¢do e minimizando sua degradacdo
prematura. Neste trabalho foram produzidas nanoparticulas de zeina com compostos
botanicos, carvacrol e limoneno e estudado o potencial estimulo responsivo a enzima
tripsina, a fim de que liberem os ativos somente quando degradadas, ou seja quando em
contato com a enzima. As ZNP foram obtidas pelo método de precipitacdo com antissolvente
e suas propriedades e estabilidade avaliadas através da caracterizagdo, exibindo em ZNP
CTL o didmetro inicial de 117 £ 1 nm, e ZNP LIM+CVC 111 + 1 nm com Pdl de 0,180 *
0,013 para ZNP CTL € 0,139 £ 0,012 para ZNP LIM+CVC o potencial zeta de -30 £ 2 mV
para ZNP L CTL e ZNP LIM+CVC foi de -25 = 1,5 mV para eficiéncia de encapsulacao de
99,9 % + 0,004% para o LIM e 99,8 % + 0,9% para 0 CVC, ja o pH em ZNP CTL foi de
8,27 e para ZNP LIM+CVC 8,30, analise de angulo de contato obtivemos o valor do angulo
em 64° apresentando carater hidrofilico para as ZNP LIM+CVC. Em andlise de DSC e FTIR
revelaram boas interagdes entre os ativos nanoparticulas, analise de AFM foi possivel
observar que as nanoparticulas apresentam morfologia esférica. A fitotoxicidade das ZNP
foi avaliada em sementes e plantas onde para sementes apresentou um perfil dose-
dependente para as concentragdes maiores , e em plantas ndo foi observado alteracdes
significativas no desenvolvimento da area foliar e raiz. Através das técnicas DLS e NTA e
do ensaio de eletroforese foi possivel verificar a degradacdo das nanoparticulas, quando
expostas a enzima tripsina em funcdo do tempo. Resultados obtidos nos ensaios sugerem
que o sistema apresenta boas perspectivas para ser utlizado como sistema de liberagdo
baseado em degradacdo enzimatica, e possivelmente um sistema promissor para a
agricultura.

Palavras-chave: Biopesticidas, nanoparticulas, zeina, limoneno, carvacrol, tripsina.



ABSTRACT

With population growth, there is the challenge of creating methods that are more efficient to
increase food production without depleting natural resources. Mitigating the use of
pesticides and generating waste in the environment, new technologies and products have
been developed, such as: biopesticides, obtained from extracts and essential oils from plants,
these components are less toxic to the environment and to human health. Botanical
compounds have limitations, such as low aqueous solubility, photosensitivity and high
volatility, limiting wide application. Nanotechnology has been shown to be important in
improving the physical-chemical stability and effectiveness of botanical insecticides, by
providing the development of carrier systems that promote the sustained release of the active
and responsive stimulus systems capable of minimizing its premature degradation. In this
work zein nanoparticles were produced with botanical compounds, carvacrol and limonene
and studied the potential stimulus responsive to enzyme trypsin, so that the release the assets
only when degraded, that is, when in contact with enzyme. The ZNP were obtained by the
antisolvent precipitation method and their properties and stability were evaluated through
characterization, showing in ZNP CTL the initial diameter of 117 £ 1 nm and ZNP LIM+
CVC 111 + 1 nm with Pdl of 0,180 = 0,013 for ZNP CTL and 0,139 + 0,012 for ZNP LIM
+CVC the zeta potential of -30 + 2 mV for ZNP CTL and ZNP LIM+CVC was -25 £ 1 mV
for encapsulation efficiency 99,9% + 0,004 for LIM and 99,8% =+ 0,9% for CVC the pH in
ZNP CTL was 8,27 and for ZNP LIM+CVC 8,30 and contact angle analysis obtained the
angle value in 64° showing hydrophilic character of ZNP LIM+CVC. In DSC and FTIR
analysis revealed good interactions between active nanoparticles, AFM analysis was
possible to observe that the nanoparticles have spherical morphology. Through the DLS and
NTA techniques and the electrophoresis assay, it was possible to verify the degradation of
nanoparticles when exposed to the enzyme trypsin as a function of time. The Phytotoxicity
of ZNP was evaluated in seeds and plants where for seeds it presented a dose-dependent
profile for the highest concentrations, and in plants, no significant changes were observed in
the development of leaf area and root. Results obtained in the teste suggest that the system
has good prospects to be used as a release system based on enzymatic degradation, and
possibly a promising system for agriculture.

Keywords: Biopesticides, nanoparticles, zein, limonene, carvacrol, trypsin.
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento continuo da populacdo mundial, ocorre também o0 aumento da
demanda por alimentos. Entretanto, um dos principais fatores que limitam a producéo
agricola sdo as perdas devido a doencas e a presenca de pragas que acometem as culturas de
importancia (CERDA et al., 2017). Dentre as pragas agricolas, os insetos sdo conhecidos por
gerarem as maiores perdas econémicas, o que exige um controle fitossanitario mais eficiente
através da utilizacdo de produtos quimicos, intensificado no inicio com a Revolucdo Verde
(PINGALLI, 2012).

A Revolucéo Verde se iniciou no Brasil, na década de 60-70, com a promessa de
modernizacdo no campo, de erradicacdo da fome, de aumento da producdo, e sobretudo, com
a nova era da agricultura e a promessa de desenvolvimento aos paises subdesenvolvidos.
Assim comecaram a ser delineados os tragcos do agronegécio com a difusdo de tecnologias
agricolas que, procuravam espaco no mercado de consumo como 0S agrotdxicos e
fertilizantes quimicos (LAZZARI; SOUZA, 2017).

O Brasil tem sido apontado como grande consumidor de agrotoxicos para producao
de alimentos (PIGNATI et al., 2017) entretanto dados da FAO (2017) contradiz essas
pesquisas e apresenta o Brasil em 72 lugar no ranking mundial de consumo de agroquimicos,
mesmo estando em uma colocacdo consideravel o Brasil é o que mais produz e exporta graos

no mundo.

E uma das causas dessa producdo em massa tem sido crescimento da populacdo que
também ocasiona 0 aumento do uso e a ocupacdo de areas agriculturdveis sem a devida
preocupacdo ambiental. E em razdo disso o uso de agrotoxicos torna-se elevado em sistemas
de producdo intensivos, acarretando o aumento de concentracdes residuais e da deriva de
agrotoxicos ocorridas durante o processo de aplicacdo dos produtos, gerando assim grandes
problemas ambientais, relacionados até mesmo com custo sociais do trabalho agricola
(ALBUQUERQUE et al., 2016).

Diante dos problemas supracitados, relacionados ao uso indiscriminado dos
agrotoxicos, ha a necessidade de uma nova revolucdo na agricultura por meio da
implementacdo da agricultura sustentavel (CAIRA; FERRANTI, 2016). Neste modelo
agricola ¢ priorizado a diminui¢do do uso de agrotéxicos e o0 emprego de metodos menos

toxicos a organismos ndo alvo para o controle de pragas, como por exemplo o uso de
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compostos naturais, dentro do qual podemos destacar o uso dos pesticidas botanicos (DAR
et al., 2014; CAMPOS et al., 2016) e ainda a continuacdo de diferentes abordagens, como
por exemplo, a unido dos pesticidas botanicos com inimigos naturais a fim de controlar de
forma mais eficaz uma determinada praga (CAMPOS et al.,, 2018b). Além disso, a
nanotecnologia tem se mostrado uma ferramenta potencial para revolucionar a agricultura e
os sistemas alimentares (PRASAD; BHATTACHARYYA; NGUYEN, 2017) pois é capaz
de reduzir a utilizacdo de agrotoxicos, melhora a performance dos biopesticidas e ainda

permite a elaboracéo de carreadores responsivos a estimulos pre-determinados.

Com isso empresas tem buscado parcerias em meio cientifico para o
desenvolvimento de nanopesticidas, que sejam capazes de manter a estabilidade de
ingredientes ativos quando expostas ao meio ambiente, alcancando com eficiéncia a entrega
do ativo ao organismo alvo, aléem de reduzir a dispersdo no ambiente. Esses sistemas
considerados inteligentes ainda dispde de algumas limitagdes na area agricola, entretanto
essa tecnologia tem sido aplicada na area da medicina com énfase. Por essa razdo se faz
necessario o desenvolvimento de formulacGes que sejam capazes de responder a fatores
bioticos e abidticos (CAMARA et al., 2019).

1.1 Biopesticidas

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA,
2015) biopesticidas sdo agentes de protecdo de culturas provenientes de fontes naturais,
como por exemplo, animais, plantas, microrganismos e alguns minerais (US EPA, 2015).
Dentre as vantagens do emprego dos biopesticidas no controle de pragas, podemos destacar,
novos mecanismos de acdo que diminuem a velocidade do desenvolvimento de pragas
resistentes, e também a toxicidade para organismos ndo-alvo, bem como para o ambiente e
salde humana. Além disso, a maioria dos biopesticidas apresentam amplo espectro de agédo
fazendo com que estes sejam empregados de forma generalizada no controle de pragas
(VILLAVERDE et al., 2014)

Os pesticidas botanicos sdao em sua maioria Oleos essenciais produzidos como
metabolitos secundarios pelas plantas aromaticas. Estes Oleos desempenham um papel
importante no ciclo de vida das plantas, atuando como sistema de defesa contra aos ataques
de patogenos e herbivoros, ou atraindo polinizadores e disseminadores de sementes
(REGNAULT-ROGER, 1997; ISMAN, 2000; REGNAULT-ROGER; VINCENT,;
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ARNASON, 2012). Os 6leos essenciais sdo responsaveis pelos diferentes sabores e aromas
das plantas aromaticas (NAGEGOWDA, 2010). Estes 6leos consistem em misturas
complexas de compostos volateis e lipofilicos, com tipicamente cerca de 20-60 substancias,
das quais duas ou trés sdo consideradas como compostos principais pois estao presentes em
concentragfes elevadas, enquanto as outras substancias se encontramem niveis
residuais.(GUIMARAES et al., 2015).

Os Oleos essenciais podem exibir diferentes propriedade dos seus compostos
majoritarios. Muitos compostos como 0leo de NIM tem apresentado efeitos inseticidas.
Cepeda-Palacios et al., (2014), testaram o0 oléo de NIM para o controle de pragas e
verificaram a mortalidade larval de Ostrus ovis (Oestridae). Tomazelli Janior et al. (2017),
através do spray dryer, encapsulou 6leo de tomilho, para analisar o potencial bactericida
contra V. alginolyticus e V. parahaemolyticys, e 0 processo de secagem por pulverizacdo ndo
afetou atividade antimicrobiana, nos organismos testados. Enquanto outros estudos
encapsularam os 6leos de horteld-pimenta e limoneno em zeina, sendo avaliada a liberacdo
do ativo desses sistemas (CHEN et al., 2018).

Com alto poder inseticida, o limoneno tem sido muito utilizado na fabricacao
de diversos produtos com essa finalidade, por apresentar baixa toxicidade a organismos nao-
alvo, além do mais pode ser utilizado em vérias de substancias como tolueno, xileno, éteres,
solventes clorados e fluorados (PIRES; RIBEIRO; MACHADO, 2017).

O limoneno (LIM) definido pela IUPAC como: 1-metil-4- (prop-1-en- 2-il) ciclohex-
1-eno € um composto organico monoterpeno, o qual possui a férmula molecular C1o His.
Esta presente nas cascas de frutas citricas como, a laranja e o limdo, além de outras plantas
e ervas. E considerado um composto altamente volatil, tendo assim seu odor
uma caracteristica marcante. Por ser facilmente encontrado na natureza, além de ser
considerado renovavel e de baixo custo, tem sido muito utilizado em cosméticos, produtos
de limpeza, agroquimicos, produtos alimenticios e medicamentos (WROBLEWSKA, 2014).
Entretanto o limoneno apresenta baixa solubilidade em &agua, sendo 0,65 a 2,1 mg.L*
(PUBCHEM, 2019).

Sua estrutura apresenta dois enantibmeros (Figura 1), sendo esses 0s mais abundantes
monoterpenos na natureza. O (S)-(—)-Limoneno , conhecido também como L-limoneno,
pode ser facilmente encontrado em plantas e ervas como a Mentha ssp., enquanto que e 0

(R)-(+)-Limoneno, também conhecido como D-limoneno, é encontrado em cascas de frutas
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citricas como laranja e liméo e é o componente majoritario , atingindo concentracGes de 90
a 96% (BICAS; PASTORE, 2007).

FIGURA 1: Estrutura quimica do limoneno. Na figura pode se observar as formas enantioméricas R e
S.
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Ensaios in vitro utilizando peritonite induzida por zymosan, foram realizados por
(KUMMER et al., 2013) para averiguar propriedades anti-inflamatdrias do limoneno a partir
da casca de Citrus latifélia Tanaka. Os autores confirmaram a diminuicdo de neutréfilos

qguando formil-Met-Leu-Phe e o leucotrieno B4 foram empregados como quimioatraente.

Estudos realizados por Rehman et al. (2014), propuseram que o limoneno poderia
ser utilizado para preservar os rins de efeitos colaterais do agente quimioterapico
doxorrubicina. Autores relataram que uma dieta com limoneno foi oferecida a ratos Wistar
pelo periodo de 20 dias antes da administracdo de doxorrubicina. Os resultados apresentados
mostraram aumento de TNF-a, do fator nuclear Kappa B (NF-kB), iNOS e COX-2. Tais
marcadores inflamatdrios foram restaurados no grupo tratado com limoneno. Analises
histolégicas realizadas, apresentaram a preservacdo dos rins e baixa infiltracdo de

neutréfilos no grupo tratado com o limoneno.

Além dos estudos na area da saude o limoneno tem também sido alvo de estudos na
area agricola, com destaque para a atividade inseticida contra espécies de pulgdes A. pisum,
A. fabae, M. euphorbiae e R. padi (CHAIEB et al., 2017).
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Outro composto que merece destaque € o carvacrol (CVC). O carvacrol (2-metil-5-
[1-metil-etil] fenol) (Figura 2) € um monoterpeno fendlico encontrado no 6leo essencial de
plantas aromaticas dos géneros Origanum, Thymus, Tymbra, entre outros. Esse composto é
conhecido por suas propriedades tdxicas sobre muitos invertebrados, tais como, acaros,
insetos e nematoides (ENAN, 2001; E ENAN, 2005; CETIN et al., 2010).

FIGURA 2: Estrutura quimica do carvacrol.
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Dentre as vantagens da utilizacdo deste composto estdo a baixa toxicidade
para peixes, organismos aquaticos e espécies ndo-alvo, bem como sua rapida
biodegradacéo no ambiente, tendo a solubilidade em agua de 1,25 mg.mL™* a 25 °C. Nos
insetos 0 mecanismo de acdo deste composto se d& pela inibicdo ndo competitiva da
acetilcolinesterase (AchE) através da ligacdo em receptores nicotinicos, em um local
diferente do sitio de ligacdo da acetilcolina (CAMPQOS et al., 2018b).

Um recente estudo publicado por Damalas et al. (2018) estima-se que em 2050 o uso
dos biopesticidas se igualardo aos pesticidas sintéticos em relacdo ao tamanho de mercado.
Entretanto, para que este objetivo seja atingido devem ser superadas algumas barreiras da
utilizacdo dos biopesticidas, tais como, melhor controle de pragas, diminuic¢éo nos custos de
producdo, aumento da vida de prateleira e criacdo de regulamentacdo especifica para estes

compostos.

Algumas espécies de plantas com propriedades botanicas e que sao utilizadas para o
manejo de pragas, foram consideradas os primeiros inseticidas botanicos. Nesse vies tem-se
a nicotina extraida do Nicotiana tabacum L, a piretrina extraida de Chrysanthemum
cinarefiefolium Calli, a rotenona obtida de Derris spp. € de Lonchocarpus spp., a sabadina
extraida da sabadila, Schoenocaulon officiale Lind, e a rianodina obtida de Rhyania sp.
(ISMAN, 2006; ISMAN; GRIENEISEN, 2014) as quais tornaram-se muito populares e
importantes entre as décadas de 30 e 40. O Brasil foi um grande produtor e exportador de
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piretro, rotenona e nicotina (MENEZES, 2005). Entretanto devido a problemas como a
eficiéncia, a grande variabilidade na concentracdo dos ingredientes ativos nos 6leos e entre
os diferentes cultivos, eles foram gradativamente sendo substituidos por pesticidas sintéticos
(DAR et al., 2014).

O uso indiscriminado das substancias sintéticas trouxe inumeras preocupagoes
quanto aos impactos negativos, tanto para saude humana e animal, quanto para o ambiente.
Estas preocupacdes trouxeram a tona novamente a questdo da utilizacdo dos inseticidas
botanicos, no controle de pragas, porém agora de uma forma mais eficiente, através da
associagao com outras tecnologias, visando ndo sé o aumento da eficiéncia, mas também a
diminuigédo do impacto ambiental negativo (OLIVEIRA et al., 2014; CAMPQOS et al., 2016;
GABRIEL PAULRAJ et al., 2017).

1.2 Nanotecnologia aplicada a agricultura

A unido da biotecnologia com a nanotecnologia tem resultado no desenvolvimento
de sensores com alta sensibilidade, resultando em uma resposta mais rapida as alteracGes
ambientais (PRASAD; BHATTACHARYYA; NGUYEN, 2017). Esses dispositivos
viabilizardo cada vez mais uma agricultura cientifica. A "agricultura inteligente" é o produto
dos atuais aperfeicoamentos cientificos e tecnoldgicos, com base em um conjunto de
tecnologias formados pela biotecnologia, informacdo e comunicacdo tecnoldgica e a
nanotecnologia. Esta "agricultura inteligente” pode inovar a agricultura no século 21, de
maneira mais brusca que a Revolucdo Verde, que gerou grandes modificagcGes no século
passado (CHAUDHARY; MISRA, 2016).

Na literatura, podemos verificar que ainda muitos sdo os obstaculos encontrados,
para aplicabilidade da nanotecnologia na area agricola, o que tem auxiliado nessa limitacao
no crescimento do setor agroindustrial, cerca de 1% de trabalhos estéo relacionados (KAH;
WALCH; HOFMANN, 2018b).

A implantacdo de uma agricultura sustentavel, que garanta a preservacao do ambiente
e a seguranca alimentar, € um aspecto crucial para a evolucdo da humanidade frente as
mudangas climéticas e a reducgéo das fontes de reservas energéticas ndo renovaveis. Perante
0S prognosticos de crescimento populacional mundial, que devera atingir 9 bilhGes de

habitantes em 2050 (FAO, 2017), h4& um obstaculo em gerar metodologias mais
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desenvolvidas e eficientes capaz de otimizar a producgdo de alimentos e energia renovavel
sem esgotar 0s recursos naturais. Desta forma, a associacdo da nanotecnologia com 0s
pesticidas botanicos tem sido uma ferramenta potencial para o desenvolvimento da
agricultura sustentavel (CERDA et al., 2017). Mas faz-se necessario saber se os beneficios
apresentados sdo satisfatorios em préaticas agricolas, associadas ao crescimento e a eficacia
dos custos (KAH; WALCH; HOFMANN, 2018a).

De acordo com a Unido Européia dentre as ferramentas chaves para o
desenvolvimento global sustentavel encontra-se a nanotecnologia. Esta tecnologia esta
sendo amplamente estudada e empregada em muitas areas da ciéncia, inclusive no ramo
agricola. Na agricultura, a nanotecnologia oferece avangos na pecuéria, controle de insetos
e tratamento de solos (CHEN; YADA, 2011), bem como na producdo, armazenamento,
processamento, embalagem e transporte de produtos agricolas (FRACETO et al., 2016;
DASGUPTA; RANJAN; RAMALINGAM, 2017; PRASAD; BHATTACHARYYA;
NGUYEN, 2017; SADEGHI et al., 2017).

Os beneficios da nanotecnologia para a agricultura podem ser destacados; como
exemplo: i) o controle de pragas e doencas usando nanoformulacdes que permitam a
liberacdo sustentada de agroquimicos, melhorando sua eficdcia e diminuindo as
concentracOes necessarias para alcancar os efeitos desejados; ii) liberagdo sustentada de
fertilizantes para aumentar o crescimento das plantas, reduzindo as perdas no escoamento
e diminuindo os problemas de poluicdo da agua, como a eutrofizacao; iii) transferéncia de
genes ou DNA mediada por nanoparticulas, auxiliando no desenvolvimento de espécies
resistentes a pragas e/ou doencas; iv) uso de nanomateriais para o desenvolvimento de
biossensores capazes de detectar sinais de doencas e/ou predadores, bem como
identificacdo de falta de nutrientes e agua; e v) novos métodos economicamente viaveis para
a remocdo de poluentes do solo e para tratamento de agua (FRACETO et al., 2016;
DASGUPTA; RANJAN; RAMALINGAM, 2017; SADEGHI et al., 2017).

A nanotecnologia aplicada como desenvolvimento de carreadores auxilia nas
limitacGes dos inseticidas, herbicidas naturais que sdo utilizados muitas vezes para controlar
doencas e pragas. Utilizando esses sistemas juntamente aos produtos sintéticos, esses podem
superar os problemas relatados, além de auxiliar no controle de danos causados no meio
ambiente (ROY et al., 2014).
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Os objetivos da utilizacdo das formulagdes de nanoparticulas sdo: ampliar a
solubilidade e estabilidade dos compostos, liberacdo de maneira sustentada, protegendo
assim a deterioracao precocemente. Assim permitira que o composto ativo mantenha-se por
um periodo maior no ambiente e que possam alcancar o organismo alvo, diminuindo a

manifestacdo em organismos nédo alvos (OLIVEIRA et al., 2014).

A produgdo de nanomateriais deve ser fundamentada na nanotecnologia verde, por
meio da aplicacdo de solventes seguros e polimeros biodegradaveis, biocompativeis e de
baixa toxicidade (LUO; WANG, 2014).

Lowry et al. (2019) descreveram que a nanotecnologia podera auxiliar na utilizagdo
de matérias-primas como: luz, agua e solo, proporcionando um controle no estresse abidtico
e bidtico para a agricultura. Além dos beneficios supracitados, através da nanotecnologia é
possivel o desenvolvimento de sistemas “inteligentes” que ao receberem estimulos
apresentam uma resposta ativa e liberam a molécula carreada para o meio circundante
(KAMALY et al., 2016a). Dentre os estimulos empregados para induzir a liberagdo da
molécula do interior dessas nanoparticulas, existem as alteracbes de parametros
bioquimicos, como por exemplo a modulacdo da concentracdo e/ou a presenca de uma
enzima. As enzimas tém se tornado ferramentas chaves para o desenvolvimento da
nanobiotecnologia devido as suas capacidades excepcionais de reconhecimento bioldgico e
excelentes propriedades cataliticas (KAMALY etal., 2016a; CALLMANN; GIANNESCHI,
2017).

1.2.1 Nanoparticulas de zeina

Uma das principais proteinas presente no milho, a zeina apresenta cerca de 50% do
teor total de proteinas. Esta proteina apresenta carater hidrofobico devido a composicédo de
aminoéacidos, com alto contetdo de leucina, prolina e alanina (PENALVA et al., 2017;
CAMPOS et al., 2018b). Além disso, a zeina é conhecida por sua alta resisténcia térmica e
Otimas propriedades de barreira a0 oxigénio, 0 que a torna interessante para o
encapsulamento de compostos sensiveis a oxidacdo e/ou temperatura (ANDERSON;
LAMSAL, 2011; PENALVA et al., 2017).

A composicdo de particulas coloidais acontece, facilmente com a alteragdo da
possibilidade de solubilizar o solvente primario por diluicdo em um n&o solvente, método

conhecido como precipitacdo anti-solvente ou dispersdo liquido-liquido  (PATEL;
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VELIKOV, 2014). Com esse procedimento, a zeina é primeiramente dissolvida em uma
solucdo hidroetandlica (55-90%) posteriormente a solugdo € injetada em uma solugdo
aquosa, no qual um tensoativo pode ser incluso, assim ocorrera a divisdo em fases e como
consequéncia ocorrera a formacao de particulas por precipitacdo (ZHANG; LUO; WANG,
2010).

Atualmente, a zeina é amplamente utilizada pelas industrias alimenticia e
farmacéutica devido a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, boa biodisponibilidade
e baixo custo (LUO et al., 2011a).

H& poucos estudos aplicados a agricultura, entretanto alguns pesquisadores tém
trabalhado no desenvolvimento de biopesticidas biodegradaveis visando diminuir o uso de
pesticidas sintéticos. Oliveira et al. (2018) produziram nanoparticulas de zeina carregadas
com geraniol e R-citronelal para demonstrar a repeléncia contra T. urticae, onde obtiveram
resultados promissores em relagdo a repeléncia e também comprovaram que as
nanoparticulas recobertas de zeina sdo capazes de promover volatilizacdo mais lenta dos

ativos botanicos.

Zhang et al. (2014) desenvolveram nanoparticulas de zeina carregadas com timol e
estabilizadas com caseinato de sodio, visando aprimorar as propriedades antimicrobianas e

fisico-quimicas das nanoparticulas.

1.2.2 Nanoparticulas responsivas a enzimas

Os sistemas de liberacdo de compostos de interesse agricola sdo desenvolvidos no
intuito de modular a taxa de liberacdo do ingrediente ativo de maneira controlada, porém,
em geral, ndo ocorre o controle espaco-temporal dos compostos ativos. Desta forma, o
desenvolvimento de formulagdes “inteligentes” tem ganhado ateng@o especial nas ltimas
décadas, onde é possivel regular a liberacdo do ingrediente ativo conforme a necessidade,
através de um mecanismo de acionamento por estimulos enddgenos e/ou exdgenos
(KAMALY etal., 2016a).

Esse tipo de nanoformulagdo ganhou interesse considerdvel na ciéncia farmacéutica,
onde estudos conseguiram desenvolver formulagdes em que a liberagdo do farmaco no local

de acdo foi alcancada atraves de diferentes estimulos, além da tensdo de tracdo, pH,
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temperatura desencadeado por proteases (LALE; KOUL, 2018) esses sistemas sdo capazes
de responder a fatores bidticos e abidticos. Embora muito desses mecanismos de estimulo
possam ser empregados no ramo agricola, estudos acerca do desenvolvimento desses
sistemas para aplicacdes agricolas sdo pouco explorados (KAMALY et al., 2016b;
HUANG et al., 2018).

As proteases desempenham um papel importante no metabolismo de todas as formas
de vida, incluindo procariotos, fungos, animais e plantas (WILKINS, 2017a). As serino
proteases, como tripsinas e quimotripsinas sdo enzimas proteoliticas dominantes no
intestino de insetos (LIU et al., 2017; WILKINS, 2017b), sdo provenientes de insetos e
apresentam atividade Otima em pH altamente alcalino. Assim, as enzimas podem ser
consideradas fortes candidatas a serem empregadas como agentes desencadeadores de
liberacdo para a producédo de formulacgdes inteligentes para a liberacdo de pesticidas naturais
e/ou sintéticos na agricultura (AKBAR; SHARMA, 2017b).

Um papel importante desempenhado pelas nanoparticulas estimulo responsivas tem
sido esse controle espaco-temporal, podendo dispor de sistemas on/off, ou seja as
nanoparticulas liberam os ativos quando estimuladas, durante um determinado tempo e
sistemas com inducdo de liberagdo ocorrendo em pequenas proporcdes, entretanto quando
estimulada ocorre um aumento (GAO et al., 2017).

Um sistema de liberacdo de um inseticida fotocontrolado foi descrito por Gao et al.
(2017), onde estabeleceram uma ligacdo covalente entre cumarina e fipronil, obtendo dessa

forma um sistema on/off, onde a liberacdo ocorreu com estimulo da luz.

Alguns pesquisadores tém sido atraidos pelos materiais responsivos a enzimas no
campo de farmacoldgicos, devido a particularidade e seletividade na qual tem apresentado
resultados aos estimulos bioldgicos internos (CAMARA et al., 2019), porém na area da
agricultura estudos voltados a esse tipo de estimulo ainda sdo escassos. As enzimas atuam
especificamente em todo processo bioldgico e metabdlicos, com isso as investigacbes com
enzimas tém sido apresentadas como sistemas de gatilhos biolégicos promissores para o
mecanismo de entrega de agroquimico, pois enzimas catalisam rea¢fes quimicas em baixa
temperatura, pH neutro e solu¢Ges aquosas tamponadas, além apresentar alguns beneficios

como especificidade, precisdo e eficiéncia (HU; KATTI; GU, 2014).

Kaziem et al. (2018) desenvolveram um sistema com nanoparticulas de silicio de

ciclodextrina contendo avermectina, que teve liberacdo estimulada por enzima a-amilase,
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além disso foi responsiva ao pH alcalino, apresentando cerca de 40% da liberacéo apds 17
dias, em pH &cido e neutro a liberacdo é de apenas 6% para 0 mesmo tempo. E em pesquisas
na literatura e em patentes ndo foram encontradas informagfes de produtos comerciais

estimulos responsivos a enzima tripsina.

1.2.2.1 Tripsina

Serino proteases estdo envolvidas em processos digestivos, destacando-se entre
essas, a tripsina e a quimiotripsina, as quais possuem a funcdo de digestdo, podendo realizar
a quebra de ligacGes peptidicas de proteinas grandes para gerar peptideos menores (ZHAO
et al., 2019). Desde que foi descrita pela primeira vez no final do século XI1X, a tripsina tem
sido identificada em todos 0s animais, englobando insetos, mamiferos e peixes, ela possui a
atividade proteolitica presente nas secre¢cdes pancreaticas. Devido a sua especificidade,
possibilita que atenda as fungdes digestivas e regulatorias, e assim como agente digestivo

degrada polipeptideos grandes em fragmentos menores (BAIRD, 2017).

A atividade 6tima da tripsina encontra-se entre os pH 7,5 e 8,5 (KOUTSOPOULOQOS
et al., 2007) e segundo o Enzyme Manual: Trypsin disponivel no site WBC (2019) a
temperatura para uma melhor atividade enziméatica é 25°C. Analisando a atividade no
sistema digestivo das lagartas Helicoverpa armigera Patankar et al. (2001) revelam que a
existéncia de diversas especificidades de enzimas proteoliticas no intestino do inseto, e que
a tripsina compde o trato digestivo sendo responsavel pela degradacéo de proteinas. Podendo
assim, ser considerado uma vantagem a utilizacdo da enzima tripsina por apresentar baixo
custo a utilizacdo da tripsina, jA que a mesma compde o trato digestivo do inseto. E a
hipotese deste trabalho é saber se as nanoparticulas carreadas com os ativos atendem ao

sistema estimulo responsivo a enzima tripsina.

2 OBJETIVOS
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Objetivos gerais

O presente trabalho tem como objetivo principal o preparo e a caracterizacdo de

nanoparticulas de zeina carreadas com limoneno e carvacrol, como sistema responsivo a

enzima tripsina a fim de desenvolver um sistema de liberagdo modulado por agdo enzimatica

visando aplicagdes no controle de pragas agricolas.

2.2

Obijetivos especificos

Preparar formulacGes de nanoparticulas de zeina contendo inseticidas botanicos;
Avaliar a estabilidade fisico-quimica das formulacGes através de medidas de
tamanho de particulas, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacédo dos inseticidas nas
nanoparticulas;

Avaliar a morfologia das nanoparticulas através de microscopia de forca atdmica;
Estudar a interacdo do sistema carreador com 0s inseticidas botanicos através de
espectroscopia na regido do infravermelho e medidas de angulo de contato;

Avaliar o perfil de liberagdo dos inseticidas botanicos carvacrol e limoneno nas
nanoparticulas;

Avaliar a fitotoxicidade das formulacdes em sementes e plantas de feijao;

Avaliar a degradacdo das nanoparticulas na presenca da enzima tripsina, através dos

ensaios de eletroforese NTA e DLS.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1

Materiais e equipamentos

e Acetonitrila (grau HPLC) — JT Baker®

e Acido cloridrico — HCI - Anidrol
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Agitador magnético - Tecnal®

Alcool etilico - Merck®.

Analisador de particulas Zetasizer Nano ZS 90 - Malvern®
Analisador de particulas NanoSight LM10 - Malvern®

Azul de bromofenol - Merck®

Na- Benzoyl-arginine 4-nitroanilide hydrochloride - BApNA
Blueye protein ladder - Sigma ®

[-mercaptoetanol - Sigma ®

Bomba a vacuo A12 - Symbol®

Carvacrol - Sigma ®

Coomassie Blue - Sigma ®

Dispositivos de ulltrafiltracdo de celulose regenerada de 30 kDa-Milipore®

DCS Q20 — TA Instruments®
Filtros de 45um - Millipore®

Limoneno - Sigma ®

Metanol (grau HPLC) — JT Baker®
Microcentrifuga - MiniStar®
pHmetro — MS Technopon®
Tensoativo - Pluronic F-68 — Sigma®

Ramé — Hart 100-00
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¢ Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - UltiMate™ 3000 RSLC nano
LC System - ThermoScience®

= Coluna: Phenomenex® C18 fase reversa 216 m 110 A ,100 x 4,60 mm;
= Coluna: Phenomenex® 5 m BDS C18 130 A 250 x 4,60 mm 5 micron;
= Software Chromaleon

e Tampdo glicina

e Termo bloco Al 1210

e Tripsina — Inlab (250 U/mL)
e Trizma base - Sigma ®

e Zeina- Sigma®

3.2 Meétodos

3.2.1 Metodologia analitica para quantificacéo dos ativos

O R-limoneno e o carvacrol, foram quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Para construcdo da curva analitica de cada ativo, foi necessario chegar
as condicbes cromatograficas ideais para que as quantificacdes pudessem ser feitas com
eficacia, e a eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas também fossem determinadas

com seguranca. As condicfes cromatograficas para os ativos estdo descritas na Tabela 1.

TABELA 1: Condic8es cromatogréaficas dos compostos utilizados neste estudo.
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R - LIMONENO

Fase movel Metanol/Agua (90:10) (v/v)

Volume de injecdo 100 pL

Fluxo 1,0 mL/ min

Temperatura Ambiente 25°C

Detector Ultravioleta (uV) £ =198 nm

Coluna Cromatografica Phenomenex®5 m BDS - C18 - 130 A 250x 4,60 mm 5 micron
CARVACROL

Fase movel Acetonitrila/Agua (50:50) (V/v)

Volume de injecdo 100 pL

Fluxo 1,0 mL/ min

Temperatura Ambiente 25°C

Detector Ultravioleta (uV) £ =210 nm

Coluna Cromatogréafica Phenomenex® - C18 fase reversa - 216 m110 A, 100 x 4,60 mm

Fonte: autoria propria

Com o proposito de que o método seja confiavel e eficaz, foram determinados os
parametros: limite de quantificacdo (LQ), limite de deteccdo (LD), linearidade, exatiddo e
precisdo (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016).

3.2.2 Curvas analiticas

As solucBes com as concentracdes na faixa de 2 a 12 pg/mL foram preparadas para
ambos ativos (limoneno e carvacrol), a fim de elaborar a curva analitica. As amostras foram
analisadas por CLAE e em triplicata, conforme condig¢des analiticas apresentadas na Tabela
1. Foram analisadas trés curvas em trés dias consecutivos, e a curva final utilizada para as

quantificacbes foi a média dessas trés curvas (n=9).

3.23 Seletividade

O termo seletividade é a definido como a capacidade que o método analitico tem em
detectar e quantificar o analito de interesse, na presenca de outros componentes, dos
componentes da matriz, ou mesmo as impurezas presentes e diluentes (HU;
MCCLEMENTS, 2014).
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3.24 Linearidade

A linearidade de um método é demonstrada através da capacidade de alcancar
respostas analiticas, exatamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma
amostra. Para a determinacdo da linearidade, deve-se aplicar pelo menos 5 concentragdes
diferentes para a realiza¢do da curva e também para demonstracao da linearidade, onde usa-
se métodos estatisticos para determinacdo da associacdo linear entre as variaveis pelo
método de coeficiente de correlagéo (r) e de determinacéo (r?) que deve estar acima de 0,99,
onde o coeficiente angular deve ser significativamente diferente de zero (ANVISA, 2017).
Foram efetuadas 3 curvas analiticas em 3 dias consecutivos, cada uma com Seis
concentracdes diferentes. Para o limoneno, foram utilizadas as concentracdes 2,4,6,8,10 e
12 pg/mL, sendo a solucdo estoque preparada com metanol. Para o carvacrol as
concentracdes foram de 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 pg/mL, sendo que a solucdo estoque foi

preparada com Acetonitrila.

3.25 Precisdo

A precisdo do método estéa associada a avaliacdo da proximidade entre os resultados
das amostras, conforme o método analitico aplicado e apresentado, que sera apresentar o
qudo proximo estdo as medidas realizadas, devendo ser expressa em repetibilidade.

Contudo, a precisdo deve ser apresentada pela dispersdo dos resultados em célculos
de desvio padrdo relativo (DPR), conforme a equacdo 1. Considerando assim que a
determinacdo da repeticao dos ensaios deve seguir 0s critérios das mesmas condigdes, sendo
0 analisador e o instrumento utilizado o mesmo, aplicando no minimo 9 determinacdes,
observando o intervalo linear do método (ANVISA, 2017; INMETRO, 2016 ).

A precisdo deve ser demonstrada pela dispersdo dos resultados, calculando-se o
desvio padrao relativo (DPR) da série de medi¢des conforme a férmula "DPR= (DP/CMD)
X100", em que DP € o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada. A precisdo

encontra-se segundo a equagéo 1.

DP ~
DPR = o X 100 (equacéo 1).
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A precisdo é a correlacdo inversamente proporcional entre o desvio padrdo (DP) das
leituras e a concentracdo média determinada (CMD) e tem seu resultado expresso em
porcentagem, nao podendo desta maneira, ultrapassar a margem de 5% (cinco por cento)

para que entdo, 0 método possa ser estimado.

3.2.6 Limite de deteccao

Limite de deteccdo (LD) deve ser demonstrado pela obtencdo da menor quantidade
do analito presente em uma amostra que pode ser detectado por um método, porém, ndo
necessariamente quantificado, sob as condigfes experimentais estabelecidas. O limite de
quantificacdo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser definida
com precisao e exatidao aceitaveis perante as condi¢fes experimentais determinadas.

Ambos séo calculados a partir de dados logrados da regressdo linear da curva
analitica e a logica dos célculos dos utilizados (LD e LQ) estdo apresentados abaixo nas
equacOes 2 e 3 (ANVISA, 2017).

LD =22 (equacdo 2)
Ic
LQ = Dplzlo (equacéo 3)

onde DP é o desvio padrédo do coeficiente linear com o eixo y e IC é o coeficiente angular
da curva analitica (ANVISA, 2017).

3.2.7 Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser adquirida pela resposta da analise, a qual
deve estar entre os resultados individuais do método em estudo, e o valor aceito como
verdadeiro. Assim para que seja considerado aceito, sdo necessarias 3 analises de
concentracdes diferentes entre os pontos da curva, feitas em réplicas, onde 0s pontos sejam:
baixo, médio e alto.

A exatiddo (%) pode ser calculada através da relacdo entre a concentracdo média
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determinada (CMD) e a concentracdo tedrica (CT), como representado pela equagédo 4.
(ANVISA, 2017).

Exatidio = Cé"—TD x 100 (equacao 4).

3.2.8 Preparo das nanoparticulas de zeina

As nanoparticulas de zeina foram preparadas pelo método de precipitacdo por
antissolvente descrito por Hu e Mc Clements (2014). A zeina (2% m/v) foi dissolvida
overnight (durante o periodo de 24 horas) numa solucdo hidroetandlica (85:15, v/v). Na
sequéncia essa solucdo, foi submetida a centrifugacdo a 4500 rpm por 30 minutos, seguido
de tratamento térmico a 75°C por 15 minutos e filtracdo em filtros de seringa (0,45 um -
Millipore). Separadamente foi preparada uma solucdo aquosa de Pluronic F-68 (2% m/v) e
0 pH da solucdo ajustado para 8. Com a solucdo de zeina previamente tratada (10 mL) foram
adicionados 150 mg dos ativos, limoneno e carvacrol até a dissolucdo dos Oleos,
posteriormente a solucdo foi injetada ao surfactante (30 mL) sob agitacdo magnética. A
dispersdo coloidal resultante foi rotaevaporada para evaporacao do etanol. Quando o volume
foi rotaevaporado em excesso, ele foi compensado com adi¢do de agua a pH 8. Uma
particula controle foi preparada sem a adicdo dos ativos. A solucdo final de cada formulacéo

contém a concentracdo de 0,005 g/mL de ambos ativos.

3.29 Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas

3.2.9.1 Diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta

A técnica de espectroscopia de correlacdo de fdétons (espalhamento de luz) foi
empregada para a determinagdo do didmetro hidrodindmico e o indice de polidispersao
(PDI). O PDI representa a variabilidade do tamanho das nanoparticulas, com valores que
vao de 0 a 1, de totalmente monodispersas a totalmente polidispersas. A técnica de
microeletroforese foi realizada para as medidas de potencial zeta das nanoparticulas. Para

realizacdo dessas medidas, as nanoparticulas foram diluidas (1:200, v:v) com &gua
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deionizada sem ajuste de pH e analisadas utilizando o ZetaSizer ZS 90 (Malvern®). Os

resultados foram expressos como médias de trés determinaces.

3.2.9.2 Rastreamento de nanoparticulas por NTA

O método de rastreamento de nanoparticulas foi empregado para estabelecer a
concentracdo e tambeém o tamanho das nanoparticulas. Para realizacao desta analise utilizou-
se uma célula NanoSight LM 10 (laser verde, 532 nm), uma camera SCMOS e software
NanoSight (versdo 3.2). A diluicdo das suspensdes de nanoparticulas foram realizadas em
agua deionizada (1:6000, v:v). Onde foram realizados 5 videos de 60 segundos em

temperatura ambiente (25°C).

3.2.10 Analise da estabilidade quimica dos componentes

A estabilidade quimica das nanoparticulas, presentes nas formulagdes pode ser
realizada através do monitoramento do pH, em que tais alteracbes podem indicar um
processo de degradacdo de componentes presentes nas formulacgdes. O pH foi avaliado pelo
periodo de 120 dias e foi utilizado um potenciémetro (OHAUS®), calibrado com soluges
tampdo em pH 4,0 e 7,0 e controle de temperatura. Para cada amostra foram realizadas 3

medidas e o resultado foi expresso como média dessas determinacdes.

3.2.11 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo do limoneno (LIM) e carvacrol (CVC) nas
nanoparticulas de zeina foi determinada pelo método de ultrafiltracdo/centrifugacéo, o qual
foi submetida a suspensdo de nanoparticulas a centrifugacdo utilizando dispositivos de
celulose regenerada com poro de exclusio 10 kDa (Microcon-Millipore®) em uma centrifuga
(NT 805) por 15 minutos a 24.0000 g. Os componentes da nanoparticula como possuem
massa maior que 10 kDa ficam retidas no filtro, sendo o filtrado composto por dgua e 0s
ativos ndo encapsulado. Este filtrado foi entdo quantificado por CLAE (SCHAFFAZICK et
al., 2003). Com isso € possivel determinacdo da quantidade de ativo ndo encapsulado e por
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meio da diferenga da quantidade total adicionada ao sistema, determinou-se a quantidade de
ativo encapsulado nas nanoparticulas (PEREIRA et al., 2014).

3.2.12 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier pode ser
usada para caracterizar polimeros funcionalizados, por meio da deteccdo de bandas
rotacionais e espectrais atraves da absorcdo de radiacdo especifica pelas ligacdes quimicas
das substancias. As frequéncias de vibracGes podem ser observadas devido a geometria e 0
arranjo molecular, que absorvem a energia em um determinado comprimento de onda e
assim, pela comparacéo dos valores de energia da radiac&o, € possivel identificar a partir das
ligacbes e grupos funcionais, as moléculas ou tipos de moléculas que estdo presentes nas
amostras (SOLOMONS et. al, 2001).

Para as analises foram utilizadas Nanoparticulas sem os ativos (ZNP CTL), as
nanoparticulas carregadas com os ativos (ZNP LIM + CVC) e os ativos limoneno e
carvacrol. As nanoparticulas foram centrifugadas para formacao de pellets e posteriormente
secas em dessecador. A anélise foi feita em pastilhas de KBr, produzidas pela prensagem do
macerado de KBr contendo 1,5% de amostra. Para obtencéo dos espectros foi utilizado um
equipamento FTIR-410 equipado com acessorios para medidas de transmitancia, onde foi
utilizado o método de reflexéo difusa por KBr, em faixa de 400 a 4000 cm™, empregando 64

varreduras por amostra com resolucéo de 8 cm™.
3.2.13 Angulo de contato

A analise de angulo de contato, foi realizada no Laboratorio de Plasmas Tecnologicos
(LaPTec), UNESP campus Sorocaba, foi utilizado o goniometro (Ramé-Hart 100-00;
Ramé-Hart Instrument Co., Succasuanna, NJ, USA), equipado com uma micro ponteira para
produzir gotas de 0,2 uL, as analises foram realizadas em superficie da folha de feijao, como
controle foi utilizado agua e com as ZNP LIM+CVC, através de uma camera CCD
conectada a um microcomputador a imagem da gota sobre a amostra ¢ digitalizada. Esta
imagem foi analisada por um programa de processamento de imagens RHI 2001, Imaging

onde traga o perfil da gota e determina o angulo.
3.2.14 Caracterizagao por calorimetria diferencial exploratoria

A suspenséo de nanoparticula foi centrifugada por 15 minutos a 24.000 g por 3 vezes,

para a formagdo do pellet, e posteriormente foram colocadas para secagem em um
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dessecador pelo periodo de 7 dias. Assim, as analises foram feitas utilizando um calorimetro
TA Instruments DSC Q20 equipado com sistema de refrigeracdo. Além do pellet das
nanoparticulas, foram analisados os ativos em p6. As amostras foram inseridas em recipiente
de aluminio apropriado. Para a anlise foi utilizado o fluxo de nitrogénio de 50 mL/min, com
variacdo de temperatura 0 °C com uma rampa de 10 °C a 300 °C/min. Os resultados foram

expressos em forma de termogramas.

3.2.15 Cinética de liberacdo

Foram realizados os ensaios de liberacdo in vitro para avaliar os perfis de liberacéo
das nanoparticulas carregadas com os ativos CVC LIM na condicéo de dilui¢éo sink, por
meio da técnica de dialise. O volume de 1 mL da suspensdo de nanoparticulas com
concentracdo de 43,5 pg/mL foi adicionado ao saco de didlise (compartimento doador),
acoplada a um béquer contendo 110 mL de agua em pH 8 (compartimento aceptor), e
submetidos a agitacdo por meio de um agitador magnético, incubados a 25°C. Em tempos
pré-determinados, aliquotas de 1 mL foram retiradas e o volume retirado foi reposto com
agua pH 8 (WANG et al., 2017).

3.2.16 Avaliacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi medida usando BApNA (Na-Benzoil-L-arginina-p-
nitroanilida) como substrato especifico para tripsina, de acordo com Patankar et al. (2001)
com pequenas modificacdes. O ensaio foi realizado com a adicdo de 300 pL da solugéo de
enzima, preparada em HCL 0,001 M, em 2 mL de BApNA e 700 uL de tampéo Tris HCL
pH 8 para solucdo final de 3 mL. A reacdo foi mantida em banho a 37°C por 20 minutos. A
reacdo foi pausada com acido acético a 30%, e a formacdao de p-nitroanilina, que é o produto
dareacdo, foi quantificado por espectrofotdmetro (Varian Cary 50) a 410 nm. Como controle
foi preparada uma amostra substituindo a enzima por Tris HCI 0,001 M, pH 8,0. A analise

os dados foi realizada utilizando metodologia descrita por Akbar et al. (2017b).
3.2.17 Analise morfoldgica das nanoparticulas

Através da tecnica de microscopia de forgca atbmica (AFM), obtivemos uma imagem
topografica e assim pode-se analisar a morfologia dessas nanoparticulas, além do tamanho.
As andlises morfoldgicas das ZNP LIM+CVC foram feitas por um microscépio de forca
atomica (MFA, Agilent 5500 AFM/SPM), onde as suspensdes das nanoparticulas foram
diluidas e gotejadas em um GRID (placa de silicio), no qual permaneceram por 2 semanas
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em um dessecador para secagem das amostras. As analises foram realizadas operando-se em
modo de ndo-contato, com cantilever TapAl-G (BudgetSensors®, Bulgaria) com uma taxa
de varredura de 90 Hz. As imagens foram tratadas pelo software Gwyddion e o ImageJ
(NECAS; KLAPETEK, 2011). Sendo realizado a contagem e medigbes de 150

nanoparticulas para determinacdo da média apresentada no gréfico de distribuicao.

3.2.18 Efeito da fitotoxicidade da formulacdo em germinacédo de sementes

Os efeitos da fitotoxicidade das nanoparticulas foram realizados em sementes de
feijdo (P. vulgaris) e em plantas pds emergentes. As sementes foram previamente
higienizadas, com etanol 70% por 1 minuto, seguida de uma lavagem com hipoclorito a 2,5%
(comercial) por 20 minutos, e depois lavadas trés vezes em agua autoclavada durante 1
minuto cada. O ensaio com as sementes, foi utilizado um frasco erlenmeyer onde foram
colocadas 10 sementes contendo 10 mL de solucdo nas concentracGes de 0,250, 1,25, 2,5,
3,75e5 uL, para ambos tratamentos (ZNP CTL e ZNP LIM + CVC) e mantidas em agitagédo
a 160 rpm por 1 h. Apo6s esse periodo, as sementes foram transferidas para placas de Petri
(100 mm x 15 mm), contendo uma camada de agar (1,5%, m/v), posteriormente armazenada

em um local escuro para germinacao durante cinco dias (PEREIRA et al., 2017).

3.2.19 Ensaio de fitotoxicidade em plantas

Para o ensaio com plantas, sementes foram plantadas em vasos de 9,3 cm preenchidos
com 600 g de substrato Carolina Soil (turfa sphagnum, vermiculita expandida, calcario
dolomitico, giz agricola e fertilizante NPK). Os tratamentos realizados foram: i) pluronic; ii)
agua; iii) zeina; iv) nanoparticulas de zeina sem os compostos ativos (ZNP CTL) e com as
ZNP LIM+CVC, ambos em diferentes concentragées (0,250, 1,25, 2,5, 3,75 e 5 uL).

Para os tratamentos de pOs emergéncia, foi utilizado um volume de 5 mL da
formulacdo, qual foi pulverizada nos vasos 15 dias ap0s a germinacdo das sementes, sendo
utilizada a mesma concentracdo empregadas nos ensaios com as sementes. Os vasos foram
mantidos em casa de vegetacdo sob condig¢des naturais de iluminagdo e temperatura. Assim
apos 7 dias, foi realizada as coletas das plantas e feito a medicao dos comprimentos da parte
aerea da planta e das raizes. Os tratamentos foram realizados em triplicata (n =3) (PEREIRA
etal., 2017; CAMPOS et al., 2018b).
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Além disso, foi realizado a determinagéo das clorofilas A e B e caratendides, para
cada um dos tratamentos. Foram coletados dois discos de 5 mm das folhas das plantas e
inseridas em ependorff contendo 1 mL de DMSO, os frascos foram envolvidos com papel
aluminio para que desta forma estivessem protegidos da luz e foram entdo armazenados na
geladeira pelo periodo de 24 horas. As medidas foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis
(Cary 50, Varian) nos comprimentos de onda de 665 (equagéo 5) , 649 nm (equacéo 6) e 480
nm (equacdo 7) para determinar a clorofila A, clorofila B e carotendides, respectivamente
(WELLBURN, 1994). Onde Chla é a “colorofila a”, Chl b é a “clorofila b” e Ax o valor de
absorc¢éo obtido para os determinados comprimentos de onda (WELLBURN, 1994).

Chla =12,19 x A665 — 3,45 x A649 (equacdo 5)
Chl b = 21,99 x A649 — 5,32 x A665 (equacdo 6)

100 x A480—2,14 x Chla—70,16x Chl b
220

Carotendides =

(equacdo 7)

4 Analise de degradacdo enzimatica através de DLS, NTA e SDS - PAGE

Através da técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons, foi realizado a
determinacdo do didmetro hidrodinamico, indice de polidispersdo e potencial zeta, em
amostras de 950 uL de ZNP LIM + CVC (em concentracdo de 5 g/mL) em 50 uL de &gua,
como controle sem a adi¢do da enzima e amostra de 950 uL de ZNP LIM + CVC em 50 uL
de enzima tripsina (com a concentracdo de 0,20 g/mL) em tempos de 0, 15, 30, 60, 120
minutos de contato com a enzima. Os resultados foram determinados a partir de uma media
de trés resultados obtidos na técnica. Com as mesmas amostras foi possivel determinar a

polidispersédo e o potencial zeta das nanoparticulas.
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Também foi realizada anélises de degradacdo das ZNP LIM + CVC em contato com a
enzima pela técnica de NTA, onde as 1750 uL da amostra das nanoparticulas foram
previamente diluidas em 250 pL da enzima tripsina e posteriormente foram retiradas 10 puL
dessa amostra e foi diluida em 20 mL de agua. Para o controle foi utilizada a mesma
proporcao de nanoparticula em 250 uL de &gua e posteriormente diluidas em 20 mL de agua.
Foram realizados 5 videos de 60 segundos em temperatura ambiente (25°C).

Para realizar a comparacdo entre os resultados, também foi aplicada a técnica de
SDS-PAGE , onde o ensaio foi realizado em unidade eletroforese vertical (Bio-Rad Mini-
Protean ®Tetra System) , no laboratério de Biotecnologia e Bioprocessos da professora Dra
Renata de Lima na Universidade de Sorocaba, onde primeiramente foram preparados os géis
de concentracdo com: 6,06 g Trizma base em 100 mL H2O ultrapura, preparado em pH 6,8
e 0,4 g de SDS em seguida os géis de separacdo: 18,179 de Trizma base em 100 mL H.O
ultrapura, em pH 8,8 adicionando 0,4 g SDS para ambos géis foi adicionado a solucéo de
persulfato de am6nio 0,500 pL e 0,05 g de PSA, também foi preparado o tamp&o de amostra
(1,5 mL) 0,05M Tris-HCI pH 6,8 em 50% Glicerol, 1% de azul de Bromofenol, 10% SDS
completando a solugdo com H.O. Para amostras foram preparada, tripsina diluidas em
tampdo glicina HCI pH 8 0,2 M (1:2) , zeina diluida em solucéo hidroetandlica (1:3 v:v) e
formulacdo da ZNP LIM + CVC sem a enzima diluida também em tampéo glicina HCI pH
8. Também foram preparadas amostras com a formulacéo sendo adicionada a enzima
tripsina, essas amostras com a enzima foram preparadas em tempo decrescente 120, 60, 30,
15, 0 minutos, para que as nanoparticulas pudessem interagir com a enzima, foi utilizado
uma solulgdo de 100 pL de cada amostra, sendo 50 uL da amostra (ZNP LIM + CVC) em
47,5 uL de tampéo da amostra e 2,5 uL de B-mercaptoetanol, o qual foi inserido por ultimo,
para a paralizacdo da reacdo. Posteriormente as amostras foram levados para aquecimento
no aquecedor (Termo Bloco AL 1210) por 10 minutos em 95° C para realizacdo da
desnaturacdo, em seguida foi realizada a centrifugacdo das amostras em 14.000 rpm por 1
minuto.

Apos a centrifugacdo, foram colocadas nos pocos do gel 10 uL das amostras para a
realizacéo da corrida de eletroforese, durante o periodo de 2 horas em 40 mA/200 V, e foi
utilizado o marcador de peso molecular: Blueye protein ladder SIGMA®, ao término da
eletroforese, os geis foram lavados em agua, em seguida colocados em uma solucéo fixadora
45 % metanol e 10% acido acético em 35 mL de agua, permancendo por 15 minutos. Entdo

foram colocados no corante coomassie blue, deixando o gel na solugdo overnight. A
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revelacdo dos géis foi feita em uma solugdo descorante 5% acido acético 10% de metanol,
completando a solugdo com 85 mL de agua.

B,

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Metodologia analitica para quantificacdo dos ativos.
5.1.1 Curvas analiticas

Os graficos correspondentes as curvas analiticas seguem apresentados na Figura 3 A e

sendo representado pela media de trés curvas analiticas construidas em trés dias

consecutivos para cada composto.

FIGURA 3: Curva analitica obtida para A) LIM e B) CVC. Valores representam a média de trés curvas

realizadas.
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Fonte: (CAMPOS et al., 2018a)

O coeficiente de correlacao (r) demonstra a linearidade da curva de calibracdo. Segundo o
INMETRO e ANVISA o r deve ser maior ou igual a 0,99. A tabela 2 apresenta os valores
do coeficiente de correlacdo obtido para cada curva realizada e para a curva final.

TABELA 2: Coeficiente de correlagdo (r) das curvas de calibragdo dos compostos obtidos em trés dias
consecutivos e a média entre as curvas.

r2
Dia 1 (n=3) Dia 2 (n=3) Dia 3 (n=3)
LIM 0,99946 0,99535 0,99862
CVvC 0,99658 0,99454 0,99881

Fonte: autoria propria

O calculo do desvio padrdo relativo (DPR) intra-dia permitiu estabecer-se
reprodutibilidade e a precisdo intermediaria foi calculada a partir do DPR inter-dias. Onde
valores dos DPR encontram-se sumarizados na tabela 3. Os resultados estdo dentro do que é
preconizado para validagéo, segundo os orgaos regulatorios onde o DPR deve ser menor que
5%, desta forma considerou-se o método validado e preciso.

TABELA 3: Valores do desvio padrao relativo (DPR) das concentragdes dos compostos LIM e CVC,
determinados pela analise da precisdo.



Concentracao
mg/mL DPR dia 1 (%) DPR dia 2 (%) DPR inter -dias (%)
3 2,45 1,25 1,91
5 1,2 2,218 1,91
7 0,34 2,25 1,99
2,31
@@ o
Concentracao
mg/mL DPR dia 1 (%) DPR dia 2 (%) DPR inter -dias (%0)
6 1,14 2,82 1,98
10 2,04 2,18 2,11
14 0,33 1,48 0,91

Fonte: autoria propria
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Através da comparacdo dos valores da concentracdo determinada empiricamente e

dos valores tedricos, também foi analisada a exatiddo do método analitico. Onde os dados

estdo apresentados nas tabelas 4 e 5. Os resultados encontram-se dentro dos critérios de

aceitacdo estabelecidos para as concentragdes que foram analisadas (95 a 105%), o que

também garante a exatiddo dos métodos utilizados.

TABELA 4:Valores da concentra¢do do LIM determinado por CLAE para analise da exatiddo do

método analitico.

[LIM] [LIM] %de [ LIM] % de
Téorica (mg/mL) Obtida (mg/mL) Recuperagéo Obtida (mg/mL)  Recuperagao
3 3,15 104,93 3,01 100,16
3 3,06 102,04 3,07 102,06
3 3,00 100,10 3,00 100,35
5 5,14 102,71 5,05 104,91
5 5,10 102,06 5,28 105,61
5 5,02 100,35 5,07 101,37
7 7,22 103,23 7,13 101,95
7 7,17 102,26 6,82 97,45
7 7,20 97,45 6,93 99,01
Média 101,71 101,43
DP 2,03 2,46

Fonte: autoria prépria

TABELA 5:Valores da concentracdo do CVC determinado por CLAE para andlise da exatiddo do

método analitico.
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[CVC] [CVvC] % de [CVC] % de
Téorica (ug/mL) Obtida (ng/mL) Recuperacao Obtida (ug/mL)  Recuperagéo
6 5,83 97,26 6,21 103,51
6 5,81 96,80 6,03 100,57
6 5,93 98,99 5,86 98,73
10 10,3 103,38 9,98 99,83
10 9,98 99,89 10,36 103,65
10 10,3 103,38 9,98 99,83
12 14,21 101,50 14,10 100,73
12 14,24 101,74 13,74 98,16
12 14,14 101,07 14,10 100,73
Média 100,49 100,54
DP 2,43 2,01
Média (n=18) 100,73
DPR (n=18) 2,16

Fonte: autoria propria

Os resultados obtidos para o limite de deteccdo e limite de quantificacdo sdo mostrados

na tabela 6.

TABELA 6: Valores de limite de deteccdo e quantificacdo obtidos para os compostos através da
regressdo das curvas analiticas (n=9).

Limite de Limite de

Detecgéo Quantificacio

(ng/mL) (ng/mL)
LIM 0,42 1,41
CvC 0,72 2,42

Fonte: autoria propria

5.2 Caracterizacdo e estudo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas

5.2.1 Diametro hidrodinamico e indice de polidispersao

Para anélise de caracterizacao das nanoparticulas de zeina sem os ativos (ZNP CTL),
que apresentaram diametro médio inicial de 117 + 1 nm (Figura 4), ap6s 7 dias de
armazenamento observou-se que o didmetro médio permaneceu estavel durante todo o
periodo de armazenamento até os 120 dias, em que foram analisadas, obtendo assim o

didmetro médio de 116 + 2 nm, onde apresentou uma diminuic¢do ndo significativa. Para as
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nanoparticulas contendo os ativos LIM + CVC inicialmente o didmetro médio foi encontrado
em 111 + 1 nm e permanecendo estaveis também e em 120 dias apresentaram o tamanho
médio de 87 + 0,4 nm permanecendo estaveis durante todo o periodo de armazenamento

apresentando diminuigdes significativas como observado na figura 4.

FIGURA 4: A) Caracterizacdo do diametro médio das nanoparticulas sem (ZNP CTL) e com os ativos
(ZNP LIM + CVC), B) indice de polidisperséo das nanoparticulas ZNP CTL E ZNP LIM + CVC ambos
em funcdo do tempo de armazenamento. VariacOes significativas entre os grupos sdo representados
como: a — comparagao com o tempo zero, b — comparacéo com 7 dias, c- comparacdo com 14 dias, d —
comparacdo com 21 dias, e — comparacédo com 30 dias ap6s esse periodo ndo houve variacao significativa.
Os valores representam média de trés determinacBes. Para os graficos C) e D) representam a
intensidade do tamanho em relagéo ao tempo de armazenamento de 0 a 120 dias para ambas ( NP CTL
e NP LIM + CVC). Foi considerado significancia de p<0,05 (ANOVA).
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Fonte: autoria proépria
Para Davidov-Pardo et al., (2015), as nanoparticulas de zeina possuem uma grande

desvantagem, pois em solucdes aquosa facilitam a formacgédo de agregados devido a alta
hidrofobicidade superficial. Uma possibilidade de diminuir a atragdo hidrofobica seria
através do recobrimento das particulas com materiais que aumentem a repulsdo
elestroestatica ou estérica destas nanoparticulas, como por exemplo com o tensoativo

Pluronic F68. Este surfactante ja é utilizado no recobrimento dessas particulas e pode-se
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observar seu efeito positivo pois as nanoparticulas carregadas ndo precipitaram ao logo do
tempo de estudo, o que se pode inferir é que provavelmente a presenca dos ativos promovam
interacdes mais fortes e estaveis entre os aminoacidos presentes na proteina zeina, fato este
que fez com que grupamentos hidrofilicos permanecessem expostos na superficie
melhorando a estabilidade do sistema em solucao.

A Figura 4 B) apresenta o indice de polidispersdo, para ambas formulagdes com e
sem ativos. As ZNP CTL mostraram um indice de polidisperséo inicial de 0,180 + 0,013,
apos 120 dias foi observado uma diminuicdo no indice de polidispersdo 0,139 + 0,012. Para
a formulacéo de ZNP LIM + CVC foi observado um valor inicial de indice de polidisperséo
de 0,277 = 0,006, apds os 120 dias de armazenamento houve uma diminuigéo no indice, mas
sem alteracdes significativas, o valor encontrado foi de 0,234 + 0,008. A estabilidade das
nanoparticulas pode ter ocorrido pela presenca de aminoacidos presente na zeina, permitindo
que os grupamentos hidrofilicos ficassem expostos na superficie aumentando a estabilidade
do sistema em solucdo. Ainda na figura 4 C) apresenta-se a intensidade das nanoparticulas
sem adicao dos ativos, e na figura 4 D) as nanoparticulas com os ativos LIM + CVC, onde

os resultados corroboram com os demais graficos apresentados na figura 4.
5.2.2 Concentracdo e tamanho das nanoparticulas

Outra técnica utilizada para avaliar o didametro médio e a concentracdo das
nanoparticulas, foi a Nanoparticles Tracking Analysis (NTA). As nanoparticulas sem ativos
(ZNP CTL) apresentaram um diametro inicial de 120 £ 5 nm, ap6s 120 dias apresentaram
um aumento ndo significativo de 146 + 1 nm. Ja para a formulacéo com os ativos (ZNP LIM
+ CVC) apresentaram um diametro inicial de 125 + 2 nm, apds 120 dias de armazenamento
ndo houve diferenca estatistica no diametro apresentando 123 + 3 nm (Figura 5).

Pode-se observar ainda na figura 5, que através dessa técnica obtivemos um aumento
no didmetro médio para as nanoparticulas sem os ativos. J& para as nanoparticulas com ativo
ndo foram observadas diferencas estatisticas em funcdo do tempo de armazenamento,

corroborando assim os dados obtidos por DLS.

FIGURA 5: Avaliacdo do diametro médio pela técnica de NTA em fun¢do do tempo de armazenamento
para ambas nanoparticulas sem o ativos (ZNP CTL) e com os ativos (ZNP LIM + CVC). A variagéo
significativa entre os grupos em funcéo do tempo esta representada pela letras: a - comparagao com o

tempo zero, b - comparac¢do com 7 dias, ¢ - comparac¢do com 14 dias, d - comparagdo com 21 dias, e -



46

comparacdo com 30 dias, f- comparacéo com 60 dias para 90 e 120 ndo houve variacdo significativa. Os

valores representam média de trés determinac6es. Foi considerado significancia de p<0,05 (ANOVA).
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Fonte: autoria propria

As diferencas entre as analises de DLS e NTA em relacdo ao diametro médio das
nanoparticulas sdo previstas, devido a especificidade de cada técnica. Pelo DLS a andlise
das nanoparticulas ocorrem pela dispersao de luz, assim quando essas passam pelo feixe de
luz, os tamanhos individuais de cada nanoparticula pode influenciar na dispersdo de luz
ocultando desta forma as contribuicdes das nanoparticulas menores na distribuicdo de
tamanho. Com a técnica de NTA o rastreamento ocorre separadamente, cada particula €
rastreada e assim avalia-se o coeficiente de difusdo no meio e na sequéncia, entdo calcula-
se a distribui¢do de tamanho de cada particula. Mas para a técnica do NTA é necessario que
as amostras estejam mais diluidas do que as amostras das analises do DLS, o que permite
fragmentar possiveis agregados devido a diluigdo. A diminuicdo da concentracdo de
nanoparticulas e o aumento no tamanho médio das particulas visto pela técnica de DLS
podem ser considerados indicativos do processo de formacao de agregados, visto que quando
as nanoparticulas se juntam, formam aglomerados, diminuindo assim a concentracao.

A técnica de NTA, além da anélise de didametro médio, pode-se ainda estimar a
concentracdo das nanoparticulas na solucdo. A figura 6 mostra a concentragdo de particulas
encontradas nas formulagdes. As ZNP CTL apresentaram concentrago inicial de 3,52x10%?
+ 1,51x10™ particulas/mL, apds 120 dias 5,05x10% + 1,07x10 e para ZNP LIM+CVC
apresentaram concentragio inicial de 4,69x10 % + 1,32 x10'! particulas/mL, em 120 as ZNP
LIM+CVC, apresentou a concentracio de 4,73x10%2 + 9,08x10** particulas/mL.
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FIGURA 6: Analise da concentracdo de nanoparticulas, em NTA em funcdo do tempo de
armazenamento para ambas nanoparticulas (ZNP CTL e ZNP LIM+CVC). A variacao significativa em
fungdo do tempo esta representada pela letras: a- comparagéo com o tempo zero, b -comparagao com 7
dias, ¢c- comparacgdo com 14 dias, d- comparacdo com 30 dias, para 60 dias , 90 e 120 dias ndo houve
diferenca significativa entre as formulagdes. Os valores representam média de trés determinacdes. Foi
considerado significAncia de p<0,05 (ANOVA).
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Fonte: prépria autoria

5.2.3  Analise por microscopia de forca atdmica

Foram analisadas através da técnica de microscopia de forca atbmica a morfologia e
o tamanho das nanoparticulas. Através da analise de imagem topografica das nanoparticulas,
analisamos morfologicamente as nanoparticulas de zeina carregadas com os ativos LIM +
CVC, pode-se verificar que todas as nanoparticulas se apresentam esféricas. O grafico de
tamanho médio das nanoparticulas foi obtido pelo tratamento da imagem topografica pelo
software Gwyddion no qual apresenta um tamaho médio em torno de 151 + 52 nm
corroborando com outras técnicas.

A figura 7 A) apresenta a topografia para analise da morfologia, B) imagem em 3D

das nanoparticulas com os ativos, C) grafico de tamanho médio das nanoparticulas.
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FIGURA 7: Micrografia das nanoparticulas de zeina com LIM + CVC, realizadas pelo AFM. A) imagem
topogréafica e a imagem B ) imagem em 3D das nanoparticulas C) grafico de tamanho médio das
nanoparticulas, tratado pelo software Gwyddion.
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Fonte: autoria prépria

Indicativos de precipitacdo, como o aumento do tamanho médio e a diminui¢cdo na
concentracdo também foram verificados por Proenca (2018) no estudo de nanoparticulas de

zeina carregadas com 6leo de menta e uma combinacdo de ativos com efeito carrapaticida.

Nanoparticulas de zeina contendo 6,7-di-hidroxicumarina apresentaram tamanho médio
em torno de 120 nm, resultado muito semelhante ao mostrado neste estudo (PODARALLA;
PERUMAL, 2012).

5.2.4 Potencial zeta

O potencial zeta das nanoparticulas em fungdo do tempo carregadas ou ndo com
ativos esta representado na figura 8. As ZNP CTL apresentaram um potencial zeta inicial
de -30 £ 1 mV e até a leitura de 120 dias onde apresentou o potencial zeta de -24 +1 mV
ndo houve alteracdes significativas em seu valor. Para a ZNP LIM+CVC, apresentaram o

potencial zeta inicial de — 25 + 2 mV, que permaneceu relativamente estavel, sem grandes
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alteraces significativas pelo periodo de tempo acompanhado, apresentando o valor de -22

+ 1 mV em 120 dias de armazenamento.

FIGURA 8: Potencial zeta de ZNP CTL e ZNP LIM + CVC em relacéo ao tempo de armazenamento.
A variagdo significativa entre os grupos em fungdo do tempo sdo representados pelas letras: a-
comparac¢do com o tempo zero, para os demais dias e ambas formulacées ndo houve uma variagédo
significativa. Os valores representam média de trés determinagdes. Foi considerado significancia de
p<0,05 (ANOVA).
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Fonte: autoria prépria

O pH das nanoparticulas foi monitorado durante 120 dias (Figura 9). O processo de
degradacdo na nanoparticula também pode ser indicado pelas alteracfes nos valores de pH.
A formulacdo de nanoparticulas sem ativos apresentaram pH inicial de 8,27 £ 0,02, e com
120 dias de armazenamento o pH reduziu para 7,69 £ 0,01. As nanoparticulas com os ativos
apresentou pH inicial de 8,30 + 0,02, sem alterac@es significativas até os 120 dias, entre 0s
valores iniciais e finais, mantendo o pH em torno de 7,66 + 0,02. Para Tao et al. (2019) as
alteracdes de pH em sistemas de liberacdo de nanocarreadores podem ser estar relacionadas
a presenca de grupos fucionais inonizaveis, presentes na estrutura carreadora como
pirimidinas, caboxilatos, aminas, fosfatos. Ja, Camara et al., ( 2019) relatam que alguns
nanocarreadores sdo sensiveis ao pH, que esse tipo de sistema, um pesticida pode ser

encapsulado possivelmente pelas interacfes quimicas, que uma molécula especifica tem.
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FIGURA 9: Avaliacdo do pH das nanoparticulas de zeina sem ativos ZNP CTL e com ativos ZNP

LIM + CVC em funcéo do tempo de armazenamento. A variagéo entre 0s grupos séo representados
pelas letras: a - comparacéo com o tempo zero, b — comparacéo com 7 dias, ¢ — comparacao com 14
dias, d — comparagdo com 21 dias, e - comparacao 30 dias, f-comparacéo 60 dias, g- comparacgdo 90
dias, analises realizadas até o periodo de 120 dias de armazenamento. Os valores representam média

de trés determinacdes. Foi considerado significAncia de p<0,05 (ANOVA).
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Fonte: autoria prépria.

As nanoparticulas deste estudo foram produzidas com todos os produtos envolvidos
em pH 8, para que resultasse em uma formulacéo ja no pH estipulado para o trabalho e ndo
fosse necessario fazer ajustes de pH na suspensdo pronta. Com a realiza¢do deste ensaio
mostrou-se que os resultados se assemelham aos obtidos por outros autores quando se trata
do pH e temperatura para atividade 6tima da enzima. Também foram testadas outras
temperaturas (25, 30, 35 - 37 e 40°C) onde foi observada atividade maxima em temperatura
de 37°C.

Alteracdes de pH em particulas de zeina podem resultar em diferentes tamanhos de
particulas e também interfere no potencial zeta. Particulas de zeina com pH acima de 10
podem se tornar instaveis pois a zeina € soluvel em solucBes alcalinas (pH acima de
11) (SPASOJEVIC et al., 2019)



o1

5.2.5 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulagdo dos ativos e LIM e CVC foi analisada e esta
representada na figura 10. O limoneno apresentou eficiéncia de encapsulacdo de 99,9 +
0,004 %, sendo que apdés 120 dias de armazenamento a eficiéncia foi de 99,8
% aproximadamente 0,9 % de redug&o para o limoneno. O carvacrol no tempo inicial teve
eficiéncia de 91,0 £ 0,14 %, e apds 120 dias de armazenamento a eficiéncia foi de 72,8%,
reducao de 20,0 %.

O aumento da temperatura pode interferir na liberacéo dos ativos e nas caracteristicas
fisico-quimica como por exemplo a volatilidade e a solubilidade do ativo. Com isso a
predisposicdo na evaporaracdo do ativo encapsulado, estd relacionada com o vapor de
pressdo, onde o indicativo € a volatilidade, ou seja quanto maior a pressdo de vapor maior
sera a volatidade do composto, neste trabalho apresentamos o composto limoneno a presséo
de valor de 1,98 mm Hg a 25°C, e o carvacrol 0,029 mm Hg a 25°C (PUBCHEM, 2019).

De Oliveira et al. (2019) também observou diferencas na eficiéncia de encapsulagdo
dos ativos geraniol e cinamaldeido, onde as nanoparticulas encapsuladas com cinamaldeido
apresentaram 80% de liberacdo nas primeiras 5 horas e o eugenol apresentou 45%. Para esse
trabalho, podemos dizer que ambos os ativos apresentaram alta eficiéncia de encapsulacéo
incialmente, sendo 99% para o limoneno e 90% para o carvacrol, devido a baixa

hidrofilicidade das moléculas presentes na formulacéo.

FIGURA 10:Avaliacéo da eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas contendo os ativos limoneno
(LIM) e carvacrol (CVC) durante 120 dias. Considerando a significancia de p<0,05 (ANOVA).
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A zeina é um polimero que tem sido muito utilizado por ser capaz de possibilitar
liberagcdo controlada dos compostos encapsulados (LUO; WANG, 2014). Campos et al.
(2018) funcionalizaram nanoparticulas de quitosana com [ ciclodextrina contendo
carvacrol e linalo, e realizaram a caracterizacdo, toxicidade, atividades repelentes,
estabilidade das nanoparticulas e verificaram também a eficiéncia de encapsulacdo dos
ativos, onde obteve 90% =+ 0,6% de eficiéncia de encapsulacdo para o carvacrol e boas
caracteristicas coloidais e para o linalol 86,9 + 0,9% de eficiéncia de encapsulacéo.

Ja, Luo e colaboradores (2014) relataram que as propriedades de suspensdes
coloidais formadas pela zeina podem ser melhoradas com a utilizacdo de um polimero
associado, porém o encapsulante pode afetar diretamente a eficiéncia de encapsulagéo, por
essa razdo deve ser escolhido cautelosamente (SILVA-BUZANELLO et al., 2015).

Nos trabalhos de Zhang et al. (2014) e (Chen & Zhong (2015), mostraram que
estudos com nanoparticulas de zeina com tamanho e eficiéncia de encapsulagdo proximo aos
determinados neste estudo, alcangando eficiéncia de encapsulacao de 83% e 89%, para timol

e 6leo de menta, respectivamente.

5.3 Analise de angulo de contato

Segundo Noronha et al. (2014) o angulo de contato pode ser definido como angulo
da superficie e a linha tangente no ponto de contato da gota com a superficie. O angulo de
contato menor que 90° indica que o material possui caracteristica hidrofilica, e quando o 6
for maior a superficie é considerada hidrofébica (RANGEL; RANGEL; CRUZ, 2004). O
método mais comum € o método de gota séssil, onde a medicdo € realizadas por um
goniometro de angulo de contato usando um subsistema optico para capturar o perfil de um
liquido puro em um substrato sélido, atualmente é utilizado sistemas qual tem cameras e
softwares que séo empregados para assim realizar a captura e entdo a partir da amostra séo
utilizadas goticulas no tamanho de 0,2 a 15 uL para assim analisar 0 angulo de contato
(WANG; SHI; WANG, 2015). A molhabilidade e o acumulo dos pesticidas na superficie
da folha de culturas sdo consideradas importantes, para auxiliar na absorcéo e adesdo dos
ativos presentes nas formulagdes (YU et al., 2019). Para o ensaio de molhabilidade na planta

de feijdo, foi realizado com base no &ngulo de contato obtido.

A composigdo quimica e a estrutura da superficie das folhas podem influenciar na

molhabilidade, onde a microestrutura, os tricomas, densidade dos estdmatos e células
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epidérmicas podem apresentar caracter hidrofébico ou hidrofilico (I10ST; RAETANO,
2010). Para a analise realizada, podemos observar que a superficie do feijdo uma superficie
ondulada sem cera, se mostrou hidrofilica como apresentado na figura 11.

FIGURA 11: Andlise de angulo de contato, realizada em superficie de feijao (P. vulgaris) com amostra
de controle de gota d’agua deionizada e gota de NP LIM + CVC..

Angulo de Contato Imagem
Desvio Padréo (°)

Agua 90 + 0,05

NP LIM + CVC 64 + 0,05 ‘

Fonte: autoria propria.

Anélise foi realizada em duplicata, e como parametro de controle foi utilizado uma
gota de d’agua deionizada para a comparacdo com a amostra de nanoparticula com os ativos
LIM+CVC, nota-se que a gota da suspensdo de nanoparticulas teve uma molhabilidade
maior apresentando o angulo de contato de 64°, o que pode indicar que quando depositada a
formulacdo dos ativos na superficie, a amostra com os ativos torna-se hidrofilica comparada
a amostra d’ agua. As superficies foliares representam as conexdes das plantas e do meio
ambiente, a molhabilidade indica a compatibilidade da superficie com a dgua ou com a
formulacdo, além do efeito de controle do pesticida esta a disposi¢cdo de pragas e doencas e
o0 periodo e a capacidade em que o pesticida esta acumulado nas folhas esté relacionado ao
angulo de contato e é considerado relevante para expandir a eficiéncia do uso (WANG; SHI;
WANG, 2015; SHEN et al., 2018).

Pesquisas realizadas por Yu et al. (2019) onde aplicaram acido tanico em uma molécula
natural bioadesiva, para criar um nanopesticidas de abamectina, e azoxistrobina, com alto

potencial de adesdo em folhagem de pepino encontraram angulo de contato em 93,3; 91;
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94 e 91,5° respectivamente, sugerindo que a presenca de acido tanico na superficie da
folhagem poderia melhorar a molhabilidade na area foliar das culturas.

531 Analise de calorimetria diferencial exploratdria

A andlise de calorimetria exploratdria diferencial, pode também ser aplicada para
comprovar a encapsulacdo de um composto, pelas modificacbes em picos de fuséo,
cristalizacdo, deslocamento entre outras transi¢des térmicas, podendo mostrar interacdes que
ocorreram entre os diferentes compostos. A analise também teve a finalidade de observar a
interacdo dos ativos e da zeina do tensoativo Pluronic.

Para a apresentacdo dos termogramas utilizou-se o fluxo de calor (W/g) em funcao
da temperatura (°C). O surfactante Pluronic, por ser composto de estruturas cristalinas,
apresentou um pico endotérmico em 52 °C correspondente ao ponto de fusdo. Karolewicz et
al. (2017) em suas pesquisas com imatinib e pluronic determinou o ponto de fuséo da amostra
em 52,5 °C, indicando assim a formacao de mistura eutética entre 0os componentes.

As proteinas apresentam caracteristicas relacionadas as suas diferentes estrututas
tridimensionais, como o processo de desnaturacdo, sendo avaliada sua temperatura atraves
de analises térmicas como apresenta a literatura (MOTHE; et. al., 2005). O pico endotérmico
da zeina foi apresentado em 83 °C podendo estar relacionada a evaporagdo da agua presente
no polimero, assim como relatado na literatura descrita por Luo et al. (2011b) onde o
termograma apresentou o pico endotérmico de 73,2 °C.

Para as ZNP LIM+CVC o apresentaram 0 mesmo perfil do termograma obtido para
as nanoparticulas de zeina. Tal fato demonstra uma provavel interacdo entre os ativos e a
proteina, que por serem interac6es hidrofobicas reduz o teor da 4gua (PROENCA, 2018). As
nanoparticulas sem ativo (ZNP CTL), um pico endotérmico em torno de 40 °C a 70 °C,
provavelmente devido a interacdo com o pluronic e suas propriedades cristalinas,
demonstrando que a mesma ndo possui uma boa composi¢do o que faz com que esta seja

menos estavel que as contendo os ativos (PROENCA, 2018).

FIGURA 12:Termogramas de Calorimetria Diferencial Exploratdria para o surfactante Pluronic, Zeina
pura, ZNP CTL e ZNP LIM + CVC.
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Fonte: autoria prépria

5.4 Espectroscopia de Infravermelho

Com o intuito de verificar as interaces entre as nanoparticulas e os ativos LIM +
CVC, espectros na regido do infravermelho foram obtidos e analisados, e as principais
bandas de absorgdo estdo indicadas pelas setas na figura 13 .

A figura 13 apresenta os espectros de absorcdo da ZNP LIM + CVC, além disso
foram comparadas com as bandas caracteristicas de zeina e o surfactante pluronic,
encontrados na literatura (SEEMA, DATTA, 2014; TORKAMANI et al., 2018).

Para o espectro de zeina destaca-se cinco bandas de proteinas caracteristicas, a
primeira banda é correspondente ao alongamento de ligagdes O-H e N-H que aparecem em
3324 cm* chamada de amida I. A banda em 2961 cm™ é caracteristica de C-H pertencente
aos carbonos primarios e secundarios, e em 1653 cm™ referente ao estiramento do
grupamento carbonil (C = O) da amida I. A banda em 1529 cm™, conhecida como amida I,
corresponde as vibragdes de deformacgdo angular da ligagdo N-H e a banda em 1248 cm

corresponde as deformagdes axiais das vibraces C-N alifaticos.
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Para o espectro do pluronic as principais bandas caracteristicas foram em 2881 cm™,
correspondente as vibragOes das ligaces C-H de aldeidos, a banda em 1470 cm™ que
correspondente a deformagio angular de CHy, e a banda em 1348-1107 cm™ atribuida as
ligacGes C-N de aromaticos e alifaticos.

No carvacrol encontramos cinco bandas, iniciando em 3387 cm™ formadas por
ligacdo poliméricas, em banda 2956 cm™ ha alongamento de ligacBes simétricas e
assimétricas das ligacdes de C-H alifaticos, em bandas de 1580 cm™ ocorre deformagéio
angular do C=C arométicos, para a banda 1249 cm™ apresenta alongamento para 0 grupo
C-N aromaticos, em bandas de 988 cm™ com alongamentos fora do plano devido a ligagoes
C-H arométicas e anéis aromaticos.

Para o limoneno foram encontradas seis bandas caracteristicas. A banda em 3443 cm’
! apresenta é correspondente ao estiramento O-H livre em aminas, enquanto que a banda
presente 2937 cm™ é atribuida a C-H de carbonos alifaticos primarios e secundarios. A banda
em1637 cm refere-se & deformacdo C=C de aromaticos, em 1436 cm™ corresponde a
deformacdo angular de CH; e a banda em 1043 cm™ correspondente a C-H que esta fora do
plano, e a Gltima banda encontra-se em 884 cm™ é caracteristico da presenca de anéis
aromaticos na amostra.

Observa-se que para ambas nanoparticulas se verifica que os espectros apresentaram
bandas caracteristicas da zeina estdo também presentes nas ZNP CTL e ZNP LIM+CVC
sendo: bandas de C-H pertencentes aos carbonos primarios e secundarios, N-H da regido
amida Il, e o C-N alifaticos, assim como para o Pluronic o C-H de aldeidos e C-N alifaticos,
além disso podemos observar bandas que sao caracteristicas do limoneno S=O presentes no
espectro porém com um deslocamento para frequéncias mais baixas por efeito de

conjugacdo. Foram também observadas as bandas C-H fora do plano presentes no carvacrol.
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FIGURA 13: Espectros de infravermelho para as amostras de zeina, pluronic F-68, 6leo essencial de
carvacrol (CVC), oleo essencial de limoneno (LIM), nanoparticulas controle (ZNP CTL) e
nanoparticulas carregadas com limoneno e carvacrol (ZNP LIM+ CVC).
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Fonte: autoria prépria

Autores apresentaram em seus trabalhos, espectros de infravermelho de zeina e de
nanoparticulas de zeina contendo curcumina, esses picos porém nado sao evidenciados, pois
0s deslocamentos minimos ocorrem devido apenas a sobreposicao das bandas dos espectros
individuais dos compostos, indicando assim a ndo interacdo dessa molécula (DAL et al.,
2017).
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Aqui, observou-se que as ZNP LIM + CVC tem caracteristicas semelhantes as que
estdo presentes nos compostos ndo encapsulados evidénciando as interacdes entre oS
componentes e a matriz, que corroboram aos resultados encontrados na literatura por outros
autores (BOUGHENDJIOUA et al., 2017; ELZEY, et. al., 2016) .

5.5 Cinética de liberacdo

A cinética de liberacdo das ZNP LIM + CVC foram analisadas por CLAE, realizadas
a fim de compreender o perfil de liberacdo de ambos os ativos, em funcdo do tempo
(minutos), acompanhadas por um total de 2880 minutos (48 horas). O perfil de liberacdo esta
apresentado na Figura 14. Neste periodo de tempo, foi observado que o carvacrol liberou
nos primeiros 15 minutos um total de 2,1 + 0,04 %, equivalente a 0,9 £ 0,02 ug/mL, e ao
final de 48 horas um total de 55,3 = 1,8 %, 0 que representa 24,1 + 0,8 ug/mL. Ja o LIM
apresentou concentracdes extremamente baixas durante o tempo de ensaio, por essa razéo
ndo foi possivel quantificar a liberacdo do ativo nas analises realizadas por CLAE. Tais
aspectos sao interessantes do ponto de visa do uso destes sistemas como sistema baseado na
liberacdo por degradacdo enzimatica, uma vez que os ativos ndo sdo liberados de forma

rapida em condi¢es de diluicdo sink.

FIGURA 14 : Perfil de liberagcdo do CVC em nanoparticulas de zeina, em temperatura de 25°C, onde
foram realizadas as médias das triplicatas do ensaio realizado (n=3).
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Campos et al. (2018) prepararam nanoparticulas de quitosana funcionalizadas com
B- ciclodextrina carregadas com CVC e linalol. Os autores relatam que a liberagdo do CVC
ja no inicio do ensaio, pode ser pela perda das moléculas, infiltradas na superficie das
nanoparticulas ou que estavam encapsuladas proximas a superficie. Os autores obtiveram
49,2 + 0,45% de liberacdo do CVC ap6s 600 minutos. Outros autores relatam que
encapsularam o carvacrol através do polimero sintético D, L-lactideo-co-glicolideo (PLGA),
qual apresentou uma liberacéo rapida inicial (efeito de exploséo), seguindo de uma liberagéo
mais lenta. Depois de trés horas, 60% do carvacrol incluso nas nanoesferas foi liberado, apos
24 horas praticamente quase todo o composto (95%) presente da nanoparticula foi liberado
(IANNITELLI et al., 2011).

Ja, Ganje et al. (2019) encapsularam 6leo da casca de laranja contendo 92% de
limoneno em nanoparticulas de amilose através de métodos combinados, mecanicos
(sonicagdo) e térmicos. E realizaram as analises de estabilidade e a liberacdo do limoneno
por meio de sacos de diélise. E notaram que 0s nanocarreadores de amilose carregados com
limoneno apresentam alta estabilidade contra os acidos extra-acidos, obtiveram a liberacéo
apos 2 horas de incubacdo a 37 °C um valor inferior a 5% do limoneno encapsulado.

Desta forma, verifica-se aqui que a cinética de liberagdo do carvacrol corrobora com
0 de outros autores, possivelmente por ser um ativo mais solvel e desta forma sofre mais
influéncia do processo de liberacao por difusdo do interior da particula para 0 meio aceptor.
Entretanto para o limoneno a liberacdo foi extremamente baixa possivelmente pela alta

hidrofobicidade do composto e forte interacdo com a matriz proteica das nanoparticulas.

5.6 Ensaio de Fitotoxicidade

5.6.1 Em sementes

O efeito fitotdxico das nanoparticulas foram avaliados em sementes de feijdo. O
menor indice de germinacao foi observado nos tratamentos com a solucdo hidroetandlica de
zeina e a nanoparticula sem ativos na concentracdo de 5 pg/mL. Os tratamentos Pluronic e
agua, apresentaram germinacdo superior a 70%, ndo apresentando efeitos fitotoxicos
significativos, em comparacdo ao controle zeina, a qual apresentou germinacao de 20%. As

sementes tratadas com formulacdo de ZNP sem ativos a 0,25 , 1,25, 2,5, 3,75 e 5 ng/mL
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apresentaram indice de germinacdo de 100%, 85%, 85%, 75% e 35% + 0,7%,
respectivamente. As sementes tratadas com formulagéo de ZNP com ativos a , 0,25, 1,25,
2,5, 3,75 e 5 ug/mL apresentaram indice de germinacéo de 70%, 70% + 1,4%, 35%, 15% e
15% + 0,7%, respectivamente. As Figuras 15 e 16 apresentam as placas de Petri com as

sementes tratadas e o indice de germinacgéo obtidos.

FIGURA 15: Placas de Petri com as sementes de feijdo nas diferentes solucdes A) Pluronic, B) Agua, C)
Zeina. D) Sementes tratadas com nanoparticulas sem ativos; D-1 : 0,25 pg/mL; D-2 1,25 ug/mL; D-3: a
2,5 pg/mL; D-4: 3,75 pg/mL; D-5: 5 pg/mL. E) Sementes tratadas com ZNP LIM CVC E-1 0,25 pg/mL;
E-2: 1,25 ug/mL; E-3: a 2,5 pg/mL; E-4: a 3,75 pg/mL; E-5: 5 pg/mL. Tratamentos feitos em agar-agar,
pH 8 e temperatura ambiente.

Fonte: autoria propria

FIGURA 16: Indice de germinacdo em sementes de feijdo (P. vulgaris), tratadas em diferentes
concentracdes de nanoparticulas. Realizados com agua; surfactante Pluronic, formulagado hidroetandlica
de zeina e com ZNP LIM + CVC em concentracfes de 0,25 , 1,25, 2,5, 3,75 e 5 ug/mL com analise de
variancia ANOVA, com significancia estatistica de p < 0,05%
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Em estudos realizados com 6leos essenciais, foi identificado que os componentes
quimicos presentes podem apresentar efeitos fitotoxicos, além de demostrar que séo
passiveis de efeitos alelopaticos, interferindo assim na germinacéo, crescimento e até mesmo
no desenvolvimento de outras plantas (MOURA et. al, 2013). A solucéo hidroetanolica de
zeina mostrou um baixo indice de germinacdo e isso pode ser atribuido ao alcool presente
na solucdo, pois quando a zeina estd em forma de nanoparticula em suspensdo aquosa 0
indice de germinacdo, mesmo na maior concentracdo, ndo se mostra tao baixo.

As sementes tratadas com as formulagfes sem e com 0s ativos nas concentragdes de
3,75 e 5 pg/mL foram as que apresentaram maior toxicidade, como apresentadas na Figura
17. Para o tratamento com as testemunhas a diferenca nao foi significativa, analise realizada
pela (ANOVA) p< 0,5 % determinados através do software GraphPad Prism 7. Entretanto,

dependendo das concentracfes aplicadas, 0s ativos podem potencializar a toxicidade nos
organismos alvos ou nao alvos.

FIGURA 17: Desenvolvimento de raiz A) massa umida B) massa seca C) das sementes de feijéo (P.
Vulgaris). Realizados em diferentes concentracfes de ZNP LIM + CVC nas concentragdes de 0,25, 1,25,

2,5,3,75e 5 ug/mL e com testemunhas em: 4gua, surfactante Pluronic F-68 e formulagdo hidroetanolica
de zeina.
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As nanoparticulas de zeina podem potencialmente serem absorvidas pelas raizes, e
assim transportadas por vias apoplasticas e simplasticas, quais estdo envolvidas na absor¢do
de agua e nutrientes (PRASAD et al., 2018).

Desta forma, foram avaliadas a massa Umida e massa seca das raizes nas
concentragfes de 0,0375 e 0,0500 ug/mL das formulagdes com e sem os ativos. Os
resultados ndo demonstraram diferencas estatisticas significativas.

Ambas formulacdes (com e sem 0s ativos) demonstraram reducdo na massa Umido
das raizes, comparada as testemunhas, embora os efeitos tenham sido menores em maiores
concentracdes das formulagfes. Em peso Umido da raiz a diferenca ndo foi relevante para
ambos tratramentos e suas concentracdes.

Oliveira et al. (2018) relatam que em seus experimentos os resultados indicaram que
0 processo de nanoencapsulacao fornece protecdo contra a fitotoxicidade para as sementes.

Outros autores investigaram a aplicacdo pré-emergente do Oleo essencial de orégano a
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tomateiros, e demostraram que os efeitos fitotdxicos eram reduzidos quando o 6leo essencial
estava encapsulado em filmes de quitosana e nanoparticulas poliméricas (PERDONES et al.,
2016).

5.6.2 Efeito fitotoxicos em plantas

Para os tratamentos em plantas, também foram avaliados o efeito fitotoxico das
nanoparticulas com feijdo P. vulgaris L. (Figura 18), onde foram realizados os tratamentos:
pluronic, agua e zeina e com ZNP CTL E ZNP LIM + CVC nas concentragdes de 0,25 ,
1,25, 2,5, 3,75 e 5 ug/mL. Para os vasos tratados com as nanoparticulas sem e com os ativos,
pode-se verificar que ndo ocorreu diferenca desenvolvimento das plantas na parte aérea e

folhas, também n&o ocorreu alteragdes na coloracéo das folhas.

FIGURA 18 : Vasos com as plantas de feijao nos tratamentos: A) Pluronic, B) Agua, C) Zeina. D) Plantas
tratadas com ZNP CTL; D-1: 0,25 pg/mL; D-2 1,25 pg/mL; D-3:a 2,5 ug/mL; D-4: 3,75 pg/mL; D-5:
5 ug/mL. E) Plantas tratadas com ZNP LIM + CVC E-1 0,25 pg/mL; E-2: 1,25 pg/mL; E-3: a 2,5
pg/mL; E-4: a 3,75 pg/mL; E-5: 5 pg/mL. Considerando a significancia de p<0,05 (ANOVA).

Fonte: autoria propria.

Outras analises realizadas das medicGes de raizes e do comprimento da parte aérea
de cada planta de feijdo, além das analises dos fatores de atividade fotossintética como niveis
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de clorofila a e b e carotendides para verificacdo de fitotoxicidade das nanoparticulas nos

organismos néo alvo.

FIGURA 19 : Gréfico das medicdes de feijdo do comprimento da parte aérea e da raiz das plantulas.
Considerando a significancia de p<0,05 (ANOVA).
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Fonte: autoria prépria

A parte radicular e aérea pode ser analisada para identificacdo de fitotoxicidade, que
poderia ser causadas pela formulacdo de nanoparticulas. As folhas séo considerada a parte
mais sensivel de uma planta e através dela pode ser observado alguns fatores que indicariam
a toxicidade na planta, sendo um desses fatores a clorose (CAMPOS et al., 2018b).

Durante a coleta de dados foi observado que ndo ocorreu nenhum fator que indicasse
toxicidade para as plantas de feijdo, pois ndo ocorreram diferencas nos pigmentos
fotossintetizantes que identificasse clorose. Além disso ndo observou-se diferencas

significativas tanto na parte derea quanto na raiz das plantas.

FIGURA 20: A) Analise de clorofila a B) Analise clorofila b C) Caratendides em plantas de feijao. Foram

realizadas analises de significancia através da ANOVA p>0,5 %
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Através das analises realizada pela ANOVA p> 0,5 % foi possivel verificar que as
concentracdes de clorofila a ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos
guando comparadas com o as hanoparticulas com e sem o ativo, em relagcdo aos tratamentos
testemunhas com: &gua, zeina e pluronic. Assim como para as concentrac@es de clorofila b
no tratamento ndo houve diferencas significativas quando comparadas aos tratamentos
testemunha e nanoparticulas sem os ativos.

Para os caratendides nas nanoparticulas com 0s ativos na maior concentracao
apresentou uma variagdo, porém ndo significativa comparada aos tratamentos testemunhas
e a nanoparticula de controle.

Outros autores avaliaram a fitotoxicidade de nanoparticulas funcionalizadas com (-
ciclodextrina contendo carvacrol e linalol, verificaram que ocorreu diminuicdes na
toxicidade quando os ativos foram nanoencapsulados (CAMPOS et al., 2018a).

Synowiec et al. (2017), também avaliaram o potencial fitotoxicos de 12 tipos de 6leos
essenciais, em trés culturas diferentes, Avena sativa, Brassica napus e Zea mays e
verificaram que além das concentracfes as cultura também depende da sensibilidade da
espécie. Correlacionando os resultados obtidos no ensaio com as sementes e no ensaio pos
emergente, podemos observar que nas sementes as maiores concentracdes aplicadas
apresentam maior fitotoxicidade, ja para as plantas a formulagdo com os ativos néo

demonstraram fitotoxicidade para todas as concentragoes.
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5.7 Atividade enzimatica da tripsina

A atividade enzimatica da tripsina foi realizada em diferentes pH variando de 6 a 12,
uma vez que o pH possui um papel importante na atividade desta. Para o estudo, a atividade
de tripsina apresentou atividade 6tima em pH 8,0 conforme representado na figura 21.

De acordo com a figura 21, pode-se afirmar que a condi¢do experimental que maximiza

a atividade enzimética maxima foi encontrada em pH 8,0 a 37 °C.

FIGURA 21:Efeito de diferentes pH na atividade da tripsina em temperatura de 37°C.
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Fonte: Propria autoria

Os resultados obtidos neste ensaio, podem ser comparados aos encontrados na
literatura, onde os autores relatam atividade 6tima para tripsina, encontrada em 50 e 60°C
(6,7 U) e paraa quimiotripsina (5,68 U) ambos na mesma temperatura (AKBAR; SHARMA,
2017a) e o pH étimo foi encontrado na faixa de 8 a 10. De Aradujo et al. (2013) encontrou

atividade méxima proteolitica da tripsina em pH 85 em temperatura de 55°C.
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5.8 Degradacéao enzimatica das nanoparticulas

Para 0 ensaio de degradacao das ZNP LIM+CVC com a adi¢do da enzima tripsina,
foram realizados anéalises do diametro médio e polidispersdo e também concentracdo e
didmetro médio (NTA). Os ensaios foram realizados com 950 pL da formulagdo ZNP LIM
+ CVC sem a enzima adicionando 50 pL de agua (amostra de controle), para a amostra
com adicdo da enzima tripsina, foram utilizados 950 uL de ZNP LIM + CVC e 50 uL de

enzima, em funcao do tempo 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, apresentados na figura 22.

FIGURA 22: A) Analise do tamanho das ZNP LIM + CVC, B) Polidespersao das ZNP LIM + CVC C)
Potencial zeta das ZNP LIM + CVC pela técnica de DLS D) Andlise de tamanho e concentragédo das
ZNP LIM + CVC através da técnica de NTA ( para ambos graficos). Analises em funcéo do tempo de
contato com a enzima , sem adi¢é@o e com a enzima nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos.
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Nas anélises em DLS pode-se observar na figura 22 A) que a intensidade do tamanho
das nanoparticulas diminui conforme o tempo de exposi¢do da nanoparticula com a enzima.
Possivelmente isso acontece pelo fato da tripsina ser uma enzima digestiva ela auxiliando
no processo de degradacdo. Essa enzima é responsavel pela realizacdo da quebra de
proteinas em varias unidades de aminoacidos para absorcdo (PAWAR et al., 2014).

Na figura 22 B) verificamos que a polidispersdo se apresentou em 0,246 + 0,013 sem
adicédo da enzima e ao primeiro contato com a enzima no tempo 0 minutos, 0,343 + 0,015
ocorrendo um aumento e ao final do tempo de 120 minutos 0,575 + 0,125 apresentou um
aumento maior. Neste caso também ocorre a digestao realizada pela tripsina, onde ela realiza
a quebra de grandes estruturas protéicas em varias unidades de amino&cidos.

Na figura 22 C) observa-se que o potencial zeta das nanoparticulas sem a adicéo de
enzima se encontrava em -11,4 mV e em funcao do tempo de contato com a enzima, diminuiu
para -3,4+ 0,59 mV ao longo de 120 minutos indicando que as particula sofreram alteracéo
ao longo deste periodo.

J& na figura 22 D), ambos os gréficos (3D e em barras) apresentam a andlise
realizada no NTA. Nesta figura, pode-se verificar que a concentracdo encontrada sem a
adicdo de enzima foi de 2,31 x 1012 + 5,36 x10 1* particulas/mL e o tamanho médio de 101
+ 3 nm, no tempo inicial. J4 com a presenca da enzima este valor foi para 1,96 x10%2 + 1,08
x101 e o tamanho médio de 131 + 3 nm, sendo 0 mesmo alterado para 3 x10%* + 1 x10°
particulas/mL e o tamanho médio foi de 178 + 18 nm. Desta forma, pela técnica de NTA,
foi possivel observar que houve uma diminuicdo na populacdo de particulas em funcédo do
tempo, sendo este fato provavelmente devido a degradacdo das particulas pela atividade
enzimatica.

Um fato importante é que ao longo de todo o ensaio a atividade enzimatica foi
monitorada durante o periodo de 240 minutos (4 horas) e a mesma se apresentou ativa dentro
o tempo analisado, em TO minutos a atividade encontrada foi de 2,3 U/mL e apds 240
minutos 2,4 U/mL, indicando que as nanoparticulas ou componentes do sistema ndo foram
capazes de inativar a atividade desta enzima.

Para confirmar a degradacdo das nanopaticulas, foram realizadas andlises de
eletroforese em condigdes desnaturantes. A figura 23 mostra o gel de poliacrilamida com as

formulac@es testadas iniciando pelo marcador, em sequéncia: enzima tripsina, formulacéo
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de nanoparticula de limoneno e carvacrol, sem a adi¢cdo da enzima tripsina, a formulagao

com a adigdo de enzima tripsina, nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos de contato .

FIGURA 23: SDS-PAGE em gel poliacrilamida, iniciando com o marcador de peso molecular seguindo
com as formulagdes : Tripsina; zeina; ZNP LIM + CVC (sem a enzima); formulacdo de ZNP LIM+CVC

+ tripsina incubada nos tempos 0; 15; 30; 60 e 120 minutos.
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Fonte: autoria prépria.

A enzima tripsina apresenta unidades com massa de 23,3 a 66 kDa (AKBAR,;
SHARMA, 2017b; SIGMA- ALDRICH, 2019) e a zeina possui massa entre 20 a 21 kDa
(SIGMA- ALDRICH, 2019). A anélise de eletroforese comprova que quando a formulacao
contendo LIM + CVC, entra em contato com a enzima tripsina, inicia-se imediatamente em
tempo inicial a degradacdo da nanoparticula zeina, apresentada na figura 23.

Estudos realizados por outros autores corroboram com resultados obtidos, como em
nanoesferas de zeina encapsuladas contendo trés tipos de 6leos essenciais: orégano, tomilho
vermelho e cassia (6leo 100% puro) investigando a liberacdo controlada dos 6leos em
sistemas digestivos, onde os autores observaram através de analise de eletroforese a hidrélise
nas nanoesferas de zeina de forma lenta para o intestino delgado e mais rapida no intestino
grosso, 0 que sugere que o sistema pode ser Gtil para adminstracdo de materiais biologicos
(PARRIS; COOKE; HICKS, 2005). Assim também (AKBAR; SHARMA, 2017hb)
avaliaram através de SDS-PAGE e encontraram bandas de tripsina com massas moleculares

em 23 a 66 kDa e quimiotripsina em 29 a 34 kDa.
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Camara et al. (2019) descreveram que formulagdes responsivas a enzimas
apresentam vantagens consideraveis para a area agricola, pois os ativos s6 serdo liberados
na presenca das enzimas, o que aumenta a eficicia e seguranca da aplicacao, além de mitigar
os efeitos a0 meio ambiente e aos organismos ndo-alvo, e que podem diminuir
consideravelmente a quantidades de produtos quimicos empregues comparadas aos métodos

comuns.

6 CONCLUSAO

A agricultura tem apresentado inovagdes tecnologicas e com isso nanotecnologia tem
sido uma aliada area da agricultura nos ultimos anos, devido aos impactos ambientais e a
utilizacdo massiva dos agroquimico, por essa razdo pesquisas voltadas a sustentabilidade e
seguranca a saude humana e do meio ambiente tem se intensificado. Atualmente
encontramos no mercado alguns produtos formulados com compostos botéancos,
considerados de baixo impacto, entretanto esses produtos sdo limitados comparado aos
produtos convencionais, pela baixa disponibilidade de informacdes sobre os componentes
desses produtos como 6leos essenciais, devido & auséncia regulariza¢do e padronizagdo na
composicao desses, e a falta de conhecimento sobre a toxicidade dessas formulagdes no meio
ambiente. A literatura apresenta alguns trabalhos que trazem procedimentos do preparo e
caracterizacdo dessas formulacdes, porém poucos trazem informac6es sobre a toxicidade a
organismos ndo-alvo. Diante desse atual cenario, esse trabalho apresenta o preparo e
caracterizacdo de nanoparticulas carregadas com compostos botanicos, para possiveis
aplicacBes agricolas de maneira sustentavel, para o controle de pragas com liberacdo
estimulo responsivo.

A figura 24 apresenta um resumo dos principais resultados obtidos neste estudo, onde
as nanoparticulas sem e com os ativos apresentou estabilidade durante o periodo de
acompanhamento, 120 dias. A ZNP CTL mostrou um tamanho inicial de 117 + 0,7 nm apds
120 dias 116 + 2,4 nm exibindo diminuicdo ndo significativa no tamanho, também foi
analisada a concentracdo, que inicialmente se apresentou em 3,52 x 10*2 £1,51 x 10 e em
120 dias 5,05x10%? + 1,07x10% particulas/mL. J& as ZNP LIM + CVC tiveram tamanho
inicial de 111 + 1 nm e mantiveram valores estaveis em relagdo ao tamanho que em 120 dias
também teve uma diminuicdo no didmetro médio de 87 + 1 nm e a concentracdo foi de
4,69x1012 + 9,08x10 e em 120 dias 4,73 x 102 £ 9,08 x10% , para a polidispersao ZNP CTL
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apresentou-se em 0,180 + 0,013 e aos 120 dias 0,139 + 0,012, em ZNP LIM + CVC a
polidispersdo foi de 0,277 + 0,006 e também com uma diminui¢d0120 dias 0,234 + 0,008.
Para o potencial zeta das ZNP CTL foi de -30 + -1,17 mV e em 120 dias ocorreu uma
diminuicdo -24 + 1 mV, para as ZNP LIM + CVC o potencial zeta encontrado inicialmente
foi de -25 £ 1,5 mV e em 120 dias esse valor foi de -22 £ 0,6 mV, e o pH das nanoparticulas
sem os ativos inicialmente foi de 8,27 + 0,02 e em 120 dias teve uma diminuicdo de 7,69 +
0,01, para a formulacdo com os ativos incialmente foi de 8,30 + 0,02 em 120 dias também
diminuiu 7,66 £ 0,02. A eficiéncia de encapsulacdo para ambos os ativos foi acima de 90%,
0 que indica uma interacdo ideal entre os ativos e o sistema. Em analise de angulo de contato
foi possivel verificar a molhabilidade das nanoparticulas na superficie de planta de feijdo

onde apresentou o angulo de 64° sugerindo que as nanoparticulas sdo hidrofilicas.

FIGURA 24: Resumo dos resultados obtidos nas analises realizadas, para produgéo e caracterizagéo das
nanoparticulas de zeina carreadas com ativos botanicos LIM + CVC e aa degradacdo enzimatica sobre

as nanoparticulas.

ZNP CTL
Periodo (dias) 0 120 Conclusao
Diametro médio (nm) 117 +1 116 +1 estavél
Pdl 0,180 + 0,013 0,139 +£ 0,012 estavél
Potencial zeta (mV) 301 24+1 estavél
Concentragéo de particulas (part/mL) 3,52 x 1022+1,51 x 101 5,05 x10 12 + 1,07 x 101 estavél
pH 8,2+0,02 7,6 £0,01 estavél
ZNP LIM + CVC
Periodo (dias) 0 120
Diametro médio (nm) 111+2 87+1 estavél
Pdl 0,277 + 0,006 0,234 + 0,008 estavél
Potencial zeta (mV) -25+2 22+1 estavél
pH 8,3+0,02 7,6 +£0,02 estavél
Concentragdo de particulas (part/mL) 4,69 x 10 2 + 1,32 x 101 4,73 x 1022 9,08 x 101 estavél
Eficiéncia de encapsulagéo - LIM % 99,9 + 0,04 99,8 + 0,02 estavél
Eficiéncia de encapsulacéo - CVC % 91+0,14 72,8 + 0,07 estavél
AFM As nanoparticulas apresentaram morfologia esférica
DSC e ETIR Observou-se que houve boa interagédo gzt;(;cr); ativos encapsulados e a nanoparticula
Cinética de liberagcdo dos ativos LIM + CVC
LIM Concentragéo baixa néo foi possivel quantificar
cvC 15 min.: 0,9 + 0,02 pug/mL 2880 min.: 24,1 + 0,8 pg/mL
Fitotoxicidade em sementes e plantas de feijao
As ZNP apresentam toxicidade dose-dependente em
Sementes aplicacdes de maiores concentragdes
Plantas pés emergente ndo houve altera¢des na area foliar e radicular as ZNP néao
Plantas apresentaram toxicidade.

Degradacao enzimatica em ZNP LIM + CVC

Atividade enzimética encontrada foi em pH 8 a 37°C e 22 U/mL de tripsina, foi possivel comprovara O sistema de degradacdo
degradagao das nanoparticulas através das técnicas de analise: DLS, NTA e eletroforese. enzimatica foi efetivo
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As analises realizadas no DSC foram possiveis observar as interacdes entre 0s
compostos presentes na nanoparticula e no IFTR foi possivel verificar que ocorreram
pequenos deslocamentos nos ensaios com as nanoparticulas sem e com o ativo que essas
diferencas ndo foram significativas e que os compostos dos 6leos essenciais LIM e CVC
apresentaram caracteristicas presentes nas nanoparticulas com os ativos encapsulados, o que
sugere interacdo entre os ativos e a matriz. No ensaio de cinética de liberacdo, foi realizado
com os ativos LIM e CVC, notou-se que para ambos ativos as libera¢6es dos foram baixas,
sendo quantificado no carvacrol em 15 minutos 2,1 £ 0,04 % e em 2880 55,3 £ 1,8, ja 0
limoneno apresentou concentracdes baixas ndo sendo possivel quantificar. Também neste
trabalho foi realizado o ensaio de fitotoxicidade com sementes e com plantas de feijdo, qual
apresentou toxicidade dose-dependente para o tratamento com as sementes, quando
aplicados em baixa concentracdes (abaixo de 70%), ja para o tratamento com as plantas
podemos observar que ndo ocorreu alteracdes significativas no desenvolvimento das raizes
e da parte aérea, além das analises de clorofila a e b e carotendides, qual ndo apresentou
clorose nas folhas das plantas, o que indicaria clorose na planta, desta forma podemos sugerir
que ndo ocorreu fitotoxicidade nas plantas ja emergentes. As condi¢des 6timas para 0 ensaio
de liberacdo dos ativos junto a enzima foram determinadas em pH 8,0, 37°C e 22 U/mL
tripsina, para os ensaios de degradacdo das nanoparticulas com os ativos na presenca de
enzimas proteoliticas foram correlacionadas as trés técnicas realizadas, DLS, NTA e
eletroforese para que pudéssemos comprovar a atividade enzimética da tripsina nas
nanoparticulas com os ativos, desta forma confirmamos que o sistema respondeu a hipétese
inicial do trabalho.

Os resultados obtidos nas analises realizadas na dissertacao, apresentam informacées
importantes para o desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas de zeina carreadas
com compostos botanicos com potencial estimulo responsivo a enzimas, sendo assim
consideradas perspectivas para a area agricola, destancando a segurancga contra efeitos
fitotoxicos para salde humana, organismos ndo-alvo e podendo mitigar os impactos

causados ao meio ambiente causado por agroquimicos utilizados.
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