AVA
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sorocaba

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO em

Ciéncias Ambientais

ANGELICA IRASEMA SIBAJA LUIS

NANOTECNOLOGIA E AQUICULTURA: DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS
PARA CONTROLE DE DOENCAS BASEADOS EM NANOPARTICULAS DE
ZEINA CONTENDO EUGENOL E OLEO ESSENCIAL DE ALHO

Sorocaba

2017



AVA
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sorocaba

Ciencias Ambientais

ANGELICA IRASEMA SIBAJA LUIS

NANOTECNOLOGIA E AQUICULTURA: DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS
PARA CONTROLE DE DOENCAS BASEADOS EM NANOPARTICULAS DE
ZEINA CONTENDO EUGENOL E OLEO ESSENCIAL DE ALHO

Dissertacao apresentada como requisito
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Ambientais da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
na Area de Concentracao Diagndstico,
Tratamento e Recuperagao Ambiental

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Fernandes
Fraceto

Sorocaba

2017



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca da Unesp
Instituto de Ciéncia e Tecnologia — Campus de Sorocaba

Luis, Angélica Irasema Sibaja.

Nanotecnologia e aquicultura: desenvolvimento de sistemas para
controle de doencas baseados em nanoparticulas de zeina contendo
eugenol e bleos essenciais de alho / Angélica Irasema Sibaja Luis, 2017.

87 f. .l

Orientador: Leonardo Fernandes Fraceto.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista "Jalio de
Mesquita Filho". Instituto de Ciéncia e Tecnologia (Campus de
Sorocaba), 2017.

1. Nanoparticulas. 2. Eugenol. 3. Aquicultura. 4. Alho. 5. Esséncias e

Oleos essenciais. |. Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho". Instituto de Ciéncia e Tecnologia (Campus de Sorocaba). Il. Titulo.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Sorocaba

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAO: Nanotecnologia e aquicultura: desenvolvimento de sistemas para
controle de doengas baseados em nanoparticulas de zeina contendo
Eugenol e oleo essencial de alho

AUTORA: ANGELICA IRASEMA SIBAJA LUIS
ORIENTADOR: LEONARDO FERNANDES FRACETO

Aprovada como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de Mestra em CIENCIAS AMBIENTAIS,
area: Diagnostico, Tratamento e Recuperagcao Ambiental pela Comissao Examinadora:

Prof. Dr. LEONARDO FERNANDES FRACETO 61&\&

Engenharia Ambiental - ICTS/ UNESP / UNESP-Sorocaba »

A
- "V" p)
Prof. Dr. GERSON ARAUJO DE MEDEIROS / G} / ¥ '/“4”“

ICT / UNESP/Sorocaba (SP) 2

Prof. Dr. RENATO GRILLO @malg

Pesquisador / UFABC {

Sorocaba, 07 de julho de 2017

Instituto de Ciéncia e Tecnologia - Campus de Sorocaba
Av Tres de Margo 511, 18087180
hitp /rwww. sorocaba, unesp br/#!/pos-graduacac/pos-ca/pagina-inicia/CNPJ 48031918003573



DEDICATORIA

A meu filho, Julio Cesar que de forma especial me deu coragem e for¢ca nos
momentos de dificuldades, valeu a pena toda distancia e sofrimento, esta conquista
mais sua do que minha. Obrigada por ser a pessoa que me motiva a seguir adiante,

Deus me deu o melhor presente, te amo meu Julio!

A meus pais Heleodoro e Carmen pela capacidade de acreditar em mim. Mée, seu
amor, dedicacéo e carinho me tornaram uma pessoa melhor a cada dia. Deus ganhou
um anjo, sei que vocé nao esta mais perto de mim, mas sempre estara em meu
coracao. Pai, sua presenca significou a seguranca de que ndo estou sozinha nessa

caminhada. Amo vocés!



AGRADECIMIENTOS

Agradeco a Deus por toda bencéo, forca e coragem durante esta caminhada, por
sempre me proporcionar um mundo cheio de possibilidades.

Ao Prof. Dr. Leonardo Fernandes Fraceto pela orientacdo, disponibilidade,
oportunidade e conhecimento transmitido. Me sinto muito afortunada por fazer parte
de seu grupo de pesquisa. Obrigada!

Ao Prof. Dr. Renata e M.S. Mariana Guilger, por todo apoio adquirido nas analises
deste trabalho, sempre dispostas e disponiveis a ajudar.

Aos meus irmaos e familia pelo apoio e carinho, ndo mediram esfor¢os para que eu
chegasse até esta etapa de minha vida.

Ao meu namorado por sempre estar comigo em todos os momentos, obrigada pelo
carinho e amor.

Um agradecimento a meu companheiro de laboratério Jhones Luiz de Oliveira, pela
ajuda incondicional no dia a dia, sem vocé nao teria conseguido.

A minha companheira e amiga, Estefania, pela ajuda incondicional e experiéncia
adquirida neste periodo, obrigada por estar sempre perto.

Aos meus companheiros (as) do laboratério Patricia, Monica, Cintia, Anderson,
Nathalie e Grillo, por fazerem parte de minha formacdo e pela amizade que ira
continuar presente em minha vida.

Ao programa de Pos-Graduacdo em ciéncias ambientais e a Universidade Estadual
Paulista Julio Mesquita Filho (UNESP), pela oportunidade e espaco.

Ao programa PROPAT-BRASIL-MEXICO, pela oportunidade que me proporcionou
vislumbrar um novo e grandioso horizonte.

A CONACYT pelo suporte financeiro outorgado para a realizacao deste trabalho.

Aos meus professores do ITSAL e UNESP, por me proporcionarem uma educacao
efetiva e um conhecimento de qualidade durante o processo de formacéo profissional.

A fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sédo Paulo (FAPESP) e CNPq, pelo
apoio concedido durante este periodo.

E a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formagéo. Deus deus
abencoe sempre a todos!



“Pies para qué los quiero si tengo alas para volar”
(Frida Kahlo, 1953)

Talvez ndo tenha conseguido fazer o
melhor, mas lutei para que o melhor
fosse feito.

Ndo sou o que deveria ser,

mas gGracas a Deus, ndo sou o que era

antes
(Marthin Luther King).



SUMARIO

LISTA DE ILUSTRAGOES .....oviiiiiieieceeceeeeeee et 10
LISTA DE TABELAS ...ooitetiitttiiiietiitiieieeeieaaeeeeeeeeseseasssessssssasssssssssnssssnnnsnnnnes 13
LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS .....oviiiieeceeceeeeeeeeee e 14
S U1V 15
ABSTRACT ettt ettt ettt et e et e e e et a e e e e e e 16
1. INTRODUGAOD ... ..ottt ettt 13
1.1, DOENGAS EIM PEIXES ...ceiiieee e 15
1.1.1. Aeromonas hydrophila.............cccooiiiiiiiiiii e 18
1.1.2. Edwarsiella tarda ........ccoooeeiiiieiiiiiiiiee e 19
1.1.3.  SreptOCOCCUS INAE ....cooeeeieeeeeeeeee e 20
1.2. Meétodos alternativos para o controle de doencas em peixes.........ccccccuvvenn.. 20
1.2.2. BUGENOI .. 25
1.2.3. Ol0 dE AIN0 ....cvveeveeeeeeieee et 27
1.3. Nanotecnologia em aquicultura — sistemas de liberagdo modificada........... 28
1.4. Nanoparticulas de ZEINa .........ccuuuiiiiiiiiee e 30
2. OBUIETIVOS ... 32
2.1. ODJELIVOS JEIAIS ....oevvvviiiei e e et e e et e e e e e e e 32
2.2. ODbjetivoSs €SPECITICOS ...uuiiiii e 32
3. MATERIAIS E METODOS .....ccuiiiiiiieieiesieie ettt 33
3.l MALEHIAIS. ...c i e 33
3.2. Metodologia Analitica para quantificacdo eugenol e 6leo de alho................ 34
3.2.1. ESPectrofotOmMEtria.........couviuiiiiii e 34
3.2.2. Validacao da metodologia de quantificacdo do eugenol e 6leo de alho 34
3.2.3. Construcao da curva de calibraGao ............ccceeveeriiiviiiiieeeeeeeeiee e 35
S 1= =] (1] T =T [ 35
G T T N [ 1 T T =T = 35
G T T o (=T o3 17- T J 35
3.2.7. Limite de detecg&o € qUANTIfICAGED. .........uuvrurriieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiaeees 36
T2 < TR b - | 1o = Lo J 36
3.3. Preparo dos sistemas carreadores contendo eugenol e 6leo de alho.......... 37
3.3.1. Preparo das nanoparticulas contendo eugenol ou 6leo de alho............ 37
3.4. Estabilidade fiSICO-QUIMICA...........cooeiiiiiiiiiii 38
3.4.1. Diametro hidrodindmico € polidiSPersao.........ccccccviiieieeeeeiieiiiicee e 38
3.4.2. POENCIAl ZETA......ii i i e 39
3.4.3. ANALISES O PH...oeiiiiiiiiiiiiiiiii i 39

3.4.4. Eficiéncia de encapsulacdo do eugenol ou 6leo de alho ....................... 39



3.5. Caracterizacao por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

o TU ] = o (I8 1 ) RSP 40
3.6. Caracterizacao por calorimetria exploratoria diferencial (DSC).................... 40
3.7. Analise morfologica por microscopia de forca atdbmica ............oceeevvvvevvvnnnnnn. 40
3.8. Cinética de LiberaGao do €UgENOI..........ccooiiiiiiiiiiiiiieie e 41
3.8.1. Modelagem MatemMALICA ........cceeeeeeiiiiiiiiii e 42
3.9. Atividade bioldgica in vitro através de disco de difus@o .........cccccvvvvvveeennnnn. 43
4, RESULTADOS E DISCUSSAO.......coooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieee e 44
4.1. Obtencdes da metodologia analitica de quantificacdo do eugenol e 6leo de
AN 44
4.1.1. Curvas de calibracdo e adequacado de metodologia analitica................ 44
4.2. Caracterizacdo e estudo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas
contendo eugenol e 0leo de alNO ............uuiiiiiiiiiiii 48
4.2.1. Diametro hidrodin@mico e polidiSpPersao...........cccoeeveeeiiiieiiiiiiiiieeeeeeennnns 49
4.2.2. Concentracdo e tamanho das nanoparticulas (Rastreamento de
NPz TaT o] oF= T otV F= 1 USSR 51
4.2.3. POENCIAl ZETA ..o e eeeeeee e 54
4.2.4. Avaliacdo de alteragdes do PH ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 55
4.2.5. Eficiéncia de encapSulagaio ...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 56
4.3. Espectroscopia na regido do infravermelno ..........cccccocvieiiiiiiiiiicee, 58
4.4. Analise de Calorimetria Exploratdria Diferencial ...........c.ccccoooiiiiiiiieinnennnnnnns 61
4.5. Cinética de liberacdo do eugenol das nanoparticulas.........cccccccevvvvvvevennnnnn. 63
4.6. Microscopia de forga athmICa..........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 67
4.7. Ensaio de diSCO de AIfUSEO ......uuuuiiieieeiieiiiiiie e 68
5. CONCLUSAOQ ...ttt 72

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coeieeieeeeeeeeeeee e, 73



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Maiores produtores de peixe no mundo em 2014. .........ccoovvvviiiiieeeeeennnnnns 13
Figura 2. Modelo de trés anéis Sniezko. Este modelo descreve a interacdo entre o
hospedeiro € 0 Meio ambBIENTE. ........ccociiiiiiii e 16
Figura 3. Locais e mecanismos nha célula bactériana que podem ser locais de acéo
dE OlEOS ESSEINCIAIS. ..cceeee e e e e 23
Figura 4. Esturura quimica do @UJENOL............uuuiiiiiiiaiiiiiiieeiee e 26

Figura 5. Aplicagdes da nanotecnologia em aquicultura e seus potenciais usos em
embalagem de alimentos, tratamento de agua, controle de doencas e patologias, bem

como diagnodstico atraves do USO d€ SENSOIES. ........ccuurruiiiieeeeeeeeeeiiiiise e e e e e eeeeeennn 30
Figura 6. Método esquematico para o preparo das nanoparticulas de zeina contendo
eugenol €/0U 610 de alN0. .........iiii i ———— 38

Figura 7. Representacdo esquematica do sistema empregado para o ensaio de
liberac@o do eugenol. O sistema utilizado consiste em um sistema doador, onde €&
adicionada a formulagéo contendo eugenol e um sistema aceptor que encontrasse em
condi¢éo de diluicdo sink. Os dois sistemas séo separados por sacos de dialise com
um poro de exclusdo de 15 kDa. Durante o ensaio, aliquotas sé@o retiradas do

compartimento aceptor e quantificadas por CLAE. ........cccoooeeriiiiiiiiiiie e, 41
Figura 8. Curva analitica obtida para os 6leos: A) Eugenol e B) Oleo de alho. Valores
representam a meédia de trés experimentos realizados em triplicata (n=9) ............... 44

Figura 9. Didametro hidrodinamico (tamanho) das nanoparticulas de zeina sem ativo
(NP), e nanoparticulas contendo eugenol (NPE), com d6leo de alho (NPA) e com os
dois 6leos eugenol e 6leo de alho (NPEA), em funcéo do tempo (90 dias). As medidas
foram realizadas em triplicata (n=3). Foi considerada com uma significancia p<0,05
para as diferencas estatisticas observadas entre 0os grupos onde: a) representa
variacao significativa entre os grupos em funcdo do tempo em relacdo ao controle no
tempo zero, b) comparagcdo com o tempo 7 dias, ¢) comparacdo com o tempo 15 dias,
d) comparacédo com o tempo 30 dias, e comparacao com o tempo 60 dias. ............ 49
Figura 10. Valores de polidispersdo avaliados em funcdo do tempo para as
nanoparticulas de zeina sem ativo (NP) e nanoparticulas com eugenol (NPE), com
0leo de alho (NPA) e com mistura de eugenol e 6leo de alho (NPEA). Valores
expressos como média de trés determinacdes. Foi considerada uma significancia
p<0,05 para as diferencas estatisticas observadas entre os grupos onde: a) representa
variacao significativa entre os grupos em funcdo do tempo em relacdo ao controle no
tempo zero, b) comparagdo com o tempo 7 dias, ¢) comparagdo com o tempo 15 dias,
d) comparagéao com o tempo 30 dias, e comparagao com o tempo 60 dias. ............ 51
Figura 11. Diametro médio (nm) pela técnica de NTA para as nanoparticulas de zeina
sem ativo (NP) e nanoparticulas contendo eugenol (NPE), com 6leo de alho (NPA) e
com mistura de eugenol e Oleo de alho (NPEA), em funcdo do tempo (90 dias). As
medidas foram realizadas em triplicata (n=9). Foi considerada com uma significancia
p<0,05 para as diferencas estatisticas observadas entre os grupos onde: a) representa
variacao significativa entre os grupos em funcdo do tempo em relagao ao controle no



tempo zero, b) comparagdo com o tempo 7 dias, ¢) comparagdo com o tempo 15 dias,
d) comparagédo com o tempo 30 dias, e comparacao com o tempo 60 dias. ............ 52
Figura 12. Concentracdo das nanoparticulas pela técnica de NTA para as
nanoparticulas de zeina (NP) e nanoparticulas com eugenol (NPE), com 6leo de alho
(NPA) e com mistura de eugenol e 6leo de alho (NPEA), em funcdo do tempo (90
dias). As medidas foram realizadas em triplicata (n=9). Foi considerada com uma
significancia p<0,05 para as diferencas estatisticas observadas entre os grupos onde:
a) representa variacao significativa entre os grupos em funcéo do tempo em relagéo
ao controle no tempo zero, b) comparagéo com o tempo 7 dias, ¢) comparagdo com o
tempo 15 dias, d) comparacdo com o tempo 30 dias, e comparacdo com o tempo 60

Figura 13. Valores de potencial zeta (mV) para as nanoparticulas de zeina (NP) e
nanoparticulas com eugenol (NPE), com 6leo de alho (NPA) e com mistura de eugenol
e Oleo de alho (NPEA) em funcéo de 90 dias. Valores expressos como média de trés
determinacdes. Foi considerada uma significancia p<0,05 para as diferencas
estatisticas observadas entre os grupos onde: a) representa variacdo significativa
entre 0os grupos em fungédo do tempo em relacdo ao controle no tempo zero, b)
comparacao com o tempo 7 dias, ¢) comparagdo com o tempo 15 dias, d) comparacéo
com o tempo 30 dias, e comparacdo com o tempo 60 dias. ..........ceeeeveeeeerreeeiiennnnnn. 54
Figura 14. Perfil do pH das formulacbes de nanoparticulas de zeina (NP) e
nanoparticulas com eugenol (NPE), com 6leo de alho (NPA) e com mistura de eugenol
e oOleo de alho (NPEA) em funcdo do tempo (90 dias). As medidas foram realizadas
em triplicata. Foi considerada uma significancia p<0,05 para as diferencas estatisticas
observadas entre 0s grupos onde: a) representa variacao significativa entre 0os grupos
em funcdo do tempo em relacdo ao controle no tempo zero, b) comparacdo com o
tempo 7 dias, ¢) comparacao com o tempo 15 dias, d) comparagédo com o tempo 30
dias, e comparacao com 0 temMPO 60 AIAS. .....cceeeeeeieiiiiiiiiiiee e ee e 56
Figura 15. Eficiéncia de encapsulacdo (%) dos 6leos nas nanoparticulas de zeina e
acompanhamento em funcéo do tempo (90 dias), determinacdo em triplicata (n=3).

Figura 16. Espectros de infravermelho para: A) Zeina pura; B) Pluronic F-68; C) Oleo
essencial de alho; D) Eugenol; E) Nanoparticulas carregadas com zeina; F)
Nanoparticulas carregadas com 6leo essencial de alho; G) Nanoparticulas carregadas
com eugenol. Os espectros foram analisados em um equipamento de refletancia total
atenuada (ATR), com um total de 32 acumulac¢des na faixa de frequéncia de 400 a
400 cm-1. As setas indicam em cada espectro as principais bandas de absorc¢éo...60
Figura 17. Termogramas de calorimetria diferencial exploratéria para: A) Zeina; B)
Pluronic F-68; C) Mistura Fisica- Eugenol; D). Mistura fisica de 6leos essencial de
alho; E) Eugenol; F) Oleo de alho; G) Nanoparticulas de zeina contendo eugenol -
NPE; H) Nanoparticulas de zeina contendo 6leo de alho — NPA. ...........cccoeeeeiiinnnns 63
Figura 18. Perfil de liberagdo do eugenol das nanoparticulas de zeina (NPE). Ensaios
realizado a 25 °C e valores expressos como a media de trés experimentos (n=3)...64



Figura 19. Ajustes matematicos para os diferentes modelos mateméticos estudados
para a liberacéo do eugenol nas nanoparticulas de zeina. A) ordem zero; B) primeira
ordem; C) Higuchi e D) Korsmeyer-Peppas. ... 66
Figura 20. Micrografias das nanoparticulas de zeina contendo A) eugenol, B) 6leo de
alho e C) mistura de eugenol e 6leo de alno. ..........ocovviiiiiiiiiiiiiiee e, 67
Figura 21. Respresentacdo esquematica de como foram mostadas as placan com os
diferentes tratameENTOS........cooo e 68
Figura 22. Placas de Aeromonas hydrophila (A), Edwardsiella tarda (B) e
Streptococcus iniae (C) expostas as amostras. As placas Al, Bl e B2 referem-se a:
1. Sulfato de Neomicina 0,021mg/mL, 2. 0,210 mg/mL, 3. 0,525 mg/mL, 4. 1,050
mg/mL, 5. PLUE, 6. PLUEA e 7. PLU. As placas A2, B2 e C2 referem-se a: 1. Sulfato
de Neomicina 0,021mg/mL, 2. 0,210 mg/mL, 3. 0,525 mg/mL, 4. 1,050 mg/mL, 5. NPE
(5 mg/mL), 6. NPAE (5 MQ/ML) € 7 NP. ..ooeiiiiii e 69
Figura 23. Valores de halo médio formado pelo tratamento das bactérias Aeromonas
hydrophila (A); Edwardsiella tarda (B) e Streptococcus iniae (C) apds exposi¢cdo as
amostras de Sulfato de Neomicina (0,021mg/mL), PLUE, NPE, PLUEA, NPEA, PLU e
NP (valores expressos como a média de trés determinacdes). Comparacdes: a: entre
os diferentes acompanhamentos; b: entre as diferentes nanoparticulas; c: entre
acompanhamentos e nanopatrticulas . Significancia p< 0,05. .........ccceeeveeeiiiieeeeeee, 69



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Principais agentes patogénicos que afetam as espécies aquicolas. ........ 17
Tabela 2. Propriedades fisicas e quimicas do eugenol.............ccccovvveeieiveeiiiiiiiieeeenn, 26
Tabela 3. Propriedades fisicas e quimicas da alicina. ............ccccceevevieveirieiiiciii e, 28
Tabela 4. Condi¢cdes cromatograficas do eugenol. ..........ccoovvvviiiiiiieeeeeeeecee e, 34
Tabela 5: Coeficientes de correlagéo (r) para as curvas de calibragéo de eugenol e
Oleo de alho, realizado em trés dias CONSECULIVOS. ........ccccceeveeverreereereeieeeeeeeereerenen, 46
Tabela 6: Valores do desvio padréo relativo (DPR) das concentragdes de Oleos para
AVAlIAGEAOD T8 PrECISAOD. ....cc i e e 46
Tabela 7: Valores da concentracdo de eugenol, determinadas para avaliagcdo da
EXALABO. e 47
Tabela 8: Valores da concentracéo de 6leo de alho, determinadas para avaliacdo da
EXALIABO. .o 47
Tabela 9: Limite de deteccdo e limite de quantificacdo dos métodos analiticos para
cada 0le0 eStUAAUO. ......cceeeeeeee e 48
Tabela 10. Principais bandas de absor¢do das substancias zeina, Pluronic F-68,
eugenol € 0180 de AlN0. .........uiiiiiiiii s 58

Tabela 11. Coeficiente de correlacéo (r?) para os diferentes modelos matematicos
estudos para liberacdo do eugenol nas nanoparticulas de zeina...............cccccevvvneenn. 65



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DLS: Dynamic Light Scattering

FTIR: Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
INMETRO: Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
LD: Limite de Deteccao

LQ: Limite de Quantificacao

NTA: Nanoparticle tracking analysis ou Rastreamento de Nanoparticulas
NM: Nanomateriais;

NP: Nanoparticulas de zeina

NPE: Nanoparticulas de Eugenol

NPA: Nanoparticulas de alho

PLU: Pluronic F-68

PDI: indice de polidisperséao;

pH: Potencial hidrogénionico;

ZP: Potencial zeta.



RESUMO

A ocorréncia de doencas tem ocasionado perdas severas ha industria aquicola.
Em virtude do mau uso de produtos quimicos no controle e prevencéo de doencas em
peixes, fica cada vez mais evidente que podem acarretar problemas de contaminacao
ambiental e riscos a satude humana. Tem-se buscado novas técnicas de controle
alternativo de doencas, como € o caso do emprego de 6leos essenciais e extratos
vegetais. O eugenol e o0 6leo de alho s&o antimicrobianos e antifingicos naturais, ricos
em compostos fendlicos. Entretanto, a eficacia depende da sua disponibilidade e
preservacao, portanto tem-se buscado alternativas capazes de aumentar sua eficacia,
reduzir a volatilizacdo e retardar a taxa de degradacdo no meio ambiente. Nesse
sentido, novos procedimentos estdo sendo conduzidos a fim de obter formulacdes
mais eficazes. Polimeros e proteinas estdo sendo estudados uma vez que possuem
a capacidade de encapsular ativos. A zeina, principal proteina do milho, apresenta
caracteristicas de solubilidade e biocompatibilidade aos seres vivos, tornando a
proteina adequada para a desenvolvimento de sistemas carreadores para encapsular
ativos, tais como o0s Oleos essenciais. Assim, objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento e caracterizacdo de sistemas carreadores a partir de nanoparticulas
de zeina para encapsulamento de eugenol e 6leo essencial de alho. As formulacdes
apresentaram eficiéncia de encapsulacdo superior a 85% para ambos os Oleos. As
nanoparticulas de zeina preparadas neste estudo apresentaram um tamanho médio
compreendido entre 200 e 300 nm, um indice de polidisperséo de 0,2 a 0,3 e potencial
zeta de -31 a -27 My, para as nanoparticulas contendo eugenol e oleo de alho,
respectivamente. Sendo que as formula¢des se mantiveram estaveis por um periodo
de 30 dias, e analises de infravermelho e calorimetria exploratoria diferencial
demostraram a interacdo dos ativos com a matriz proteica de zeina. Através do ensaio
de cinética de liberacdo do eugenol observou-se que a liberacdo deste das
nanoparticulas ocorre através do transporte anémalo. Os ensaios de disco de difusao
realizados para as bactérias Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda e
Streptococcus inae, mostraram que a formulagbes foram téo eficazes quanto o
antibiotico comercial. Os resultados abrem novas perspectivas para a utilizacdo de

formulacbes baseadas em compostos naturais para o controle de doencas em peixes.

Palavras-chave: nanoparticulas, zeina, eugenol, 6leo de alho, aquicultura



ABSTRACT
The occurrence of diseases has caused severe losses in the aquaculture industry at
any stage. Due to the misuse of chemicals in the control and prevention of fish
diseases, it is increasingly evident that they can lead to problems of environmental
contamination and risks to human health. It has been tried to obtain new techniques of
alternative control of diseases, as it is the case of the use of essential oils and vegetal
extracts. Eugenol and garlic oil are antimicrobial and natural antifungals, rich in
phenolic compounds. However, the efficacy of these compounds depends on their
availability and preservation, therefore we have looked for alternatives capable of
increasing their effectiveness, reduce the volatilization and delay the rate of
degradation in the environment. In this sense, new procedures are being conducted in
order to obtain more effective formulations. Polymers and proteins are being studied
due to encapsulation capacity, zein, the main maize protein, has characteristics of
solubility and biocompatibility. These characteristics make zein a suitable protein for
the development of carrier systems to encapsulate active (essential oils). The objective
of this work was the development and characterization of carrier systems from zein
nanoparticles for encapsulation of eugenol and essential oil of garlic. The formulations
showed encapsulation efficiency higher than 85% for both oils. The zein nanoparticles
prepared in this study had an average size of 200-300 nm, a polydispersity index of
0.2 to 0.3 and a zeta potential of -31 to -27 mV. The formulations remained stable for
a period of 30 days. Infrared (FTIR) and differential calorimetry (DSC) analyzes
demonstrated the interaction of the active compounds with the zein protein matrix.
Through the release assays it was observed that the release of eugenol by
nanoparticles occurs through anomalous transport. The diffusion disc assays
performed for the bactéria Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda and
Streptococcus inae showed that the formulations were as effective as the standard
antibiotic. The results open new perspectives for their use of formulations based on

natural compounds for the control of fish diseases.

Keywords: nanoparticles, zein, eugenol, garlic oil, aquicultur
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1. INTRODUCAO

A aquicultura tem inser¢cdo em todos os ramos da biologia, genética, ecologia
e zoologia; incluindo também areas como engenharia de pesca, a tecnologia de
alimentos, a sociologia e a economia. A aquicultura como atividade produtiva de
subsisténcia e/ou comercial, tem uma longa historia, destacando-se como importante
produtor de alimentos no mundo. Em 2014, a producdo aquicola mundial atingiu 73,8
milhdes de toneladas das quais 49,8 milhdes eram peixes comestiveis, 16,1 milhdes
eram moluscos, 7,6 milhdes eram outros organismos aquéticos, como por exemplo,
as ras e 6,9 milhdes eram crustaceas. Os peixes produzidos pela aquicultura séo
destinados ao consumo humano, e seus subprodutos ou residuos (esqueleto, cabeca,
escamas e visceras) sao utilizados para outros fins, como por exemplo, a producéo
de farinhas para alimentacgdo animal (FAO, 2016).

Conforme a FAO (2016), em 2014, 25 paises foram responsaveis pela
producdo aquicola de mais de 200.000 toneladas (Figura 1). Com 96,3% de peixes e
99,3% de plantas aquéaticas, a aquicultura tem o potencial de atingir as demandas da
populacédo, proporcionando 44% do total de peixes destinados a alimentacdo a nivel
mundial. A China destacou-se como o produtor mais importante, produzindo um total

de 62% nos ultimos anos.

Figura 1: Maiores produtores de peixe no mundo em 2014.
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Fonte:( FAO, 2016).
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No Brasil, a aquicultura € uma atividade com grande potencial de crescimento,
com uma producao de 483,24 mil toneladas de peixes em 2015, dados publicados
pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estadistica), com uma taxa de
crescimento de 1,5% em relacéo do ano seguinte.

A producéo de camardo, a carcinicultura, atingiu 69,86 mil toneladas em 2015,
representando 20,4% da producéo; enquanto o cultivo de ostras e mexilhdes, a
malacocultura, alcancou 21,06 mil toneladas representando 2% da producéo. As
espécies de peixes mais cultivadas no Brasil sdo nativas e ndo nativas, entre elas:
tilapia (Oreochromis niloticus), tambaqui (Colossoma macropomum), carpa ( Cyprinus
carpio), camardo ( Pterocladiella capillacea), pacu (Piaractus mesopotamicus),
pirarucu (Arapaima gigas) e truta arco iris ( Oncorhynchus mykiss), (IBEGE, 2015,
PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2002).

A expanséo da aquicultura no Brasil esta em desenvolvimento, pois o0 governo
propds programas de cultivo destinados a algumas espécies, tais como: camardo
branco, tilpia, bivalves (moluscos) e outros peixes, como a carpa (Cyprinus carpio),
pacu (Piaractus mesopotamicus), bagre americano (Ictalurus punctatus), surubim
(Pseudoplatystoma fasciatum), entre outros, onde tais espécies obtém bons
rendimentos de producdo. O governo propds também a criacdo de centros de
pesquisa relacionados diretamente com aquicultura. No Brasil os 6érgaos
regulamentadores da aquicultura séo: Conselho de Desenvolvimento Rural
Sustentavel (CODEPE), Conselho Nacional de aquicultura e Peca (CONAPE),
Superintendéncia do Desenvolvimento da Pesca (SUDEPE), Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), Despartamento de
Pesca e Aquicultura (DPA) e Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca (SEAP)
(IBAMA, 2004; OSTRENSKY, 2008).

Um dos problemas que a aquicultura tem enfrentado os procedimentos de
manejo inadequado; baixa qualidade da agua; alimentacao inadequada, o que leva o
organismo ao estresse e aparicao de doencas (OSTRENSKY, 2008). Com isso, este
acaba sendo o principal problema enfrentado pela aquicultura no mundo inteiro, com
perdas econémicas significantes (FAO, 2016). Nos ultimos anos, as ostras na Europa,
o salm&o do Atlantico e o cultivo de camar&do marinho em paises como a Asia, América
do Sul e Africa, foram afetados por doencas. Em 2011, Mogcambique teve perda total

da producédo de camarédo devido a propagacédo de doencas. Em 1993, a China
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apresentou perdas econémicas de producédo calculadas em um valor cerca de US$
400 milhdes na producado de camardo. Assim também ocorreu em 16 paises asiaticos,
que tiveram perdas anuais de US$ 3 bilhées por doencas (BOYD; MCNEVIN, 2014).
Ainda em relacdo a China, em 2010, houve perdas na producéo de 1,7 milhdes de

toneladas por causa de doencas, contaminacgédo e catastrofes naturais (ROMA, 2012).

1.1. Doencgas em peixes

Um dos fatores que limitam a aquicultura sdo as doengas, que implicam na
hospedagem de um agente etioldgico, apresentando sinais clinicos. Os parasitas
podem entrar no hospedeiro pela boca, pele, anus e branquias, levando a
aparecimentos de sinais e sintomas proprios de enfermidade.

As doencas em peixes se dividem em infecciosas e néo infecciosas, que inclui
causas ambientais, genéticas e nutricionais. As doencas infecciosas sdo uma ameaca
para a industria aquicola, por isso, sdo as mais estudadas. As doencas nao
infecciosas sao limitadas por boas praticas de manejo e higiene nas culturas
(OWENS, 2012; LUCAS; SOUTHGATE, 2012).

Estas doencas podem ser provocadas por condi¢ées do meio ambiente, como
a temperatura (afetando o metabolismo do peixe), gases dissolvidos na agua (altas
concentracbes de oxigénio e nitrogénio dissolvido na agua, leva a aparicdo de
bactérias e fungos), além da eutrofizacdo (alto teor de matéria organica, resultando
em flutuacdes de oxigénio dissolvido, provocando numerosos patdgenos), aguas
residuais (contendo residuos domésticos, substancias quimicas, coliformes fecais e
Aeromonas), pesticidas (causam efeito patolégico no figado, facilitando a infeccéo, e
aumentam o estresse em peixes), contaminacao industrial (causam estresse, o que
facilita a aparicdo de doencas e infecgbes por agentes oportunistas), metais (cobre,
zinco e outros metais causando danos na pele e branquias, reduzindo a troca de gases
levando a organismo a morte), (BARBUIO, 2013; GUZMAN, 1992).

As doencas infecciosas sao representadas pelo modelo dos trés anéis de
Sneizko, o qual mostra as interagdes de trés vias: a) patégeno b) hospedeiro (espécie
da aquicultura) c) ambiente, (Figura. 2). (OWENS, 2012 apud LUCAS; SOUTHGATE,
2012).
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Figura 2. Modelo de trés anéis Sniezko. Este modelo descreve a interacdo entre o

hospedeiro e o0 meio ambiente.
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Infecciosa
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Fonte: OWENS, 2012 apud LUCAS; SOUTHGATE, 2012.

De acordo com este modelo, as doencas nao infecciosas, sado caracterizadas
pela interacdo entre o hospedeiro e o ambiente, enquanto que as doencgas infecciosas
a interacdo entre o patégeno e o hospedeiro € obrigatéria, e ndo precisam de estresse
ambiental para causar doenca clinica (OWENS, 2012 em (LUCAS; SOUTHGATE,
2012).

A maior mortalidade de peixes € causada por doencas infecciosas (SALAMA et
al., 2016), que podem influenciar na densidade, crescimento e qualidade da producéao.
Os principais agentes causadores de doencas infecciosas sdo virus, bactérias,
fungos, helmintos, protozoarios e outros parasitas (Tabela 1). Adaptada de OWENS,
2012, em (LUCAS; SOUTHGATE, 2012)).
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Tabela 1: Principais agentes patogénicos que afetam as espécies aquicolas.

Grupos Géneros

Virus Virus baciliformes, herpesvirus,
iridovirus, nodavirus, rabdovirus,
coronavirus, birnavirus
Bactérias Riquétsias, Aeromonas,
Enterococcus, Flavobacterium,
Flexibacter, Pseudoalteromonas,
Pseudomonas, Streptococcus, Vibrio

Fungos Aphanomyces, Branchiomyces,
Lagenidium, Saprolegnia, Sirolipidium
Protozoarios Amoebae: Neoparamoeba

Flagelados: Hexamita, Ichthyobodo
Ciliados: Ichthyophthirius, Trichodina
Apicomplexa: Bonamia, Loma,
Marteilia, Perkinsus

Helmintes Dactylogyrus
Anelideos Polydora
Crustaceos “Piolhos” do peixe: Isopoda,

Branchiura (Argulus) Copepoda:
Lernaea, Ergasilus, Mytilicola
Caranguejos: Pinnotheridae

Gastropodes Pyramidellidae
Fonte: Adaptado de OWENS, 2012, apud (LUCAS; SOUTHGATE, 2012).

Os parasitas sdo de grande interesse para a piscicultura ja@ que séo
responsaveis pela mortalidade de algumas espécies de peixes cultivados (DIAS et al.,
2016). Os parasitas alimentam-se do sangue dos peixes e podem causar lesfes bem
severas. Alguns parasitas infestam as branquias, dificultando a respiracao dos peixes,
causando a morte por asfixia. Um dos principais parasitas que afetam as culturas é o
protozodrio Ichthyophthirus multifilis e Trichodina spp. (LUQUE, 2004).

J& os virus sdo microrganismos patogénicos que ploriferam somente dentro de
uma célula viva, sendo responsaveis por varias doencas em peixes (CANABARRO et
al., 1992). Na China, foram infestadas mais de 50 espécies de peixes de agua doce e
marinhas, incluindo a ordem Perciformes, Pleuronectiformes, Clupeiformes,
Tetraodontiformes, Myctophiformes, Mugiliformes, pelo virus da necrose renal (FU et
al., 2012). As ocorréncias por agentes bactérianos oportunistas sdo comuns em

aquicultura, estas podem ser primarias ou secundarias dependendo do ambiente em
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gue se encontram, a bacteriose provoca altas taxas de mortalidade em peixes o que
limita a produtividade dos cultivos (CARRASCHI et al., 2011; XU et al., 2012). Os
géneros Aeromonas, Edwardsiella e Streptococcus ou estreptococos uma vez que
sdo um dos principais patégenos causadores de doencas em aquicultura, os quais
podem ser encontrados em diferentes habitats. As principais espécies causadoras de
doencas em peixes sdo: Aeromonas hydrophila (CARRASCHI et al.,, 2011),
Edwardsiella tarda (LIU; MA; et al., 2017) e Streptococcus inae (NDONG et al., 2007).

Estes parasitas podem se propagar quando 0s peixes estdo estressados e
também com mudancas drasticas nos parametros fisico-quimicos da agua como: altas
temperaturas, oxigénio baixo, didoxido de carbono alto, altas densidades de peixes,
niveis altos de amdnia, elevando a altas taxas de mortalidade (AGNEW; BARNES,
2007; NGUYEN; KANAI; YOSHIKOSHI, 2002; RUSSO; MITCHELL; YANONG, 2006)

1.1.1. Aeromonas hydrophila

A bactéria A. hydrophila pertencente a familia das Aeromonas, sao bacilos,
gram-negativos moéveis com um so flagelo (KONG et al., 2017; SARKAR; RASHID,
2012). S&o primarias e oportunistas (MUSTHAFA et al., 2016), comuns em habitats
de 4gua doce, capazes de crescer em condi¢cdes anaerbbia ou aerdbia. (KONG et al.,
2017; KUGE et al., 1992; YE et al., 2013).

A. hydrophila é um patégeno associado a doencas graves, causando
septicemia hemorragica, ulceracdo dérmica, hidropisia, podriddo da barbatana e
cauda, distensado anormal, afetando diferentes espécies de peixes, causando enormes
perdas econdmicas na industria aquicola e pesca (CIPRIANO; BULLOCK; PYLE,
1984; F. SOUZA et al., 2016; KONG et al., 2017; SWIFT et al., 1997).

Algumas espécies de peixes de importancia na aquicultura sdo afetadas por
esta bacteriose, desde o peixe-gato de prata (Rhamdia quelen) (CANOVA et al., 2017,
F. SOUZA et al.,, 2016), peixe-gato de canal (lctalurus puntatus), perca-larga
(Micropterus salmoides) (GOHARRIZI et al.,, 2015), carpa (Cyprinus carpio)
(MUSTHAFA et al., 2016), Tilapia (Oreochromis niloticus) (AMAL; ZAMRI-SAAD;
OTHERS, 2011), entre outros. Muitos antibiéticos e produtos quimicos séo utilizados
para o tratamento deste tipo de bactéria, incluindo oxitetraciclina, cloramfenicol e

clortetraciclina. Porém a utilizagcdo excessiva e continua destes farmacos trazem
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problemas como a resisténcia ao antibiético (CIPRIANO; BULLOCK; PYLE, 1984; F.
SOUZA et al., 2016).

1.1.2. Edwarsiella tarda

Edwardsiella tarda é uma bactéria infeccciosa, tendo como principais
hospedeiros, peixes, anfibios, répteis e humanos (LIU; TANG,; et al., 2017a). Trata-se
de uma bactéria gram-negativa, oportunista, facultativamente anaerébia, em forma de
bacilos curtos (com comprimento de 1 a 3 mm e didmetro de 1mm), da familia
Enterobactériaceae (HIRAI et al., 2015; LIMA et al., 2008; MURATORI et al., 2001).
Infecta uma grande variedade de peixes, incluindo espécies de dgua doce e marinhos,
causando a doenca denominada edwardsielose (LIU; TANG; et al., 2017b;
SHINYOSHI et al., 2017).

As espécies mais susceptiveis a esta bactéria sdo: enguias (Anguilla angilla),
Enguia-japonesa (Anguilla japonica), truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), carpa
(Cyprinus carpio), Psetta maxima (Scophthalmus maximus), bagre de canal (Ictalurus
punctatus), Pargo-japonés (Pagrus major), Yellowtail (Seriola quinqueradiata), Tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus), Tainha (Mugilidae), (LIMA et al., 2008; PARK; AOKI;
JUNG, 2012; SUN et al.,, 2017). Esta bacteriostase traz perdas econdémica nha
aquicultura do mundo inteiro.

A aparicdo desta bactéria pode estar relacionada as altas temperaturas da
agua, teores elevados de matéria organica e oxigénio baixo (PARK; AOKI; JUNG,
2012). E. tarda ocasiona uma natacado anormal do peixe, tais como, movimento em
espiral e flutuacdo perto da superficie da agua. Os sinais clinicos incluem: septicemia
hemorragica, lesdes na pele e visceras, Ulcera, despigmentacdo cutanea, necrose da
linha lateral, nédulos nas branquias, nédulos brancos no baco, rins e figado,
apresentando uma taxa de portadores entre 5 a 70 % e uma taxa de mortalidade de
5 % e 30 % (MURATORI et al., 2001; SUN et al., 2017; WANG et al., 2009).

Alguns antimicrobianos séo usados para o controle desta doenca aprovados
pela FDA, entre eles estéo, florfenicol e oxitetraciclina. A dosagem e modo de uso
pode variar de acordo com a legislacdo de cada pais (GASTALHO; SILVA; RAMOS,
2014).
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1.1.3. Streptococcus inae

Streptococcus inae (familia Streptococcus), tratam-se de bactérias gram-
positivo oportunistas que constituem cadeias em forma de cocos, facultativamente
anaerobia, causando uma infeccdo que também pode ser zoondtica (BAIANO;
BARNES, 2009; COLORNI et al., 2002; FERGUSON; MORALES; OSTLAND, 1994;
NEELY; PFEIFER; CAPARON, 2002). Esta doenca septicémica afeta espécies de
peixes de agua doce e salgada (FERGUSON; MORALES; OSTLAND, 1994). Os
primeiros relatos da infeccéo por estreptococos inae foi em 1976, afetando o golfinho
de agua doce (Inia geoffrensis ) amazénico, causando a doenga da “bola de golfe”
(AGNEW; BARNES, 2007).

As culturas de peixes sdo socioeconomicamente afetadas por esta bactéria,
podendo atingir viveiros de salmao coho (Oncorhynchus kisutch), truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), carpa-comum (Cyprinus carpio), tilapia (Oreochromis
niloticus), bagre de canal (Ictalurus punctatus) assim como espécies de peixes
ornamentais incluindo: peixe-zebra (Danio rerio) Rabo-amarelo (Thripophaga
macroura), Barbo rosado (Pethia conchonius), peixe tetra (Hyphessobrycon), ciclideo
limdo (Neolamprologus leleupi) (SUN et al., 2017), e pode causar de 30 a 50 % de
mortalidade (AGNEW; BARNES, 2007; NDONG et al., 2007; RUSSO; MITCHELL;
YANONG, 2006; WEINSTEIN et al., 1997).

Uma caracteristica deste parasita € que causa meningoencefalites em peixes,
septicemia, hemorragia interna grave, deformidade vertebral, e letargia (AGNEW;
BARNES, 2007; FIGUEIREDO et al., 2012; RUSSO; MITCHELL; YANONG, 2006).
Alguns antibiéticos como florfenicol, eritromicina, amoxicilina sdo usados para o
tratamento dessas doencas em peixes (FIGUEIREDO et al., 2012; RUSSO;
MITCHELL; YANONG, 2006).

1.2. Meétodos alternativos para o controle de doencgas em peixes

A aplicacdo de produtos quimicos para o controle de doencas tem uma longa
histéria no mundo, iniciando com o uso de banhos de sal (cloreto de s6dio), para o
controle de ectoparasitos. A formalina é usada para o controle de protozoario flagelado
costia (Ichtyobodo); desinfetantes como cobre e verde de malaquita sGo compostos
eficazes para o controle de I. muitifiliis, um protozoario que infecta espécies de agua
doce entre outros (BRAVO, 2005; PICON-CAMACHO et al., 2012).
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A Food and Drug Administration (FDA), verificou através de estudos que o
verde de malaquita quando empregado no controle de doencas de peixe deixa
residuos na carne de animais como o salméao, truta, tilapia, camardo e bagre. Desta
forma, seu uso foi proibido no controle de doencas de organismos aquaticos para
consumo humano. Nos ultimos anos sao usados outros compostos incluindo peréxido
de hidrogénio, cloreto de sddio, sulfato de cobre e formaldeido (BRAVO, 2005).

Amoxicilina, enrofloxinz, eritromicina, florfenicol (FFC) e oxitetraciclina (OTC),
sdo exemplos de alguns dos antibiéticos mais utilizados para batérias gram negativas
causadoras de infeccbes em peixes, e que apresentam baixa toxicidade nesses
organismos (CARRASCHI et al., 2011; HARIKRISHNAN; BALASUNDARAM; HEO,
2011). O uso indiscriminado destes antibidticos, resultam no desenvolvimento de
resisténcia de algumas bactérias ao farmaco. A resisténcia que apresenta ao uso de
antibiético em aquicultura é uma das maiores preocupacdes, ja que as drogas
geralmente ficam expostas no meio ambiente (BILA; DEZOTTI, 2003; GASTALHO;
SILVA; RAMOS, 2014).

A terapia com antibidticos ndo é eficaz no caso de doencas virais. Para estes
tipos de doencgas acredita-se que a vacinagao seja uma forma mais eficaz de controle,
porém, ha problemas associados com o uso de vacinas, como por exemplo, custo de
producdo onerosa, imunogenicidade e competicao antigena (FU et al., 2012).

Conforme ROMA, (2012), a FDA proibiu o uso de alguns antibiéticos na
aguicultura por apresentar riscos a saude humana, dentre eles, destacam-se o0
cloramfenicol, clembuterol, dietilstibestrol (DES), dimetridazol, ipronidazol,
furazolidona, nitrofurazona, fluoroquinoles e glicopéptidos.

Nos Estados Unidos, a aplicacdo de farmacos em peixes de consumo €
bastante restrita pela FDA. As industrias aquicolas sao obrigadas a vigiar os fatores
de riscos (acdo preventiva) minimizando o risco de aparecimento de doengcas. Os
farmacos aprovados pela FDA nos Estados Unidos sdo formalina,
sulfadimetoxina/ormetoprim, sulfamerazina, oxitetraciclina, metasulfanato de tricaina
e peroxido de hidrogénio (GONZALEZ-MANTILLA, 2010). No brasil, apenas o
florfenicol esta aprovadi para uso na aquicultura. Ha também compostos de baixa
prioridade que sdo empregados em condi¢cdes especificas, tais como, acido acético,
oxido de célcio, cebola, alho, cloreto de sédio, potassio e calcio, papaina, iodo e
bicarbonato de sddio. A natureza quimica destes compostos € de baixa complexidade

e facil biotransformacéo no organismo e ambiente. Uma grande parte dos farmacos é
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soluvel em agua, também podem ser adicionados no alimento e outros séo aplicados
por vacinas (GONZALEZ-MANTILLA, 2010).

O uso de produtos quimicos na aquicultura pode ser prejudicial na cadeia
alimentar e para o meio ambiente. Desta forma, tem-se buscado métodos alternativos
para o controle de doencas em organismos aquéticos. Dentre estas novas
alternativas, destaca-se o uso de produtos de origem vegetal, pois apresenta alta
disponibilidade, eficacia no controle de patdgeno e baixa toxicidade (DE QUEIROZ;
DE ALMEIDA, 2013).

1.2.1. Oleos essenciais no controle de doencas em peixes

Nos ultimos anos tem se intensificado o uso de ervas medicinais, pois estas
podem resolver alguns problemas como a diminuigcdo do uso de antibiéticos na
aquicultura (REVERTER et al., 2014). Os produtos naturais vegetais sdo amplamente
usados como promotores do crescimento, estimulante de apetite, como anti-estresse,
tbnico e imunoestimulantes em camardes e peixes (HARIKRISHNAN;
BALASUNDARAM; HEO, 2011).

Os produtos quimicos extraidos das plantas medicinais se dividem em
metabdlitos primarios, que se encontram principalmente em Orgaos de
armazenamento e sementes e sdo parte do metabolismo celular basico. Os
metabdlitos secundarios séo derivados dos metabolitos priméarios e sdo usados como
compostos ativos pelo aroma forte e pela acdo como pesticidas (CHAGAS, 2004).

Os alcaloides, os flavonoides, pigmentos, fendis, as saponinas e 0s 0leos
essenciais estdo entre o0s compostos secundarios mais estudados
(BALAKRISHANAN; KUMARAN; OTHERS, 2011). Tais compostos sao normalmente
extraidos por inUmeros processos, entre 0s quais estdo: meio de vapor ou hidro
destilacéo, etc. (WOLFFENBUTTEL, 2007).

Conforme BAKKALI et al.,, (2008), os 6leos essenciais sdo compostos
complexos e unicos contendo de 20 a 60 componentes em diferentes concentragdes.
Sao divididos em terpénicos e aromaticos, dependendo do metabdlito principal (acido
chiquimico e acetato) via metabolismo da glicose. Essa classificacdo independe da
complexidade do 6leo essencial.

Os dleos séao liquidos, volateis, limpidos, sintetizados por todas as partes das
plantas e armazenados em células secretoras, epiderme entre outras. Sao soluveis

em solventes organicos e lipideos, que geralmente possuem densidade menor que a
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da 4gua, como por exemplo o etanol, o qual facilita a evaporacgéao e lixiviagdo na agua
(MONTES; SANTANA-NETA; CRUZ, 2014; SUTILI et al., 2017).

Os Oleos essenciais sdo caracterizados pelo forte odor e conhecidos por
apresentarem diferentes propriedades biolégicas, organolépticas, como acéo
fungicida (ZABKA; PAVELA; SLEZAKOVA, 2009), bactericida, (AQUINO et al., 2010;
GONZALEZ-MANTILLA, 2010), atividade antioxidante (BURT, 2004), (ROCIO
TERUEL et al., 2015), larvicida, (ARAUJO, 2014), acao analgésica e anti-inflamatéria
(MENDES, 2012), e atividade antitumoral (MOMESSO; MOURA; CONSTANTINO,
2009).

De acordo com GUSTAFSON et al., (1998), os 0Oleos essenciais tem um
mecanismo de acado especifico. As localizacbes na célula bacteriana que podem ser
considerados sitios de acdo dos 6leos essenciais estdo descritos na Figura 3. Os
componentes fendlicos dos 6leos essenciais tém capacidade de degradar a parede
celular e lesar a membrana citoplasmética. A hidrofobicidade destes permite a saida
de ions, moléculas e outros contetudos da célula. Estes também envolvem diferentes
mecanismos tais como: fluxo de elétrons, for¢ca préton motora coagulacao do contetudo

das células, transporte ativo e excitagdo da membrana citoplasmatica (BURT, 2004).

Figura 3. Locais e mecanismos na célula bactériana que podem ser locais de acéo

de 6leos essenciais.
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As propriedades biolégicas e biofisicas dos principais constituintes dos 6leos

essenciais imprimem as caracteristicas destes compostos. A intensidade da resposta
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varia dependendo da concentragcdo usada e se sdo testados combinados ou néo.
(IPEK et al., 2005).

O principal responsavel pela atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais sao
os compostos fendlicos. Pesquisas demonstram que existe uma relacdo entre a
quantidade de compostos fenolicos e a atividade antimicrobiana, pois quanto maior o
namero destes compostos presente no 6leo essencial, maior sua atividade
antimicrobiana. Todavia, ha outros estudos que mostram que em menores
guantidades ou tracos também apresentam um papel fundamental na atividade
antimicrobiana, isto se deve ao efeito de sinergia que é o efeito que tem com outros
componentes (BURT, 2004).

A utilizacdo de 6leos essenciais para o tratamento de doencas em peixes ja
tem sido demonstrada na literatura. Estes podem ser empregados como estimulante
do apetite, antiparasitario, promotor de crescimento, redutor de mortalidade e estresse
(CAMPAGNOLO et al., 2013). A aplicacdo dos 6leos essenciais na prevencao e
tratamento de doencas em peixe pode ser feita de duas formas: adicionando os 6leos
na racao; ou por banhos terapéuticos (CHAGAS, 2004). Tais produtos naturais e
sintéticos sdo uma nova ferramenta na aquicultura no intuito de diminuir mortalidade
e estresse em peixes.

As vantagens do uso dos produtos naturais € que ndo causam problemas de
residuos, efeitos negativos sobre a saude dos peixes, homem e ambiente (EMBRAPA,
2015). Assim estes podem ser usados como tratamento alternativo de bactérias,
ectoparasitas em peixes e fungos (CHITMANAT et al., 2005).

O d6leo de cravo é muito usado como anestésico na aquicultura, algumas
pesquisas indicam a efetividade deste 6leo em algumas espécies de peixes como,
pintado (Psuedoplatystoma corruscans), peixe gato (Rhamdia quelen), robalo
(Centropomus undecimalis) e tambaqui (Colossoma macropomum) (MURGAS et al.,
2010). CHITMANAT et al., (2005), relata que o uso de eugenol extraido das folhas de
améndoa indiana foi eficaz contra Staphylococcus aureus. CHITMANAT et al. (2005)
também relataram que, estudos in vitro mostraram que os extratos de Terminalia
catappa, apresentaram atividade antifingica contra Aspergilus fumigatus.

Outros 6leos extraidos das plantas Zingiber officinalle (Gengibre), Ocimum
gratissimum (alfavaca-cravo), Lippia alba (erva-cidreira), Mentha piperita (hortela-

pimenta), Lippia sidoides (alecrim-pimenta) tem efeito bacteriostatico (inibem o
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crescimento) e bactericida (produzem a morte da bactéria), contra Aeromonas
hydrophila, causador de doencas em peixes (EMBRAPA, 2015).

Estudos recentes demostraram que o 6leo essencial de casca de laranja doce
(Citrus sinensis), adicionados na dieta de Oreochromis mossambicus, mostram um
aumento no crescimento dos peixes, diminuicdo de colesterol e triglicerideos, assim
como diminuicdo na morte de peixes infestados por Escherichia tarda e streptococcus
iniae (ACAR et al., 2015; BABA et al., 2016).

Resultados semelhantes apresentados por ZHENG et al. (2009), onde foi
comprovado que a adicdo de timol e carvacrol na dieta de bagre de canal (Ictalurus
punctatus) resultou em aumento do crescimento e diminuicdo da mortalidade dos
peixes infectados por Aeromonas hydrophila quando comparado com peixes
controles, ou seja, nao tratados com os bioativos.

O uso de o6leo essencial de alho (Allium sativum) como suplemento na dieta
dos peixes aumenta 0 crescimento em espécies de peixes como truta arco-iris
(Onchorhynchus mykiss), esturjao esterlino (Acipenser ruthenus), Epinephelus
Coioides, Clarias gariepinus e On cichlid. O 6leo de alho também foi capaz de remover
protozoarios do género Trichodina sp. em tilapia e Aromonas hydrophila em truta arco-
iris (GABOR; SARA; BARBU, 2010; SAGHAEI; GHOTBEDDIN; GHATRAMI, 2015;
SHAKYA; LABH, 2014). O principal constituinte do 6leo essencial do alho, a alicina,
atua como bactericida contra algumas bactérias patogénicas como: Yersinia ruckeri,
Aeromonas punctata Pseudomonas fluorescens, Fibrobacter intestinalis, Myxococcus
piscicola, Vibrio anguillarum e Edwardsiella tarda (SHAKYA; LABH, 2014).

A baixa estabilidade, volatilizacdo e deterioracdo dos produtos naturais e
muitos medicamentos, em &gua natural, levam a explorar novos sistemas de
administracdo de farmacos. Nesse contexto a encapsulacdo e microencapsulacao
poderiam ser uma alternativa para aumentar a vida Gtil, melhorar a solubilidade e
estabilidade em agua, dos 6leos essenciais ou compostos aromaticos, a fim de
envolver sistemas de revestimento para proteger o ativo de interesse (FRANZ,
BASER; WINDISCH, 2010; HANDY, 2012; SUTILI et al., 2017).

1.2.2. Eugenol

O eugenol € encontrado em diferentes tipos de especiarias como canela,
folhas de louro, manjericdo e em 6leo de cravo. Eugenol é o principal componente do

6leo de cravo, possui odor fortemente aroméatico e € muito utilizado devido ao seu
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poder antisséptico, anti-inflamatorio e atividade inseticida (CARRASCO A. et al.,,
2008). Pode ser extraido por destilagdo a vapor, a partir de gemas de flores secas,
que contem 36 componentes entre 0S quais 0 eugenol apresenta a maior
concentracédo (DANIEL et al., 2009).

Eugenol ou 1-hidréxi-2-methoxi-4-allilbenzeno (Figura 4) é um composto
fendlico com uma concentragdo que varia de 70 a 85 % da composi¢cao do 6leo
essencial de cravo (MARTINS; CORTEZ; FELIPE, 2009). As propriedades fisico-

quimicas sao descritas na Tabela 2.

Figura 4. Esturura quimica do eugenol.
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Tabela 2. Propriedades fisicas e quimicas do eugenol

Propriedades Eugenol

Nomenclatura I-hydroxy-2-methoxy-4-allylbenzene

Formula molecular C10H1202

Peso molecular 164,20 g mol*

Ponto de ebuli¢céo 253,5°C

Densidade (25°C) 1,064 g/cm?

Caracteristicas Liquido incoloro ou amarelado

Solubilidade Soluvel em alcool etilico, éter, cloroférmio e dleo,

mas pouco solavel em agua. 1 mL de eugenol e

soltivel em 2 mL de alcool 70 %.

Adaptado de DA SILVA, et al, (2012)

A sua utilizagdo como agente antimicrobiano e propriedades bactericidas contra
Alicyclobacillus spp, E. coli e S. aureus, foi avaliada em OLIVEIRA; ABREU FILHO,
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(2012); PEREIRA, ALCILENE DE ABREU et al., (2008). Em alguns trabalhos, o
eugenol apresenta efeitos anti-inflamatério, cicatrizante e analgésico (SILVA,
REJEANA MARCIA LIMA, 2010), além da sua atividade fungicida e nematicida
(MAZZAFERA, 2003). Em algumas espécies de peixes como, pacu (Piaractus
mesopotamicus) e tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), o eugenol foi testado como
anestésico em diferentes concentracbes, com a finalidade de minimizar o uso de
substancias analgésicas em peixes, (MOREIRA et al.,, 2010; VIDAL et al., 2008;
MURGAS et al., 2010; ROTILI et al., 2012)).

1.2.3. Oleo de alho

O alho (Allium sativum) € um vegetal que pertence a mesma familia da cebola
e da cebolinha e as liliaceas, composto principalmente de aminoacidos, metais
(manganés, aluminio, selénio e zinco) e vitaminas (A, B e C) assim como de
compostos fendlicos (SANTOS, 2013). O género Allium constitui mais de 600 espécies
diferentes, estes componentes foram avaliados por civilizacbes antigas como produtos
medicinais para o tratamento de doencas (BLOCK et al., 1993).

Alguns dos primeiros relatos sobre o alho como medicamento foram
encontrados desde 2600 a 2100 a.C. O alho tem sido muito utilizado desde os tempos
antigos na China e na india tendo efeitos sobre doencas cardiovasculares. Também
€ reconhecido pelo uso terapéutico para diferentes micro-organismos incluindo
bactérias, protozoarios, virus e fungos (DAKA, 2011).

O cheiro e sabor forte do Allium sativum deve-se principalmente a presenca de
compostos de enxofre principalmente: alicina, alliina, ajoeno, sulfeto de alil-
mercaptnao, dialil-dissulfido e S-acil-cisteina. O processo de destilacdo do alho é via
vapor, as condicdes de extracdo definem que compostos de enxofre podem ser
extraidos. CARVALLITO e colaboradores em (1994) identificaram o componente
alicina, através de uma extracao alcolica.

A alicina € um composto instavel e se decompde na presenca de compostos
sulfurados, mas mesmo assim esta apresenta acao bactericida e antifiungica. Outros
compostos ja identificados no 6leo de alho sdo os derivados sulfetos tais como:
dissulfureto de alil, trissulfureto e dialil. Estes compostos diluidos no 6leo essencial
sao os responsaveis pelo seu odor forte de alho. A Tabela 3 mostra as propriedades
fisicas e quimicas da alicina (GAFAR et al 2012; TURNER; MOLGAART,;
MARCKMANN, 2004).
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Tabela 3. Propriedades fisicas e quimicas da alicina.

Propriedades ALHO

Nomenclatura 2-propeno-1-acido sulfinotiético S-2-éster
propenilico

Formula molecular CeH100H:2

Peso molecular 162,28 g.mol*

Ponto de ebulicdo Sem dados

Densidade (25°C) 1,112 g/cm3

Caracteristicas Amarelo claro

Solubilidade Soluvel em etano e insoluvel em agua

O oleo de alho é considerado seguro, segundo a Food and Drug Administration
(FDA), sendo usado desde a industria alimenticia em produtos como carnes e frango
como agente antimicrobiano natural. Na industria farmacéutica € empregado para a
prevencdo de algumas doencas cardiovasculares e cancerigenas, e também
apresenta atividade antioxidante, antifingica e efeito como antibiético. Um dos
problemas que tem enfrentado o uso de alho na industria alimenticia € o odor forte,
volatilizagéo e baixa solubilidade, (AYALA-ZAVALA et al., 2008; RAFE, 2014).

1.3. Nanotecnologia em aquicultura — sistemas de liberacdo modificada

A ampla utilizacdo dos produtos quimicos na industria aquicola, as vezes de
maneira indiscriminada, em cultivos de pequenos e médios produtores, causa um
risco de toxicidade para os organismos nao alvos e poluicdo ambiental, (GONZALEZ
et al., 2014).

Porém, tem se buscado alternativas viaveis como, inseticidas menos téxicos
(produtos naturais), biodegradavel, e mais seguros para o meio ambiente,
(GONZALEZ et al., 2014). Através da nanotecnologia, podem-se desenvolver novas
formulagc6es com compostos ativos de interesse na industria da aquicultura e pesca.

Nos ultimos anos o termo “nano” vem sendo modificado conforme os avangos

da ciéncia e tecnologia, mas ainda ndo ha um consenso internacional especifico neste
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campo. A Organizacdo Internacional de Normalizagdo (ISO/TS 80004-1, 2015),
refere-se ao termo “nano” como uma dimensdo de 1 a 100 nm. EUROPEAN
COMISSION, 2013, define nanotecnologia como estrutura de 1 a 100 nm. Estas
definicdes podem mudar de agéncia regulatéria para outra, uma vez que também séo
consideradas outras propriedades da matéria em escala nano, tais como: tamanho,
concentracdo, agregacdo das nanoparticulas, area superficial, reatividade, entre
outras (CALDERON-JIMENEZ et al., 2017; MILLER, 2005; MOHANRAJ; CHEN;
OTHERS, 2006; RATHER et al., 2011).

Basicamente o desenvolvimento de formulacdes baseadas em nanoparticulas
como sistemas carreadores apresentam propriedades como 0 aumento da
solubilidade dos compostos ativos, liberagcdo de forma lenta e/ou proteger contra a
degradacgéo prematura do ativo encapsulado (KAH, M. et al., 2013). Na aquicultura, a
utilizacdo destes tipos de formulacdes pode resolver muitos problemas como o
aumento da estabilidade e eficiéncia de produtos naturais.

A nanotecnologia tem potencial para resolver muitos problemas relacionados
com a saude animal, reproducdo e producdo. Atualmente, existem inumeros
vislumbres da aplicacdo futura como, desempenhar inumeraveis materiais de
construcéo, de filtracédo e purificacdo de agua, assim como novas abordagens para o
diagnéstico de salde em peixes (vacinas, drogas, hormdnios e nutrientes) e criagdo
de animais (colheita e pos- colheita) (Figura 5), (DOMINGUEZ, 2014; RATHER et al.,
2011). Entre eles, destacam alguns trabalhos de (ASHRAF, 2011; HANDY, 2012;
JARIYAPONG et al., 2015; RATHER et al., 2011). A literatura apresenta possiveis
beneficios e oportunidades da nanotecnologia nas culturas. (EXPLICAR OS
TRABALHOS)
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Figura 5. Aplicacdes da nanotecnologia em aquicultura e seus potenciais usos em
embalagem de alimentos, tratamento de agua, controle de doencas e patologias, bem

como diagndstico através do uso de sensores.
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Na industria aquicola muitos produtos estdo na fase de pesquisa ou
desenvolvimento. Um deles é a vacinacdo contendo nanoparticulas para tratar
doencas em peixes. No entanto, umas das preocupac¢des associadas a isto é a
distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, as quais pode trazer riscos ao organismo.
As nanoparticulas tém varias vantagens, como a liberacdo sustentada de vacinas
(solubilizar drogas para entrega intravascular) e melhorar a solubilidade de antigenos
da vacina contra a degradacao enzimatica (BHATTACHARYYA et al., 2015; RATHER
et al., 2011). Apesar das vantagens do desenvolvimento destes sistemas
nanotecnoldgicos, é necessario a seguranca ambiental no uso de solventes e a
observacdodo seu comportamento no ambiente, assim com os efeitos no organismo

alvos e ndo alvos.

1.4. Nanoparticulas de zeina

Os polimeros naturais sdo de grande interesse para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de ativos. Por apresentar biodegradabilidade,
biocompatibilidade e baixa toxicidade (LUO; WANG, 2014). Entre os polimeros

naturais mais usados encontra-se a zeina representando 45-50 % da proteina do
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milho (SHUKLA; CHERYAN, 2001; WU; LUO; WANG, 2012). A zeina é uma proteina
que contém principalmente os aminoacidos olanina (10 %), glutamina (22-2 %) e
leucina (20 %), o que a confere caracteristica hidrofébica e sollvel em etanol 90 %,
acetona, acido acético, etc. (DA ROSA et al., 2015a). Com base na solubilidade e
massas moleculares a zeina pode ser separada em quatro classes: a-zeina, - zeina,
y-zeina e &-zeina, sendo a maior a a-zeina, a qual compreende 70-85 % da zeina
encontrada no milho (ZHANG, YONG et al., 2015).

O interesse cientifico pela zeina se deve principalmente pela capacidade de
formar filmes biodegradaveis, flexiveis, revestimentos resistentes e hidrofobicos a
baixo custo e a prova de atague antimicrobiano o que facilita a formacdo de
micro/nanoparticulas como sistemas de entrega de nutrientes e farmacos (LUO;
WANG, 2014;KIM; XU, 2008; SHUKLA; CHERYAN, 2001a).

Atualmente, a zeina é usada na fabricacdo de tecidos, placas laminadas,
plasticos, na area farmacéutica e usada para revestimento e mascaramento de
capsulas e aromas (TORRES et al.,, 2015). ZHANG, YONG et al., (2015) e
colaboradores relatam que a zeina € biocompativel com fibroblastos embrionarios de
ratos e células do figado humano. Além disso, comprimidos, peliculas, filmes,
revestidos de zeina exibem uma maior resisténcia a altas temperaturas, humidade,
adaptando os bioativos para ser liberados e entregues de uma maneira controlada.
Como exemplo, nanoparticulas de zeina contendo timol estabilizadas com caseinato
de sédio (SC) e cloridrato de quitosana (CHC), foi demostrado que as nanoparticulas
de timol estabilizadas com SC apresentaram uma inibicdo do crescimento de S. areus
apos 12 e CHC ap06s 16 horas, indicando que as nanoparticulas de timol apresentaram
maior atividade antimicrobiana em um periodo de tempo mais longo do que o timol
livre. Também foi relatado que as nanoparticulas estabilizadas aumentaram a
eficiéncia de encapsulacao para timol (ZHANG, YAQIONG et al., 2014). WU, LUO;
WANG, (2012) mostrou que as nanoparticulas de zeina contendo timol e carvacrol
apresentaram atividade antimicrobiana contra E.coli. Este trabalho também relata que
0s Oleos essenciais encapsulados em nanoparticulas de zeina, aumenta sua
solubilidade em agua, o que aumenta a aplicacdo dos 6leos essenciais na industria

alimenticia.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Este trabalho teve como principal objetivo preparar e caracterizar sistemas
nanocarreadores produzidos a partir da proteina zeina para eugenol e 6leo de alho, a
fim de aumentar a eficiéncia dos compostos bioativos, diminuir possiveis impactos e
viabilizar sua aplicacdo em aquicultura. Além do preparo e caracterizacao, foram
investigadas também a atividade bioldgica (in vitro) dos sistemas carreadores (com

ou sem o composto) em culturas de bactérias patogénicas de peixes

2.2. Objetivos especificos

Este trabalho apresenta os seguintes objetivos especificos:

- Desenvolvimento de metodologia analitica para quantificacdo do 6leo de
eugenol e Oleo essencial de alho através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria respectivamente;

- Preparo dos sistemas nanocarreadores contendo 6leo de alho e eugenol;

- Caracterizacdo e avaliacdo da estabilidade fisico-quimica dos sistemas
nanoestruturados contendo os biocidas em fung¢do do tempo: medidas de
eficiéncia de encapsulacédo, medidas de tamanho, potencial zeta e indice de
polidispersao (espectroscopia de correlacdo de fotons e microeletroforese)
e fotoestabilidade;

- Estudo da interacdo entre os biocidas/sistemas carreadores por calorimetria
diferencial exploratoria e infravermelho;

- Avaliacdo da morfologia das particulas por microscopia de forca atémica -
MFA,

- Realizacdo de ensaios de cinética de liberacdo do biocida na presenca e
na auséncia dos sistemas carreadores e aplicacao de modelos matematicos
para elucidar o possivel mecanismo de liberacao dos ativos;

- Avaliagdo da atividade bioldgica das formulagées contendo o biocida em
trés cepas de bactérias Aeromona hydrophila, Aeromona Edwardsiella tarda

Streptococcus inae.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

e Eugenol - Sigma®
e Oleo essencial de alho - Sigma®
e Pluronic F-68 — Sigma®
e Alcool Isopropilico - Merck®
e Acetonitrila (grau HPLC) — JT Baker®
e Filtros de 45um - Millipore®
e Dispositivos de ulltrafiltracdo de celulose regenerada de 30 kDa-
Milipore®
e Agitador magnético - Tecnal®
e Analisador de particulas Zetasizer Nano - Malvern®
e Microcentrifuga — MiniStar®
e Microscopia de Transmisséo — Zeiss LEO® 906
e DCS Q20 — TA Instruments®
e Espectrofotdmetro de FI-IR 660, Varian®
e pHmetro — MS Technopon®
e Placas de petri
e Béqueres
e Hipoclorito de sodio
e Espécie vegetal: Allium cepa (Cebola)
e Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Varaian® ProStar
o Bomba OS 210 solvent delivery module - Varian®
o Detector UV-Vis OS 210 - Varian®
o Coluna cromatogréfica Varian® C18 fase reversa, 5ul110A,
250X4, 60mm
o Software Galaxie Workstation
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3.2. Metodologia Analitica para quantificacdo eugenol e éleo de alho

A quantificacdo do eugenol foi realizada em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando equipamento da Agilent Varian Pro Star. Através do
ajuste do método cromatografico ideal, construiu-se uma curva analitica para o
biocida, a fim de quantificar a eficiéncia de encapsulacdo destes nas nanoparticulas.
As condi¢des cromatograficas para eugenol estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢cbes cromatogréaficas do eugenol.

Fase Movel Acetonitrila/agua (50/50) (v/v)
Volume de injecao 100 pL

Fluxo 0,75 mL/min

Temperatura Ambiente (25°C)

Detector Ultravioleta (UV), A= =225 nm

Coluna Cromatografica Varian® C18 fase reversa 5y 110A, 250x4, 60mm

3.2.1. Espectrofotometria

A quantificagcdo do 6leo de alho foi realizada através de um detector UV-VIS,
sendo as medidas realizadas no comprimento de onda de 217 nm. Foi construida uma
curva analitica para o biocida a fim de que possa ser utilizada para determinacdo da

eficiéncia de encapsulacdo do composto nas nanoparticulas.

3.2.2. Validacéo da metodologia de quantificacdo do eugenol e dleo de alho

Para que um método analitico seja confiavel é preciso a obtencéo de condicdes
analiticas. Desta forma os métodos estatisticos devem ser adequados para que o0s
resultados possam ser interpretados corretamente. A validacdo de um método permite
demostrar que ele é apropriado ao uso desejado. As principais caracteristicas para a
validacdo de um método analitico sdo os seguintes: exatidao, linearidade, preciséo,
limite de quantificacdo (LQ) é limite de deteccdo (LD), (VALENTINI;, SOMMER,;
MATIOLI, 2013). Neste trabalho a metodologia de quantificacdo dos 0Oleos foi avaliada

a partir dos documentos da agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA, 2002).
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3.2.3. Construcéo da curva de calibracdo

Solugdes com diferentes concentragdes de eugenol foram preparadas para a
construcdo da curva analitica em solu¢cdes na faixa de concentracdo de (1-5ug/mL) e
analisadas em triplicata por CLAE, conforme as condi¢des analiticas apresentado na
Tabela 6. Para o 0leo de alho solug6es na faixa de concentragdo entre 5-10 pg/mL
foram preparadas e analisadas através de um espectrofotdmetro UV-VIS. Trés
diferentes curvas foram analisadas em trés dias consecutivos, sendo que a curva

meédia (n=9) foi usada como padrdo para a quantificacdo dos 0leos.

3.2.4. Seletividade

A especificidade ou seletividade esta relacionada com a eficacia de uma
metodologia em detectar um composto de interesse na presenca de impurezas e
outros compostos, particularmente produtos de degradacao e constituintes da matriz
(ANVISA, 2002). A avaliacao da especificidade do método analitico para quantificacao
dos oleos foi realizada a partir de injecfes do composto utilizado para o preparo das

nanoparticulas sem adi¢éo dos Oleos.

3.2.5. Linearidade

Resultados linearmente proporcionais a concentracdo do analito em uma
amostra confere ao método a capacidade de linearidade, dentro de um intervalo de
concentracdo. Inmetro recomenda que a linearidade seja originada pela andlise de 5
concentracbes diferentes (minimo), e seus resultados deverdo ser tratados por
métodos estatisticos adequados para determinacao do coeficiente de correlacéo (r).
De acordo com ANVISA e INMETRO o valor de (r) deve ser acima de 0,99 (BRASIL,
2003, INMETRO, 2011).

A linearidade foi determinada a partir das curvas analiticas realizadas em trés
dias consecutivos, sendo um total de trés curvas com seis concentracdes
compreendidas para eugenol diluida em acetonitrila/agua, e para alho de diluida em

metanol.

3.2.6. Precisao

A precisao do método avalia a proximidade entre uma série de varias medidas

efetuada de uma mesma amostra. Esta é avaliada atraves de niveis, repetetibilidade
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(precisao intra-corrida): concordancia entre um curto periodo de tempo, verificada no
minimo 9 determinacbes. Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas):
concordancia dos resultados obtidos em dias diferentes um minimo de dois dias
(BRASIL, 2003; INMETRO, 2011).

A precisdo pode ser expressa como desvio padrao relativa (DPR), segundo a
(equacéo 1).

DPR = —= x 100 (1)
CMD

Onde CMD é a concentracdo media determinada e DP é o desvio padréo.
Vérios parametros sdo empregados para definicdo do valor maximo aceitavel, como
a concentracao do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, onde
0s valores nao podem ser superiores a 5 % (BRASIL, 2003).

3.2.7. Limite de deteccéo e quantificacédo

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo do analito que
pode ser detectada, porém nao pode ser quantificada com preciséo, sob as condicdes
experimentais estabelecidas, enquanto que o limite de quantificagéo (LQ) representa
a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser quantificada com
aceitavel precisdo e exatiddo nas condi¢cdes experimentais estabelecidas.

A estimativa dos limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram realizados
a partir de dados obtidos com as regressoées lineares das curvas analiticas aplicados
as Equacdes 2 e 3 (ANVISA, IMMETRO).

DPX3

LD ==~ )
DP x10

LQ = — 3)

Onde, DP é o desvio padrdo do coeficiente linear com o0 eixo y e IC € o

coeficiente angular da curva analitica média.

3.2.8. Exatidao

Por este método pode ser determinada a concordancia entre o valor real do
analito na amostra e estimado pelo processo analitico. Esta € avaliada dentro de um

dado nivel de confianca e dentro de certos limites. Este método deve ser determinado
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apos o estabelecimento do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo
analisada a partir trés, concentracdes, baixa, média e alta, com trés determinagdes,
as quais se devem encontrar dentro do intervalo linear da curva analitica. A exatidao
pode ser expressa pela relacdo média determinada experimentalmente e a

concentracéo tedrica correspondente, conforme a Equacéo 4, (BRASIL, 2003).

Exatiddo = <> X 100 (4)
Onde, CMD é concentracdo média experimental e CT é a concentragdo tedrica.

3.3. Preparo dos sistemas carreadores contendo eugenol e dleo de alho
3.3.1. Preparo das nanoparticulas contendo eugenol ou 6leo de alho

As nanoparticulas de zeina foram preparadas pelo método de precipitacdo com
anti-solvente (Figura 6), descrito por (HU; MCCLEMENTS, 2014). Primeiramente 1 %
de zeina em po foi adicionada a 100 mL de uma solucéo alcool isopropilico 85 % (v/v),
a qual foi mantida sob agitacao (overnight). Posteriormente o pH da solucéo de zeina
foi ajustado para 4,5 com HCI 1,0 mol/L e filtrado em membrana Millipore® de 0,45
Mm para remover particulas insoluveis. Para o preparo das nanoparticulas 100 mg do
eugenol e/ou 6leo de alho foram preparados separadamente e conjuntamente, foram
adicionados a uma solucao de zeina. Uma solucao aquosa 1 % (v/v) de Pluronic F-
68® foi preparada ajustada pH 4. Utilizando uma seringa, 4 mL de uma solucao de
zeina foi injetada rapidamente em 16 mL da solucdo de Pluronic F-68® sob agitacéo,
obtendo uma concentracéao final de 6leo na nanoparticulas de 5 mg/mL. O solvente
(a@lcool isopropilico) foi removido da suspensdo de nanoparticulas a partir de
evaporacao a temperatura ambiente. Ap0s a evaporagdo, o volume perdido foi
compensado pela adicdo de agua a pH 4,0.

Neste estudo foram preparadas as nanoparticulas de zeina: I) sem ativos (NP),
II) contendo eugenol (NPE), 11l) contendo 6leo de alho (NPA), IV) contendo eugenol e
Oleo de alho (NPEA). A concentragdo dos ativos em cada formulagéo final foi de 5

mg/mL.
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Figura 6. Método esquematico para o preparo das nanoparticulas de zeina contendo

eugenol e/ou 6leo de alho.

Fase aquosa

&2
@ Fase orgéanica
_ .
Solucéo de zeina (0,1g) em
alcool isopropilico 85% \
agua deionizada (15%) agitacéo 12 horas m t
Fase aquosa 4 mL da face organica +16 Nanopa_ro de

ativo de particulas
5 mg/mL

e

Solucéo Plu-F 68 (0,1g) + hH20

mL a fase aquosa

3.4. Estabilidade fisico-quimica

Foram determinadas algumas propriedades fisico-quimica como, pH, potencial
zeta, tamanho (didmetro hidrodindmico), indice de polidispersdo e eficiéncia de
encapsulacdo em funcao do tempo (0, 7, 15, 30, 60 e 90 dias), para avaliar a estabilidade

das formulac6es de nanoparticulas.

3.4.1. Diametro hidrodinamico e polidispersao

3.4.1.1. Espectroscopia de correlacédo de fotons

Para a avaliacdo do tamanho médio e da distribuicio de tamanho das
nanoparticulas (polidisperséo), foi utilizada a técnica de espectroscopia de correlagédo
de fotons. Foi avaliada diluindo-se (1000 vezes) as nanoparticulas em agua
deionizada e utilizando- se um analisador de particulas ZetaSizer Nano ZS 90

(Malvern) a um angulo fixo de 90 ° e temperatura de 25°C. A distribuicdo de tamanho
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foi dada pelo indice de polidispersdo. O resultado foi expresso como meédia de trés

determinacdes.

3.4.1.2. Rastreamento de nanoparticulas

Para determinar a concentracdo e distribuicdo de tamanho das nanoparticulas
contendo os 6leos essenciais, foi analisado por meio da técnica de rastreamento de
nanoparticulas. Os dados foram coletados por meio de uma célula um a célula
NanoSight LM 10 (laser verde, 532 nm) e uma camera sCMOS usando software
NanoSight (versao 3.1). Para garantir a ndo contaminacdo das amostras, medicoes
da agua deionizada foram realizadas. As suspensdes de nanoparticulas foram
diluidas (1500 vezes), sendo realizadas analises em triplicata para cada amostra. Para
garantir que diferentes particulas fossem analisadas, para cada réplica, 1 mL de
suspensao da amostra foram injetadas na célula volumétrica, com o intuito de deslocar

o conteldo medido anteriormente.

3.4.2. Potencial Zeta

O potencial zeta indica a carga de superficie das nanoparticulas,
(GREENWOOD, 2003). A carga de superficie das particulas foi avaliada através da
determinacdo de potencial zeta, utilizando-se um analisador de potencial zeta
Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern). As analises foram realizadas diluindo-se as
suspensdes de nanoparticulas de eugenol, 6leo de alho e mistura dos 6leos em agua
deionizada 1000 vezes e os resultados foram expressos como médias de trés

determinacdes

3.4.3. Andlises do pH.

O monitoramento do pH é importante para avaliagdo da estabilidade das
suspensdes. As alteracdes do pH podem indicar a degradacdo do polimero ou outros
componentes presentes na formulacdo. O pH foi medido por 120 dias em um

potenciémetro (Tecnal®), calibrado com solu¢des tampéo em pH 4,0 e 7,0.

3.4.4. Eficiéncia de encapsulacéao do eugenol ou oOleo de alho

A quantidade de oOleo encapsulado as nanoparticulas foi determinada pelo
meétodo de ultrafiltracdo/centrifugacéo. Neste método a suspensao de nanoparticulas
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€ submetido a filtracdo em filtros de celulose regenerada com poro de exclusdo 10
kDa (Microcon-Millipore®). Através desse poro, atravessa apenas o 0Oleo néo
encapsulado. O ultrafiltrado é quantificado por CLAE no caso do eugenol e UV-visivel
no caso do Oleo de alho, onde se determina a quantidade de 6leo nédo encapsulado.
Por diferenca entre a quantidade total (100%) de 6leo adicionado no sistema e a
quantidade que nao estd associado, determina-se a eficiéncia de encapsulacdo dos
sistemas coloidais, (PEREIRA, ANDERSON E. S. et al., 2014).

3.5. Caracterizacdo por Espectroscopia de Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

Andlise de FTIR sao realizadas para investigar possiveis interacdes entre os
Oleos e carreadores. As amostras foram analisadas em um espectrofotometro de FTIR
Agilent em uma faixa de 400 a 4000 cm-?, utilizando 128 varreduras por amostra com
resolucdo de 8 cm, (WU; LUO; WANG, 2012). As amostras do eugenol e éleo de
alho, e as nanoparticulas contendo os Oleos, assim como a mistura fisica entre
componentes foram analisadas utilizando o acessorio de refletancia total atenuada
(ATR), o qual permite a andlise de compostos em pastas, em p6 e aqueles que nao

podem ser analisados em forma de pastilhas ou filmes.
3.6. Caracterizacao por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A formulacdes de nanoparticulas contendo os 0Oleos e sem os 6leos foram
centrifugados a 15000 rpm por 15 minutos, até a formacdo de um pellet, sendo
armazenado em dessecador durante 4 dias. As amostras secas (10 mg) foram
colocadas em recipientes de aluminio e analisadas em DSC, utilizando fluxo de
nitrogénio de 50 mL/min, com uma variacado de temperatura de 10°C/min, em uma
faixa de 0 a 300°C. Os resultados de calorimetria diferencial exploratoria foram

expressos na forma de termogramas, indicando o ponto de fusédo de cada material.

3.7. Analise morfolégica por microscopia de for¢ca atbmica

A morfologia das particulas contendo eugenol (NPE), nanoparticulas de alho
NPA e nanoparticulas contendo os dois 6leos (NPAE), foi investiga pela técnica
Microscopia de Forca Atdmica (AFM), usando um microscopio Nanosurf Easy Scan 2
Basic AFM -Pattern BT02217 (Nanosurf®, Suica) com modo de Tapping mode. Foram
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realizadas diluicbes das nanoparticulas e as suspensdes foram colocadas sobre
placas de silicio previamente preparadas com remocdo do diéxido de silicio para
facilitar a interacdo/adesdo da amostra nas placas. As imagens foram capturadas no
modo de tempo com 256x256 pixels em formato TIFF com u m formato de gama em

uma faixa de 10 piconewtons (pN), e analisados utilizando o software Gwyddion®.

3.8. Cinéticade Liberacdo do eugenol

Com afinalidade de determinar o perfil de liberacao in vitro do eugenol a partir das

nanoparticulas de zeina sendo usado um sistema de dois compartimentos (Figura 7).

Figura 7. Representagdo esquematica do sistema empregado para o ensaio de liberacéo do
eugenol. O sistema utilizado consiste em um sistema doador, onde € adicionada a formulagéo
contendo eugenol e um sistema aceptor que encontrasse em condi¢éo de diluigdo sink. Os
dois sistemas sdo separados por sacos de dialise com um poro de exclusdo de 15 kDa.
Durante o ensaio, aliquotas sdo retiradas do compartimento aceptor e quantificadas por
CLAE.
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Nesse sistema, 2 mL das nanoparticulas de zeina contendo eugenol, foi
adicionado sacos de membrana de dialise, com um por de exclusédo de 15 kDa. Em
seguida, os sacos foram colocados em solugdo de DMSO/agua (5:95 v/v) e
submetidas a agitacdo lenta. A cada tempo, aliquotas de 1 mL da solugcédo foram
coletadas e o volume retirado, reposto com a solugédo de DMSO/agua (5:95 v:v), a fim

de manter o volume final do compartimento aceptor (ABREU et al.,, 2012a). A
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guantidade de eugenol liberada foi quantificada por CLAE sendo convertidas em % de
eugenol liberado. Os ensaios foram realizados em triplicata. No caso das
nanoparticulas contendo 6leo de alho néo foi possivel realizar os ensaios devido a

interferéncia de componentes da amostra no processo de quantificacéo do oleo.

3.8.1. Modelagem matemética

A utilizacdo de modelos matematicos da liberacdo controlada de principios
ativos permite obter inUmeras informacdes a respeito dos processos quimicos e de
transporte envolvidos nestes sistemas de liberagdo. Existem inumeraveis teorias
matematicas, desde modelos mecanisticos e empiricos. Neste trabalho foram
aplicados os seguintes modelos matematicos: ordem zero, primeira ordem, Higuchi e
Korsmeyer-Peppas (COSTA; LOBO, 2001; CRUZ et al., 2006).

No modelo matematico de ordem zero (Equacdao 5) € considerada a quantidade
de principio ativo liberado num determinado tempo (t), desta forma, formulacdes que
apresentam este perfil de liberacéo, € liberada a mesma quantidade de principio ativo
por unidade de tempo independentemente da quantidade de principio ativo que resta

na formulacao.

Fro kg (5)

Onde f: é a quantidade de fungicida liberada num tempo t e ko € a constante de
liberacdo de ordem zero (COSTA & LOBO, 2001; LOPES et al., 2005).

J4 o modelo mateméatico de primeira ordem (Equacdo 6) a liberacdo do
composto bioativo é dependente da quantidade do composto remanescente na
particula por unidade de tempo, ocorrendo a diminuicdo do composto bioativo em

funcao do tempo.

InQ,=In Qo + ki (6)

Onde Q: € a quantidade de composto bioativo liberada no tempo t, Qo é a
guantidade inicial de composto bioativo na solucédo e K1 a constante de liberacdo de

primeira ordem.
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O modelo matematico de Higuchi (Equacao 7) descreve o processo de difusédo
baseado na Lei de Fick. O mecanismo de liberagdo do composto bioativo é
dependente da raiz quadrada do tempo.

fo=Kg" ()

Onde f: € a quantidade de fungicida liberada num tempo t e Kn € a constante

de liberacao de Higuchi. Este modelo pode ser empregado para descrever liberagao

de compostos bioativos a partir de diversos tipos de liberacdo modificada (COSTA &
LOBO, 2001; LOPES et al., 2005).

O modelo semi-empirico de Korsmeyer Peppas (Equacédo 8) foi aplicado para
elucidar o tipo de mecanismo com que o ativo e liberado das nanoparticulas,
(SOPPIMATH, 2001; COLOMBO et al., 2005).

M¢/My, = kt" (8)

Onde, Mt € M- representam a quantidade massica de ativo liberado em um

determinado tempo t e 0 k € uma constante, n representa o exponente de liberacao.

3.9. Atividade bioldgica in vitro através de disco de difuséo

O teste de disco é utilizado para avaliar a atividade antibactériana de
determinadas substancias. No presente trabalho esse teste foi conduzido visando
verificar o potencial de nanoparticulas e de seus respectivos acompanhamentos no
controle das espécies de bactérias patogénicas Aeromonas hydrophila, Edwardsiella
tarda e Streptococcus iniae, as quais sado responsaveis pela infec¢do de peixes.

As bactérias foram cultivadas por 24 horas em meio de cultura caldo TSB (Tryptic
Soy Broth) e em seguida foi realizada contagem em camara de neubauer utilizando
azul de trypan para a obtencdo de uma concentracdo de 1x108 UFC/mL para a
realizacdo do teste, sendo que quando a concentracdo foi superior as bactérias foram
diluidas no proprio meio de cultura. Apos a contagem e padronizagéo da concentragao
das bactérias as mesmas foram inoculadas em placas de petri (9 cm) utilizando swab,
foram adicionados discos de papel filtro (0,6 cm) e pipetados sobre eles os
tratamentos até completa absor¢céo. As placas foram preparadas em triplicata sendo
dividida em placas com nanoparticulas (NPE, NPAE e NP) e placas com seus
respectivos controles contendo pluronic (pluronic 1% e eugenol - PLUE, pluronic 1%

e Oleo de alho — PLUA, pluronic 1%, eugenol e 6leo de alho — PLUEA e pluronic 1% -
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PLU). Como controle em ambas as placas, tanto para as nanoparticulas como
acompanhamentos, foi utilizado o antibiético comercial para aquarios Bacter
(Labcon®) de Sulfato de Neomicina na concentragdo de uso (0,021 mg/mL) e dez
(0,210 mg/mL), vinte e cinco (0,525 mg/mL) e cinquenta (1,050 mg/mL) vezes maior
gue a concentracdo de uso. As placas foram incubadas por 24 horas e entdo foi
realizada a medicao do diametro dos halos e calculada a média e desvio padrao das
trés medidas. A analise estatistica foi realizada por ANOVA seguida de teste de Tukey

com significancia p< 0,05 utilizando o programa GraphPad Prism 7.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Desenvolvimento da metodologia analitica de quantificacdo do

eugenol e 6leo de alho
4.1.1. Curvas de calibracéo e adequacdo de metodologia analitica

As curvas analiticas mostram a resposta do método analitico frente a
concentracdo conhecida de um determinado analito. A Figura 8 traz os graficos
correspondentes as curvas analiticas dos 6leos, sendo os graficos apresentados a
média de trés curvas analiticas construidas em trés dias consecutivos. Para o ativo
eugenol foram utilizadas concentracdes compreendidas entre 1-5 ug/mL para eugenol

e para o 0leo de alho as concentracfes varian na faixa de 5-10 pg/mL.

Figura 8. Curva analitica obtida para os 6leos: A) Eugenol e B) Oleo de alho.

Valores representam a média de trés experimentos realizados em triplicata (n=9)
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O coeficiente de correlagdo recomendado pelo INMETRO e ANVISA deve ser
maior ou igual a 0,99. Buscando a linearidade do método demonstrado através do
coeficiente de correlacéo (r), foram obtidos 0.9943 e 0.9990 para eugenol e 6leo de
alho respectivamente, atendendo as especificacdes dos orgaos reguladores em todas

as datas avaliadas (Tabela 5).

Tabela 5: Coeficientes de correlagéo (r) para as curvas de calibragao de eugenol e
Oleo de alho, realizado em trés dias consecutivos.

R
Oleo Dia 1 (n=3) Dia 2 (n=3) Dia 3 (n=3)
Eugenol 0,9926 0,99724 0,99543
Alho 0,9982 0,99958 0,9994

Outra condicdo para avaliacdo do método analitico, é a reprodutibilidade ou
precisao intra-dia, a qual foi determinada através do desvio padrdes relativos (DPR)
para as concentracdes de eugenol e 6leo de alho. Os resultados das analises para

este parametro estdo sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6: Valores do desvio padréo relativo (DPR) das concentracfes de 6leos

para avaliacdo da precisao.

Oleo Concentracdo DPR dial DPRdia2 DPR

(ug/mL) (%) (%) inter-dias
(%)
Eugenol 12 0,145 0,080 0,112
16 0,106 0,089 0,096
18 0,717 0,095 0,406
Alho 3 0,015 0,010 0,012
7 0,091 0,052 0,075

9 0,007 0,013 0,01
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Como podemos observar na tabela para ambos os 6leos os resultados se
encontram abaixo dos limites preconizados pela ANVISA e o INMETRO 5% para os

DPR intra-dias e Inter-dias, considerando o método como preciso.

A exatidao é estabelecida mediante comparacéo com diferentes concentracdes
de analito, determinada pela relacdo entre a concentracdo meédia determinada
experimentalmente e a concentracéo tedrica. Os valores correspondentes podem ser

observados na Tabela 7 para eugenol e para o 6leo de alho na Tabela 8.

Tabela 7: Valores da concentracdo de eugenol, determinadas para avaliagdo da

exatidao.

[Eugenol] [Eugenol] % de [Eugenol] % de
tedrica obtida Recuperacéo obtida Recuperacgéo
(Mg/mL) (Lg/mL) (Mg/mL)

12 11,48 95,66 11,84 98,66
12 11,74 97,83 12,00 100,00
12 11,40 95,00 11,82 98,50
16 15,77 98,56 16,19 101,18
16 15,99 99,93 16,00 100,00
16 16,00 100,00 16,00 100,00
18 17,47 97,08 17,92 99,55
18 17,68 98,32 18,00 100,00
18 17,57 97,63 17,77 98,72
Media 97,77 99,62
DPR 1,605 0,81
Media (n18) 98,70
DPR (n18) 1,21

Tabela 8: Valores da concentracdo de 6leo de alho, determinadas para avaliagdo da

exatidao.
[Alho] [Alho] obtida % de [Alho] obtida % de
tedrica (ug/mL) Recuperacgéo (ug/mL) Recuperacéao
(Mg/mL)
3 0,3348 102,00 0,3425 103,99
3 0,3417 103,00 0,344 104,75
3 0,3404 95,00 0,3426 104,04
7 0,612 103,54 0,6101 103,12
7 0,6202 101,28 0,6149 104,17
7 0,6199 104,42 0,6183 104,92
9 0,7546 104,77 0,7528 104,44
9 0,7537 104,55 0,7534 104,55
9 0,7531 104,44 0,7536 104,55
Media 103,33 104,28

DPR 1,24 0,505
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Media (n18) 103,80
DPR (n18) 0,87

As instituicbes reguladoras estabelecem um intervalo de exatiddo entre um
intervalo de 95 a 105%. Os resultados obtidos encontram-se dentro do intervalo.
Sendo a porcentagem de recuperacédo para eugenol variou entre 96,38 a 99,62%, e
para o0 O6leo de alho a variacdo foi de 103,33 a 104,28 %, estando dentro das

especiacoes.

Outro parametro estudado foi a estimativa do limite de quantificacdo (LQ) e
deteccdo (LD) para os 6leos (Tabela, 9), determinados a partir de resultados obtidos

com regressoes lineares das curvas de calibracdo aplicadas as equacgdes 2 e 3.

Tabela 9: Limite de deteccéo e limite de quantificacdo dos métodos analiticos

para cada 6leo estudado.

Eugenol Alho
Limite de deteccao 0,159+ 0,15 0,187+ 0,07
(ng/mL)
Limite de quantificagcdao 0,530+ 0,23 0,625+ 0,19
(ng/mL)

De acordo com as especificacdes dos orgéos reguladores, ANVISA (2003) e
INMETRO (2011), os resultados obtidos para o método analitico foram considerados
satisfatorios, sendo considerado um método exato, preciso e linear, dentro do intervalo
de concentracdo estudado de 1 a 5 pg/mL, para eugenol e 5 a 10 pg/mL, para 6leo de

alho.

4.2. Caracterizacdo e estudo da estabilidade fisico-quimica das

nanoparticulas contendo eugenol e 6leo de alho

Para a caracterizacdo e determinagdo da estabilidade fisico-quimica foram
analisadas indice de polidispersao, diametro hidrodinamico (tamanho), pH, potencial
zeta, eficiéncia de encapsulacdo dos ativos nas nanoparticulas e concentracdo em
funcdo do tempo (0-90 dias). Como controles foram preparadas nanoparticulas de
zeina sem a adicdo dos compostos bioativos. Todas as formulagfes preparadas foram

armazenadas em frascos ambar e mantidas a temperatura ambiente.
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4.2.1. Diametro hidrodinamico e polidisperséo

O tamanho e indice de polidispersdao séo influenciados por numerosos
parametros como: meétodo de preparo, hatureza e concentracdo de tensoativos, 6leos
e solventes, indicando a distribuicdo de tamanho. O estudo destes parametros é
importante porque pode indicar se as suspensdes coloidais estdo sedimentando ou
precipitando, auxiliando na compreensao da estabilidade (CHOUINARD et al., 1991,
MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003).

O diametro hidrodinamico (nm) foi analisado a fim de determinar o tamanho das
nanoparticulas em funcdo do tempo (90 dias). A figura 9 apresenta o diametro
hidrodinAmico em (nm) para as nanoparticulas de zeina carregadas com os diferentes
oleos, utilizando como agente estabilizante o tensoativo Pluronic F-68. No tempo
inicial as nanoparticulas de zeina apresentaram um diametro hidrodinamico de 140
nm enquanto que as formula¢des contendo, eugenol, 6leo de alho e eugenol/6leo de

alho apresentaram diametro médio de 183, 145, 146 nm.

Figura 9. Diametro hidrodinamico (tamanho) das nanoparticulas de zeina sem ativo
(NP), e nanoparticulas contendo eugenol (NPE), com éleo de alho (NPA) e com os
dois 6leos eugenol e 6leo de alho (NPEA), em fungéo do tempo (90 dias). As medidas
foram realizadas em triplicata (n=3). Foi considerada com uma significancia p<0,05
para as diferencas estatisticas observadas entre os grupos onde: a) representa
variacao significativa entre os grupos em funcdo do tempo em relacdo ao controle no
tempo zero, b) comparagcdo com o tempo 7 dias, ¢) comparacdo com o tempo 15 dias,
d) comparacédo com o tempo 30 dias, e comparacao com o tempo 60 dias.
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Todas as formulacdes apresentaram alteracdo significativa no diametro médio
apoés 7 dias de armazenamento. Com 90 dias de armazenamento as nanoparticulas
de zeina controle (NP) apresentaram diametro médio de 303 nm enquanto que as
formulacdes contendo, eugenol, 6leo de alho e eugenol/éleo de alho apresentaram
didmetro médio de 280, 284, e 247 nm, respectivamente. Resultados semelhantes
foram encontrados por Zou et al., (2012), os quais, prepararam nanoparticulas de
zeina contendo timol através do método liquido-liquido, sendo que estas
apresentaram um tamanho de 269,4 nm.

Dentre todas as nanoformulagcdes preparadas, observou-se que as
nanoparticulas de zeina controle (NP) foram as que mais apresentaram aumento do
diametro médio em funcao do tempo de armazenamento quando comparadas com as
nanoformulac¢des contendo eugenol, 6leo de alho ou os dois juntos. De acordo com
Da Rosa et al., (2015b) este menor aumento do diametro médio para as
nanoparticulas contendo os bioativo € devido a maior associagdo destes com o
tensoativo Pluronic F-68, resultando em maior estabilidade das nanoparticulas.

Outro parametro avaliado foi o indice de polidispersédo (Figura 10), o qual esta
relacionado com a distribuicdo de tamanho médio das nanoparticulas, valores abaixo
de 0,2 indicam uma boa estabilidade do sistema coloidal e um faixa estreita de
tamanho (MOHANRAJ; CHEN; OTHERS, 2006). As nanoparticulas de zeina controle
(NP) apresentaram um valor médio de 0,185+0,004 no tempo inicial e ap6s 30 dias de
armazenamento houve aumento significativo (p<0.05) do indice de polidispersao, o
que pode ser um indicativo da formacdo de agregados. Os dados de indice de
polidispersdo para as nanopatrticulas de zeina controle (NP) corroboram com os dados
de diametro médio (Figura 9), cujo qual, demonstrou um aumento do diametro médio
apos 30 dias de armazenamento. As nanoparticulas contendo eugenol apresentaram
indice de polidispersdo de 0,127+0,005 no tempo inicial, apresentando aumento
gradativo até 30 dias de armazenamento, onde atingiu um valor de 0,301+0,02, ap6s
este periodo ndo foram observadas alteracdes significativas até os 90 dias de
armazenamento. Ja as nanoparticulas contendo 6leo de alho apresentaram no tempo
inicial indice de polidisperséo de 0,133+0,01 e ap0s sete dias de armazenamento se
observou um aumento significativo para este parametro (0,220+0,02) e permaneceu
praticamente sem alteracdes até 60 dias de armazenamento e posteriormente houve
novo aumento do indice de polidisperséo, chegando ao valor de 0,298 + 0,01 com 90

dias de armazenamento. As nanoparticulas contendo ambos os 0leos apresentaram
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comportamento semelhante ao observado para as nanoparticulas contendo apenas
alho, onde houve aumento significativo apdés 7 dias, seguido por um periodo onde
houve pequenas alteracdes na polidispersdo e com 90 dias de armazenamento um
novo aumento significativo quando comparado com o valor observado para 7 dias de
armazenamento. Os resultados de diametro médio (Figura 9) e indice de polidisperséo
(Figura 10) evidenciaram que todas as nanoparticulas apresentaram variacdes no
deslocamento e intensidade, evidenciando alteracées na polispersdo das particulas.
Demostrando com issto a possivel formacdo de agregados ou a presenca de fracbes

nao soluveis apos 30 e 60 dias de armazenamento, respectivamente.

Figura 10. Valores de polidispersédo avaliados em funcdo do tempo para as
nanoparticulas de zeina sem ativo (NP) e nanoparticulas com eugenol (NPE), com
Oleo de alho (NPA) e com mistura de eugenol e 6leo de alho (NPEA). Valores
expressos como média de trés determinacfes. Foi considerada uma significancia
p<0,05 para as diferencas estatisticas observadas entre 0s grupos onde: a) representa
variacao significativa entre os grupos em funcdo do tempo em relacdo ao controle no
tempo zero, b) comparagdo com o tempo 7 dias, ¢) comparagdo com o tempo 15 dias,
d) comparagédo com o tempo 30 dias, e comparacao com o tempo 60 dias.
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4.2.2. Concentracdo e tamanho das nanoparticulas (Rastreamento de
Nanoparticulas)

A técnica de rastreamento de nanoparticulas ou também conhecida como
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), foi utilizada para caracterizar as formulacdes

de nanoparticulas de zeina contendo eugenol e 6leo de alho. Esta técnica analisa
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simultaneamente nanoparticulas em suspensoées liquidas, distribuicdo e concentracao
de tamanho em tempo real (GROSS et al.,, 2016). O NTA é capaz de medir com
precisdo uma amostra de particulas polidispersa (ENJETI et al., 2016). Neste estudo
a técnica NTA foi utilizada para complementar os resultados obtidos pela técnica DLS.
A Figura 11 traz o didmetro hidrodindmico (nm) para as nanoparticulas de zeina
contendo os diferentes 0leos.

Figura 11. Diametro médio (nm) pela técnica de NTA para as nanoparticulas de zeina
sem ativo (NP) e nanoparticulas contendo eugenol (NPE), com 6leo de alho (NPA) e
com mistura de eugenol e 6leo de alho (NPEA), em funcéo do tempo (90 dias). As
medidas foram realizadas em triplicata (n=9). Foi considerada com uma significancia
p<0,05 para as diferencas estatisticas observadas entre os grupos onde: a) representa
variacao significativa entre os grupos em funcéo do tempo em relacdo ao controle no
tempo zero, b) comparagcdo com o tempo 7 dias, ¢) comparacdo com o tempo 15 dias,
d) comparacédo com o tempo 30 dias, e comparacao com o tempo 60 dias.
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As nanoparticulas de zeina controle (NP) apresentaram diametro médio de
132,5+£1,8 nm no tempo zero e assim como observado pela técnica de DLS houve
aumento significativo do didametro médio em funcdo do tempo, apds 90 dias de
armazenamento o diametro médio destas nanoparticulas chegou a 323,5+4,6 nm. As
nanoparticulas contendo eugenol, o0leo de alho e a mistura dos dois Oleos
apresentaram no tempo inicial, diametro médio de 189,7+4 nm, 151,2+2,1 nm e
150,7+1,9 nm, respectivamente. Todas as nanoparticulas contendo bioativo
apresentaram aumento significativo no diametro médio ap6s 7 dias de
armazenamento, exceto a nanoparticula contendo a mistura dos dois Oleos, em que

houve aumento significativo apenas apos 15 dias de armazenamento. Assim como
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observado pela técnica de DLS (Figura 9) a técnica de NTA também evidenciou um
maior aumento do didmetro médio apos 60 dias de armazenamento para todas as
nanoparticulas, indicando a formacdo de agregados. Observa-se que o diametro
meédio das nanoparticulas, determinados por ambas as técnicas, se apresentaram
bastante semelhates. Além do didmetro médio a técnica de NTA foi empregada para
medir a concentracdo de nanoparticulas. A Figura 12 mostra o grafico de
concentracdo da NPZ, NPE e NPA, em funcéo do tempo determinado pela técnica de

rastreamento de nanoparticulas (NTA).

Figura 12. Concentracdo das nanoparticulas pela técnica de NTA para as
nanoparticulas de zeina (NP) e nanoparticulas com eugenol (NPE), com 6leo de alho
(NPA) e com mistura de eugenol e 6leo de alho (NPEA), em funcdo do tempo (90
dias). As medidas foram realizadas em triplicata (n=9). Foi considerada com uma
significancia p<0,05 para as diferencas estatisticas observadas entre os grupos onde:
a) representa variacao significativa entre os grupos em funcéo do tempo em relagéo
ao controle no tempo zero, b) comparagcéo com o tempo 7 dias, c) comparagdo com o
tempo 15 dias, d) comparacdo com o tempo 30 dias, e comparacdo com o tempo 60
dias.

5.0x10 24
1 Odias
4.0x1012- L [ 7 dias
E i | = 15 dias
@ 3.0x10"24 i i @ 30 dias
3 i 3 B 60 dias
S 2.0x1024
Tt~ - 2 b g EE 90 dias
o ac, e by 2 ¢
1.0x10'24||2 @ 24 ¢ ’ !
Tk L0 AR LA
0 i

< % - &
S & & &

De acordo com a figura 12 observa-se que a concentracdo das
nanoparticulas de zeina controle, contendo eugenol, com 6leo de alho e com a mistura
dos 6leos no tempo inicial foi de 1,49x10'2+4,23x10%0; 3,55x1012+1,98x10%!; 3,82x10*2
+1,32x10% e 1,39x10%%+5,59x10! particulas/mL, respectivamente. Para todas as
nanoformulacdes preparadas contendo ou ndo os bioativos foi observada uma
diminuicao significativa da concentracdo das nanoparticulas em funcdo do tempo de

armazenamento. A diminuicdo na concentragdo das nanoparticulas € um forte
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indicativo de formacéo de agregados, uma vez que, no processo de agregacdo ha
uma diminuigdo na concentracao devido a juncao de varias nanoparticulas resultando
em aumento do diametro médio, o que foi comprovado pelas técnicas de DLS e NTA,

bem como aumento do indice de polidisperséao.

4.2.3. Potencial zeta

Outro parametro analisado foi o potencial zeta das nanoparticulas (Figura 13).
Este parametro pode ser influenciado pela composicdo das nanoparticulas e de
acordo com a literatura, sistemas coloidais com potencial de + 30 mV sao
considerados estaveis, diminuindo processos de agregacdo (MOHANRAJ; CHEN;
OTHERS, 2006). As nanoparticulas de zeina controle apresentaram um potencial
zeta de -30,9+0,30 mV enquanto que as nanoparticulas contendo eugenol, 6leo de
alho e mistura dos dois Oleos apresentaram potencial zeta no tempo inicial de -
30,4+0,95; -36,0+£1,96 e -27,5+0,4 mV. Para todas as nanoformulacdes, exceto para
as nanoparticulas contendo 6leo de alho, foram observadas mudancas significativas
no potencial zeta em fungéao do tempo de armazenamento. Entretanto, vale ressaltar
que estas nanoparticulas foram preparadas empregando-se Pluronic F-68 como
tensoativo, o0 qual, apresenta mecanismo de estabilizacdo por impedimento estérico,
ou seja, este tipo de tensoativo fica na superficie das nanoparticulas. Desta forma a
estabilizacdo eletroestatica ndo é o principal mecanismo de estabilizacdo destes
sistemas coloidais, porém, o valor de potencial zeta negativo reflete as caracteristicas
das nanoparticulas (DA ROSA et al., 2015b; MARIN; BRICENO; CABALLERO-
GEORGE, 2013). Resultados semelhantes foram observados por Da Rosa et al.,
(2015) o qual mostrou que tensoativos ndo idnicos diminuem a taxa do potencial zeta
atribuido a uma dada particula e que estes tensoativos proporcionam uma
estabilidade devido ao impedimento estérico gerado pela presenca destes na

superficie.

Figura 13. Valores de potencial zeta (mV) para as nanoparticulas de zeina (NP) e
nanoparticulas com eugenol (NPE), com 6leo de alho (NPA) e com mistura de eugenol
e Oleo de alho (NPEA) em funcao de 90 dias. Valores expressos como média de trés
determinacdes. Foi considerada uma significancia p<0,05 para as diferencas
estatisticas observadas entre 0os grupos onde: a) representa variacdo significativa
entre 0s grupos em fungdo do tempo em relacdo ao controle no tempo zero, b)
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comparacao com o tempo 7 dias, ¢) comparagcdo com o tempo 15 dias, d) comparacéo
com o tempo 30 dias, e comparacdo com o tempo 60 dias.
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4.2.4. Avaliacdo de alteracdes do pH

Outro parametro de estabilidade analisado foi o pH (Figura 14). As
nanoparticulas controle de zeina apresentaram pH de 4,46+0,01 no tempo inicial e
com 60 dias de armazenamento houve aumento significativo do valor de pH para
4,75+0,05. As nanoparticulas contendo eugenol e mistura dos dois Oleos
apresentaram no tempo inicial pH de 3,75+0,01 e 3,92+0,06 e um aumento
significativo do pH apds 15 dias de armazenamento, enquanto que as nanoparticulas
contendo 6leo de alho apresentaram-se mais estaveis quando comparada com as
outras nanoparticulas contendo 6leos, apresentando-se estaveis até 30 dias de
armazenamento, e posteriormente também tiveram aumento significativo do pH. O
aumento do valor de pH influencia na formacéo de agregados e precipitacdo das
nanoparticulas devido a desestabilizacdo nas cargas da proteina zeina. Desta forma,
os dados de pH corroboram com os dados de diametro médio, mais uma vez
evidenciando a formacdo de agregados. Hu e Mcclements, (2014) prepararam
nanoparticulas de zeina pelo método de precipitacdo por anti-solvente e avaliaram a
influéncia da mudanca do pH na estabilidade das nanoparticulas. Os autores
relataram que na faixa de pH entre 4,0-4,5 as formulagbes apresentaram um pequeno
aumento na turbidez o que é indicativo que algumas particulas estdo se agregando

nesta faixa de pH. Na faixa de pH 5,0 e 6,5 houve aumento de aproximadamente 100
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nm no didmetro das nanoparticulas enquanto que na faixa de pH 5.5 e 6.0 houve um

grande aumento no didmetro médio das nanoparticulas e sedimentacdo das mesmas.

Figura 14. Perfil do pH das formulacdes de nanoparticulas de zeina (NP) e
nanoparticulas com eugenol (NPE), com 6leo de alho (NPA) e com mistura de eugenol
e Oleo de alho (NPEA) em funcéo do tempo (90 dias). As medidas foram realizadas
em triplicata. Foi considerada uma significancia p<0,05 para as diferencas estatisticas
observadas entre 0s grupos onde: a) representa variacao significativa entre os grupos
em funcdo do tempo em relacdo ao controle no tempo zero, b) comparacdo com o
tempo 7 dias, ¢) comparacdo com o tempo 15 dias, d) comparacdo com o tempo 30
dias, e comparacdao com o tempo 60 dias.
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4.2.5. Eficiéncia de encapsulacao

Através da eficiéncia de encapsulacéo, determina-se a quantidade de bioativo
encapsulado pela nanoparticula. Caracteristicas fisico-quimicas podem influenciar na
guantidade de bioativo associado ao sistema nanoparticulado (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

A Figura 15 mostra a eficiéncia de encapsulacdo (%) do eugenol e 6leo de alho
nas nanoparticulas de zeina em funcdo do tempo. A fim de avaliar a eficiéncia das
nanoparticulas em proteger os 6leos contra degradacéo, foram preparadas emulsdes
de eugenol com Pluronic F-68 (PLUE) e 6leo de alho com Pluronic F-68 (PLUA). Todas
as amostras possuiam a mesma concentragéo inicial de ativo (5 mg/mL). No tempo

inicial 91,2+9,9 % do eugenol estava presente na emulséo e apés 90 dias houve uma
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reducdo para 25,9+0,01%. J& para o PLUA no tempo inicial 96,5+0,01 % estava
presente na emulsdo e apds 90 dias reduziu para 88,5+0,03 %. Para o sistema
nanoparticulado contendo eugenol e 6leo de alho a eficiéncia de encapsulacédo no
tempo inicial foi de 99,1+0,01 % e 99,9+0,01 %, respectivamente e apds 90 dias de
armazenamento houve uma reducéo de 16,9 % para o eugenol e 4,4 % para o 6leo
de alho. Em ambos os sistemas preparados (nanoparticulas e emulsdo) observa-se
gue o eugenol apresenta uma maior perda em funcdo do tempo de armazenamento,
caracteristica esta que pode ser atribuida a maior volatilidade quando comparada com
0 Oleo de alho. Isto se deve principalmente a caracteristica de cada composto, sendo
que o Oleo essencial de alho e uma mistura complexa de compostos bioativo, e
eugenol e um composto bioativo isolado, desta maneira a sua volatilizacdo é mais
rapida (FRANS et al., 2011).Desta forma, as nanoparticulas de zeina mostram-se
eficazes para reduzir as perdas dos compostos bioativos, como por exemplo,
volatilizacéo e fotodegradacao, resultando em aumento da atividade biolégica destes
compostos quando os mesmos forem aplicados para o controle de doencas em peixes
(PARRIS; COOKE; HICKS, 2005; ZHONG; TIAN; ZIVANOVIC, 2009). Umas das
vantagens da encapsulacdo de 6leos essenciais e que melhora na estabilidade de
compostos aromaticos, aumenta a solubilidade em &gua e poderia ser uma via eficaz
de entrega em aplicacdes in vivo (FRANZ; BASER; WINDISCH, 2010).

Figura 15. Eficiéncia de encapsulacdo (%) dos 6leos nas nanoparticulas de zeina e

acompanhamento em funcdo do tempo (90 dias), determinacdo em triplicata (n=3).
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Espectroscopia naregido do infravermelho

A Espectroscopia IV ou espectroscopia na regido do infravermelho com
(FTIR),

mede movimentos vibracionais, 0s quais

correspondem a niveis de energia do atomo ou molécula. Com o propdésito de observar

possivel interacdo com os diferentes 6leos e as nanoparticulas foram coletados

espectros na regido do infravermelho. A Tabela 10 descreve as principais bandas de

absorcdo para os constituintes das particulas. A Figura 16 mostra os componentes

das nanoparticulas (zeina e pluronic F-68) e dos carreadores contendo ou ndo o0s

compostos bioativo.

Tabela 10. Principais bandas de absorcdo das substancias zeina, Pluronic F-68,

eugenol e 6leo de alho.

Zeina

Pluronic F-68

Oleo
de alho

Eugenol

Banda
2820-3089 cm?

1658 cmt

1550 cmt

1790-1600 cmt

3200 cm™t?
1600-955 cm™?
1700 cm™t?

3200-2900 cm*

1640 cm1t
1500-1100 cm™
980-900 cm?

800-700 cmt
3500-3200 cm?

3000-3050 cm™?
1600-1500 cm?

1455-1360 cm?

Observacéao

Estiramento das ligag6es OH e C-H dos grupos funcionais
CHs e =CHz correspondentes a acidos graxos e
aminoécidos

Ligacdo Amida I, devido ao estiramento C=0

Amida Il vibracdo do grupo N-H e estiramento do grupo
C-N

Estiramento do grupo amida C-O acoplado ao enlace do

grupo N-H, estas vibracdes indicam a presenca das
estruturas secundarias a e .

Vibracdes do estiramento C-H
Alongamento simétrico e assimétrico da estrutura C-O
Pico do grupo C=0

Estiramento assimétrico da ligacdo C-H e simétrico da
dupla =CH:2

Ligacao dupla do grupo alil C=C
Estiramento do grupo CH2 e OH
Ligacao dupla =CH>

Alongamento da ligacdo C-S
Alongamento do grupo fenol CO—H

Alongamento do grupo C=C—H

Alongamento do grupo aromatico C=C
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Dobragem simétrico e assimétrico do grupo -CHz e -
CHa2-

995-917 cm1
Dobragem do grupo vinilo C=CH>

No espectro da proteina zeina (Figura 16-A), se observa a presenca das
principais bandas, onde a faixa compreendida entre 2820 a 3089 cm™, séo atribuidas
ao estiramento das sobreposi¢cdes das ligagcdes C-H e OH, dos grupos funcionais CHs
e =CH: (4cidos graxos e aminoacidos). A banda na regido 1658 cm bandas intensas,
atribuidas a amida | devido ao estiramento da ligacdo C=0. Amida Il na regiao 1550
cmt indicam vibragGes de estiramento do grupo N-H e estiramento do grupo C-N,
nesta regido também se faz presente estiramentos por vibracdes dos grupos
carbdxilos. Na regido 1790-1600 cm, ha bandas correspondente a amida,
predominantes lipideos e proteinas, bandas com vibracdes do grupo C-O acoplado ao
enlace do grupo N-H, estas indicam a presenca das estruturas secundarias de a-zeina
e B-zeina.

No espectro do tensoativo Pluronic F-68 (Figura 16-B) a regido 3200 cm™ é
atribuida as vibracdes de estiramento dos grupos C—H, nas regides 1600 e 955 cm™
sao picos caracteristicos as vibracfes de alongamento simétrico e assimétrico da
estrutura C-O pertencente a grupos éter. A banda 1700 cm ! é atribuida ao

estiramento do grupo C=0. O pico em torno de 1280 cm ! pertence ao grupo —CHz—

No 6leo de alho (Figura 16-C) podem-se destacar as bandas dentro da regido
3200 cm* atribuido ao estiramento assimétrico do grupo C—H, na regido de 1600-955
cm? pode ser atribuido ao alongamento assimétrico das ligacdes C-H, a banda na
regido 1640-1700 cm™ é atribuida a vibracéo da ligacdo dupla no grupo alil C=C, a
regido de 1490 cm é caracteristica do grupo OH, as bandas em 1400 e 1107 cm™
sdo atribuidas ao estiramento do grupo CHoa.
No espectro do eugenol (Figura 16-D) pode-se observar o a regido 3530-3200
cm™ a qual é atribuida ao estiramento axial de OH e alongamento do grupo fenol O—
H e da dupla C=C-H, as bandas na regido de 1600-1500 cm associados ao
estiramento C=C do anel aromatico, na regido 1455-1360 cm é atribuida a dobragem
simétrica e assimétrica do grupo —CHs e —CH2, enquanto que na regiao de 995 e 917
sao atribuidos ao estiramento do grupo vinilo e —C=CHo..
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No espectro das nanoparticulas de zeina controle (Figura 16-E) ha um
alongamento e algumas altera¢cdes nas formas das bandas na faixa de 2820-3089 cm-
1, da sobreposicéo do grupamento OH e CH e a ligacdo de hidrogénio, que pode estar
atribuido a presenca de agua, a regido de 1700-1550 cm™ é correspondente a amidas
| e Il, atribuidas ao estiramento intenso nas formas de bandas, assim como um
estiramento dos grupos C-O, unido a uma dobragem da uni&do N-H, na banda 1498
cm? corresponde a altas interacdes eletrostaticas entre os grupos carboéxilos
presentes no tensoativo Pluronic F-68. O espectro para a formulacdo de
nanoparticulas de zeina carreada com 6leo de alho (Figura 16-F), e possivel observar
naregido 3315 cm a sobreposicdo do grupo NH e OH, na regido 1101 cm e possivel
identificar com menor intensidade o grupo alil da ligacdo dupla C=C, assim como o
agrupamento C-S-C por volta de 950 cm™, bandas caracteristicas do 6leo de alho. O
espectro para a formulagdo da nanoparticulas de eugenol (Figura 16-G) é possivel
observar a presenca de bandas caracteristicas do grupo ester aroméatico e C-vinilo,
presentes no eugenol em torno de 910 cm*. As interacdes da zeina (amida | e ), sdo
visiveis também para as nanoparticulas de eugenol (NPE) e nanoparticulas de 6leo
de alho (NPA) (Figura 16-F e G). O alongamento intenso das bandas da zeina com
(OH), correspondente aos grupos fendlicos do eugenol e alho.

Figura 16. Espectros de infravermelho para: A) Zeina pura; B) Pluronic F-68; C) Oleo
essencial de alho; D) Eugenol; E) Nanoparticulas carregadas com zeina; F)
Nanoparticulas carregadas com 6leo essencial de alho; G) Nanoparticulas carregadas
com eugenol. Os espectros foram analisados em um equipamento de refletancia total
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atenuada (ATR), com um total de 32 acumulacfes na faixa de frequéncia de 400 a
400 cm-1. As setas indicam em cada espectro as principais bandas de absorcao

M
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4000 1500 3000 2500 2000 1500 1000

Mimem deonda (om’)

4.4. Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial

As analises de calorimetria diferencial exploratéria foram realizadas para
caracterizar e observar a interacao do eugenol e 6leo de alho com as nanoparticulas
de zeina. Os resultados sdo apresentados na figura 17, onde os termogramas indicam
o fluxo de calor (W/g) em fun¢éo da temperatura (°C). Estas andlises foram realizadas
para os constituintes das particulas (zeina e pluronic F-68), formulacbes e mistura

fisica.

A zeina em po figura 17-A apresenta um pico endotérmico pouco visivel em
78,3 °C, isso pode estar relacionado com a degradacéo da proteina. Segundo Luo;
Teng; Wang, (2012), os picos caracteristicos da zeina pura se encontram em 73,2 °C,

sendo que este pico poderia estar associado a evaporacdo de agua das moléculas de
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zeina. O termograma para o tensoativo Pluronic F-68 (Figura 17-B) pode-se observar
apenas um pico endotérmico em 58,6°C, correspondente ao ponto de fusdo (CHEN,
XIANGNING et al., 2017). Na mistura fisica de eugenol/zeina/Pluronic F-68 (Figura
17-C) pode-se observar no comec¢o uma transicao vitrea (Tg) acompanhada de uma
mudanca de capacidade calorifica (CP), isto acontece pelos movimentos dos
segmentos das cadeias, se faz visivel um pico endotérmico amplo em 119 °C o qual
pode estar relacionado com a volatilizacdo do ativo. A mistura fisica de 6leo de
alho/zeina/Pluronic F-68 (Figura 17-D) mostra o pico endotérmico de fusdo 6leo de
alho com uma diminuicdo de temperatura de 58 a 48°C. No termograma do eugenol
(Figura 17-E) e do 6leo de alho (Figura 17-F) observa-se a presenca de um pico
endotérmico amplo em 122°C e 188°C, respectivamente, provavelmente relacionados
a degradacéo e volatilizacao dos ativos.

No termograma das nanoparticulas contendo eugenol (NPE), mostra um pico
endotérmico de fusdo do Pluronic F-68, com um deslocamento e diminuicdo da
temperatura, de 58,6 ° para 47°C, isto se deve a uma maior estabilizacdo do eugenol
nas nanoparticulas. Para a formulacao de nanoparticulas contendo 6leo de alho (NPA)
€ possivel observar o pico caracteristico de tensoativo Pluronic F-68, sendo que houve
diminuicdo na temperatura de aparecimento do mesmo. A redugéo da temperatura de
fusdo pode indicar a reorganizacdo estrutural dessa matriz com moléculas
hidrofébicas, também pode ser indicativo da interacdo dos ativos, evidenciando que
0s Oleos e a proteina zeina estdo molecularmente dispersos na matriz. Desta maneira,
através dos resultados apresentados tanto para FTIR (Figura 16) como para DSC
(Figura 17), acredita-se que ocorreram interacdes entre a matriz proteica (zeina) e os

6leos essenciais.
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Figura 17. Termogramas de calorimetria diferencial exploratéria para: A) Zeina; B)
Pluronic F-68; C) Mistura Fisica- Eugenol; D). Mistura fisica de 6leos essencial de
alho; E) Eugenol; F) Oleo de alho; G) Nanoparticulas de zeina contendo eugenol -
NPE; H) Nanoparticulas de zeina contendo 6leo de alho — NPA.
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4.5. Cinética de liberacdo do eugenol das nanoparticulas

O ensaio de liberacdo do eugenol das nanoparticulas de zeina (NPE) foi
realizado utilizando a metodologia proposta no item 3.8. Neste as amostras foram
analisadas por CLAE e os resultados das areas foram convertidos em porcentagem
de liberagdo em funcdo do tempo (horas). Nao foram realizados ensaios de
nanoparticulas contendo 6leo de alho pois o tensoativo interferiu na quantificacédo por

espectrofotometria.

Na Figura 18 é possivel observar o perfil de liberacdo de eugenol através das
nanoparticulas de zeina. O perfil de liberacdo do eugenol a partir das nanoparticulas
de zeina mostrou uma rapida liberagcdo nos primeiros 45 minutos de experimento,
onde aproximadamente 49,2 + 4,3 % do ativo foi liberado e apds este periodo, a
liberacdo passa a ser mais lenta. A liberacdo méxima foi em torno de 65,6 + 0,89 %

em aproximadamente 150 minutos de experimento.
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Figura 18. Perfil de liberacdo do eugenol das nanoparticulas de zeina (NPE). Ensaios
realizado a 25 °C e valores expressos como a meédia de trés experimentos (n=3).
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Parris; Cooke; Hicks, (2005) prepararam nanoesferas de zeina por separagao
de fases contendo 6leo de orégano e avaliaram o potencial destas nanoparticulas em
liberar de forma sustentada esses Oleos essenciais a fim de maximizar a acéo
antimicrobiana dos mesmos. O ensaio de 6leo de orégano foi realizado em tampéao
fosfato salino pH 7,2 com ou sem a adicdo de etanol. Apds 24 h para o sistema
contendo etanol 83% do 6leo foi liberando enquanto que o sistema sem adi¢do de
etanol apresentou liberacdo de 61% no mesmo periodo de tempo. Durante as
primeiras 4 horas em torno de 60% do 6leo foi liberado a uma taxa constante enquanto

gue nas outras 20 horas subsequente a liberacdo ocorreu numa taxa mais baixa.

Marini et al. (2014) prepararam nanoparticulas de zeina para encapsular e
liberar terpinen-4-ol pelo método de precipitacdo por anti-solvente. O composto
bioativo foi encapsulado sozinho e na presenca de melhoradores de penetracdo na
pele, tais como, acido oleico, propilenoglicol e R-(+)-limoneno. As nanoparticulas
contendo apenas zeina e o composto bioativo apresentaram liberacédo de 55,9% em
7 horas de experimento, enquanto que as nanoparticulas preparadas com acido oleico
e limoneno apresentaram no mesmo periodo de tempo liberacédo de 36,5% e 27,8%,

respectivamente. As nanoparticulas contendo propilenoglicol apresentaram a menor
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porcentagem de liberacao (19,6%) quando comparado com as outras nanoparticulas

no mesmo periodo de tempo.

Os resultados obtidos neste estudo, corroboram com os descritos nos trabalhos
em literatura, uma vez que as nanoparticulas de zeina modularam o perfil de liberacéo
do eugenol. Em nosso estudo, o eugenol atingiu 60 % de liberacdo com cerca de 100
minutos. Portanto, destaca-se que foi utilizado nos experimentos 5% de DMCO, o que
contrubuiu para uma liberacdo mais rapida em comparacao aos estudos descritos.

A fim de compreender o mecanismo de liberagdo do eugenol através da
nanoparticulas de zeina, foram aplicados diferentes modelos matematicos (Ordem
zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas). A Tabela 11 e a Figura 18,
mostram o0s ajustes para os diferentes modelos avaliados: ordem zero, primeira
ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas. Foi usada regresséo linear a fim de calcular o

coeficiente de correlagéo (r) a constante de liberagéo (k).

Tabela 11. Coeficiente de correlacdo (r?) para os diferentes modelos matematicos

estudos para liberacdo do eugenol nas nanoparticulas de zeina

Ordem-Zero Primeira-Ordem Higuchi Korsmeyer-Pepas
Nanoparticulas  k (h') r k (hY) R k(h2) r k(h?) n r
Zeina 0,3315 0,7845 0,003 0,7072 5,539 0,8971 2,036 0,533 0.9424

Levando em consideracdo o perfil de liberacdo do eugenol a partir das
nanoparticulas de zeina, observa-se que o modelo mateméatico que melhor se ajustou
ao perfil de liberacéo foi o modelo de Korsmeyers-Peppas. Este modelo considera que
a liberagdo do eugenol obedece a Lei de Fick ou € decorrente de fendbmenos de
relaxamento (transporte Caso Il). De acordo com o valor de n obtido (0,533) o que é
indicativo de cinética de transporte anémalo, ou seja, a combinacdo dos mecanismos
de difuséo e transporte de Caso Il (DASH et al., 2010; SIEPMANN; PEPPAS, 2011).
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Figura 19. Ajustes matematicos para os diferentes modelos mateméticos estudados

para a liberacdo do eugenol nas nanoparticulas de zeina. A) ordem zero; B) primeira

ordem; C) Higuchi e D) Korsmeyer-Peppas.
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Marini et al., (2014) aplicaram quatro modelos mateméaticos: ordem zero,

primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas sobre a liberacdo de terpinen-4-ol. De

acordo com os autores, o modelo que mais se ajustou a liberacao do terpinen-4-ol foi

o modelo de ordem zero, entretanto, o modelo de Korsmeyer-Peppas também

apresentou valores de r de aproximadamente 0,99, ou seja, também se ajustando ao

perfil de liberacdo do terpinen-4-ol. Na auséncia de melhoradores de penetracdo na

pele a liberagéo do terpinen-4-ol foi proximo de 1, indicando que a liberagéo obedece

a cinética de ordem zero enquanto que a liberacdo a partir das nanoparticulas

contendo agentes melhoradores de penetracdo na pele ficaram entre 0,75-0,83 isto €

indicativo de transporte andmalo, envolvendo difusdo e relaxamento das cadeias

poliméricas.
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4.6. Microscopiade forca atdmica

A técnica de microscopia de forca atdmica foi utilizada para analisar a
morfologia das nanoparticulas de zeina (NPE, NPA e NPEA). A partir da figura 20 se

pode verificar os aspectos morfolodgicos das nanoparticulas contendo os 6leos.

Figura 20. Micrografias das nanoparticulas de zeina contendo A) eugenol, B) 6leo de

alho e C) mistura de eugenol e éleo de alho.

Para todas as nanoformulacdes analisadas observou-se que as nanopatrticulas
apresentam geometria esférica. As nanoparticulas contendo eugenol (Figura 20-A),
6leo e alho (Figura 20-B) e a mistura dos dois Oleos (Figura 20-C) apresentaram
didmetro médio de 200,0£54,9 nm; 300,0+50,32 nm e 330,0£40,12 nm,
respectivamente. Para a andlise de distribuicdo de tamanho foram consideradas 20
particulas, desta forma, o didametro médio obtido por esta técnica foi um pouco superior
do que didmetro determinado pelas técnicas de DLS e NTA. Essa diferenca pode ser
explicada pela polidispersividade dos sistemas bem como pelo niumero reduzido de
nanoparticulas que foram consideradas para mensurar a distribuicdo de tamanho por

esta técnica.

Técnica semelhantes foram observados por Chen, Huaigiong; Zhong, (2015)
gque empregaram a técnica de microscopia de forca atbmica para caracterizar
nanoparticulas de zeina estabilizadas com goma arabica contendo Oleo essencial de
horteld-pimenta. Os resultados desse estudo mostraram que as nanoparticulas

apresentaram uma morfologia esférica com diametro médio de 128,7+37,4 nm.
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4.7. Ensaio de disco de difusao

A técnica de ensaio de disco de difusdo determina o potencial antimicrobiano
da substancia em questédo. Neste trabalho os testes foram realizados com 3 diferentes
tipos de bactérias responsaveis por infeccdo em peixes (Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella tarda e Streptococcus iniae), sendo a substancia testada nanoparticulas
contendo eugenol e 6leo de alho, denominadas NPE, NPA e NPEA e em forma de
emulsdo utilizando o tensoativo pluronic (PLUE, PLUA e PLUEA) Figura . Como
controles foram utilizadas as nanoparticulas sem ativo (NP), solucdo de pluronic
(PLU), assim como um controle positivo de Sulfato de Neomicina (Bacter - Labcon®)
na concentracdo de uso (0,021 mg/mL) e dez (0,210 mg/mL), vinte e cinco (0,525

mg/mL) e cinquenta (1,050 mg/mL) vezes maior que a concentracédo de uso.

Figura 21. Respresentacédo esquematica de como foram mostadas as placan com os
diferentes tratamentos

S. Neomicina
(0,021 mg/mL) S. Neomicina
(0,210 mg/mL)

PLUEA-NPEA ;
’

PLUE-NPE S. Neomicina

(0,525 mg/mL)

S. Neomicina
(1,050 mg/mL)

Os resultados dos testes mostraram que o0 antibidtico (controle positivo de
Sulfato de neomicina) apresenta atividade proporcional as concentracdes testadas
(Figura 21). As amostras contendo eugenol e mistura de eugenol e alho de d4leo
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encapsulados apresentaram atividade, assim como as formas de emulsdo com

pluronic (Figura 21).

Figura 22. Placas de Aeromonas hydrophila (A), Edwardsiella tarda (B) e
Streptococcus iniae (C) expostas as amostras. As placas Al, B1 e B2 referem-se a:
1. Sulfato de Neomicina 0,021mg/mL, 2. 0,210 mg/mL, 3. 0,525 mg/mL, 4. 1,050
mg/mL, 5. PLUE, 6. PLUEA e 7. PLU. As placas A2, B2 e C2 referem-se a: 1. Sulfato
de Neomicina 0,021mg/mL, 2. 0,210 mg/mL, 3. 0,525 mg/mL, 4. 1,050 mg/mL, 5. NPE
(5 mg/mL), 6. NPAE (5 mg/mL) e 7 NP.

Emulsdo _
Aeromonas hydrophila Edwardsiella tarda Streptococcus iniae

Em geral a atividade das substancias testadas, sejam nanoparticulas ou
emulséo, ndo apresentaram diferenga aparente com relacdo aos diferentes tipos de
bactérias utilizadas. Porém quando foi realizado o calculo gquantitativo baseado no
tamanho do halo formado foi possivel observar que os halos em Streptococcus iniae

apresentaram maior diferenca quando comparados ao controle positivo (Figura 22).

Figura 23. Valores de halo médio formado pelo tratamento das bactérias Aeromonas
hydrophila (A); Edwardsiella tarda (B) e Streptococcus iniae (C) apds exposicado as
amostras de Sulfato de Neomicina (0,021mg/mL), PLUE, NPE, PLUEA, NPEA, PLU e
NP (valores expressos como a média de trés determinacdes). Comparacdes: a: entre
os diferentes acompanhamentos; b: entre as diferentes nanoparticulas; c: entre
acompanhamentos e nanoparticulas . Significancia p< 0,05.
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Os tratamentos contendo os ativos eugenol e eugenol com 6leo de alho na

concentracdo de 5 mg/mL apresentaram halos semelhantes para os trés tipos de

bactérias testadas, porém nos testes com Streptococcus iniae as diferencas foram

significativas para PLUE, NP e PLUEA e NPAE, quando comparados com o antibiético
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de uso comercial, assim como para Edwardsiella tarda nas analises que utilizaram
NPAE (Figura 22 B e C).

Estes resultados séo interessantes, pois os sistemas desenvolvidos neste
estudo mostraram ser tao eficazes quanto ao antibiético convencional, desta maneira
além das diversas vantagens da encapsulagédo de ativos como o eugenol e 6leo de
alho (aumento estabilidade, diminuicdo de perda por volatilizacdo, etc) os mesmos
ainda apresentaram atividade biolégica in vitro para as bactérias patogénicas
(Aeromonas hydrophila; Edwardsiella tarda e Streptococcus iniae).

Outro aspecto observado é a semelhanca existente entre os resultados dos
ativos (eugenol e 6leo de alho) encapsulados em NP em relacdo as emulsdes dos
ativos com pluronic. Tal fato demonstra que as micelas de tensoativo também podem
funcionar como um sistema de liberacdo (micelas) e desta forma, promovendo
atividade biolégica similar aos sistemas encapsulados. No entanto é interessante
destacar que de acordo com os dados de eficiéncia de encapsulagdo em funcao do
tempo para o eugenol e 6leo de alho, assim como também do perfil de perda de
eugenol e 6leo de alho de emulsdes de pluronic no mesmo periodo de tempo (Figura
15), a atividade biolégica das formulagbes com nanoparticulas de zeina devem ser
mais ativas ao longo do tempo que as dos controles com pluronic. Estes estudos serao
realizados no sentido de comprovar esta hipotese.

JA em relacdo aos controles NP e PLU, a Figura 22 mostra que estes
apresentaram um menor valor de formacdo de halo, demonstrando que estes

sistemas carreadores ndo possuem atividade antibactericida.
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5. CONCLUSAO

Até o momento este trabalho apresenta informacdes referentes ao preparo e
caracterizacdo de nanoparticulas de zeina contendo eugenol e 6leo de alho. Com
base nos resultados através de método precipitacdo com anti-solvente, foi possivel
alcancar uma eficiéncia de encapsulacdo média de aproximadamente 90% para 0s
ativos, indicando uma boa interacéo dos 6leos com o sistema. Com base nas medidas
de didmetro hidrodindmico as formula¢gfes apresentaram valores médios de 200 nm
respectivamente, indice de polidispersdo médio de 0,152, potencial zeta meédio de -30
mV e concentracdo média de 3x10'? nanoparticulas/mL. As particulas mostraram
variacdes na estabilidade ao longo do tempo (90 dias), mas de uma maneira geral o
sistema foi bem estavel dentro do periodo de realizacdo dos ensaios. As andlises de
FTIR e DSC mostraram que existem alteracfes devido a presenca dos ativos nas
nanoparticulas de zeina. O ensaio de liberacdo do eugenol mostrou que este ativo é
liberado das nanoparticulas de zeina por um mecanismo de transporte andémalo.
Também o ensaio de disco de difusdo demonstrou que as nanoparticulas de zeina
contendo eugenol e eugenol e 6leo de alho foram capazes de inibir as bactérias
Aeromonas hydrophila; Edwardsiella tarda e Streptococcus iniae da mesma forma que
o produto comercial a base de sulfato de neomicina (controle positivo). Até 0 momento
a literatura apresenta poucos trabalhos relacionados a encapsulacdo de compostos
naturais a base de Oleos e que demonstrem atividade bioldgica similar a sistemas
convencionais e desta forma, este estudo abre perspectivas para o controle de
doencas em peixes provocadas por bactérias utilizando sistemas a base de

nanoparticulas de zeina.
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