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Resumo:

A encapsulacdo de agentes bioativos em matrizes poliméricas é de grande importancia na
manutenc¢do da qualidade dos mesmos, sobretudo quando em associagdo com outros compostos para
para melhoramento das propriedades. Diante disso, avaliou-se um nanocompdésito polimérico como
matriz para encapsulacéo de um agente entomopatogénico. Conidios fungicos em suspenséao foram
encapsulados em beads alginato/bentonita por gelificacdo ionotropica. Estereoscopia binocular,
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e microscopia de fluorescéncia dos conidios encapsulados
foram utilizadas ara caracterizagdo morfoldgica do sistema. A visualizagdo de conidios na superficie
dos beads por MEV somente foi possivel nas matrizes sem bentonita. Contudo, secc¢des transversais
revelaram conidios distribuidos homogeneamente na matriz. Imagens de fluorescéncia confirmaram
este sistema monolitico de distribuicdo, indicando boas propriedades de encapsulamento e de protecao
do silicato na matriz.
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Introducéo:

A ocorréncia de pragas em cultivares mostra-se um grande desafio para a agricultura, portanto,
o éxito da implantagcéo de técnicas de controle se torna indispensavel para o sucesso do cultivo. Nos
ultimos anos as praticas “ecofriendly” tem conquistado espa¢o no Manejo Integrado de Pragas (MIP).
A utilizagdo de entomopatdgenos surge como uma forma segura e eficiente, com aplicacdo consolidada
e apresentando efeitos minimos ou nulos sobre espécies ndo-alvo. O fungo Beauveria bassiana é um
exemplo bem-sucedido desta aplicacdo, no entanto, seus conidios sdo muito sensiveis a fatores
abidticos, como umidade, temperatura e radiacdo. Portanto, a utilizacdo de matrizes poliméricas ou
materiais hibridos na encapsulagéo destes agentes bioativos pode proporcionar a manutencdo de suas
propriedades intrinsecas. Logo, sendo uma matriz biodegradavel, o alginato é um dos compostos mais
utilizados para tal finalidade. Contudo, este biopolimero apresenta algumas limitacdes como: baixa
resisténcia mecanica, elevada porosidade e instabilidade no hidrogel diante de ions monovalentes. Sua
combinacgéo com argilas lamelares tem atraido grande interesse, principalmente as silicatadas como a
bentonita, uma esmectita composta predominantemente por montmorilonita (MMT). Nanocompdsitos
polimero-silicato lamelar (Polymer-Layered Silicate Nanocomposite — PLN) podem ser obtidos por meio
dessa combinacao. Desta forma, o atual estudo foi dedicado a caracterizagdo morfolégica destes
produtos bem como o mapeamento do bioativo no interior da matriz, como complemento de resultados
promissores encontrados em estudos anteriores do nosso grupo e que abrem precedentes para a
obtencéo de produtos com propriedades otimizadas.
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Metodologia:
Preparo das formulagdes

As formulacdes foram preparadas como descrito em Batista et al. (2017) [1], de maneira que
a solucdo aquosa de alginato de soédio (Sigma-Aldrich, Alemanha) se encontrasse em uma
concentracao final de 1%. Em seguida foi adicionada suspenséo aquosa de bentonita sédica (Bentec
Laviosa Chimica Mineraria S.p.a, Italia) em diferentes concentracdes, sendo estabelecidas em funcao
deste parametro, como ABO; AB2; AB4 e ABG6, para 0, 2, 4 ou 6% de bentonita, respectivamente. Cada
formulagdo foi submetida a agitacdo magnética por um periodo de 4 horas, e apés a adigdo da
suspensao fungica contendo 108 con/mL (na proporgdo de 1/1 — suspensdo/matriz), a formulagao foi
submetida a mais 1 hora de agitacdo magnética. Em seguida foi realizada extrusdo em cloreto de célcio
0,25 M (Vetec, Brasil), resultando na gelificacdo inotrépica do alginato e na formacédo de beads [2].
Estes permaneceram na solugéo de cloreto de célcio por mais 30 minutos para a incorporacgao de ions
de calcio e rigidez de sua estrutura. Os beads foram submetidos a filtragdo simples, lavados com agua
deionizada para a interrupcao do processo de incorporagdo de célcio e entdo submetidos & secagem
por fluxo de ar [3] por 12 horas em temperatura ambiente. Desta forma, foram obtidos beads secos que
foram armazenados sob refrigeracdo a uma temperatura de 4°C (+/- 2°C) até 0 momento da analise.
Também foram produzidas amostras controle, ou seja, sem conidios, pelos mesmos métodos para
avaliacdo da matriz.

Morfologia e distribuicdo do bioativo

Foram utilizadas as técnicas de esteroscopia binocular, microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microscopia de fluorescéncia. Imagens dos beads secos foram obtidas por meio de um
microscoépio estereoscdpio binocular modelo Meiji Techno-EMZ. As andlises de MEV foram realizadas
em um microscopio Shimadzu SSX-550 Superscan. Os beads secos foram recobertos por ouro no
metalizador Sanyu Electron, modelo QuickCoater SC-701, com corrente de 10mA durante 8 minutos,
e observados em seu formato original ou seccionados ao meio com a face de corte exposta a
visualiza¢d@o. Antes da microscopia de fluorescéncia, o iodeto de propidio (IP) foi utilizado como corante
para bioativo, com o objetivo de mapear a distribuicdo dos conidios no interior dos beads. Aliquotas de
50 microlitros da biomassa fermentada foram espalhadas na superficie de laminas de microscopia,
fixadas por evaporacédo e cobertas com solugéo corante durante 3 minutos. Posteriormente as laminas
foram lavadas com 4gua deionizada para remoc¢éo do excesso de corante, e ap0s a secagem, estes
conidios foram ressuspensos na matriz de encapsulagdo e submetidos a gelificacé@o inotropica como
citado anteriormente. Foram visualizados tanto beads intumescidos quanto secos. As laminas foram
observadas em microscopio invertido de fluorescéncia (ZEISS Observer Z. 1 ApoTome) selecionando-
se comprimento de onda de 543nm.

Resultados e Discussao:

As imagens de estereoscopia binocular dos beads contendo diferentes proporc¢ées do silicato
sdo mostradas na Figura 1. No momento da gelificac@o inotrépica da matriz, todos os produtos se
apresentaram esféricos, contudo, apds o processo de secagem, os beads assumiram formato irregular.
Beads ABO exibiram uma forma bastante assimétrica apds o processo de secagem, como mostrado
nas figuras 1 (a). A medida que a concentracdo de bentonita é elevada, pode-se perceber que o0s
beads tendem a preservar sua forma inicial, como ilustrado nas figuras 1 (b), 1 (c) e 1 (d) que
representam AB2, AB4 e AB6, respectivamente.
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Figura 1: Imagens de microscopia 6ptica de beads com diferentes concentragdes de bentonita
apos secagem por fluxo de ar, em (a) ABO, (b) AB2, (c) AB4 e (d) AB6. Nota-se que 0 aumento da
concentragdo do silicato tende a preservar o formato inicial dos beads apés a gelificagéo
ionotrépica.

onte: Autor, 2017.
Nas imagens obtidas por MEV, os beads contendo bioativos e formados apenas pelo polimero
como matriz (sem silicato — ABO), demonstraram a presenca de conidios na superficie, vistos em alto
relevo na face externa do produto, recobertos por uma fina camada do polimero e distribuidos
homogeneamente por toda extensdo da area observada (Fig. 2b). O controle, ou seja, 0s produtos sem
conidios, demonstraram superficie lisa, sem a presenca do bioativo (Fig. 2a).

Ja para os produtos contendo bentonita, a camada externa dos beads se mostrou irregular e
bastante rugosa, porém, sem a presenca de conidios, o que demonstrou um potencial de capacidade
de protecao proporcionada pelo silicato através do recobrimento de internalizagao do ativo. A figura 2¢
ilustra AB4, tomada como exemplo dentre as matrizes a base de PLN.

Figura 2: Imagens de MEV de beads com diferentes composi¢des: a) bead ABO sem conidios
(controle), b) bead ABO com conidios, c) bead AB4 com conidios, e d) seccao de um bead AB4
contendo conidios distribuidos homogeneamente na matriz. Observe que a bentonita atua como
agente protetor para os conidios fungicos, pr_egervando seu sistema de distribuicdo monolitico.

Fonte: Autor, 2017.

A partir desta observagdo, foram realizadas micrografias de sec¢des destes beads com
exposicao de seu interior. A face de corte dos produtos foi posicionada de forma que pudesse ser
visualizada diretamente através da microscopia. Estes cortes demonstraram a presenca dos conidios
dispersos homogeneamente por toda a matriz de encapsulacdo (Fig. 2d). Nesta imagem também
podem ser observadas cavidades no formato dos conidios, arcabougos que possivelmente abrigavam
o0 bioativo e que foram removidos no momento do corte.

A Figura 3 ilustra as micrografias de fluorescéncia, as quais corroboraram com esses achados.
Beads secos (Fig. 3 a-c) e beads intumescidos (Fig. 3 d-e) foram analisados. Como pode ser verificado,
os conidios corados com IP apresentaram-se distribuidos de forma homogénea em toda a extensao
da matriz, demonstrando um padrdo uniforme de distribuicdo para todos os produtos. A confirmacao
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de que apenas os conidios foram corados foi demonstrada pelo controle (formulagdo com auséncia de
conidios), pois ndo foi observada emisséo de fluorescéncia (dados ndo mostrados).

Figura 3: Imagens de microscopia de fluorescéncia de conidios corados com IP encapsulados na
matriz. Bead seco em diferentes aumentos — a), b) e c¢); bead intumescido — d), e) e f). Note o perfil
de distribuicdo monolitica dos conidios na matriz.

Fonte: Autor, 2017.

E importante ressaltar que a auséncia de emisséo de fluorescéncia nos beads sem conidios
impossibilitaram a aquisicdo de imagens, esta auséncia de emissdo indica interacdo eficaz do
cromdgeno com o agente bioativo, o que satisfaz os requisitos metodolégicos para viabilidade de
aplicacdo da técnica. Tal resultado est4 de acordo com os dados encontrados na MEV.

Conclusdes:

Os resultados encontrados séo parte integrante de um conjunto de caracteristicas importantes
e promissoras que vém sendo explanadas no decorrer de nossas pesquisas. Sistemas PLN deste tipo
se mostram seguros para o0 ambiente, eficazes e de baixo custo, demonstrando potencial de
aplicabilidade na encapsulacdo de diversos principios ativos e agregando valor ao produto final. A
capacidade de encapsulacéo satisfatoria das matrizes testadas pode oferecer melhorias mecénicas,
de estabilidade, protecdo e liberagdo do agente bioativo. A forma com que os conidios sao
encapsulados, bem como sua distribuicdo na matriz podem influenciar fortemente como o produto se
comportard no ambiente. As matrizes testadas possibilitaram a verificacdo de um sistema monolitico
de distribuicdo [8], caracterizado pela localizacdo aleat6ria e igualitaria dos conidios por toda a massa
interna dos beads, tal caracteristica foi verificada concomitantemente pelas técnicas de MEV e
microscopia fluorescéncia, que demonstraram a encapsulacao satisfatéria do bioativo, com excelente
capacidade de recobrimento do silicato, caracteristicas essenciais na obtengdo de um produto
padronizado, eficiente e seguro. Ao longo da pesquisa, esse produto vem apresentando alto potencial
de aplicabilidade comercial, tendo em vista 0 MIP e consequente melhoria econdmica, social e
ambiental da nossa regiao.
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