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RESUMO

O morango ¢ um pseudofruto pequeno e fragil que ¢ acometido por diversas doengas,
principalmente no final da cadeia produtiva, no pds-colheita, destacando-se a podridao cinzenta
(Botrytis cinerea). Apresentam-se como possiveis formas de controle alternativo aos
fungicidas, os 6leos essenciais extraidos de plantas, a quitosana, polissacarideo presente nas
carapagas de crustaceos e associagdo destes as nanoformulagdes com o objetivo de otimizar
seus efeitos. Desta forma, o objetivo deste projeto foi avaliar o potencial antimicrobiano e
mecanismo de acao destes produtos contra o Botrytis cinerea € também verificar como afetam
as caracteristicas dos frutos de morango. Foram avaliadas diferentes dosagens e diferentes
formas de aplicagdo in vivo de trés sistemas nanoestruturados contendo 6leo essencial de
alecrim: nanoemuls3o (OE de alecrim + agua); carreador lipidico nanoestruturado (OE de
alecrim + 6leo de c6co); e nanocapsula (OE de alecrim + quitosana) contra o Botrytis cinerea.
Foi avaliado o potencial das formulagdes in vitro de reducao de crescimento micelial e inibigao
de germinagdo de conidios do fitopatogeno. Foram realizados ensaios para observar a interagao
entre os produtos testados com a parede celular, integridade de membrana e atividade
relacionada a espécies reativas de oxigénio (EROs) dos esporos do patéogeno. Também foram
realizados testes fisico-quimicos de determinagdo de peso fresco, firmeza, pH, acidez titulavel,
solidos soluveis totais, antocianinas e acido ascorbico, para avaliar se o tratamento modificou
a estrutura do fruto. Nos bioensaios foi verificado que a nanoemulsao, a 2%, por imersao (NEI)
promoveu mais de 30% de reducgdo na incidéncia e cerca de 70% de reducao de severidade da
doenga, enquanto nanocapsula e carreador lipidico nanoestruturado por aspersao reduziram em
20 e 30% a incidéncia, respectivamente, e aproximadamente 40% da severidade da doenca nos
morangos. A nanoemulsdo também promoveu um prolongamento de vida de prateleira dos
frutos, com menor perda de peso e manutencdo dos demais parametros fisico-quimicos
avaliados. Todas as nanoformulagdes a 0,5% apresentaram mais de 95% de inibi¢do de
germinagdo de esporos e mais de 30% de diminuicao do crescimento micelial. Assim, conclui-
se que dentre os sistemas avaliados a nanoemulsdao a 2%, aplicada por imersdo, ¢ quem
apresenta maior potencial de uso como controle alternativo de podriddo cinzenta causada por

Botrytis cinerea na cadeia de pés-colheita do morango.

Palavras-chave: Alecrim, Controle alternativo, Fisico-quimico, Mofo, Nanoparticulas, Pos-

Colheita.



ABSTRACT

Strawberry is a small and fragile pseudo fruit that can be affected by many diseases, especially
in postharvest, standing out gray mold (Botrytis cinerea). As an alternative control we have the
essential oils extracted from plants, the chitosan, a polysaccharide present on shells of
crustaceans, and the their association with nanoformulations aiming to optimize their effects.
Thus, this project has the purpose to evaluate the antimicrobial potential and the mechanism of
action of these products against Botrytis cinerea and also verify their effects on strawberry fruits
quality. The rosemary essential oil (rosemary EO) in three distinct nanoformulations were
evaluated against Botrytis cinerea: nanoemulsion (rosemary EO + water); solid lipidic
nanoparticle (rosemary EO + coconut oil); and nanocapsule (rosemary EO + chitosan). The
nanoformulations were utilized at different concentrations and ways of application. Assays on
myecelial growth and spore germination were also realized to test the nanoformulation potential
in vitro. The interaction of the product with the cell wall, membrane integrity of the pathogen
spore and the activity of reactive oxygens species (ROS) were evaluated too. In order to observe
de physicochemical qualities of strawberries, fruits were exposed to the different
nanoformulations to assess fresh weight, pH, titratable acid, total soluble solids, anthocyanins
and ascorbic acid were observed to evaluate the modifications on fruit structure caused by the
products. Bioassays showed the nanoemulsions, applied on immersion (NEI) and at 2%,
promoted more than 30% incidence reduction and 70% less severity, while nanocapsule and
nanostructured lipid carriers by aspersion, promoted 20 and 30% of incidence reduction,
respectively, and near to 40% of severity reduction of grey mold on strawberry fruits.
Nanoemulsion also extended fruit shelflife due to their effects on quality tests, with less fresh
weight loss and maintaining the other parameters evaluated. All nanoformulations at 0,5%
inhibited more than 95% the spore germination and by 30% the mycelial growth. So, it can be
concluded that nanoemulsion at 2% by immersion has potential use as an alternative control to

gray mold caused by Botrytis cinerea on postharvest chain of strawberry fruits.

Keywords: Alternative control, Mold, Nanoparticles, Physicochemical, Postharvest,

Rosemary.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) ¢ um pseudofruto carnoso originado do
receptaculo floral, suculento e rico em vitamina C (CHITARRA; CHITARRA, 2005;
GARGARO, 2009). A produ¢ao mundial deste fruto ultrapassou 8,8 milhdes de toneladas em
2020 (FAOSTAT, 2020), sendo Minas Gerais o principal produtor brasileiro, com produg¢ao de
aproximadamente 120 mil toneladas (FAOSTAT, 2020, ANTUNES et al., 2019). A cultura
apresenta alguns problemas na sua fase pos-colheita, devido a sua fragilidade, mostrando-se
suscetivel a lesdes e ao ataque de patdogenos, como Botrytis cinerea, que pode levar a altas
perdas de produtividade (WASHINGTON et al., 1999; PETRASCH et al., 2019).

A podridao cinzenta, causada por Botrytis cinerea, pode afetar a parte vegetativa, mas
os danos maiores ocorrem nos frutos, onde aparecem inicialmente lesdes castanhas e circulares,
evoluindo para um mofo esbranquigado, que ao esporular torna-se acinzentado. O fungo pode
penetrar ndo apenas na presenca de ferimentos, mas também pode se manter de forma
quiescente, isto €, pode infectar os frutos ainda durante o cultivo, manifestando os sintomas
apenas nos periodos de transporte e armazenamento (KIMATI, 2005).

Atualmente sdo utilizados fungicidas para controlar essa doenca em morango
(SFAGRO, 2017; BRASIL, 2018). De acordo com as pesquisas realizadas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2016), no Brasil, o0 morango esta entre os lideres
no ranking de alimentos com maior percentual de residuos de agrotoxicos apos a colheita,
ficando atras apenas do pimentdo. Além do efeito negativo sobre a satde humana e o ambiente,
o uso destes fungicidas leva a sele¢ao de isolados resistentes dos fitopatogenos, acarretando na
inefetividade dos produtos, tornando-se necessario o aumento das doses. Desta forma, deve-se
intensificar a busca por alternativas de controle (FILLINGER; ELAD, 2016), como os 6leos
essenciais, quitosanas € seus nanoencapsulados.

Os o6leos essenciais sdo produtos originarios do metabolismo secundario de plantas,
presentes em todos os Orgdos vegetais. Sao utilizados atualmente na industria medicinal e de
cosméticos. Possuem maior atividade antimicrobiana através de seus compostos volateis,
constituintes majoritarios dos 6leos (MAGGIO; ROSSELLI; BRUNO, 2016; GONZALES-
MAS et al., 2019), dando-se destaque para aqueles da familia dos terpenos, pinenos e o 1,8-
cineol (PORTE; GODOY, 2001). O o¢leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis),
considerado seguro para a alimentacdo humana (GRAS) quanto a sua toxicidade (FDA, 2018),
possui atividade antimicrobiana bem descrita para uma gama de fitopatdgenos, principalmente

os que prevalecem em pos-colheita, como o B. cinerea e o Colletotrichum sp. (PORTE;
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GODOY, 2001; BARRERA-NECHA et al., 2008; SOYLU; KURT; SOYLU, 2010; SERVILI;
FELIZIANI; ROMANAZZI, 2017).

A quitosana ¢ um polissacarideo obtido a partir da desacetilagdao da quitina, presente na
carapaga de crustaceos. E um produto biodegradavel e de baixa toxicidade para seres humanos,
e ndo apresenta problemas para o ambiente. Acredita-se que seu efeito possa ser exercido pelas
cargas negativas oriundas da desacetilacdo que reagem com as cargas presentes na membrana
plasmatica das células fungicas (TAKETA et al., 2018). A quitosana também pode atuar como
indutor de resisténcia, variando conforme o seu nivel de desacetilagdo (JAIL et al., 2014;
NOSHIRVANI et al., 2017).

A nanotecnologia surge como uma ferramenta para carregar e proteger produtos de
forma controlada (MAZZARINO et al., 2017). As suspensdes de nanoparticulas sdo emulsdes
com particulas de tamanho nano, formadas através da dispersdo de liquidos, como 6leo ou 4gua,
em suspensdes de natureza oposta, com o auxilio de surfactantes e quebra mecanica através de
aparelhos de alta pressao. (SUTRADHAR; AMIN, 2013; ALOUI et al., 2014; CHRISTOFOLI
etal., 2015; NURUZZAMAN et al., 2016). As nanoparticulas devem apresentar didmetro entre
50 ¢ 200 nm (WAN et al., 2019), resultantes da quebra de seus constituintes com o auxilio de
surfactantes (Tween, Triton, DMSO) e forca mecanica (ultraturrax, ultrassom, homogenizador
de alta pressdo), permitindo que o agente encapsulante, consiga envolver as particulas do
produto de interesse (TADROS et al., 2004; SUTRADHAR; AMIN, 2013; ALOUI et al., 2014;
MUNHUWEYT et al., 2017; RIBES et al., 2018; ZHANG; MCCLEMENTS, 2018). Estes
produtos de tamanho menor, por possuirem uma menor area superficial especifica (ASE), sdao
capazes de penetrar na parede celular dos patogenos, além de reduzirem a degradacdo dos
agentes utilizados (MCCLEMENTS; DECKER, 2000; TADROS et al., 2004; FENG et al.,
2016). Essas nanoparticulas possuem diferentes nomenclaturas de acordo com os produtos
utilizados para encapsular o produto de interesse. Nanoemulsdo, nanocapsula e carreador
lipidico nanoestruturado sdo as suspensdes formadas a partir do envolvimento do 6leo essencial
por 4gua, quitosana e lipidios, respectivamente (CHRISTOFOLI et al., 2015; NURUZZAMAN
et al., 2016; NAKASATO et al.,, 2017, ZHANG; MCCLEMENTS, 2018; MARZUKI,
WAHAB; HAMID, 2019).

A combinacdo do uso de ingredientes ativos com diferentes mecanismos de agdo,
através do preparo de suspensdes de nanoparticulas, tem como objetivo o aumento da eficiéncia
de protecdo contra a podriddo cinzenta, colocando-se como uma alternativa aos métodos
atualmente empregados na cadeia produtiva do morango (TADROS et al., 2004; ALOUI et al.,
2014; KAH; HOFMANN, 2014; RIBES et al., 2018; WAN et al., 2019).
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Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do dleo essencial
de alecrim em trés sistemas nanoestruturados, sob diferentes formas de aplicacdo contra o B.
cinerea in vitro ¢ in vivo, no controle da podriddo cinzenta e seus efeitos nas qualidades fisico-

quimicas de frutos de morangueiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar as nanoparticulas de 6leo essencial de alecrim e avaliar seu efeito sobre o

fitopatdgeno B. cinerea e no controle da podriddo cinzenta em frutos de morangueiro.

2.2 Objetivos especificos

Encontrar a formulagdao mais eficiente e estavel de encapsulamento do 6leo essencial de
alecrim;

Avaliar o efeito de concentragcdes da nanoparticula sobre a germinagdo de esporos e
crescimento micelial, além de verificar como afeta a integridade da parede celular e
membrana plasmatica de B. cinerea;

Analisar o nivel de controle exercido pela suspensdo de nanoparticula sobre a podridao
cinzenta e determinar seu efeito nas qualidades fisico-quimicas em bioensaios
realizados de frutos de morangueiro;

Caracterizar 3 diferentes sistemas nanoestruturados: nanoemulsao, sistema carreador
lipidico nanoestruturado e nanocapsula, quanto a tamanho de particula, pH, indice de
polidispersdo e potencial zeta;

Verificar a estabilidade de nanoparticulas contendo 6leo essencial de alecrim durante 2
meses, sob diferentes condi¢des de armazenamento;

Investigar a melhor forma de aplicagdo das nanoparticulas para o controle da podridao

cinzenta do morangueiro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cultura do morango

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) ¢ um pseudofruto oriundo de planta herbacea,
porte rasteiro e perene, mas que ¢ usualmente plantado como anual (FILGUEIRA, 2007). Possui
pseudofrutos carnosos originados do receptaculo, tendo como frutos verdadeiros os pequenos
aquénios, que carregam as sementes, sendo uma cultura de alto valor nutritivo, suculento e rico
em vitamina C (CHITARRA; CHITARRA, 2005; GARGARO, 2009). Pode ser propagado por
sementes, mas comumente sua reproducao ¢ feita através da emissao de estoldes (SANHUEZA
et al., 2005).

As cultivares sao diferenciadas principalmente pelo fotoperiodo, podendo ser de dias
curtos, neutros ou longos (DIEL et al., 2017), mas também ¢ levado em conta a produtividade,
qualidade e distribui¢ao de producdo ao longo do ciclo. No Brasil, h4 um predominio de
cultivares de dias curtos, mas atualmente vem sendo utilizadas também plantas de dias neutros,
buscando estender a colheita até os meses de fevereiro (Dias et al., 2014). As cultivares de dias
curtos mais plantadas no Brasil s3o Oso Grande, Camarosa, Camino Real, Festival; enquanto
que para as de dias neutros, temos Albion, San Andreas, Monterrey, Portola, Aromas, Cristal
como as mais cultivadas (VIDAL; SANTOS, 2017).

Compostos antioxidantes, vitamina C e compostos fendlicos sdo altamente
recomendados para o consumo humano e as diversas variedades existentes de morango sdo
ricas nestes nutrientes € como € um fruto de boa aceitagdo de mercado, torna-se importantissimo
nas dietas didrias, devido ao seu amplo espectro de beneficios. Dentre os compostos fenolicos,
destacam-se as antocianinas, que além de conferir a coloragdo ao fruto, possuem alta atividade
antioxidante, e os derivados de 4cido eldgico, um dos compostos majoritarios do morango, que
possui alta atividade antimicrobiana e também possui atividade contra espécies reativas de
oxigénio, demonstrando sua a¢do antioxidante (PINTO, 2008).

A maior parte da produgdo acontece através do cultivo protegido (ANTUNES, 2013) e
a colheita ocorre cerca de 60 a 80 dias apos o plantio, para cultivares de dias curtos e de dias
neutros (DIEL et al., 2017), geralmente com producao anual, com a retirada das plantas e a
insercao de novas mudas de ano a ano. A colheita deve ser feita com cuidado, pois os frutos sdao
frageis e deve ocorrer nas horas mais frescas do dia. Estes devem ter sua maturidade observada
e ser colhidos conforme seu destino, seja para consumo in natura (mais doces) ou para a
industria (mais acidos) (DIEL et al., 2017), necessitando de refrigera¢do imediata para serem

transportados e armazenados (GALEGARIO et al., 2005).
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A cor vermelha do fruto, que o torna atrativo, ¢ oriunda das ligagdes entre acucares e
antocianinas presentes em sua composicdo, fatores também importantes para se avaliar a
maturidade do fruto (PINTO; LAJOLO; GENOVESE, 2008). Os fatores de influéncia no
conteudo desses compostos, bem como sobre a cor do fruto, estdo relacionados, principalmente,
as condi¢cdes de cultivo. Além das questdes genéticas da planta, deve-se levar em conta as
condigdes de fotoperiodo, umidade relativa do ar e, principalmente, temperatura (SERCE;
HANCOCK, 2005). Baixas temperaturas sao necessarias para a indugdo de floracao, enquanto
temperaturas mais elevadas, acima de 32°C, podem promover o aborto da floragao (DIEL et al.,
2017). Os frutos sdo comercializados in natura, congelados ou como polpa desidratada. No
panorama mundial, alcancou-se aproximadamente 8,8 milhdes de toneladas de frutos
produzidos (FAOSTAT, 2020), com os Estados Unidos dominando o comércio, tendo pouco
mais de 1.400.000 toneladas anuais, seguido por China, Japao ¢ Espanha, segundo a FAOSTAT
(2016), junto a outros nove paises, que detém cerca de 85% da producdo mundial, totalizando
pouco mais de 4,5 milhdes de toneladas anuais (PLUBEE, 2013).

No Brasil, a produgao total foi de 218 mil toneladas (FAOSTAT, 2020). Os estados
produtores incluem Sao Paulo, Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul, Espirito Santo e
Distrito Federal. Destaca-se o estado de Minas Gerais, com producdo proxima a 120 mil
toneladas, tendo como destaque os municipios de Pouso Alegre (38.111 t), Bom Repouso
(15.444 t), Estiva (8.241 t), Bueno Brandao (8.216 t), e Senador Amaral (6.069 t) (IBGE, 2017).
Os periodos de maior producdo ocorrem entre agosto e setembro, apresentando a partir destas
datas precos mais elevados (REISSER JUNIOR et al., 2015; ANTUNES et al., 2019).

Em Santa Catarina, 5484 toneladas foram produzidas em 2017. Pode-se destacar a
producdo por parte de pequenos produtores, principalmente da regido de Rancho Queimado,
sendo o principal municipio produtor, além de Angelina, Aguas Mornas, também mais ao sul
com Criciima e Icara e na serra com Lages, Sao Joaquim e Fraiburgo (IBGE, 2017).

O grande entrave da cultura estd principalmente no pos-colheita, nos processos de
colheita, transporte e armazenamento, quando os frutos, pequenos e frageis, sdo muito
suscetiveis a lesdes. Mesmo com todo o cuidado, estes acabam por receber ferimentos,
tornando-se mais expostos a doengas. Dentre as causas de perdas em pos-colheita, destaca-se o
ataque de fungos fitopatogénicos, como B. cinerea, agente causal da podriddo cinzenta, que
junto com Rhizopus stolonifer causam as maiores perdas na cultura (WASHINGTON et al.,

1999; PETRASCH et al., 2019).
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3.2 Podridao cinzenta do morango

O fungo Botrytis cinerea ¢ o causador da doenga conhecida como podridao cinzenta, a
doencga que mais acomete frutos de morango em pods-colheita (PETRASCH et al., 2019) e
também conhecido como o segundo fitopatégeno mais importante nas doengas pré e pos
colheita quanto a deterioracdo e qualidade do fruto em casa de vegetagdo, campo aberto e
armazenamento (ABUQAMAR; MOUSTAFA; TRAN, 2017). Este patogeno pode atacar uma
vasta gama de hospedeiros de importancia econdmica, atingindo frutiferas, oleraceas e
ornamentais, como: tomate, pimentdo, alface, morango, cebola, uva, maca, tulipa, entre outros,
causando prejuizos estéticos, quantitativos e qualitativos (TOFOLI et al., 2011).

B. cinerea esta classificado na ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceac (AGRIOS,
2005). E um fungo necrotrofico que atinge diversos orgdos da planta, em especial, a parte
peduncular e os frutos, sendo responsavel por grandes danos e perda econdmica. E composto
por hifas e conidi6foros com conidios ovoides e acinzentados no apice. Esses esporos podem
ser disseminados sob condigdes de alta umidade e vento. Os conidios depositados sobre a
superficie dos 6rgdos vegetais se aderem e emitem um tubo germinativo que penetra a cuticula
do hospedeiro, levando a formacgao do apressorio. Apds a infecg¢do, o patdogeno pode permanecer
de forma quiescente entre as células do hospedeiro, que se trata do estabelecimento do patégeno
no interior das células até que as defesas do hospedeiro estejam enfraquecidas e o fungo consiga
retomar seu desenvolvimento, resultando em lesdo e apodrecimento do 6rgdo infectado, com
consequente esporulacao do fungo. Este tipo de infec¢ao geralmente ocorre no campo, mas tem
sua manifestacdo apenas nas etapas de pods-colheita. Em um hospedeiro ja4 em estado de
maturidade ideal, com suas defesas menos ativas, o patéogeno pode concluir seu ciclo de
infeccdo, colonizagdo e disseminacdo sem periodo de quiescéncia ainda no campo (VAN KAN,
2005; TOFOLI et al, 2011). O patogeno pode também produzir esclerdédios, que permanecem
por muito tempo no solo, sendo o mecanismo de resisténcia mais longevo deste fungo e
também, sob condic¢des ideais, pode produzir apotécios, dando origem aos ascosporos (TOFOLI
etal, 2011).

Nos frutos, os sintomas iniciais sdo lesdes castanhas e umidas, seguido de
desenvolvimento micelial branco e esporulacdo acinzentada, dando significado ao nome pelo
qual ¢ conhecida a doenca. Nos foliolos e em outros 6rgaos da planta, areas nas quais ¢ menos
impactante, seus sintomas podem ser de manchas anelares, enquanto nos caules, as lesdes
apresentam coloragdo bege ou castanha, dando caracteristicas de cancro (KIMATI, 2005).

O patégeno produz um elevado ntimero de esporos, que se disseminam através do vento

e, ao entrar em contato com qualquer 6rgao da planta, inicia seu processo de penetragdo e
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colonizagdo. O fungo coloniza o tecido vegetal intra e intercelularmente, provocando a
degradacao e consequente desintegracao do interior da planta, levando ao apodrecimento total
do tecido. O Botrytis se manifesta mais em pos-colheita, devido as defesas estruturais naturais
dos orgaos reprodutivos serem menos eficazes, uma vez que suas paredes s30 menos espessas,
possuem mais acucares disponiveis e 0os compostos fendlicos tendem a estar mais degradados.
A estes fatos se atribui o carater quiescente do patogeno, que pode penetrar na planta ainda no
periodo vegetativo, ndo s6 por lesdes, mas também por aberturas naturais, € manifestar seus
sintomas apenas no fruto maduro, geralmente durante transporte e armazenamento. Além disso,
possui capacidade de formar esclerddios, permanecendo nos solos por muitos anos, € mantendo
também atividade saprofitica, sobrevivendo em tecidos senescentes da cultura (KIMATI,
2005).

O manejo desta doenga ¢ feito geralmente com a aplicagdo de diversos métodos, desde
a producao até o pdés-colheita. No controle da podriddo, os ingredientes ativos mais utilizados
sdo: boscalida, iprodiona + pirimetanil, pirimetanil, procimidona, iprodiona e tiofanato-
metilico, com o patégeno ja apresentando certa resisténcia aos trés ultimos (SFAGRO, 2017).
Com base nesses ingredientes ativos, sdo utilizados principalmente os fungicidas: Cantus,
Cercobin 700 WP, Certus, Collis, Meltiltiofan, Mythos, Rovral SC, Sialex 500, Sonata, Sumilex
500 WP, Timorex Gold, Topsin 500 SC e Topsin 700, estando todos registrados no AGROFIT
e vinculados ao MAPA (BRASIL, 2018). Além dos fungicidas, também ¢ estudado o uso de
agentes de controle bioldgico, como o Gliocladium roseum (SIMON; MENEGUZZO;
CALGARO, 2005). Sabe-se do efeito negativo dos agrotdxicos na saude humana, existindo um
interesse cada vez maior na busca de medidas alternativas vidveis que possam reduzir esses
danos (FILLINGER; ELAD, 2016). Além dos efeitos sobre o ambiente, especula-se que hd um
gasto enorme com fungicidas sintéticos, podendo atingir 500 milhdes de euros, representando
cerca de 10% dos custos de fungicidas totais (DEAN et al., 2012).

Como ¢ uma doenca de extrema agressividade apos sua infecc¢do, torna-se ainda mais
importante os cuidados durante a condu¢do dos morangueiros, através de praticas culturais
ainda no campo para que se evite a chegada deste patogeno. Evitar que sejam acometidos
durante seu cultivo reduz drasticamente as perdas tanto no campo quanto no pos-colheita, uma
vez que podem ser infectados ainda no pé, mas ter a manifestagdo de sintomas apenas no pos-
colheita, devido ao carater quiescente que a infec¢do pode ter. O principal método adotado,
além do uso de fungicidas, ¢ a utilizacdo de mudas sadias. O sistema de plantio utilizado
também auxilia na preven¢do da entrada do patégeno, buscando evitar métodos de plantio em

que os frutos permanecam em contato com o solo enquanto amadurecem, com a adog¢do de
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técnicas de plantio suspenso, utilizacdo de lonas plésticas no solo, quando conduzidas ao chao
e utilizagdo de sistema hidroponico. O uso de tuneis, cobertos com pléstico sobre os canteiros,
bem como o cultivo em casa de vegetagdo, também ajudam na prevencao, impedindo o
deslocamento e a entrada de conidios pelo vento. A escolha dos cultivares ¢ um método que
visa buscar plantas que possuam mais resisténcia ao patdogeno, embora haja dificuldade de se
encontrar plantas totalmente resistentes a podriddes pods-colheita. Apesar de ser uma planta
perene, o cultivo do morangueiro como anual também atua como uma forma de manejo da
doenga, permitindo a sua rotagdo com outras culturas, diminuindo o in6culo na area. A retirada
de restos culturais apds o fim da safra e o manejo de retirada de folhas e outros 6rgdos que
apresentem sintomas da doenga, também sdo métodos utilizados para dificultar a permanéncia
de indculo na area. Cuidados com a limpeza de equipamentos e qualidade de dgua de irrigacao,
espacamento entre plantas e nutricdo, também sdo importantes. Durante a colheita, cuidados
devem ser tomados para ndo se danificar e causar lesdes nos frutos, que devem ser
imediatamente refrigerados apos a colheita e durante o transporte, evitando que se tornem ainda
mais suscetiveis ao ataque de patdgenos (SIMON; MENEGUZZO; CALGARO, 2005;
KIMATI, 2005; BALBINO, 2006).

3.3 Controle alternativo
3.3.1 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo produtos extraidos de todos os orgdos de plantas, oriundos do
metabolismo secundario. Sdo conhecidos cerca de trés mil 6leos essenciais, muito utilizados na
industria medicinal e de cosméticos, principalmente na area da aromaterapia (ALI et al., 2015;
WAN et al., 2019), e mais recentemente vem sendo empregados na industria alimenticia devido
a sua elevada atividade antimicrobiana (FU et al., 2007). Seus compostos sdo mais ativos na
forma volatil, isto €, através da fase de vapor do produto (MIRESMAILLI; BRADBURY;
ISMAN, 2006; SOYLU, KURT; SOYLU, 2010).

Ao longo da evolug@o humana, plantas aromaticas vém sendo utilizadas como temperos,
devido as suas caracteristicas de conservacao e de conferir sabor e odor. Mas apenas apos a
idade média, com a descoberta dos processos de destilagdo, comecaram a ser utilizadas na
industria farmacéutica e, assim, foi descoberto seu potencial antimicrobiano, através da
volatilizagdo, em experimentos ocorridos no século XVIII (GOMES, 2003; TUREK;
STINTZING, 2013).

Os oleos essenciais também exercem controle através de sua atividade antioxidante

(OJEDA-SANA et al., 2013), por atuar sobre a sintese da parede celular do fungo (RASOOLI
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et al., 2006), proporcionam a diminui¢cdo da germinagdo de esporos, redu¢do no crescimento
micelial e no alongamento do tubo germinativo, além de degradar as hifas, e suprimir a carga
de esporos (SOYLU, KURT & SOYLU, 2010). A a¢ao dos 0leos essenciais se mostra efetiva
devido as suas diferentes caracteristicas constitutivas, dada a sua composicdo muito
diversificada, com a presenga de diversos compostos antimicrobianos conhecidos com modos
de acdo diferentes. Essa variagdo quimica, tanto em tipos de compostos quanto em quantidade
deles em um o6leo, ira determinar a intensidade de seu efeito. Compostos ja bem conhecidos
como 0s terpernos e terpendides, carvacrol, além de outros compostos aromaticos, abrangem
uma alta gama de alvos atingidos, visto que cada composto possuir um modo de agdo diferente,
mas todos com seu melhor desempenho na fase de vapor (SOYLU, KURT; SOYLU, 2010;
CABRAL et al., 2013).

O oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) é considerado seguro para a
alimentacdo humana, conforme lista do FDA (2018) e se enquadra nos produtos conhecidos
como Generally Recognized As Safety (GRAS). Este OE tem como compostos majoritarios a
canfora e o 1,8 cineol, mas também em quantidade relevante a e B pinenos, canfeno e terpineol,
todos com ag¢do antimicrobiana ja descrita (BOUTEKEDJIRET et al., 2003; JIANG et al.,
2011). Além disso, este dleo ja foi descrito por suas atividades antifungicas, contra B. cinerea,
promovendo reducdo de incidéncia e severidade em uvas (SERVILI; FELIZIANI;
ROMANAZZI, 2017), inibindo crescimento micelial de C. gloeosporioides na cultura do
mamoeiro (BARRERA-NECHA et al., 2008) e contra B. cinerea em tomate (SOYLU; KURT;
SOYLU, 2010).

3.3.2 Quitosana

Com o uso exacerbado de agrotoxicos, surge a necessidade de formas alternativas de
controle de doengas, que afetem com menos intensidade o ambiente e o ser humano, utilizando-
se de produtos que promovam efeitos similares sobre as doengas alvo, mas que sejam menos
agressivos. Desta forma, buscam-se produtos oriundos de fontes naturais ou renovaveis, como
por exemplo a quitosana, que tem sua origem na carapaga de crustaceos e também na parede
celular de fungos, possuindo baixa fitotoxicidade, baixa a moderada toxicidade ao ser humano
e tem seu custo reduzido, ja que pode ser obtida a partir da carapaga de crustaceos residual de
restaurantes (PAULA JUNIOR et al., 2016; BARIKLOO; AHMADI, 2018).

A quitosana pode ser utilizada recobrindo frutos, funcionando como um revestimento
protetor para frutas e legumes processados, permitindo uma alteragdo nos niveis de trocas

gasosas. Este modo de agdo a torna importante na industria de alimentos, sendo utilizada como
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recobrimento biodegradavel comestivel, auxiliando na preservag¢ao de alimentos quanto a sua
deterioragdo natural, bem como sua fun¢do de protecdo contra o ataque de microrganismos
causadores de podridoes (CHEN et al., 2016; MUNHUWEYT et al., 2017). Esse emprego ¢
devido as suas propriedades antifingicas e antibacterianas, que podem ocorrer devido as suas
cargas positivas que reagem com cargas negativas da membrana plasmatica das células
fingicas, além de poderem atuar como elicitores na ativacdo das defesas vegetais (LOPES,
2011; NOSHIRVANI et al., 2017; TAKETA et al., 2018).

O efeito da quitosana muda conforme seu nivel de desacetilagdo, que ira resultar em
diferentes conformagdes da molécula, gerando diferenga de densidade (JAIL et al., 2014). As
quitosanas de alta densidade geralmente possuem efeito direto sobre o fitopatogeno, enquanto
as de baixa densidade podem induzir resisténcia, promovendo a agdo de mecanismos de defesa
como a lignificacado, sintese de calose, de fitoalexinas e peroxido de hidrogénio, entre outros
(BERGER et al., 2011; JAIL et al., 2014).

Estudos na érea agricola apontam que a quitosana vem ganhando espaco devido a sua
atividade antimicrobiana confirmada, como no atraso do crescimento micelial e diminui¢ao de
germinagdo através da alteragdo dos tubos germinativos em algumas espécies fitopatogénicas
(LIU et al., 2007). Experimentos utilizando feijio comum inoculado com C. lindemuthianum
demonstraram que a quitosana possui atividade antifiingica e também pode atuar como indutora
de resisténcia neste patossistema (DI PIERO; GARDA, 2008). E reportado um efeito de
controle de podriddoes de pos-colheita por agdao da quitosana em morango (MIRANDA-
CASTRO, 2016) e framboesa (JAQUELINE et al., 2014), além da manutengdo de firmeza e
dos indices de acidez titulavel. Também ¢ relatado o efeito do recobrimento de frutos por
quitosana como um moderador de trocas gasosas, permitindo um armazenamento de frutas por
mais tempo, por diminuir a atuagao de etileno, oxigénio e aumentar o conteido interno de gas

carbonico (LAZARIDOU; BILTADERIS, 2002).

3.3.3 Nanoparticulas

A utilizagdo de oleos essenciais, apesar de seu Otimo efeito antimicrobiano, possui
alguns entraves, dependendo da sua forma de uso. Sua aplicagdao no campo ¢ dificultada pela
sua principal forma de agdo, volatilidade, e também por possuir baixa solubilidade em agua
(SOYLU, KURT; SOYLU, 2010). Quanto ao pos-colheita, ha a questdo residual dos oOleos
essenciais, quanto a odor e sabor, além de poderem causar fitotoxidez aos frutos. Desta forma,
faz-se necessaria a busca por alternativas de exploracao dos efeitos do 6leo sem que estas

promovam perdas em sua atividade ou mesmo tornem-se um problema para o produto final.
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A nanotecnologia surge como opg¢do de controle alternativo através da formulagao de
nanoparticulas, como forma de mitigar as problematicas do uso de oOleos essenciais
isoladamente (RIBES et al., 2018; WAN et al.,, 2019; TADROS et al.,, 2004; KAH;
HOFMANN, 2014). De modo geral, as nanoparticulas sdo obtidas a partir do recobrimento de
um material em outro de composi¢ao diferente, através do uso de surfactantes e forca mecanica
para a quebra das particulas (SUTRADHAR; AMIN, 2013; NURUZZAMAN et al., 2016),
como por exemplo as nanocapsulas, que consistem na combinagdo de dois produtos, por meio
da quebra de suas particulas, visando permitir o encapsulamento de uma fracdo pela outra,
podendo ser uma fragdo oleosa (6leo essencial) incorporada a uma fragdo polimérica aquosa
(suspensdo de quitosana), que ira atuar como revestimento (ALOUI et al. 2014; MUNHUWEY1
etal., 2017; FENG et al., 2016. OLIVEIRA, 2017). Para ser considerada uma nanoformulagao,
a suspensdo deve possuir particulas com tamanho inferior a 200 nm (WAN et al., 2019),
ocorrendo a incorporagdo de substancias de caracteristicas diferentes, podendo receber outras
nomenclaturas também, como emulsdo submicrometro, miniemulsdes, emulsdes ultrafinas,
emulsoides, microemulsdes instaveis, entre outros (TADROS et al., 2004; CHRISTOFOLI et
al. 2015; FENG et al., 2016; PAVONI et al., 2020), de acordo com o tamanho de particulas
obtido. Tadros et al. (2004) mostraram que o pequeno tamanho das goticulas permite uma
reducdo de degradacdo quimica dos ingredientes ativos utilizados, assim como a manutencao
do sistema disperso, além de conferir maior area superficial especifica (ASE), permitindo uma
maior capacidade de penetracdo nos microrganismos (MCCLEMENTS; DECKER, 2000;
FENG et al., 2016; OLVEIRA, 2017; CHRISTOFOLI et al. 2015).

Dentre os materiais produzidos através da aplicag¢do desse tipo de nanotecnologia, pode-
se destacar: nanoemulsdo; nanocapsula; e carreador lipidico nanoestruturado. As nanoemulsdes
consistem geralmente na combinacao entre duas substancias que ndo se misturam, onde uma
substancia oleosa ¢ dispersa na forma de pequenas goticulas em outra substincia liquida,
ocorrendo de forma mais comum a emulsdo de 6leo em agua (ZHANG; MCCLEMENTS, 2018;
MARZUKI; WAHAB; HAMID, 2019). Quando um material polimérico ¢ utilizado para
revestir uma fase oleosa, a suspensdo recebe o nome de nanocépsula, onde tanto o agente
encapsulante quanto a matriz encapsulada podem possuir efeito antimicrobiano
(CHRISTOFOLI et al., 2015; NURUZZAMAN et al., 2016). O -carreador lipidico
nanoestruturado possui sua diferenga também no material de revestimento do conteudo oleoso,
sendo composta por produtos de origem lipidica, atuando apenas como veiculo protetor do

ingrediente ativo (NAKASATO et al., 2017; NURUZZAMAN et al., 2016).
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O processo de preparo das suspensdes de nanoparticulas ocorre a partir da quebra das
moléculas por processos mecanicos, como a utilizagao de ultraturrax (MUNHUWEYT et al.
2017), o uso de ultrassom, entre outros (TADROS et al., 2004; LUIZ et al., 2017), quando
utilizados métodos de alta energia ou alta pressdo (OLIVEIRA, 2017). No caso do primeiro
aparelho citado, as misturas com os componentes aquoso, oleoso e surfactantes, sdo submetidas
a trituracdo em agitacao constante, com 15.000 a 20.000 rotagdes por minuto (rpm). J& para o
ultrassom, o processo se baseia na reducao da mistura através de sua condugao por orificios de
diametro reduzido, submetido a pressdo e levado até uma lamina vibratoria, que produz ondas
ultrassonicas capazes de cortar as pequenas particulas em particulas ainda menores. Também
podem ser utilizados homogenizadores de alta pressao que possuem pequenas microtubulacdes,
nos quais as particulas da suspensao passam em ciclos de tempo e quebram-se em tamanhos
menores que permitam um melhor englobamento dos materiais ali presentes (TADROS et al.,
2004). Os métodos de baixa energia ou baixa pressdo sdo realizados com a aplicagdo de
surfactantes, que permitem a dissolu¢do dos compostos oleosos na fase aquosa

espontaneamente, sem a necessidade de quebra mecanica das particulas (OLIVEIRA, 2017).

3.3.4 Nanoparticulas na agricultura

Sistemas nanoestruturados ja sdo empregados na industria farmacéutica, como descrito
por Xu et al. (2018), que demonstraram que uma nanocapsula utilizando 6leo essencial de cravo
com quitosana e goma arabica inibiu Escherichia coli. Grillo, Rosa e Fraceto (2014) mostraram
que nanocapsulas a base de poli caprolactona e quitosana apresentam-se como uma op¢ao no
envolvimento do herbicida atrazine, tornando-o mais efetivo ao longo do tempo, devido a
eficiéncia de encapsulamento alcancada na formulacdo proposta. As formulacdes de
nanocapsulas propostas por Oliveira et al., (2018), utilizando quitosana ou goma ardbica,
também foram eficientes no envolvimento de geraniol, um composto volatil presente em
diversos Oleos essenciais, possuindo uma boa eficiéncia de encapsulamento, além de
apresentarem elevada atividade de atragdo de mosca branca, tornando-se uma potencial
armadilha. Nakasato et al. (2017) testaram particulas carreadoras lipidicas nanoestruturadas na
germinagdo e desenvolvimento de raiz e parte aérea de ervilha (Pisum sativum), milho (Zea
mays) € nabo (Brassica rapa), apresentando melhores indices em ambos os parametros testados
em comparacdo a nanoparticulas de quitosana/tripolifosfato, bem como auséncia de
fitotoxicidade.

Estudos utilizando nanoemulsdes contra patdogenos em plantas ainda sdo escassos, visto

que ¢ uma tecnologia relativamente nova, mas vem crescendo, ja que esta técnica possui um
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otimo potencial. Nanocapsulas de polissacarideos de babosa (aloe vera) e 6leos essenciais de
melaleuca (Melaleuca alternifolia) ou palmarosa (Cymbopogon martinii) promoveram maiores
redugdes na severidade da mancha angular (Xanthomonas fragariae) em cultivares de morango
em comparac¢do aos agentes utilizados individualmente (LUIZ et al, 2017). Com acdo direta em
pos-colheita, Oliveira (2017) mostrou que o o6leo essencial de cravo, quando aplicado em
nanoemulsado utilizando Tween 80, controlou o patégeno Glomerella cingulata, agente causal
de podridao de uvas. Ainda em pds-colheita, Zahid et a. (2012) demonstraram o efeito de
protecdo de banana e mamao contra antracnose, utilizando-se microcépsulas de quitosana.
Nanocépsulas envolvendo quitosana e 6leos essenciais de cravo, limao e orégano reduziram
significativamente a severidade das trés doengas avaliadas (Botrytis sp., Penicillium sp. e

Pilidiella granati) em roma (MUNHUWEYT et al., 2017).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia, do Centro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Santa Catarina (LABFITOP/CCA-UFSC) e no
Laboratorio NANOBIOMAT (Bioactive Nanofibers for Natural Compounds Delivery
Laboratory) do Parque Universitario Cidade das Abelhas - UFSC. A condugdo dos

experimentos ocorreu entre os meses de margo de 2019 e novembro de 2021.

4.1 Obtenc¢ao de material vegetal

Os frutos de morango da variedade San Andreas foram utilizados, oriundos de uma
propriedade da regido de Aguas Mornas-SC, localizado a latitude 27°45'18.3" ao sul
48°59'29.5" a oeste. A condugdo da cultura foi feita através de cultivo suspenso em estufas,
com a colheita feita quando os frutos atingiram mais de 75% da superficie avermelhada. Apo6s
a colheita, os frutos foram levados a empresa Devile® que efetuou o transporte refrigerado até

o Laboratério de Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA).

4.2 Obtencao do fitopatogeno

Foi utilizado em todos os experimentos o isolado de Botrytis cinerea obtido a partir de
um fruto sintomdtico com podriddo cinzenta, submetido aos Postulados de Koch, previamente
visualizado microscopicamente e confirmado morfologicamente. O fungo foi mantido em
conservagao sob o método Castellani, método do papel filtro e em morangos.

Para preparar a suspensdo de esporos, foi feita a raspagem do micélio contendo conidios
do isolado fungico. O material coletado foi adicionado a solu¢do de dextrose a 2% (testes in
vitro) ou agua destilada (testes com frutos) e, apos filtragem da suspensdo em gaze foi
quantificada em ciAmara de Neubauer, para o ajuste da concentracdo de esporos a 1x10°

esporos.ml! (Adaptado de DA ROCHA NETO et al., 2019).

4.3 Obtencio e caracterizacio dos sistemas nanoestruturados

O oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) fornecido pela empresa Destilaria
Bauru® foi obtido através de destilagdo por arraste, enquanto a quitosana de alto grau de
desacetilacdo e alta densidade, com 90% e 0,85 g/cm?, respectivamente, € o 6leo de coco foram
fornecidos pela empresa NanoScoping®. O 6leo essencial de alecrim e a quitosana foram
utilizados neste trabalho devido a bons resultados obtidos em experimentos prévios (em
processo de publicacao), enquanto o 6leo de coco foi escolhido devido ao seu emprego ja

conhecido na 4area. A partir destes produtos foram preparadas trés formulagdes de
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nanoparticulas: nanoemulsdo, nanocapsula e carreador lipidico nanoestruturado, a partir do
envolvimento do dleo essencial de alecrim por 4gua, quitosana e 6leo de coco, respectivamente.

As nanoformulagdes foram preparadas através do método de homogeneizacao por alta
pressio (MAZZARINO et al., 2017). Para preparar cada formulagdo, o 6leo essencial de
alecrim foi adicionado a uma solugdo contendo Tween 20 a 0,1%, além dos produtos
encapsulantes utilizados: agua, quitosana e 6leo de cdco, para formar a nanoemulsdo, a
nanocapsula e a carreador lipidico nanoestruturado, respectivamente. Posteriormente foram
submetidos a trés ciclos a 500 bar de pressdo, em homogenizador de alta pressdo, para que
ocorresse a quebra e consequente englobamento das particulas da suspensdo. As
nanoformulacdes resultantes possuiam 5% do OE de alecrim, mas para a realizacdo dos ensaios
foram realizadas dilui¢cdes em dgua destilada estéril conforme cada experimento, sendo diluidas
de 2,5 a 100 vezes, para se obter as diferentes concentragdes que abrangeram de 2 a 0,05% do

OE de alecrim presente na nanoformulagao.

4.3.1 pH, tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidispersao

A determinagao de pH, tamanho de particula e potencial zeta foi realizada logo ap6s o
preparo dos sistemas nanoestruturados, conforme adaptacdes das metodologias de Grillo, Rosa
e Fraceto (2014) e Christofoli et al. (2015). O pH foi determinado com o auxilio de um pHmetro
digital previamente calibrado em solug¢des tampdao com pH 4,0 e 7,0. Para a obten¢do do
tamanho de particula, do indice de polidispersao e do potencial zeta da suspensdo de
nanoparticula foi feita a diluicdo desta com agua deionizada (1:100 v/v), em 25 + 2 °C de
temperatura e através de espalhamento de luz dindmico (DLS) e anemometria laser-doppler,
com aparelho analisador de particula Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,

Worcestershire, UK).

4.3.2 Avaliacio de estabilidade da nanoparticula

A estabilidade dos sistemas nanoestruruados foi determinada de acordo com
metodologia de Grillo, Rosa e Fraceto (2014) com adaptagdes, a partir da avaliacao de diversos
parametros fisico-quimicos ao longo do tempo, sob diferentes condigdes de temperatura com o
objetivo de simular seu envelhecimento acelerado. Foram medidos o tamanho de particula,
indice de polidispersdo, potencial zeta e pH das nanoformulacdes ao longo de dois meses (aos
0, 15, 30, 45, 60 dias ap0s o preparo), sob diferentes condi¢cdes de temperatura (25°, 30° e 40°C)

€ NoO €scuro.
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4.4 Efeito das nanoformulacées na incidéncia e severidade de Botrytis cinerea

No bioensaio in vivo foram utilizados morangos da cultivar San Andreas, submetidos a
assepsia, utilizando alcool 70%, hipoclorito (0,5%) e 4agua destilada estéril, todos por 20
segundos, e por fim, secos a temperatura ambiente. Os frutos foram colocados em caixas de
plastico de polietileno de tereftalato (PET), com volume de aproximadamente 850 ml.
Posteriormente estes morangos foram inoculados com aliquotas de 50 pl de suspensao contendo
10° esporos.ml! de B. cinerea, depositadas sobre a superficie dos frutos sem ferimentos.
Passadas duas horas, as suspensdes de nanoparticulas foram aplicadas através de aspersao,
imersdo por 5 segundos ou volatilizagdo (através de sua deposi¢do em tampa de microtubos),
em concentragoes de 2; 1; 0,5; 0,25; 0,1 ¢ 0% do OE de alecrim na nanoformulagdo
(originalmente com 5% do 6leo essencial), para determinar a melhor forma de aplicagdo. A
testemunha foi composta por morangos inoculados onde dgua destilada estéril foi aplicada nas
trés formas supracitadas. Foram realizadas 5 repeti¢des por tratamento, ¢ a unidade
experimental foi constituida por uma caixa com 10 a 15 frutos, de acordo com o experimento

(figura 1).

W R E T

Figura 1. Disposi¢ao da unidade experimental.
Fonte: Acervo pessoal.

Os frutos foram incubados em local escuro, com temperatura de 25°C + 2°C. A avaliacao
foi realizada a cada dois dias, a partir da identifica¢do de sintomas de podridao cinzenta, sendo
considerada a incidéncia da caixa em porcentagem, relativa ao numero de morangos
sintomaticos, enquanto para a severidade, foi aferida visualmente a porcentagem de superficie

do fruto tomada pela doenga, como demonstrado na figura 2.
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Figura 2. Representacdo visual de severidade para 0 e 100% de podriddo cinzenta em
morangos tratados.

4.5 Analises fisico-quimicas

Os sistemas nanoestruturados na dose e modo de aplicagdo que resultaram em maior
reducdo de podriddo nos ensaios prévios foram avaliados quanto a sua influéncia sobre os
atributos fisico-quimicos dos morangos. Para tal, frutos previamente desinfestados foram
submetidos a nanoemulsdo, a nanocéapsula e o carreador lipidico nanoestruturado a 2% ou agua
destilada estéril (controle), aplicados por imersdo ou aspersao, realizando-se seis repeticdes por
tratamento, constituidas por caixas de plastico PET de 1L contendo 12 frutos cada. Cada caixa
representou uma unidade experimental. Os morangos tratados foram incubados no escuro a
25°+2°C, com quatro frutos por repeticao retirados aos 2, 4 e 6 dias ap6s o tratamento. Foram
utilizados 4 lotes de 5 frutos para caracterizagao inicial (padrao), para possibilitar a comparagao

entre o dia inicial do tratamento e os dias de avaliagao.

4.5.1 Perda de massa

Para a avaliacao de perda de massa dos frutos foi realizada a pesagem dos morangos
antes da aplicacdo dos produtos e apos as datas de coleta, com o auxilio de balanga semi-
analitica. A diferenca de medidas entre estes dois momentos foi considerada como a perda de

massa. Os resultados foram expressos em porcentagem.
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4.5.2 Solidos soluveis totais (SST)
Para as analises de solidos soluveis totais, os frutos foram macerados com agua destilada
estéril, na propor¢dao de 1:1 (m/v). Uma aliquota da amostra macerada foi depositada em

refratometro Optico, com a leitura dos agucares presentes na solu¢do em ° Brix (DHITAL et al.,

2018).

4.5.3 pH
Os valores de pH foram obtidos com o auxilio de pHmetro eletronico previamente

calibrado em soluc¢des tampao com pH 4,0 ¢ 7,0 (DHITAL et al., 2018).

4.5.4 Acidez titulavel (AT)

Os mesmos macerados utilizados para as analises de SST foram diluidos dez vezes com
agua destilada, adicionando-se 0,1% de fenolftaleina, para corar a amostra ¢ permitir a
verificacao visual do seu ponto de virada. Com o auxilio de uma bureta analitica e pHmetro, foi
adicionado NaOH 0,1 N até ocorrer a mudanca de coloragcdo da amostra e esta atingir o pH 8§, 1.
Os valores encontrados com a titulagio de NaOH foram anotados e aplicados na seguinte

formula para a quantificacdo de acidez titulavel total nas amostras de morango:

mlde NaOH * f x 0,1 xeqg * 100
massa da amostra * 1000

mg de acido citrico | 100 g de amostra =

Onde:

ml de NaOH = volume da base titulada;

f = fator de correcao da solucao de NaOH;

0,1 = concentragao da solu¢ao de NaOH;

eqg = equivalente em gramas do dcido predominante na amostra analisada;

m = massa ou volume da amostra titulada na titulacao.
Todos os resultados encontrados foram submetidos as formulas e os valores encontrados foram
expressos em g de dacido citrico/100g de polpa (adaptado de MAZARO et al., 2008;

VILAPLANA; PEREZ-REVELO; VALENCIA-CHAMORRO, 2018).

4.5.5 Acido ascérbico (Vitamina C)
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O é4cido ascoérbico foi determinado a partir do método de Tilmans, descrito por Zenebon,
Pascuet e Tiglea (2008). Para a quantificagdo, foi adicionado o corante 2,6-diclorofenol
indofenol (DCFI) em uma solugdo de 4cido ascorbico 1%. A coloracdo do DCFI muda
conforme o nivel de acidez e o ponto final da titulacdo foi aferido conforme o ponto visual de
virada da solucdo, de incolor para a coloragdo rosa. Com a finalidade de padronizar a coloracao
do DCFI, 10 ml de solu¢do padrao de acido ascorbico a 1% foram pipetadas em béquer contendo
50 ml de acido oxalico 0,5 M para ser observada a oxidagao e mudanca de cor padrdo da reagao.
Posteriormente, realizou-se a titulagao de DCFI até que a solugdo apresentasse coloracdo rosada
constante ao longo de 15 segundos. Padronizada a solugdo, amostras de 10 g de frutos de
morango foram pesadas e misturadas com 25 ml de 4cido oxélico, sendo entdo levadas a
titulagdo com DCFI, sob agitacdo constante, até a mudancga de colora¢do conforme feito com a
solugdo padrao. O volume gasto com a titulacdo de DCFI para que a reagdo ocorresse foi

anotado e aplicado na féormula para a quantificagdo de acido ascorbico total da amostra:

mlde DCFI = f * 100
massa da amostra

mg de acido ascorbico | 100 g de amostra =

Onde:
- ml de DCFI = volume aplicado de DCFI na solugdo para reagdo
- f = constante 1,02

- massa da amostra = 10 mg

Resultados encontrados para equacao de Tilmans, apds convertidos, foram expressos em mg de

acido ascorbico/100g de fruto fresco (ZENEBON; PASCUET E TIGLEA, 2008).

4.5.6 Antocianinas

Para as andlises de antocianinas totais foram utilizados 2g da amostra de morango em
cada tempo de coleta (2, 4 e 6 dias apds o tratamento) e submetidas & maceragdo com 20 mL de
metanol em HCI a 1%. Posteriormente este macerado foi submetida a centrifugacdao a 1000 x g
por 20 min e entdo coletado o sobrenadante para aferir a absorbancia a 530 nm. Os resultados
foram expressos em miligramas de pelagornidin-3-glucoside/100g de fruto fresco (adaptado de

DHITAL et al., 2018).

4.6 Efeito das nanoparticulas in vitro contra o Botrytis cinerea
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4.6.1 Efeito sobre a germinacio de esporos

Para a realizagdo dos ensaios de efeito de concentracdo da nanoparticula sobre o
fitopatdgeno foram seguidas as metodologias descritas por Da Rocha Neto et al. (2019) e Shao
et al. (2013). Foram pipetados 40 uL da suspensio contendo 10° esporos.ml! de B. cinerea em
cada poco de laminas escavadas depositadas no interior de placas de Petri, sob alta umidade
relativa e temperatura constante de 254+2°C. Para verificar o efeito do produto por contato, 40
uL de diferentes diluicdes da suspensao de nanoparticula (1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 e 0%) foram
adicionados sobre a suspensdo de esporos, enquanto seu efeito volatil, para as mesmas
dilui¢des, foi testado a partir da aplicagdo deste em discos de papel filtro de 8 mm de didmetro
acoplados a parte superior e interna da tampa da placa de petri que abriga a 1amina escavada.
Foram realizadas 5 repeti¢des por tratamento, sendo cada lamina com dois pogos uma unidade
experimental. A avaliagdo de germinagdo foi feita apos 20 horas de incubagdo das laminas a

25°C£2°C, sob fotoperiodo de 12 horas, sendo avaliados 100 esporos por cavidade.

4.6.2 Efeito dos produtos sobre o crescimento micelial

Foram realizados ensaios de incorporacdo da nanoemulsdo, nanocapsula e carreador
lipidico nanoestruturado nas concentragdes de 1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 ¢ 0% de OE de alecrim em
meio de cultura BDA depositado em placas de Petri. Discos de 8 mm de didmetro contendo
micélio de B. cinerea cultivados por 14 dias foram colocados no centro das placas. As
testemunhas foram compostas por placas de petri contendo apenas meio BDA. Foram feitas 5
repeticoes, sendo cada uma delas uma placa contendo meio e disco micelial. A avaliagdo foi
realizada a cada 2 dias, com a medicdo do didmetro de crescimento do patdgeno no meio de

cultura (LIU et al., 2007).

4.7 Mecanismo de acdo das nanoformulacdes contra o Botrytis cinerea

Foram realizados ensaios in vitro para verificar os mecanismos de acdo da nanoparticula
selecionada sobre os conidios do patégeno. Inicialmente foi preparada uma suspensdo de
esporos de B. cinerea em 4gua destilada (10 esporos.ml!) que foi utilizada nos testes de
integridade de parede celular, integridade de membrana e acimulo de espécies reativas de
oxigénio. Foram depositados 10 mL da suspensdo de esporos em placas de petri de vidro, sob
agitacdo constante (80 rpm), contendo 10 ml de dgua, como controle, ou 10 ml de uma das
nanoformulac¢des (nanoemulsio, nanocapsula ou carreador lipidico nanoestruturado a 2%). Para
cada analise foram realizadas 4 repetigdes, sendo uma unidade experimental um pogo da

microplaca contendo a suspensao e corantes.
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4.7.1 Integridade da parede celular

Os ensaios de integridade da parede celular de conidios de B. cinerea expostos a
suspensao de nanoparticula foram realizados de acordo com a metodologia de Cerioni et al.
(2010), com algumas adaptacdes. Amostras de 1 mL foram coletadas ap6s 0, 1,2,3,4,5e 6 h
de contato dos esporos com os produtos, centrifugadas (8000 g, 5 min, 4°C), lavadas com
solucao tampao de fosfato de sodio (50 mM, pH 7), submetidas a nova centrifugacao (8000 g,
5 min, 4°C) e entdo o pellet resultante foi ressuspenso em 4gua destilada a uma concentracao
de 10° esporos.ml!. Aliquotas de 120 uL foram depositadas em microplacas com a adi¢io de
40 pL de corante calcofluor (0,05 g.I'!), que se liga a quitina da parede celular de fungos e
possibilita a quantificagdo do contetdo celular extravasado através das lesdes causadas pelos
produtos, € 40 uL de hidroxido de potéssio (10%). As microplacas foram incubadas por 15 min
e os danos na parede celular foram avaliados a 395 nm (excitacdo) e 440 nm (emissdo) em leitor
de microplacas. Os resultados obtidos foram expressos em unidades de fluorescéncia relativa

(UFR), sendo que valores maiores significam maiores danos a parede celular.

4.7.2 Integridade e danos na membrana

Os testes de integridade e danos na membrana foram realizados conforme metodologia
proposta por Liu et al. (2010) com adaptacgdes. Para tal, amostras de 1 mL foram coletadas apds
1,2,3,4,5e6hde contato e coloridas com iodeto de propidio (0,01 g.L!), corante que se liga
ao DNA no interior do nucleo de células mortas, por 5 min a 30°C. Esta mistura foi centrifugada
(8000 g, 5 min, 4°C), submetida a dupla lavagem com tampao fosfato de sddio (50 mM, pH 7),
centrifugada novamente (8000 g, 5 min, 4°C) e entdo o pellet foi coletado e ressuspenso em
4dgua destilada na concentragio de 10° esporos.ml!. Aliquotas de 300 pL da suspensio final de
conidios foram depositadas em pogos de microplacas e os danos na membrana foram
observados a 546 nm (excita¢do) e 608 nm (emissdo) em leitor de microplacas. Os resultados
foram expressos em unidades de fluorescéncia relativa (UFR), onde valores maiores significam

maiores danos a membrana.

4.7.3 Acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROQs)

Os ensaios de acimulo de EROs em conidios de Botrytis cinerea expostos a suspensao
de nanoparticula de 6leo essencial de alecrim com quitosana seguiram a metodologia de Li et
al. (2017) com algumas adaptacdes. As amostras foram coletadas apos 1, 2, 3, 4, 5 e 6h de

contato e submetidas a0 mesmo processo de centrifugacdo e lavagem do item 4.4.2,
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modificando apenas o corante para diacetato de fluoresceina, que na presenca de EROs ¢
oxidada e emite fluorescéncia, podendo ser medida por espectrofotometria. Aliquotas de 300
uL da suspensao final de conidios foram depositadas em pogos de microplacas € o acimulo de
EROs foi observado a 495 nm (excitagdo) e 527 nm (emissdo) em leitor de microplacas. Os

resultados foram expressos em unidades de fluorescéncia relativa (UFR).

4.8 Analises estatisticas

Foi utilizado o programa Excel® para calcular as medidas de dispersdo e analise de
regressao, que foi aplicado para os ensaios in vitro de dosagens de dleo essencial e de tempo de
exposicao. Para todos os bioensaios, foi aplicado um teste de analise de varidncia e
posteriormente os dados foram submetidos ao teste de Tukey (p<0,05) para a separagdo de

® versdo 5.6. O Software Zetasizer® foi utilizado para

médias, com o auxilio do programa Sisvar
realizacdo dos experimentos e coletas de dados envolvendo as caracterizacdes de

nanoparticulas.
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5. RESULTADOS
5.1 Obtencao e caracterizacio das nanoformulacoes

Os sistemas nanoestruturados propostos neste trabalho atenderam as especificagdes da
literatura para serem considerados “nanoparticulas”, com tamanho de particulas inferiores a
200 nm e indice de polidispersdao (PDI) inferiores a 0,3 (tabela 1). Mesmo avaliados sob
temperaturas mais elevadas (40°C) apos 60 dias, todos os indices mantiveram seus valores em

patamares similares ao do dia em que foram formulados, confirmando sua estabilidade (tabela

).

Tabela 1. Caracterizacdo da nanoemulsdo (NE), carreador lipidico nanoestruturado (CLN) e
nanocapsula de quitosana (NC) no dia da sua formulacdo (dia 0) e no ultimo dia de avaliagdo a
40°C (dia 60) quanto a tamanho de particulas (nm), indice de polidispersao (PDI), potencial
zeta (+/-) e pH.

C teristi Dia 0 Dia 60
aracteristica NE CLN NC NE CLN NC
Tamanho de 1417 1366 141.3 1472 1412 147.1
pal:tlcula (nm)
Indice de
polidispersio (EDI) 0,121 0,156 0,098 0,168 0,161 0,187
Potencial Zeta (mV) -27.,9 -17,7 +21,2 -20,4 -19,7 +17,7
pH 5,04 5,09 4,88 522 5.46 4,98

5.2 Efeito das nanoformulacdes na incidéncia e severidade de Botrytis cinerea em
morangos

Em bioensaios com morangos, a formulagao de carreador lipidico nanoestruturado (OE
de alecrim emulsionado por 6leo de cdco) a 0,5% reduziu significativamente a incidéncia de
mofo cinzento, quando aplicada através de volatilizagdo, com aproximadamente 40% de
inibicao 4 dias ap6s o tratamento dos frutos, nao se diferenciando estatisticamente da aplicagdo
por imersdo. Aos 2 dias apds o tratamento, ndo foi verificada nenhuma diferenca estatistica

entre os tratamentos (figura 3).
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Figura 3. Incidéncia de mofo cinzento em morangos cv. San Andreas tratados com carreador
lipidico nanoestruturado de OE de alecrim-6leo de coco a 0,5% por aspersdao (CLNA), por
imersdo (CLNI) e por volatilizagdo (CLNV), suas respectivas testemunhas (TA, Tl e TV) ) e
controle (CO) sem nenhuma forma de aplicagcdo, em diferentes tempos de avaliacdo. Letras
indicam diferenca significativa entre tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).

Para a nanoemulsdo a 0,5%, verificou-se que a aplicacdo por aspersdo reduziu em
aproximadamente 80% a incidéncia de mofo cinzento no segundo DAT, diferenciando-se
estatisticamente das testemunhas (Figura 4). As demais formas de aplicagdo, apesar de ndo se
diferenciarem da aspersdo, também se mantiveram estatisticamente iguais as testemunhas em
todos os tempos de avaliagcdo. No quarto DAT, a aplicagdo por aspersdo se manteve como a
mais eficiente, com inibi¢do de 30% de incidéncia do mofo cinzento. Nao houve diferenga

estatistica para o ultimo dia de avaliacdo.
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Figura 4. Incidéncia de mofo cinzento em morangos cv. San Andreas tratados com
nanoemulsdo de OE de alecrim-agua a 0,5% por aspersdao (NEA), por imersdo (NEI) e por
volatilizacdo (NEV) e suas respectivas testemunhas (TA, TI e TV), em diferentes tempos de
avaliagdo. Letras indicam diferenca significativa entre tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).

J& para a nanocapsula de OE de alecrim-quitosana a 0,5%, o modo de aplicagdo mais
efetivo na redugdo de B. cinerea foi a imersao, inibindo aproximadamente 50% a incidéncia da
doenga no segundo dia ap6s o tratamento (2 DAT) em relagado a testemunha. No quarto dia apds
o tratamento (4 DAT), foi possivel observar redu¢ao da incidéncia utilizando-se este tratamento,

com aproximadamente 25% de inibigao (figura 5).
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Figura S. Incidéncia de mofo cinzento em morangos cv. San Andreas tratados com nanocéapsula
de OE de alecrim-quitosana a 0,5% por aspersdao (NCA), por imersdo (NCI) e por volatiliza¢ao
(NCV), suas respectivas testemunhas (TA, TI e TV) sem nenhuma forma de aplicacdo, em
diferentes tempos de avaliagdo. Letras indicam diferenga significativa entre tratamentos no
tempo (Tukey, p<0,05).

Aumentada a dose utilizada para 1%, foi possivel observar maior eficiéncia dos
produtos. Em frutos submetidos a imersdo nos diferentes nanoformulados, a nanoemulsao e a
nanocapsula reduziram a incidéncia em 55 e 50%, respectivamente, diferenciando-se
estatisticamente da testemunha, aos 4 dias ap6s o tratamento (figura 6). No sexto DAT, a
nanoemulsdo manteve-se efetiva. Em frutos submetidos aos nanoprodutos por aspersao (figura
7) houve redugdo significativa nos morangos tratados por todos os produtos no segundo DAT,
com aproximadamente 25% de incidéncia, constatando-se 50% de incidéncia para a

testemunha.
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Figura 6. Incidéncia de mofo cinzento em morangos cv. San Andreas tratados com
nanoemulsdo de 6leo essencial de alecrim-agua (NE) carreador lipidico nanoestruturado de 6leo
essencial de alecrim-dleo de coco (CLN) e nanocépsula de OE de alecrim-quitosana (NC) a 1%
e agua por imersdo, em diferentes tempos de avaliagdo. Letras indicam diferenga significativa
entre tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).
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Figura 7. Incidéncia de mofo cinzento em morangos cv. San Andreas tratados com
nanoemulsdo de oleo essencial de alecrim-dgua (NE), carreador lipidico nanoestruturado de
0leo essencial de alecrim-6leo de cdco (CLN) e nanocapsula de OE de alecrim-quitosana (NC)
a 1% e 4gua por aspersdo, em diferentes tempos de avaliacdo. Letras indicam diferenca
significativa entre tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).
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Em formulagdes contendo 2% de dleo essencial, pode-se observar que aos 4 DAT, a
nanoemulsao e o carreador lipidico nanoestruturado reduziram a incidéncia da doenca em mais
de 50% em relacdo a testemunha, independente da forma de aplicagdo (imersdo ou aspersao),
enquanto a nanocapsula promoveu esse efeito apenas quando aplicada por aspersao (figura 8).
Os tratamentos NEI e CLNA reduziram a incidéncia no sexto dia, com 40% de reducgdo por
ambas as formulagdes, além do tratamento NEA, com 25% de redugdo. Nao houve diferenga
estatistica para os demais tratamentos em relagdo as testemunhas. Nos testes de severidade, a
formulagdo NEI também teve um bom desempenho no 6 DAT, com apenas 30% de severidade
(figura 9), enquanto frutos tratados com NEA e CLNA, alcancaram em torno de 50 e 40% de
severidade, respectivamente, ainda superiores aos demais tratamentos e testemunha, que

apresentou aproximadamente 88% de severidade nos frutos.
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Figura 8. Avaliacdo de incidéncia de mofo cinzento em morangos cv. San Andreas tratados
com nanoemulsdo de oleo essencial de alecrim-agua (NE) carreador lipidico nanoestruturado
de 6leo essencial de alecrim-6leo de coco (CLN) e nanocapsula de OE de alecrim-quitosana
(NC) a 2% e agua por imersao (..I) e por aspersao (..A), em diferentes tempos de avaliacao.
Letras indicam diferenca significativa entre tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).
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Figura 9. Avaliacao de severidade de mofo cinzento em morangos cv. San Andreas tratados
com nanoemulsdo de dleo essencial de alecrim-agua (NE), carreador lipidico nanoestruturado
de o6leo essencial de alecrim-6leo de coco (CLN) e nanocapsula de OE de alecrim-quitosana
(NC) a 2% e agua por imersao (..I) e por aspersdo (..A), em diferentes tempos de avaliagao.
Letras indicam diferenca significativa entre tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).

5.3 Analises fisico-quimicas

Frutos submetidos a imersdo em nanoemulsdo, nanocdpsula e carreador lipidico
nanoestruturado ap6s 6 dias do tratamento apresentaram reducao de perda de peso em relagao
atestemunha, com 4,33, 5,54 ¢ 6,11%, respectivamente, quando comparados a testemunha, com
8,74%. Ja por aspersdo, todos os frutos submetidos as formulagdes com nanoparticulas sofreram
perdas de massa proximas a 5,20%, com redu¢do de pouco mais de 56% em relacdo a
testemunha, com 9,19% de perda de massa (tabela 2).

Para teores de solidos soluveis totais (°Brix), a nanoemulsdo foi a que promoveu niveis
mais elevados de agucares nos frutos, com 5,55° por imersao e 5,2° brix por aspersdo, sendo a
unica formulagdo a diferir significativamente da testemunha (tabela 3). J4 na analise de acidez
titulavel, destacou-se a aplicacdo por imersdo, onde todas as nanoformula¢des alcangaram
valores de ATT proximas ao valor da caracterizacdo inicial de 0,91, sendo a nanoemulsao a
mais proxima com 0,87 g de 4c. citrico/100 ml, enquanto os demais tratamentos e testemunha
alcangaram indices maiores de 1,08g (tabela 4). Ja nos tratamentos aplicados por aspersao
ocorreu uma expressao menor desses acidos, com valores entre 0,50 e 0,60g no sexto dia de
avaliacdo (tabela 4). Para pH ndo houve alteracdes no sexto dia apds o tratamento quando
aplicados por imersdo, no entanto para aspersao pode-se observar um teor maior de acidez nos

frutos tratados com todas as nanoformulagoes (tabela 5).
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Na avaliagdo de antocianinas, frutos tratados com nanoemulsdo apresentaram os
maiores teores desses compostos. ou seja 20,42 mg de pelagornidin-3-glucoside/100g no sexto
dia ap6s o tratamento por imersao (NEI), proximo aos 21,4 mg da avaliagdo inicial, enquanto
que frutos aspergidos com nanoemulsdao (NEA) exibiram indices mais baixos, ou seja 18,85 mg
(tabela 6).

Analisando as avaliagdes de acido ascorbico foi possivel observar um incremento
inicial em seus indices, com o tratamento controle chegando 0,55 mg no 2 DAT, enquanto as
nanoformulagdes por imersdo alcangaram 0,27 mg, decaindo para 0,18 e 0,21 mg, a
nanoemulsdo e o carreador lipidico nanoestruturado, respectivamente, superiores a nanocapsula
e testemunha com 0,15 mg de acido ascorbico (tabela 7), enquanto quando aplicadas por
aspersao os indices de frutos submetidos a todas as nanoformulag¢des foram reduzidos de forma

similar, de aproximadamente 0,32 para 0,15 mg de acido ascorbico (tabela 7).

Tabela 2. Médias de perda de massa em morangos cv. San Andreas tratados com nanoemulsao
(NE.), carreador nanoestruturado (CLN.) e nanocapsula (NC.) de 6leo essencial de alecrim a
2% por imersao (..I) e por aspersdo (..A) durante seis dias ap0ds o tratamento (DAT).

Tratamentos
Perda de Peso Experimento 1 Imersao Experimento 2 Aspersiao
(%) Agua NEI CLNI NCI Agua NEA CLNA NCA
2DAT 0,82+0,18° 0,42+0,15° 0,66+0,23%  0,68+0,39% |0,60+£0,07* 0,55+0,22%®  0,76+0,07°  0,72+0,41%
4DAT 4,18+1,03° 2,26+0,722 3,20+1,12%  3,10+0,81% [3,83+0,52™ 3,06+0,77"  3,42+0,60™  3,84+0,68™
6DAT 8,74+1,32° 4,33+1,322 6,11+1,29? 5,54+0,98% [9,16+0,81°> 5,19+1,15*°  5,29+1,73*  5,11x1,57°

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas indicam que ndo houve diferenca significativa
entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
*ns = nao houve diferencga significativa para nenhum tratamento.

Tabela 3. Médias de sélidos soluveis totais (SST) em morangos cv. San Andreas tratados com
nanoemulsdo (NE.), carreador lipidico nanoestruturado (CLN.) e nanocapsula (NC.) de 6leo
essencial de alecrim a 2% por imersdo (..I) e por aspersdo (..A) durante seis dias apos o
tratamento (DAT).

Tratamentos
SST (°Brix) ] Experimento 1 Imersao ) Experimento 2 Aspersio
Av. Agua NEI CLNI NCI Agua NEA CLNA NCA
inicial
2DAT 6,25£0,62°  7,62+£0,36*  6,35+0,26" 6,47+0,36° [8,2£0,2™  8,0+0,2" 8,0+0,1™ 7,9+0,2"
4DAT  7,9+034 4,45£045" 6,22+0,23*  4,7£0,33>  4,87+0,15" |4,4+0,4° 6,9+£0,3° 4,4+0,3¢ 5,1+0,3°
6DAT 4,3+0,24>  555+0,31*  3,82+0,26°  3,9+0,21° |4,1+0,3®> 5,240,1° 4,140,2° 4,440,2°

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas indicam que ndo houve diferenga significativa
entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
*ns = ndo houve diferenca significativa para nenhum tratamento.
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Tabela 4. Médias de acidez titulavel total (ATT) em morangos cv. San Andreas tratados com
nanoemulsdo (NE.), carreador lipidico nanoestruturado (CLN.) e nanocépsula (NC.) de 6leo
essencial de alecrim a 2% por imersdo (..I) e por aspersdo (..A) durante seis dias apds o
tratamento (DAT).

ATT (g ac Tratamentos
citrico%lﬂ(). ) Experimento 1 Imersio ) Experimento 2 Aspersio
ml) Av. Agua NEI CLNI NCI Agua NEA CLNA NCA
inicial
2DAT 0,72+0,11™  0,84+0,09"  0,7240,03" 0,76+0,03" |0,73+0,04* 0,51+0,03°  0,47+0,07°  0,78+0,04%
4DAT  0,91£0,1 0,84+0,09* 0,62+0,14¢ 0,85+0,08° 1,03+0,05° [0,68+0,04®® 0,66+0,02° 0,74+0,03* 0,68+0,03%
6DAT 1,07+0,16®  0,87+0,06°  1,08+£0,08* 1,07+0,09* |0,54+0,07" 0,61+0,10" 0,50+0,02"  0,60+0,09"

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas indicam que ndo houve diferenca significativa
entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
*ns = ndo houve diferenca significativa para nenhum tratamento.

Tabela 5. Médias de pH em morangos cv. San Andreas tratados com nanoemulsdao (NE.),
carreador lipidico nanoestruturado (CLN.) e nanocépsula (NC.) de 6leo essencial de alecrim a
2% por imersao (..I) e por aspersdo (..A) durante seis dias apds o tratamento (DAT).

Tratamentos
H Experimento 1 Imersao Experimento 2 Aspersiao
P Av. Agua NEI CLNI NCI Agua NEA CLNA NCA
inicial
2DAT 3,35£0,03"  3,36+0,04™  3,32+0,05"  3,41£0,11™ [(3,39+0,02* 3,34+0,01°  3,34+0,02° 3,36+0,02%
4DAT  3,43£0,03 3,55+£0,08™ 3,44+0,07™  3,43£0,08™  3,55+0,13™ [3,29+0,06° 3,41+0,03° 3,49+0,05®®  3,49+0,01°
6DAT 3,54+0,05™  3,48+0,09™  3,56+0,08™  3,58+0,18™ [3,24+0,04® 3,5140,05°  3,54+0,04*°  3,49+0,04%
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas indicam que ndo houve diferenca significativa
entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
*ns = ndo houve diferenca significativa para nenhum tratamento.
Tabela 6. Médias de antocianinas em morangos cv. San Andreas tratados com nanoemulsao
(NE.), carreador lipidico nanoestruturado (CLN.) e nanocépsula (NC.) de 6leo essencial de
alecrim a 2% por imersao (..I) e por aspersdo (..A) durante seis dias ap6s o tratamento (DAT).
Tratamentos
Antocianinas Experimento 1 Imersao Experimento 2 Aspersiao
Av. Agua NEI CLNI NCI Agua NEA CLNA NCA
inicial
2DAT 21,98+0,67* 23,32+1,21* 22,51+0,98* 18,44+1,12° [20,52+0,67®® 21,59+0,73* 19,16+0,84°  19,01+0,99°
4ADAT  21,4+0,58 20,73+0,78¢ 22,19+0,82° 19,511,528 17,3120,92" [19,2240,47% 20,28+£0,42°  17,8+1,08°  17,64+1,16
6DAT 19,64+0,69% 20,42+1,17* 18,42+0,92® 16,49+1,23" |17,34+0,72° 18,85+0,73*  17,37+0,46*  16,09+1,23°

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas indicam que ndo houve diferenga significativa
entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
*ns = ndo houve diferencga significativa para nenhum tratamento.
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Tabela 7. Médias de acido ascérbico em morangos cv. San Andreas tratados com nanoemulsao
(NE.), carreador lipidico nanoestruturado (CLN.) e nanocépsula (NC.) de 6leo essencial de
alecrim a 2% por imersao (..I) e por aspersdo (..A) durante seis dias ap6s o tratamento (DAT).

Acido Tratamentos
ascorbi Experimento 1 Imersiao Experimento 2 Aspersio
SCOTDICO— Av. Agua NEI CLNI NCI Agua NEA CLNA NCA
(mg) inicial
2DAT 0,55+0,03*  0,27+0,07°  0,24+0,02°  0,26+0,07° [0,33+0,04" 0,24+0,05™ 0,32+0,08" 0,29+0,07"
4DAT  0,32+0,02 0,10+0,02™ 0,11+0,02™  0,09+0,01™ 0,10+0,02" (0,14+0,01™0,12+0,01™ 0,12+0,03" 0,14+0,02"
6DAT 0,15£0,01°* 0,18+0,01*  0,21£0,02*  0,15+0,1° (0,1440,01"0,1440,01™ 0,1540,01™ 0,14+0,01™

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas indicam que nao houve diferenca significativa

entre tratamentos (Tukey, p<0,05).
*ns = ndo houve diferenca significativa para nenhum tratamento.

5.4 Ensaios de inibicdo de germinacio e de crescimento micelial de Botrytis cinerea

Nas analises in vitro, com a concentracao de 0,2% de 6leo essencial no produto, foi
possivel observar que todas as formulagdes reduziram em mais de 50% a germinacdo dos
esporos, inibindo-a totalmente na concentragdo de 1% (Figura 10). Nos testes de crescimento
micelial pode-se observar redugdo para todos os produtos e doses testados de pelo menos 30%,

com maior destaque para NE e CLN a 1%, reduzindo em mais de 60% o crescimento micelial

em relacdo a testemunha (Figura 11).
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Figura 10. Regressao referente a porcentagem de germinacao de esporos de Botrytis cinerea
em contato com diferentes nanoformula¢des: nanoemulsio (NE), carreador lipidico
nanoestruturado (CLN) e Nanocapsula (NC) de 6leo essencial de alecrim, em diferentes
concentragdes de cada formulagao (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1%).
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Figura 11. Didmetro de crescimento micelial de Botrytis cinerea em contato com diferentes
nanoformulac¢des: nanoemulsdo (NE), carreador lipidico nanoestruturado (CLN) e Nanocapsula
(NC) de dleo essencial de alecrim, em diferentes concentragdes de cada formulagao (0; 0,5; e
1%) ao longo de 6 dias de avaliagdo. Letras indicam diferencga significativa entre tratamentos
no tempo (Tukey, p<0,05).

5.5 Mecanismo de acdo das nanoparticulas contra o B. cinerea

Avaliagoes sobre o efeito das nanoparticulas sobre a estrutura dos esporos e micélios do
patdgeno também foram realizados e todas as formulagdes demonstraram ac¢do destrutiva sobre
a estrutura de B. cinerea, com a nanoemulsdo se sobressaindo, promovendo maiores taxas de
RFU do que os demais tratamentos e testemunha, mostrando que houve uma maior libera¢do
de conteudo interno do patdgeno, isto €, maiores danos foram causados pela nanoemulsao do
que as demais formulagdes sobre a integridade da parede celular e damembrana plasmatica
(figuras 12 e 13). Também foi observado um incremento no conteido de EROs para

nanoemulsdo, assim como para carreador lipidico nanoestruturado (figura 14).
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Figura 12. Efeito de nanoemulsio (NE), carreador lipidico nanoestruturado (CLN) e
nanocapsula (NC) de 6leo essencial de alecrim a 2% na integridade de parede celular do Botrytis
cinerea sob diferentes tempos de exposicdo. Letras indicam diferenca significativa entre
tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).
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Figura 13. Efeito de nanoemulsdo (NE), carreador lipidico nanoestruturado (CLN) e
nanocapsula (NC) de dleo essencial de alecrim a 2% na integridade de membrana plasmatica
do Botrytis cinerea sob diferentes tempos de exposicao. Letras indicam diferenca significativa
entre tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).
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Figura 14. Efeito de nanoemulsio (NE), carreador lipidico nanoestruturado (CLN) e
nanocapsula (NC) de oleo essencial de alecrim a 2% na liberagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) do Botrytis cinerea sob diferentes tempos de exposi¢do. Letras indicam
diferenga significativa entre tratamentos no tempo (Tukey, p<0,05).
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6. DISCUSSAO

O morango ¢ uma das frutas mais consumidas por todo mundo devido a sua aparéncia,
gosto e valores nutritivos (CHITARRA; CHITARRA, 2005; GARGARO, 2009). Tem como
principal problema o acometimento por doencas, como a podriddo cinzenta causada por B.
cinerea, que pode causar alta perda de produtividade (WASHINGTON et al., 1999;
PETRASCH et al., 2019). Possui como principal método de disseminacdo a dispersao pelo
vento e alta umidade, mas também pelo seu micélio, pensando no contato entre os frutos durante
o transporte e armazenamento (KIMATI, 2005; TOFOLI et al, 2011).

Como formas de controle a aplicagdo de agrotéxicos ¢ o método mais utilizado
atualmente, no entanto sabe-se do seu efeito negativo para o ambiente e para a satide humana,
surgindo a necessidade de formas alternativa de controle (FILLINGER; ELAD, 2016), como o
uso de oleos essenciais, substancias naturais extraidas do metabolismo secundarios de plantas
(MIRESMAILLIL BRADBURY; ISMAN, 2006; SOYLU, KURT; SOYLU, 2010). No entanto,
sdo relativamente frageis devido a sua deterioracdo quando expostos a luz, dispersos a
temperatura ambiente e deixam odor residual, o que os desfavorece quanto a sua utilizagdo em
frutos. Como forma de mitigagdo desses problemas, este estudo buscou utilizar-se do 6leo
essencial de alecrim tendo seu efeito otimizado através do seu encapsulamento por diferentes
substancias: dgua, formando nanoemulsdo, quitosana, formando nanocépsula e 6leo de coco,
formando uma particula carreadora lipidica nanoestruturada. Essas nanoformulagdes sao
produzidas a partir da adi¢do de um liquido de fase oleosa ou aquosa em outra suspensao de
fase oposta, através da aplicacao de alta pressdo e exposicao a diferentes surfactantes, gerando
particulas de tamanhos inferiores a 200 nm e tem como objetivo manter as caracteristicas e
compostos constituintes do OE de alecrim, promovendo sua prote¢do contra os fatores externos
e permitindo que mantenha suas caracteristicas antimicrobianas (TADROS et al., 2004;
SUTRADHAR; AMIN, 2013; KAH; HOFMANN, 2014; RIBES et al., 2018; WAN et al.,
2019;).

Segundo McClements (2012) as maneiras pelas quais uma particula é exposta a
diferentes modos de aplicagdo de pressdao, na presenca de diferentes surfactantes, geram
diferentes tamanhos e formas de nanoparticulas, levando entdo a diferentes conformacdes,
tamanhos e modos de acdo. Existem padrdes nos quais as formulagdes devem estar enquadradas
para que sejam consideradas “nano”, sendo necessario respeitar o tamanho final de particulas
obtidas ap0s o processamento, o indice de polidispersao (PDI), referente a sua homogeneidade,
o potencial zeta, relativo as cargas presentes no nanoformulado, e também o pH, que indica a

natureza acida da nanoparticula, fazendo com que seja possivel identificar suas reagdes com
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diferentes organismos (TADROS et al., 2004; MCCLEMENTS, 2012; SUTRADHAR; AMIN,
2013; MAZZARINO et al., 2017).

As nanoparticulas estudadas neste trabalho estao todas de acordo com a literatura, como
demonstrado na tabela 1, apresentando didmetros inferiores a 200 nm, valores de polidispersao
(PDI) menores que 0,3 (TADROS et al., 2004; MCCLEMNTS, 2012; GRILLO; ROSA &
FRACETO, 2013; MUNHUWEYT et al., 2017; WAN et al., 2019) e cargas adequadas de
acordo com a literatura para cada tipo de agente encapsulante empregado, sendo positivas para
a nanocapsula, devido a quitosana, ¢ negativa para as demais formulagdes (SUTRADHAR;
AMIN, 2013; ALOUI et al. 2014; MUNHUWEYT et al., 2017; FENG et al., 2016. OLIVEIRA,
2017). As cargas livres estdo ligadas a estabilizacdo dos nanoformulados devido ao efeito
repulsivo que estas cargas geram entre as goticulas de oOleo, tornando mais dificil a
desestabilizacdo e agregacdo das particulas. Valores acima de 30 mV (independente da carga)
sdo considerados indicadores para que a suspensdo seja considerada altamente estavel
(MAZZARINO et al., 2017). No presente estudo, nenhum nanoformulado chegou acima dos
valores ideais, no entanto o potencial zeta de todas ficou préximo e a utilizacdo do teste de
estabilidade ao longo do tempo mostrou que nao houve instabilidade nos sistemas ao longo do
tempo, confirmando a eficicia e estabilidade das suspensdes (SUTRADHAR; AMIN, 2013;
JADHAV; KATE; PAYGHAN, 2014). Além dos efeitos sobre a estabilidade das
nanoparticulas, as cargas livres também tém relagdo de interacdo com os patdogenos, pois a
presenga de mais cargas positivas em sua superficie leva a um maior efeito de interagdo com
fitopatdgenos, uma vez que estes possuem cargas negativas em sua parede celular (TAKETA
et al., 2018).

Llinares et al. (2018) obtiveram nanoparticulas de OE de alecrim com didmetros
inferiores a 40 nm, utilizando mais ciclos de processamento no homogenizador de alta pressao,
chegando a 12 ciclos em comparacdo com o presente estudo (3 ciclos), mostrando que ha
possibilidades de diminuir mais ainda a particula, possibilitando maior ASE e, por
consequéncia, mais facilidade de penetrar no patdégeno. No entanto, Gago et al. (2019)
obtiveram nanoformulagdes de diferentes tamanhos para OE de cravo e OE de capim limao,
mostrando que a quantidade de OE tende a ser inversamente proporcional ao tamanho de
particulas alcangados. Quando utilizaram concentracdes de 0,12%, particulas com mais de
250nm foram obtidas, frente a particulas de 40-50 nm para concentragdes superiores a 0,8%.
Desta forma, estudos de otimizagdo da nanoformulacdo podem ser interessantes para se
encontrar a dosagem com efeito que alcance particulas de tamanhos menores e, assim, se obter

um efeito ainda maior por parte das nanoparticulas.
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Além de se apresentarem inicialmente dentro dos padrdes encontrados na literatura
quanto a caracteristicas de uma nanoparticula, todas as nanoformulagdes se mostraram estaveis
ao longo do tempo, mesmo nas condi¢des de maiores temperaturas (40°C) apos 60 dias, ndo
saindo dos limites de tamanho e indice de polidispersao e também mantendo suas caracteristicas
de pH e cargas. O mesmo ocorreu para Gago et al. (2019) em testes envolvendo emulsdao de OE
de capim limao e canela, apontando também para estabilidade da nanoparticula formada ao
longo de 6 meses, apenas com alteragdes no tamanho de particulas relacionados a concentragao
inicial do OE incorporado, algo esperado de acordo com os estudos supracitados de Llinares et
al. (2018).

Observando a estabilidade das nanoparticulas, foram realizados bioensaios para
verificar sua atividade contra a podriddo cinzenta em morangos. Com base nos resultados
apresentados da figura 3 a 9 foi possivel observar um efeito superior da nanoemulsdo,
principalmente quando aplicada por imersao, a partir de 1% de 6leo essencial no produto, sobre
a incidéncia e a severidade de podridio cinzenta em morangos. O carreador lipidico
nanoestruturado e a nanocapsula por aspersao também reduziram a incidéncia e severidade da
podridao cinzenta quanto utilizadas a 2%.

A sinergia entre os componentes anitimicrobianos presentes no 6leo essencial de
alecrim, como o 1,8 cineol, terpineol e canfora (BOUTEKEDJIRET et al., 2003; JIANG et al.,
2011), ¢ fator chave para o seu efeito (SOYLU, KURT; SOYLU, 2010; CABRAL et al., 2013).
No entanto, quando utilizado isoladamente, uma série de problemas, como degradacao de seus
compostos e odor residual fazem com que seja mais dificil a utilizagao destes produtos naturais
em poés-colheita. Sua incorporagdo em agentes encapsulantes para a formulacdo de
nanoparticulas conseguiu mitigar estes problemas, mantendo a sua agao antimicrobiana (RIBES
etal., 2018; WAN et al., 2019; TADROS et al., 2004; KAH; HOFMANN, 2014).

O carreador lipidico nanoestruturado mostrou potencial de efeito apenas nos dias iniciais
dos tratamentos na concentra¢do maior, mas nao conseguiu manter seu efeito para o tltimo dia
de avaliagdo nos experimentos de concentragdo inferiores, demonstrando maior efeito a partir
das dosagens de 2% de o6leo essencial de alecrim no nanoformulado. Desta formulagao
esperava-se também um efeito similar ao da nanoemulsao, visto que a ideia de ambos os agentes
encapsulantes era formar uma boa barreira protetora e de a¢do de liberacdo controlada do
produto ativo encapsulado (SUTRADHAR; AMIN, 2013; NURUZZAMAN et al., 2016;
NAKASATO et al., 2017). No entanto, as propriedades fisicas do 6leo de cdco podem ter feito
com que a liberacao de seu ativo fosse mais dificultada do que a da nanoemulsdo, promovendo

menos efeito sobre o patdogeno.
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J& para a nanocdapsula, efeito um pouco menos expressivo de controle foi encontrado
nos testes efetuados, principalmente em concentracdes de 1% ou inferiores. Uma vez que a
quitosana (CHEN et al., 2016; MUNHUWEYT et al., 2017; LOPES, 2011; NOSHIRVANI et
al., 2017; TAKETA et al., 2018), assim como o OE de alecrim (GOMES, 2003; TUREK;
STINTZING, 2013) possui efeito bem descrito na literatura, esperava-se uma a¢ao conjunta e
sinérgica entre estes dois produtos (MCCLEMENTS; DECKER, 2000; FENG et al., 2016;
CHRISTOFOLI et al. 2015), como ocorrido nos estudos de Mohammadi, Hashemi e Hosseini
(2015), que obtiveram redugdo na incidéncia e aumento no tempo de vida dos frutos quanto
utilizado nanocapsula de quitosana envolvendo OE de Zataria multiflora na concentracao de
1,5%. Similar ao ocorrido no carreador lipidico nanoestruturado, ao invés de promover uma
liberacdo facilitada pelo agente encapsulante, as propriedades fisicas da quitosana podem ter
dificultado a agdo do OE de alecrim e, sua atuacdo isolada, ndo foi suficiente para exercer
nenhum tipo de controle sobre o patogeno.

Nao ocorreu uma predominancia entre modos de aplicagao, tendo a nanoemulsao mais
efeito por imersao, enquanto carreador lipidico nanoestruturado e nanocapsula foram mais
efetivos por aspersdo. A volatilizagdo foi excluida apés o primeiro teste devido a uma maior
dificuldade de aplicagdo deste modo na cadeia pos-colheita do morango, uma vez que, por
serem produtos de alta volatilizagdo, seriam necessarios recipientes apropriados para a
contengao do oleo essencial em agdo direta nos frutos. Quanto aos outros dois métodos, ha uma
maior facilidade de aplicagdo e também economia de produto quando utilizado a aspersao, ja
que em uma escala industrial ou a nivel de campo, seria necessaria uma quantidade maior para
que fosse possivel imergir uma quantidade grande de frutos. Desta forma, realizar mais
experimentos focados nos modos de aplicacdo, utilizando cada sistema nanoestruturado que
teve seu efeito demonstrado nesse estudo, pode ser a chave para encontrar a forma de aplicagao
ideal de nanotecnologia na cadeia pos-colheita do morango (RODGERS et al., 2004;
HIRAYAMA et al., 2014).

Nao apenas seu efeito sobre os patdgenos foi verificado, mas o presente trabalho
também analisou como esses agentes atuam sobre o fruto e sua qualidade, observando as
alteragdes que as nanoformulagdes podem causar nos parametros fisico-quimicos. A
manuten¢do de qualidade de frutos corresponde as caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos,
sendo assim, manté-las ao longo do tempo significa prolongar a vida do fruto (CHITARRA &
CHITARRA, 2005). Os resultados mostraram que os tratamentos nanoemulsdo e nanocéapsula
tem potencial para prolongar a vida de prateleira de frutos de morango, uma vez que

mantiveram os indices de solidos soluveis totais e pH proximos a avaliagao inicial, observados
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na tabela 3 e 5, além de uma menor perda de massa em relagdo a testemunha (tabela 2) e teores
de acido ascorbico superiores a testemunha no ultimo dia de avaliagdao (tabela 7). Mostrou
também que estes tratamentos nao foram efetivos para acidez titulavel (tabela 4), mas que a
nanoemulsdo conseguiu manter os niveis mais elevados de antocianinas (tabela 6), o que indica
que conseguiu reduzir a acelerada maturagdo e consequente deterioragdo dos frutos ao longo do
tempo de avaliacdo (ZENEBON; PASCUET & TIGLEA, 2008), além de estes atributos
estarem ligados a aroma e sabor, mantendo assim seu poder atrativo ao consumidor (LIU et al.,
2018).

O estudo de Gundewadi et al. (2018) apresentou uma perda de peso 30% menor em
relacdo a testemunha quando aplicada uma nanoformulacdo a base de alginato e OE de
manjericdo, similar ao carreador lipidico nanoestruturado, em frutos de quiabo. Apesar de ser
um fruto diferente, era esperado que uma formulagdo similar, promovesse resultados
semelhantes no prolongamento de vida de frutos de morango, com a formacao de uma barreira
protetora e a¢do controlada do OE encapsulado. J&4 Robledo et al. (2018) encontraram uma
reducdo de 40% na incidéncia de podriddo em morangos tratados com nanocéapsula a base de
quitosana e quinoa envolvendo OE de timol contra B. cinerea, podendo ter ocorrido um melhor
encapsulamento pela combinag¢do das duas matrizes polissacaridicas, enquanto no presente
estudo a quitosana nao obteve a permeabilidade necessaria para que o OE de alecrim fosse
liberado a ponto de exercer seu efeito.

Chien, Sheu e Yang (2007), assim como Kerch et al. (2011), obtiveram manutencdo e
até incremento no contetido de 4cido ascorbico em mangas tratadas com filme de quitosana,
podendo esta diferenca ser atribuida ao 4cido utilizado na dissolu¢do da quitosana, onde no
presente estudo se utilizou &cido cloridrico, frente ao 4cido acético utilizado pelos autores.
Kerch et al. (2011) também encontraram o mesmo padrao de efeito sobre o conteudo de
antocianinas, mostrando que a quitosana atuando sozinha consegue de fato formar uma barreira
protetora e retardar os processos de maturagdo dos frutos, processos estes que estdo atrelados
ao incremento gradativo de antocianinas e acido ascorbico durante o armazenamento de frutos
(NOSHIRVANI et al., 2017; TAKETA et al., 2018). Ainda que possa ser mais efetivo, sabe-se
do forte odor que o acido acético usado pelos autores supracitados possui e, para frutos
pequenos e frageis, acabam por ndo serem tao aceitos comercialmente, diferente da manga, que
a casca ¢ retirada anteriormente ao seu consumo. Resultados similares foram encontrados por
Chu et al. (2020), utilizando o polimero pululano como encapsulante de OE de canela, com

mais de 50% de redugdo da podridao.
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Resultados similares ao presente estudo foram encontrados para nanoemulsao, como
demonstrados por Pandey et al. (2020), utilizando nanoemulsdo de OE de hortela-pimenta no
controle de Alternaria solani. Naserzadeh et al. (2019) também encontraram um maior controle
para nanoemulsdo de OE de canela contra B. cinerea € Rhizopus stolonifer quando comparado
com a testemunha e emulsdes de tamanho de particulas maiores, possivelmente pelo seu
incremento na capacidade de penetragao do produto e maior interagao com os patdogenos.

As alteragdes nos frutos podem ter ocorrido tanto pela presenca do patdégeno B. cinerea
(KIMATI, 2005; CHITARRA & CHITARRA, 2005) quanto pela interagdo das
nanoformulacdes (DE MOURA et al., 2021), uma vez que o morango ¢ um fruto fragil e esta
sujeito a sofrer alteracdes com qualquer coisa que tenha contato (GARGARO, 2009). Assim, ¢
possivel observar que as nanoformulacdes conseguiram retardar a maturacdo dos frutos,
levando a uma menor deterioracdo, em comparagdo com o controle. Destaque especial para a
nanoemulsdo que manteve indices mais proéximos a avalia¢do inicial obtida no tempo 0,
mostrando assim uma qualidade e potencial para o uso no poés-colheita.

Estes fatores de manutencao das caracteristicas fisico-quimicas dos frutos ocorreram
devido a barreira protetora fisica formada pelas nanoformulagdes, dificultando o acesso do
patogeno ao fruto, atrasando assim sua colonizagdo e assim retardando seu processo infeccioso
sobre o mesmo (CHEN et al., 2016). Outro fator positivo desta barreira fisica pode ter sido a
diminui¢do de trocas gasosas, fazendo com que o metabolismo do fruto fosse diminuido,
retardando seu processo de senescéncia, prolongando sua vida de prateleira (MUNHUWEYT et
al., 2017).

Além de saber como interagem com o fruto e suas caracteristicas fisico-quimicas,
também foi verificado como as nanoformulagdes interagem diretamente sobre a estrutura do
B.cinerea, para possibilitar melhor entendimento de sua atuacdo sobre este patossistema.
Assim, verificou-se que hd um alto grau de inibicao das nanoformulacdes sobre o B. cinerea,
podendo ser observado na figura 10, com efeitos de 50% de redug@o na germinagdo ja para
concentragdes de 0,2% do o6leo, o equivalente a uma dilui¢do de 25x do produto original (na
concentracdo de 5% de 6leo essencial). Estes fatores ocorrem pela natureza do OE de alecrim
que possui componentes de alta toxicidade para patogenos (FU et al., 2007; OJEDA-SANA et
al., 2013), com a presenca de compostos majoritarios como terpenos, carvacrol, entre outros
(SOYLU, KURT; SOYLU, 2010). O OE de alecrim possui também ac¢do direta sobre os
esporos, suprimindo sua germinagdo e atacando a parede celular (RASOOLI et al., 2006). A
incorporagdo deste 6leo nos diferentes agentes encapsulantes potencializou seu efeito por

contato, uma vez que os niveis de controle foram elevados ja em doses baixas, diferente do que
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ocorre naturalmente, onde a maioria dos 6leos essenciais tem seu maior nivel de efeito por
volatilizagdo (SOYLU, KURT; SOYLU, 2010; CABRAL et al., 2013), mostrando que a
incorporagao do OE foi efetiva para a finalidade proposta de diminuicao e controle da podridao
cinzenta. Provavelmente estes efeitos ocorreram pela mitigagdo dos problemas que os OEs
possuem ao serem utilizados de forma isolada, sofrendo degradagdo sob temperatura ambiente,
exposicao a luz solar e mesmo a volatilizagdo de seus compostos de alta agdo antimicrobiana,
mantendo seus principios de agdo protegidos para que tenham sua agao intensificada ao contato
com o patégeno (TADROS et al., 2004; KAH; HOFMANN, 2014; RIBES et al., 2018).

Nos testes de crescimento micelial, todas as nanoparticulas promoveram algum nivel de
inibi¢do em todos os dias de avaliagdo, com destaque para o tltimo dia com mais de 30% de
reducdo de crescimento micelial em comparacdo a testemunha. Sernaite et al. (2020)
encontraram inibicdo de B. cinerea alta também para o OE de alecrim desde 1% até 0,2%,
alcangando mais de 80% de inibi¢ao, além de testa-los em misturas envolvendo OE de cravo e
extratos de ambas as plantas, concordando com a eficacia do 6leo essencial per si. Estudos de
Samara et al. (2021) divergem quanto ao seu efeito, tendo encontrado apenas 30% de inibigao,
testado na concentracdo de 0,5% para esta doenga, sendo mais efetiva contra outros
fitopatdgenos.

Apesar dos niveis de inibicdo de crescimento micelial e de germinagdo de esporos
encontrados, esperava-se efeitos iguais ou superiores as demais para o tratamento com
nanocépsula de quitosana, uma vez que produtos a base de quitosana tendem a ter mais efeito
direto (CHEN et al., 2016; MUNHUWEYT et al., 2017) sobre o micélio dos patogenos através
do estrangulamento micelial, por causar porosidade, decorrente de lesdes na parede e membrana
celular dos patogenos (MAZARO et al., 2008; MIRANDA-CASTRO, 2016; MAREI; RABEA
& BADAWY, 2019). A quitosana consegue atuar sobre os tubos germinativos dos fungos
fitopatogénicos através da sua supressdo e estrangulamento, impedindo com que este se
desenvolva e colonize o fruto (LIU et al., 2007). No entanto, seu efeito pode ter sido suprimido
nos processos de formagdo da nanocapsula, atuando mais como revestimento do que em
combinag¢do com o OE de alecrim encapsulado. Os cerca de 60% de redugao de germinacao por
parte da nanoemulsdo confirmam os efeitos apresentados anteriormente nos ensaios iz vivo com
frutos e também nos de caracteristica fisico-quimicas, nos quais foi a nanoformulag¢ao de maior
efeito, indicando que seus efeitos podem ser tanto de protecado fisica (CHEN et al., 2016), com
a formagdo de barreiras, como também um efeito direto sobre a anatomia do patdgeno, através

da agdo direta de seus compostos (SOYLU, KURT; SOYLU, 2010).
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Nanoemulsdo e carreador lipidico nanoestruturado mostraram um efeito maior sobre a
integridade de parede celular e de membrana, além de elevar a liberagao de EROs com o passar
do tempo. Os indices mais elevados de UFR apresentados nas figuras 11 e 12 sugerem que,
houve maior liberagdo de quitina e de DNA de células mortas para o exterior dos esporos, isto
¢, que houve uma fragmenta¢do maior da parede celular e da membrana plasmatica do esporo
do fungo na presenca destas nanoformulagdes. Os 0leos essenciais, devido a sua caracteristica
lipofilica, tendem a interagir com a membrana de microorganismos, modificando sua
permeabilidade fluidez, causando distirbios a ponto de provocar expansdo desregular e
rompimento, levando a liberagdo do seu contetido interior (FADLI et al., 2012; TAO, JIA &
ZHOU, 2015; LIU et al., 2016). Latifah-Munirah et al. (2015) e Liu et al. (2016) sugerem que
componentes dos d0leos essenciais como o eugenol e os pinenos tem a capacidade de causar
disturbios na parede celular alterando sua permeabilidade de fluidez, levando a uma
desestruturacao externa do patdgeno, tornando-o mais fragil e sensivel a lesdes e morte celular.

Os fatores supracitados sugerem que estas formulacdes estejam armazenando
adequadamente o 6leo essencial no seu interior, permitindo sua liberacdo prolongada e
controlada, evitando uma degradagdo do OE alecrim, mitigando o principal problema desses
produtos (TADROS et al., 2004). Outro fator seria o aumento da area superficial especifica que
as nanoparticulas fornecem para a penetragdo dos produtos no patégeno (DECKER, 2000;
FENG et al., 2016).

De modo geral as espécies reativas de oxigénio sdo consideradas como sinalizadores
metabolicos relacionados a desordens fisioldgicas em um organismo, sendo sua sintese
desencadeada apos a identificagdo de alguma forma de estresse e também naturalmente, com o
processo de maturagcdo (BENELOUJAEPHAIJRI et al., 2013; SILVA et al., 2017; AGHDAN;
FLORES & SEDEGHATI, 2021). A formacdo de EROs em frutos diz respeito a um
prolongamento maior de sua vida, atrasando sua senescéncia natural, levando a uma maior
tolerancia ao ataque de fitopatégenos e a consequente podridio (AGHDAN; FLORES &
SEDEGHATI, 2021). Estas espécies t€ém por funcdo causar toxicidade ao fungo através de sua
oxidagdo, com acimulo de 02" ¢ H20,, promovendo a deterioragdo de proteinas e rompimento
estrutural (PEREZ-ALFONSO et al., 2012; ZNINI et al, 2013; AGHDAN; FLORES &
SEDEGHATI, 2021). Isso pode ser observado no estudo de Silva et al. (2017) que verificaram
que em testes com goiabeira a quitosana promovia o acimulo de EROs, contribuindo para a
protecdo da fruta contra diferentes doencgas, diferente do que ocorreu tanto nas avaliacdes in
vivo quanto nos resultados referentes ao acimulo de EROs para os tratamentos de nanocapsula.

Todavia, quando produzidas em excesso, podem causar danos nas c€lulas externas e reduzir a
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qualidade de frutos e vegetais (SILVA et al., 2018), ou até mesmo matar as células tornando-
as mais suscetiveis a patogenos necrotroficos (CHOQUER et al., 2007).

Ja em patdgenos, principalmente os necrotréficos (HERRERA-TELLEZ et al., 2019), a
producdo de EROs estd envolvida nos processos de infec¢do, geralmente ligada a patdégenos
filamentosos, tendo uma liberacdo maior durante a germina¢do dos conidios, junto ao
desenvolvimento das hifas (SEMIGHINI & HARRIS, 2008). Patégenos necrotroficos utilizam-
se dessa producdo de EROs para matar as células e assim coloniza-la, fazendo com que a planta
que tente se defender também através da sintese de EROs acabe auxiliando no seu ataque
(CHOQUER etal., 2007). Assim, um balango adequado entre estimulo da sintese de EROs pela
planta e diminui¢do da producdo pelo patdgeno deve ser buscado, como no estudo de Herrera-
Téllez et al. (2019), que utilizou Trichoderma asperellum na inibi¢ao dessa producao e
verificou que, com o patégeno produzindo menores teores de EROs, o dano foi menor em folhas
de tomateiro. Assim, pode-se observar que na presenca das nanoformulagdes houve um
incremento nos teores de EROs (figura 13), o que pode acabar sendo algo negativo para os
frutos de morango quanto ao ataque do B. cinerea, um patdégeno necrotrofico que pode

aproveitar da morte celular causada pelo acimulo de EROs.

7. CONCLUSAO

Todas as nanoformulagdes, com destaque para a nanoemulsdo a partir de 1% de
concentragdo de oleo essencial em sua composicao, quando aplicada por imersdo, mostraram
redugdo de podriddo cinzenta e manutengdo das caracteristicas fisico-quimicas dos frutos, além
de atuarem diretamente sobre o patégeno, se mostrando promissora como uma forma

alternativa de controle do mofo cinzento.
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