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RESUMO

Junto ao grande desenvolvimento da agricultura, a necessidade da utilizacdo de
agentes de controle de fitopatdgenos de plantas tornou-se essencial para atingir altas
producdes de alimentos demandadas pelo rapido crescimento populacional mundial
do udltimo século. Dentre as muitas tecnologias utilizadas para a reducdo dos
problemas fitossanitarios, as microparticulas contendo agentes de controle
microbiolégico destacam-se por ser uma alternativa ao controle quimico. Dito isto, este
trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de microparticulas de alginato de
calcio adequadas para a pulverizacdo (menores que 150 uym) e que contenham a
bactéria Bacillus amyloliquefaciens. Dois planejamentos experimentais foram
realizados a fim de estudar a relacéo de duas etapas do processo de emulsificacao e
otimizar o tamanho das particulas. Apés escolha das formulacfes F1, F2, F3 e F4, 0
microrganismo escolhido foi microencapsulado nas mesmas. O processo de
microencapsulacdo apresentou contagens de células viaveis finais coerentes com
valores de produtos comerciais e a eficiéncia de encapsulacéo foi superior a 90% para
todas as amostras. A avaliacdo morfologica mostrou que as microparticulas
produzidas podem ser microcapsulas ou microesferas, e que 0s microrganismos ficam
localizados na parte interna das particulas. O comportamento de liberacdo das
amostras foi semelhante e apresentou o efeito “Burst” nas primeiras horas de
liberacdo. A viabilidade dos microrganismos nas microparticulas foi avaliada por um
periodo de 30 dias resultando de uma perda média de 18%. O teste de protecdo UV
mostrou que as microparticulas foram eficientes quanto protecao a radiacdo UVB por
60 minutos, resultando em concentragdes finais maiores que o branco. No entanto,
para a radiacdo UVC o resultado foi inferior ao branco. Por dltimo, as formulagbes F2
e F4 foram eficientes no controle dos fitopatdgenos inibindo completamente seu

crescimento nas placas.

Palavras-chave: microparticulas de alginato, emulsificacdo, planejamento de
experimentos, otimizac&o de processo, agente de controle microbioldgico.



ABSTRACT

Along with the great agriculture development, using disease control agents in plants
has become essential to increase crop yield production demanded by the last century’s
fast-growing human population. Among the many technologies used for pest control,
microcapsules containing microbiological control agents. This work aimed to develop
sprayable calcium alginate microparticles (smaller than 150 pm) and containing
Bacillus amyloliquefaciens. Two experimental designs were carried out to study the
two-step relationship of the emulsification process and to optimize the particle size.
After choosing the F1, F2, F3 and F4 formulations, the chosen microorganism was
microencapsulated in them. The microencapsulation process showed final viable cell
counts consistent with commercial product values and the encapsulation efficiency
was greater than 90% for all samples. The morphological evaluation showed that the
microparticles produced can be microcapsules or microspheres, and that the
microorganisms are located inside the particles. The release behavior of the samples
was similar and showed the Burst effect in the first hours of release. The viability of
microorganisms in the microparticles was evaluated for a period of 30 days resulting
in an average loss of 18%. The UV protection test showed that microparticles were
effective in protecting against UVB radiation for 60 minutes, resulting in higher final
concentrations than blank. However, for UVC radiation the result was inferior to the
blank. Finally, the F2 and F4 formulations were efficient in controlling the
phytopathogens, completely inhibiting their growth in the plates.

Keywords: alginate microparticles, emulsification method, design of experiments,
microbial pest control.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da populacdo global nas ultimas décadas, a producdo de
alimentos tornou-se uma preocupacéo global que pode afetar diretamente a qualidade
de vida das pessoas e do meio ambiente (ALCANTARA, 2020). A agricultura é uma
atividade praticada pela humanidade ha mais de dez mil anos, mas seu uso intensivo
iniciou-se na década de 1960, em um fenémeno conhecido por Revolucdo Verde.
Nesta época, houve um salto de produtividade que trouxe um grande desenvolvimento
tecnolégico para a agricultura, migrando a atividade de subsisténcia para uma
agricultura industrializada, que se utiliza de tecnologias como melhoramento genético,
maquinas e equipamentos, fertilizantes e defensivos agricolas (SALOMAO; FERRO;
RUAS, 2019).

Junto ao grande desenvolvimento das técnicas agricolas, também vieram os
efeitos negativos provenientes do seu uso excessivo, como perda da estrutura dos
solos por compactacdo ou erosao, desperdicio de agua, contaminacdo de lencbis
fredticos com defensivos agricolas, selecdo de espécies resistentes, entre outros
(OGINO, 2018). Dentre as muitas tecnologias utilizadas para aumentar e otimizar a
producdo agricola, destacam-se os defensivos, também chamados de agrotoxicos,
pesticidas ou agentes de controle quimico

A utilizacéo de defensivos tornou-se motivo de preocupacéo global devido a
toxicidade dessas substancias, que apesar de trazerem uma contribuicdo positiva
para o controle de fitopatdbgenos e pragas, podem ter efeitos adversos a saude
humana. Na reviséo feita por Kass e colaboradores (2020), por exemplo, é mostrado
gue o uso de 7 defensivos (dentre eles os fungicidas vinclozolin e hexaclorobenzeno)
esta associado a proliferacdo celular desenfreada, expressdo e sinalizacdo do
receptor de esteroides, aumento da transformacéao celular maligna e desenvolvimento
do tumor e angiogénese. Mais recentemente, Kwon et al. (2021) mostraram que o
fungicida flutriafol pode estar relacionado a doencas no figado. Aléem dos exemplos
citados, muitas outras pesquisas mostraram alguma relacdo entre o uso de
agrotoxicos e a exposicdo humana a estas substancias. Devido a isso, agéncias
reguladoras do mundo inteiro estao reavaliando a liberagéo de muitos produtos, como
0 €& caso dos herbicidas paraquate e glifosato, e do fungicida clorotalonil
(CARRINGTON, 2019; HAKIM, 2016; TROMPIZ; DE LA HAMAIDE, 2019).
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Em alternativa aos métodos tradicionais de controle de pragas, o controle
bioldgico surgiu como uma solucéo viavel e eficaz, por ser considerado seguro para a
saude humana e o meio ambiente (HEYDARI; PESSARAKLI, 2010). Este método de
controle baseia-se no conceito ecolégico de relacdes interespecificas desarmdnicas,
onde uma espécie pode interagir de forma negativa em relacdo a outra, seja pelo
parasitismo, amensalismo ou até mesmo predacao, agindo como inimigas naturais
para as pragas e fitopatdgenos agricolas. O uso de agentes bioldgicos de controle tem
como vantagens ndo deixar residuos nos alimentos, ser inofensivos ao meio ambiente
e a saude humana, bem como oferecem especificidade ao alvo. Esse controle pode
ser realizado por organismos invertebrados, principalmente insetos, acaros e
nematoides, ou microrganismos antagonistas a doencas de plantas causadas por
virus, fungos, bactérias, nematoides e protozoarios (LE HESRAN et al., 2019). Em
especifico, a aplicacdo de microrganismos como virus, bactérias e fungos, como
agentes de biocontrole tem se tornado mais relevante por compartilharem
semelhancas com as formulacdes quimicas. Esses organismos, na forma pura ou em
um produto formulado, sdo normalmente conhecidos como agentes microbiolégicos
de controle (AMC) (HALFELD-VIEIRA et al., 2016).

Os microrganismos comecaram a ser investigados como potenciais fontes de
controle de patdgenos a partir de 1923 com a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming. As primeiras tentativas quanto a aplicagdo de microrganismos em
substituicdo aos agentes de controle quimico séo atribuidas as investigacdes de Carl
Hartley (1921), que estudou a utilizacao de fungos saprofiticos (que se alimentam de
matéria organica em decomposi¢cdo) na supressao ao tombamento de mudas de
pinheiro (Pinus ssp.) causada pelo fungo Pythium debaryanum (LAMICHHANE et al.,
2017). Desde entédo, o uso de microrganismos para o controle de doencas de plantas
se desenvolveu como uma nova area no mercado global de controle fitossanitario,
ocupando 10% deste mercado, com estimativa de alcangar o valor 11 bilhdes até 2025
segundo relatério da consultoria DunhamTrimmer (MAPA, 2020). A bactéria Bacillus
amyloliquefaciens € um importante agente microbiologico utilizada no campo no
controle de muitos patégenos, como os fungos estudados neste trabalho, Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solani, causadores das doengas conhecidas como mofo

branco e podridao-radicular, mas também os microrganismos Meloidogyne incognita
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(nematoide-das-galhas), Pratylenchus brachyurus (Nematoide das Lesdes),
Colletotrichum lindemuthianum (antracnose), entre outros.

Segundo Vemmer e Patel (2013), um dos grandes desafios na utilizacao
comercial de formulagBes contendo microrganismos é o tempo de prateleira destes
produtos e a sobrevivéncia dos microrganismos em campo. Usualmente, os AMCs
podem ser preparados em formulagbes sélidas (pés ou granulos) ou liquidas.
Formulacdes liquidas, onde o indculo fica suspenso em agua ou 6leo, ndo oferecem
um tempo de prateleira tdo longo quanto as formulacdes sdlidas, mas sdo mais
simples de preparar e aplicar (BASHAN et al., 2014). As formulacbes solidas
costumam ser mais utilizadas na aplicacdo no solo e fornecem uma liberacdo mais
controlada em relacdo as formulacdes liquidas. De maneira geral, formulagcbes
liguidas possuem tempo de prateleira de 3 a 6 meses (KOLOMBET et al., 2008), e
formulacdes solidas de 6 a 12 meses (MACIAG et al., 2020).

Uma das estratégias apontadas para o aumento da viabilidade de
microrganismos adicionados ao meio ambiente € desenvolvimento de sistemas de
protecdo e liberacdo sustentada, utilizando-se de técnicas de microencapsulacédo
(VEMMER; PATEL, 2013). A microencapsulacdo é uma técnica que permite a
incorporacdo de um ativo sensivel em uma particula, preservando o material
encapsulado ao meio externo, a fim de reduzir as interacfes com fatores ambientais.
Alguns trabalhos ja demonstraram que a microencapsula¢do pode aumentar o tempo
de prateleira dos microrganismos, como no trabalho de Ma et al. (2015) que obteve
uma sobrevivéncia de 87,53% para uma formulacédo contendo capsulas e 47,06% para
uma formulacdo em p6é molhavel apés 540 dias de armazenamento da bactéria
Bacillus subtilis. Dentre os muitos materiais utilizados para microencapsulacéo, os
polimeros biodegradaveis tém se destacado por, assim como os AMCs, serem
ambientalmente amigaveis e seguros para uso humano, contribuindo para uma

formulag&o mais sustentavel.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microencapsulacao

A microencapsulacdo pode ser definida como um processo fisico-quimico ou

mecanico de incorporacdo de um agente ativo em um material apropriado, também



25

chamado de material de parede, a fim de produzir particulas que podem variar de
milimetros a nandmetros (FRAKOLAKI et al., 2020). E uma tecnologia que comegou
seu desenvolvimento nos Estados Unidos da América (EUA) ha aproximadamente
150 anos com a primeira patente sobre a técnica de encapsulagéo por spray-drying
como um meio de preservacéo de leite (PERCY, 1872; PINON-BALDERRAMA et al.,
2020). Desde entédo a técnica foi estendida para a incorporacao de diversos ativos,
tais como flavorizantes, medicamentos, enzimas, probiéticos, vitaminas, entre outros.

Existem muitos objetivos para a microencapsulacdo, como a protecdo de
componentes sensiveis a fatores ambientais (agua, oxigénio, luz), aumentar o tempo
de validade, mascarar sabores e odores desagradaveis, prevenir o contato do
ingrediente ativo com outras substancias, assim como para melhorar formulagbes
transformando liquidos em ingredientes soélidos, limitando o contato humano com uma
substancia toxica ou organismo vivo, e incorporando atributos de liberacéo sustentada
nas formulacdes (BAH; BILAL; WANG, 2020).

Em termos estruturais, as microparticulas podem ser divididas em dois grupos
basicos a depender da maneira como 0 material encapsulado esta distribuido no
sistema. Em particulas conhecidas como microcapsulas, o0 material de interesse esta
concentrado no centro da microparticula enquanto o material de parede esta
recobrindo-o. Outra possibilidade é de o material de interesse estar disperso em uma
matriz formada pelo material encapsulante em uma estrutura chamada de microesfera
(LENGYEL et al., 2019). A figura 1 apresenta uma ilustracdo esquematica dessas

duas estruturas.

Figura 1 — llustracdo esquematica dos dois tipos basicos de microparticulas: a)
microcapsula: material de interesse centralizado na microparticula e material de parede
recobrindo-o, e b) microesfera: material de interesse disperso na matriz composta pelo

material de parede.

a) b)

Material de
interesse

Material de
parede

Fonte: Elaborado pela autora.
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O material da parede € a barreira entre 0 meio externo e o0 agente ativo, a sua
funcdo compreende a protecédo do material do nacleo da umidade, luz, diminuicdo da
exposicdo ao oxigénio, e também pode controlar a saida da substancia ativa,
caracteristica essa chamada de liberacdo sustentada. Os mecanismos de liberacao
do material ativo encapsulado variam de acordo com a natureza do material
encapsulante, sendo que normalmente ocorrem por: variagao de temperatura e de pH,
mudanc¢a da solubilidade do meio, biodegradacdo do material de parede, difusao,
ruptura mecanica, permeabilidade seletiva da parede, e gradiente de concentragéo
(FEKI et al., 2020).

Uma grande variedade de materiais de parede tem sido utilizada para a
microencapsulacdo. A escolha do material depende de muitos fatores como o0 método
de microencapsulacdo escolhido, a compatibilidade com o agente ativo e a finalidade
das microparticulas. Para a Medicina, por exemplo, o material de parede esta
finamente associado ao caminho por onde a particula ira percorrer até chegar ao ponto
alvo que o ingrediente ativo precisa ter acdo. Microcapsulas contendo probiéticos
necessitam ser resistentes ao suco gastrico do estdbmago e oferecer protecdo aos
microrganismos até que as particulas cheguem ao trato intestinal
(THANGRONGTHONG et al., 2020). Em situacdes como a prescricdo dos farmacos
enalapril e saxagliptina, utilizados para o tratamento de hipertensdo e diabetes,
respectivamente, a microencapsulacéo em lipoesferas de cera de carnauba diminuem
ou até mesmo anulam os efeitos colaterais como nausea, vomito, diarreia, e dor no
estbmago (MAHEEN et al., 2020).

Na agricultura, a microencapsulagéo tem sido utilizada em diversos propadsitos.
No trabalho de Cesari et al. (2020) microcapsulas de policaprolactona (PCL) contendo
acido citrico e naringina foram empregadas como potencializadoras da interacdo entre
rizobactérias e a rizosfera das plantas. Os autores justificam seu trabalho na
necessidade do estabelecimento da simbiose entre as rizobactérias promotoras de
crescimento e as raizes, dado que o acido citrico foi reportado como um dos agentes
guimicos-atratores para rizobactérias e como solubilizador de fésforo inorganico, e o
flavonoide naringina como indutor de genes que promovem o aparecimento de
nodulos.

Muitos trabalhos exploraram a encapsulacéo de pesticidas. Huang et al. (2020)
propuseram a utilizacdo de microcapsulas feitas de cera de abelha para a liberagcéo
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sustentada do inseticida tiametoxam utilizado no controle de amplo espectro de
insetos. Suraphan et al. (2020) empregaram o poli(acido lactico) (PLA) na
microencapsulacdo avermectina e clorantraniliprol no controle de uma espécie de
traca (Plutella xylostella). Nanofibrilas de celulose foram utilizadas no trabalho de Xiao
et al. (2021) como material de parede para a producdo de microparticulas carregadas
de clorpirifés, um agroquimicos organofosforado usado na agricultura para controlar
principalmente insetos das ordens Coleoptera, Diptera, Homoptera e Lepidoptera.
Apesar destes estudos irem de encontro com a atual demanda por solugdes mais
amigaveis ao meio ambiente para o controle de pragas, a existéncia deles ainda é
justificada pelos autores pelo fato de estarem propondo sistemas que necessitam de
um numero de aplicagdes reduzido e terem um tempo de liberagdo mais prolongado.

Como uma alternativa ao controle de pragas por pesticidas, alguns trabalhos
propuseram a microencapsulacdo de agentes microbiologicos. No trabalho
desenvolvido por Qiu et al. (2019) conidios de Metarhizium anisopliae, um fungo
utilizado no controle de insetos, foi encapsulado em uma matriz de gelatina e goma
arabica. Lopes et al. (2020) exploraram a microencapsulacéo do fungo Trichoderma
asperellum em microparticulas de alginato de calcio como uma alternativa para
aumentar a viabilidade das células. O sistema apresentado por Joshi et al. (2020)
propdés um sistema hibrido que simultaneamente contivesse a bactéria Bacillus
thuringiensis, utilizada como biopesticida, e o fertilizante NPK (nitrogénio, fésforo e
potassio) em microparticulas de alginato.

Existem muitos materiais formadores de paredes ou matrizes que podem ser
usados na microencapsulacédo de ativos. No entanto, apenas um namero limitado &
adequado para aplicacdes em alimentos, medicamentos, cosméticos e de maneira
mais geral, somente poucos materiais sdo permitidos quando o uso depende de
biocompatibilidade com o corpo humano ou com células de outras espécies (MISHRA,
2015). Dentre os materiais permitidos, os polimeros se destacam. Os polimeros
sintéticos PLA, poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), e PCL tem sido utilizados
na microencapsulacdo de medicamentos, cosméticos e corantes (ASTUTI; RAHMA,;
BUDIANTO, 2020; NANDY et al., 2020; VATANKHAH; HAMEDI; RAMEZANI, 2020).
No entanto, umas das principais desvantagens no uso destes polimeros é a
necessidade de solubilizagcdo em solventes que séo toxicos para células vivas, como

diclorometano e cloroférmio.
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Os polimeros naturais reinem caracteristicas que tornam a sua utilizacao muito
difundida em metodologias biocompativeis de microencapsulacdo, como atoxicidade,
baixo custo e grande disponibilidade, além de serem biodegradaveis (CARVALHO;
ESTEVINHO; SANTOS, 2016). Varios tipos de polimeros naturais tém sido
empregados na producdo de microparticulas, como os polissacarideos (amidos,
alginato, carragenina, goma arabica, etc.), lipidios (ceras vegetais, acido estearico,
etc.), e proteinas (albuminas, gelatina, caseina, etc.) (CORREA-FILHO; MOLDAO-
MARTINS; ALVES, 2019), destacando-se os polissacarideos como a classe de
polimeros naturais mais difundida (MISHRA, 2015).

Polimeros naturais como alginato, colageno, gelatina, agarose, e quitosana tem
sido amplamente investigados na microencapsulacao de células (UYEN et al., 2020).
Entretanto, o alginato é o material mais comum para a microencapsulacao devido a
sua permeabilidade, biocompatibilidade e capacidade de realizar a reticulacdo idnica
(KANG et al., 2020), tendo ja sido reportado em alguns estudos de microencapsulacéo
de agentes biolégicos de controle como em Krell et al. (2018), Petraityté e Sipailiené
(2019), e Pour et al. (2019).

2.1.1 Alginato

O alginato é um polimero natural da classe dos polissacarideos, presente na
parede celular das algas marrons, como Macrocystis pyrifera, Laminaria hyperborea,
Ascophyllum nodosum, e de algumas bactérias do género Azotobacter e
Pseudomonas (CATTELAN et al., 2020). Nas algas marrons, esta presente na parede
celular sob a forma de sais, principalmente de Na, Ca e Mg. Sua func¢éo biolédgica é
principalmente estrutural, dando as algas resisténcia mecéanica e flexibilidade
(PETEIRO, 2018). A cadeia polimérica do alginato € constituida pelos acidos B-D-
manurdnico (M) e a-L-gulurénico (G) unidos por uma ligacdo glicosidica 1-4,
arranjados em blocos homopoliméricos de cada acido, e blocos heteropoliméricos
como mostrado na figura 2 (VARAPRASAD et al., 2020).
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Figura 2 — Estrutura e conformagédo em cadeira dos &cidos a) B-D-manurénico (M) e b) e a-
L-gulurénico (G), e os trés possiveis tipos de ligacao entre eles, e suas respectivas ligacdes
glicosidicas: ¢) MM por B-1,4, d) GG por a-1,4 e €) MG por p-1,4.

a) b)
“ooc OH “ooc
= -0
o 4 5 (0]
Acido B-D-manurdnico (M) Acido a-L-gulurdnico (G)
’ m m
1 4+ 00C ~0
Ligagao glicosidica B-1,4 entre dois M
d) e)
HO
O
4 00C
Ligacao glicosidica a-1,4 Ligacao glicosidica B-1,4
entre dois G entre Me G

Fonte: Adaptado de Hassan (2020) e Arlov e Skjak-Braek (2017).

Este polimero tem sido usado para encapsular uma variedade de agentes
ativos, como medicamentos, cosméticos, fertilizantes e pesticidas. A
microencapsulagéo com o alginato ocorre pelo processo de reticulagéo da sua cadeia
com ions divalentes como o Ca?*, Ba?* ou Sr?* (UYEN et al., 2019), mas também pode
reticular com ions como Fe3* como mostrado pelo trabalho de Bai et al. (2020), e ions
AI®* segundo Ray et al. (2011).

O processo de reticulacdo do alginato (gelificagcdo i6nica ou cross-linking

ibnico), como explicado por Zhang et al. (2020), ocorre pela troca i6nica do ion sédio
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por um ion divalente ou trivalente, que em sequéncia interage eletrostaticamente com
as carboxilas desprotonadas do alginato, transformando o alginato em um gel. Apesar
do ion Ca?* ser o mais utilizado para a reticulacdo do alginato aparecendo na quase
totalidade dos trabalhos de microencapsulacdo, o alginato tem capacidade de
reticulacdo com varios fons metalicos, como Ba?* e Sr**. No entanto, a sua
capacidade de reticulacéo nédo € a mesma para todos eles, aumentando a medida que
o raio ibnico também aumenta, na ordem Ba?*>Sr?*>Ca?* (HASSAN, 2020), chegando
a ndo interacdo com o ion Mg?* (BROWNING et al., 2021).

O modelo que explica o processo de reticulagdo do alginato € conhecido por
Egg-box model, ou modelo de Caixa de Ovos e foi descrito pela primeira vez por Grant
et al. (1973). Estes autores sugeriram que este processo comeca pela formacéo de
um monocomplexo entre uma macromolécula de alginato e um ion divalente, seguido
por um dimero de caixa de ovo, formado pela unido de outra macromolécula. A figura

3 traz uma ilustracdo do modelo Egg-box.

Figura 3 — llustracé@o da interacdo do alginato com o ion célcio sugerida pelo modelo Egg-
box.

{ 0,0
HO OH
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Fonte: Adaptado de Fu et al. (2011).

Os géis de alginato sdo estaveis em uma ampla faixa de pH e insoliavel em
muitos solventes como a agua, etanol, cloroférmio, e outros solventes organicos,
porém sao soluveis na presenca de fortes ligantes de coordenag¢édo, como o acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e citrato de sodio (DELANEY et al., 2010). Dessa
forma, capsulas de alginato podem ser utilizadas para proteger substancias da acidez
do meio em que serao utilizadas, fazendo com que permita a liberacdo subsequente

no ambiente basico. Devido as suas caracteristicas, este biopolimero é o mais usado
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e investigado no encapsulamento, pois forma facilmente matrizes em torno das
bactérias (RAMDHAN et al., 2020).

2.1.2 Microencapsulacéo pelo método de emulsificacéo

O alginato pode ser usado em muitas métodos de microencapsulacao, tais
como emulsificacdo (BAUDRON; GURIKOV; SMIRNOVA, 2019), coacervacéo
(BASTOS et al., 2020), spray-drying (SUN; CAMERON; BAI, 2020), leito fluidizado
(AKGUN; ERKEY, 2019) e gotejamento (VALLEJO-CASTILLO et al., 2020). Esses
métodos diferem-se em muitas caracteristicas de processo que refletem diretamente
as propriedades do produto final. Uma das propriedades mais observadas na
microencapsulacéo é o tamanho de particula.

Para a agricultura, o tamanho das microparticulas é um importante fator que
afeta a aplicagdo em campo por impactar no tratamento de sementes, no controle da
liberacdo do agente ativo, na cobertura de spray foliares na superficies das plantas e
no tamanho de particula adequado para utilizacdo de bicos de pulverizacao
(BERNINGER et al., 2016). De acordo com Berninger et al. (2016), para essas
aplicagbes o tamanho adequado deve permanecer entre 20 e 200 micrometros de
diametro. Entretanto, a depender do método de microencapsulacédo, o diametro pode
variar entre alguns milimetros a micrébmetros, com alguns estudos na ultima década
em nanoencapsulacéo (HAN et al., 2020; PAQUES et al., 2014).

A microencapsulagéo por emulsificagdo, ou gelificacdo iGnica interna, tem esse
nome por produzir particulas a partir de uma emulsdo agua-em-6leo. Este método, &
apontado como uma alternativa na producdo de microparticulas entre 10 yum e 1000
Mm, sendo possivel o controle das variaveis de processo para obtencdo de
distribuicBes de tamanho de particula estreitas e controlaveis, mas para isso, requer
um controle de processo adequado (HOLKEM et al.,, 2016). Uma das grandes
vantagens de sua utilizagdo € a ndo necessidade de equipamentos especializados,
conferindo ao método baixo custo de producéo.

Na emulsificacdo, as microparticulas de alginato sdo formadas pela producao
de goticulas de alginato em uma emulséo de dgua em 0leo sob agitagcéo ou forga de
cisalhamento (BAUDRON; GURIKOV; SMIRNOVA, 2019). A emulsdo entéo é vertida

em uma solucéo de cloreto de calcio e um solvente sob agitacao para a formacgao das
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microparticulas. A solucéo na qual a emulsao € vertida chama-se solucéo gelificante,
por ser a responsavel por provocar um gatilho para inicio da reticulacao nas goticulas
de alginato.

Para cada sistema de formacdo de géis, um gatilho especifico deve ser
adaptado ao material de parede e ao agente ativo. De maneira geral, os gatilhos de
gelificacdo podem ser classificados em trés grupos diferentes: (i) gatilhos fisicos
(tempo, temperatura, irradiacéo), (ii) gatilhos quimicos soltveis em 6leo e (iii) gatilhos
quimicos insoluveis em 6leo. Para o alginato de sédio, as solu¢des encontradas para
a formacéo de microparticulas no método de microencapsulacdo por emulsificacado
sdo os gatilhos ii e iii (BAUDRON; GURIKOV; SMIRNOVA, 2019). No gatilho ii, o
alginato pode ser gelificado dispersando-se carbonato de calcio (CaCO3s) na solucao
de alginato, que é posteriormente dissolvido pela adicdo de um &cido, como acido
acético, adicionado juntamente com uma fase oleosa. Durante a agitacdo, o acido
(soluvel no 6leo) migra para dentro das goticulas de alginato onde solubiliza o CaCO3
causando a formacdo das microparticulas. No gatilho iii, método utilizado neste
trabalho, a formacédo das capsulas da-se pela difusdo de Ca?* (imiscivel em 6leo),
presente em uma solucao de agua e etanol, para a solucdo de alginato.

Como as microparticulas resultam da gelificacdo da emulsdo, a
microencapsulacao pelo método de emulsificacéo (figura 4) pode ser dividida em duas
etapas principais: a formacdo das emulsdes e a constituicdo das microparticulas
(BAUDRON; GURIKOV; SMIRNOVA, 2019). O entendimento das variaveis de
processo nas duas etapas torna-se essencial para o controle do tamanho de particula
final das microparticulas. Fatores como tempo e velocidade de agitacdo, concentracéo
de alginato, tipo e concentracdo de surfactante devem ser investigados, sendo
apontados por Uyen et al. (2020), Baudron et al. (2019), e Ching et al. (2017), como

fundamentais para o controle da microencapsulacgéo.
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Figura 4 — llustracdo esquematica da microencapsulacdo pelo método de emulsificacao, e
estruturas propostas, separada pelas etapas de a) preparacéo da emulséo e b) formacéo
das microparticulas.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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2.2 Controle bioldgico

Estima-se que as pragas agricolas causem de 10 a 15% de perda na producao
agricola mundial (SAWICKA; EGBUNA, 2020). Pragas ou pestes sdao qualquer
espécie considerada indesejavel para o desenvolvimento agricola e que causem
prejuizos econdmicos. Em ambientes agricolas, quando populagdes de plantas (ervas
daninhas), animais ou fitopatbgenos aumentam em niveis economicamente
inaceitaveis, atingem o status de praga (EMBRAPA, 2020). Varias estratégias tém
sido empregadas na reducédo e controle destes danos, sendo a principal delas o uso
de pesticidas quimicos. A aplicacao destes compostos sintéticos tem sido questionada
por diversos problemas, como a dependéncia de condi¢Bes climaticas adequadas,
desperdicio e acumulo de residuos agroguimicos no solo, perigo a saude humana e
desenvolvimento de resisténcia pelas pragas (SINGH et al., 2020). Segundo
Srivastava et al. (2020), ja foram documentadas mais de 440 espécies de pragas que
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desenvolveram resisténcia a um ou mais pesticidas. Além disso, muitos organismos
nao-alvo, que muitas vezes sdo benignos para o0 meio ambiente, sdo afetados pela
aplicacao de pesticidas.

Como alternativa ao controle quimico, o controle biolégico vem sendo apontado
como uma opcéo ambientalmente amigavel apresentando uma série de vantagens em
comparacdo com o controle quimico (EMBRAPA, 2020), tendo como principal
beneficio deste método a seguranca no uso dos produtos biologicos, tornando
possivel a producdo de alimentos com menor impacto ambiental e menos danosa a
saude dos agricultores e consumidores. Conceitualmente, o controle biolégico é
definido como uma forma de manejo de pragas que utiliza um tipo de organismo,
também chamado de inimigo natural, para reduzir popula¢es da espécie considerada
praga (BAKER; GREEN; LOKER, 2020), atuando de tal forma que sempre uma
populacao é regulada por outra populacéo, ou seja, um ser vivo € sempre explorado
por outro ser vivo, assim mantendo o equilibrio da natureza.

No Brasil, o primeiro produto biolégico para o controle de doencas de plantas
foi a base de Trichoderma viride empregado no controle de Phytophthora cactorum
em macas lancado em 1987 pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) Clima Temperado (POZZA et al., 2019). Desde entdo, o mercado global
de defensivos quimicos apresentou uma queda de 6% na producdo em 2018, e o
mercado do controle bioldgico foi 17% maior que o alcangado em 2017. No Brasil, o
mercado de produtos biolégicos movimentou quase R$ 528 milhées no ano de 2018
e a expectativa para 2020, € que o setor fature no mundo US$ 5 bilhées e que em
2025 chegue a US$ 11 bilhdes (MAPA, 2020).

2.2.1 Controle microbiolégico

Devido as facilidades de manipulacdo e producdo em meios de cultura, os
microrganismos tém sido os inimigos naturais mais utilizados em producéo comercial
em larga escala (HALFELD-VIEIRA et al., 2016). A aplicacdo de microrganismos como
virus, bactérias e fungos, tem se mostrado eficientes a reducdo de efeitos danosos
causados por pragas e fitopatdgenos, sendo reconhecida por 76% dos agricultores
em 2018 como eficientes (MAPA, 2020).
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Os agentes microbioldgicos de controle (AMCs), segundo a legislagéo brasileira
(INC N° 3/2006) “sdo considerados os microrganismos vivos de ocorréncia natural,
bem como aqueles resultantes de técnicas que impliqguem na introducdo natural de
material hereditario, excetuando-se 0s organismos cujo material genético (ADN/ARN)
tenha sido modificado por qualquer técnica de engenharia genética (OGM)” (BRASIL,
2006), e portanto ndo sédo considerados AMCs formulacdes contendo metabdlitos
secundarios dos mesmos.

Os AMCs atuam por meio de uma variedade de modos de agao resultando de
interacOes diretas ou indiretas entre os microrganismos benéficos e os fitopatdogenos
(EMBRAPA, 2020). Os mecanismos de biocontrole podem atuar indiretamente
induzindo resisténcia em plantas ou pela suplementacdo da matéria organica no solo
para aumentar a atividade antagonista contra o patégeno, como também podem atuar
diretamente por meio de competicdo de nutrientes ou outros mecanismos que
controlem as condi¢cdes de crescimento do patdogeno, ou agindo por meio do
hiperparasitismo e da antibiose interferindo diretamente no patdégeno (KOHL;
KOLNAAR; RAVENSBERG, 2019).

Entre os microrganismos de controle biolégico, o género Bacillus tém recebido
grande atencéo sendo, provavelmente, os biopesticidas mais explorados na protecéo
de plantas (ZHAO et al., 2014). Este género também é o maior detentor de registros
de produtos bioldgicos no Brasil, chegando a 48% dos produtos registrados (POZZA
et al.,, 2019). O sucesso na utilizacdo do género Bacillus deu-se também pelas
caracteristicas robustas para a sua producdo, como 0 crescimento em uma ampla
faixa de temperatura, colonizacdo em diversos ambientes, utilizacdo de diversos
compostos como fonte de energia, capacidade de competicédo, producéo de estruturas
de resisténcia (enddsporos), além da capacidade de produzirem diversos compostos
com atividade antimicrobiana (DORIGHELLO, 2017).

2.2.2 Bacillus amyloliquefaciens

Dentre as espécies do género Bacillus, a espécie Bacillus amyloliquefaciens
tem sido empregada na agricultura como agente microbiolégico de controle de
doengcas em muitas formulagbes comerciais. No Brasil, atualmente existem 23
formulacdes de produtos a base de B. amyloliquefaciens registrados no sistema de
Agrotoéxicos Fitossanitarios (AGROFIT) disponibilizado pelo MAPA como mostrado no
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quadro 1. Os produtos registrados estdo disponiveis nas formulacbes do tipo
suspensao concentrada (SC), suspensdo concentrada para tratamento de sementes

(FS), granulos dispersiveis em agua (WG) e pé molhavel (WP).

Quadro 1 — Produtos bioldgicos a base de B. amyloliquefaciens registrados no Brasil e seus
respectivos titulares do registro.

Marca comercial Titular do registro Alvo controlado
Meloidogyne incognita

Aveo EZ Sumitomo Pratylenchus brachyurus
Bacilomax Biovalens Meloidogyne incognita
Pratylenchus brachyurus
BF20.001** Ballagro Meloidogyne incognita
Colletotrichum lindemuthianum
Boneville Koppert Sclerotinia sclerotiorum

Rhizoctonia solani
Meloidogyne incognita
Chevelle Koppert Pratylenchus brachyurus

Meloidogyne javanica
Meloidogyne incognita
Duravel Basf S.A. Pratylenchus brachyurus

Meloidogyne javanica
Botrytis squamosa
Xanthomonas campestris pv. campestris
Phyllosticta citricarpa
Eco-Shot Iharabras Cryptosporiopsis perennans
Pythium ultimum
Rhizoctonia solani
Botrytis cinerea
Uncinula necator
Botrytis cinerea
Colletotrichum gloeosporioides

Cryptosporiopsis perennans

Faciens Protection Simbiose Sphaeroteca fuliginea
Erysiphe polygoni
Alternaria solani

Sclerotinia sclerotiorum

Phyllosticta citricarpa
Sclerotinia sclerotiorum

Lumialza Sumitomo Pratylenchus brachyurus
Nemacontrol Simbiose Meloidogyne incognita
Pratylenchus brachyurus
N Sclerotinia sclerotiorum
Nemacontrol Super Simbiose
Pratylenchus brachyurus
Nema-Guard Biovalens Meloidogyne incognita

Pratylenchus brachyurus
No-Nema Biovalens Meloidogyne incognita

Fusarium verticillioides
Meloidogyne incognita
Pardella** Ballagro Pratylenchus brachyurus
Meloidogyne javanica
Heterodera glycines
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Colletotrichum lindemuthianum
PFC-Control Simbiose Sclerotinia sclerotiorum
Rhizoctonia solani
Sclerotinia sclerotiorum
Pratylenchus brachyurus
Shocker* Agrivalle Botrytis cinerea
Sclerotinia sclerotiorum

Quartz SC Lallemand

Shocker-A* Agrivalle : ; )
9 Rhizoctonia solani
. Sclerotinia sclerotiorum
Shocker-B* Agrivalle : ) )
Rhizoctonia solani
. . Sclerotinia sclerotiorum
Tanus** Biota Innovations

Rhizoctonia solani
Colletotrichum lindemuthianum
Trunemco Sumitomo Sclerotinia sclerotiorum

Rhizoctonia solani
Rotylenchulus reniformis
Pratylenchus brachyurus

Meloidogyne javanica
Meloidogyne incognita
Veraneio Koppert Colletotrichum lindemuthianum
*Produto formulado também com Trichoderma harzianum.
**Produto formulado também com Trichoderma harzianum e Trichoderma
asperellum.
Fonte: Extraido do sistema AGROFIT em 29/09/2020.

Twixx Agrivalle

A espécie B. amyloliquefaciens é um tipo de bactéria aerébia, gram-positiva,
com formato de bastonete medindo de 1,8 a 3,0 um de comprimento, produtora de
endosporos, associada muitas vezes a espécie Bacillus subtilis (SANTOS, 2018; XIE
et al., 2018). Encontrada comumente em solos préximos as raizes de plantas, recebeu
esse nome devido producédo da enzima a-amilase, que atua ao acaso ao longo da
cadeia de amilose e amilopectina hidrolisando as ligagbes a-1,4 e liberando
maltoligossacarideos (CARVALHO, 2007). Historicamente, a espécie B.
amyloliquefaciens foi proposta pela primeira vez no trabalho de Fukumoto (1943), mas
s6 foi reconhecida como uma nova espécie na publicacdo de Priest et al. (1987). Este
reconhecimento tardio de B. amyloliquefaciens como uma nova espécie ocorreu
devido a semelhanca com a espécie B. subtilis, que quando comparadas pelos
métodos classicos de coloracdo ndo era possivel fazer distincdo. Priest e
colaboradores (1987) reuniram evidéncias genéticas, analises numéricas de
fendtipos, andlises de cromatografia gas-liquido e espectrometria de massas para
apresentar a espécie como nova no artigo intitulado “Bacillus amyloliquefaciens sp.

nov. nom. rev".
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Com relacdo ao controle bioldgico, a bactéria B. amyloliquefaciens produz
muitos metabdlitos secundarios com capacidade de supresséo de doencas que foram
demonstrados pela literatura como responsaveis pela antibiose, como o composto
iturina A e fengicina. No trabalho de Ji et al. (2013) foi demonstrado que o composto
iturina A e fengicina produzido pela estirpe CNU114001 podem inibir o crescimento
de 12 patdégenos de plantas sendo eles Alternaria panax, Botrytis cinerea,
Colletotrichum acutatum, Colletotrichum orbiculare, Corynespora cassicola, Fusarium
oxysporum, Penicillium digitatum, Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani,
Stemphliyum lycopersici, Pyricularia grisea, Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum
orbiculare, Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum e Pyricularia oryzae. Os
autores além de testarem a inibicdo contra os 12 patégenos, também avaliaram a
inibicdo para diferentes concentracbes do extrato de metabolitos da B.
amyloliquefaciens, mostrando que a concentracdo mais baixa de 50 ppm foi suficiente
para inibir o crescimento dos fungos A. panax, B. cinerea, P. grisea e S. sclerotium, e
que em 200 ppm, 8 patégenos restantes eram totalmente controlados.

Em outro trabalho, os autores Li et al. (2014) conseguiram associar a
contribuicdo de cada substancia no controle de alguns fungos. Utilizando a estirpe
SQRY9, foi demostrado que a fengicina foi o principal contribuidor na inibicdo de
Verticillium dahliae kleb, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, e Phytophthora
parasitica, e a surfactina no controle de Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, e
Fusarium solani. Muitos outros trabalhos debrucaram-se no estudo, identificacao de
novos compostos e controle de patégenos pela B. amyloliquefaciens, estao

apresentados no quadro 2.

Quadro 2 — Metabdlitos secundarios produzidos por B. amyloliquefaciens.

Metabdlito Efeito contra o alvo Referéncia

Ciclo(d-Pro-I-Leu) Meloidogyne incognita Jamal et al., 2017

Rhizoctonia solani, Alternaria citri,
Botryosphaeria sp., Colletotrichum

gloeosporioides, Fusicoccum Arrebola; Jacobs;

Iturina A aromaticum, Lasiodiplodia theobromae, Korster_l, 2010; Wu et al.,
Penicillium crustosum, Phomopsis 2014; Yu etal., 2002
persea, Sclerotinia sclerotiorum
Amilociclicina Staphylococcus aureus Kurata et al., 2019;

Scholz et al., 2014
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Virus, Fusarium oxysporum, Myzus

Koumoutsi et al., 2004; Li

Surfactina ) : . et al., 2014; Yun et al.,
persicae Fusarium solani,
2013
Fusarium oxysporum, Fusarium Gu et al., 2017;

Bacilomicina D

graminearum

Koumoutsi et al., 2004

Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea,

Koumoutsi et al., 2004; Li

Fengicina Fusarium solani, Phytophthora parasitica etal, 201;6128?0&“9 etal,
Bacilobactina Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani Li et al., 2014

Macrolactina

Fusarium oxysporum

Schneider et al., 2007

Bacilaene Fusarium oxysporum Chen et al., 2006
Dificidina Fusarium oxysporum Chen et al., 2006
Bacilisina E. amylovora Chen et al., 2009

Plantazolicina

Meloidogyne incognita e Caenorhabditis
elegans

Jamal et al., 2017; Liu et
al., 2013

Amilociclicina

Ainda nao relacionado

Ait Barka et al., 2015

Acetoin; 2,3- Promotora de crescimento e indutora de
; T Wu et al., 2018
butandiol resisténcia sistémica
Mersacidina Ainda ndo relacionado Altena et al., 2000

Fonte: Adaptado de Keswani et al. (2020).

No que diz respeito aos nematoides, Jamal et al. (2017) mostraram que a
bactéria B. amyloliquefaciens tem atividade contra a espécie Meloidogyne incognita
por meio do dipeptideo ciclo(d-Pro-I-Leu) assim como o composto plantazolicina no
controle de Caenorhabditis elegans, no estudo de Liu et al. (2013). Além do seu
emprego como fungicida e nematicida, recentemente a cepa MBI 600® comercializada
pela BASF SE. por meio do produto Duravel®, foi utilizada no estudo de Beris et al.
(2018) como um virucida. O estudo mostrou que a aplicacao da cepa contra 0s virus
Tomato spotted wilt virus (TSWV) e Potato virus Y (PVY) mostrou-se eficiente,
reduzindo em 80% a presenca do TSWYV e atrasando a infestacédo do PVY, por meio
da indugdo de resisténcia sistémica em tomateiro (Solanum lycopersicum) pela
producdo de &cido salicilico. Neste trabalho, a bactéria B. amyloliquefaciens sera
avaliada quanto a sua atividade antifungica contra os fungos Rhizoctonia solani e

Sclerotinia sclerotiorum.

2.2.3 Microencapsula¢céo de microrganismos na agricultura

Apesar do uso de AMCs no controle de patégenos no campo ser bastante
promissora por serem seguros a saude humana e ao meio ambiente, sua utilizacao

traz grandes desafios. Diferentemente dos produtos quimicos, os AMCs séo
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organismos vivos que perdem viabilidade ao longo do tempo e que quando aplicados
em campo também precisam de um periodo de adaptacdo ao novo habitat para
comecarem a atuar como biocontroladores do patégeno alvo. Por esses motivos, para
serem usados comercialmente os AMCs precisam ser preparados em formulagtes
gue aumentam a viabilidade do in6culo por muitos meses e que oferecem protecéo
quando aplicados.

Usualmente, os AMCs podem ser preparados em formulacdes soélidas (pés ou
granulos) ou liquidas. Formulagées liquidas, onde o in6culo fica suspenso em agua
ou Oleo, ndo oferecem um tempo de prateleira tdo longo quanto as formulacdes
sélidas, mas sao mais simples de preparar e aplicar (BASHAN et al.,, 2014). As
formulagbes solidas costumam ser mais utilizadas na aplicagdo no solo e fornecem
uma liberacdo mais controlada em relacéo as formulagdes liquidas. De maneira geral,
formulacdes liquidas possuem tempo de prateleira de 3 a 6 meses (KOLOMBET et
al., 2008), e formulacdes sélidas de 6 a 12 meses (MACIAG et al., 2020).

Os AMCs sao preparados para uso comercial com as mesmas formulacdes que
sdo utilizadas para a preparacdo dos defensivos agricolas quimicos, sendo
principalmente: suspensdo concentrada (SC), suspensdo concentrada para
tratamento de sementes (FS), granulos dispersiveis em agua (WG) e p6 molhavel
(WP), mas ndo sO (essas sdo as formulagcbes mais registradas no Brasil). Na
formulacdo SC, particulas do ingrediente ativo sdo suspensas em um liquido,
geralmente 4gua. Para manter as particulas suspensas na formulac¢do, geralmente
adiciona-se um espessante ao liquido ou reduz-se o tamanho de particula do ativo,
gue para o caso dos AMCs € inviavel. As formulacdes FW sdo muito similares a SC
com a diferenca que a ela é adicionado aditivos para adesdo a superficie das
sementes e materiais corantes para indicar que foram tratadas com o produto. As
formulacbes WP e WG séo sdlidas (pé e granulos, respectivamente) durante a
estocagem e para aplicacdo em campo sao dispersas em agua e pulverizadas. Para
rapida dispersédo dessas formulacdes no solvente sdo adicionadas substancias que
auxiliam no desaglutinamento do ingrediente ativo (CUSH, 2020). Apesar das
formulagBes solidas oferecerem um maior tempo de prateleira aos microrganismos,
elas carregam algumas desvantagens. Formulagfes solidas sdo mais suscetiveis a
contaminagao, necessitam de concentra¢cdes maiores de indculo para alcancarem o

mesmo efeito das formulac¢des liquidas em campo, pela formulacdo ser seca, 0s
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microrganismos demoram mais para comecarem a atuar por necessitarem primeiro
de hidratacdo (geralmente permanecem como esporos nesse periodo), e se
necessitarem de liofilizagdo tornam-se ainda dispendiosas etc. (JOHN et al., 2011,
MIENDA,; IDI; UMAR, 2011; SREENIVASA RAO et al., 2015). Logo, a escolha de uma
formulacdo adequada para o inéculo é essencial para uma boa performance e
estabilidade dos microrganismos.

Uma das estratégias apontadas para o aumento da viabilidade de
microrganismos adicionados ao meio ambiente € o desenvolvimento de sistemas de
protecdo e liberacdo sustentada, utilizando-se de técnicas de microencapsulacéo
(VEMMER; PATEL, 2013). A microencapsulacdo é uma técnica que permite a
incorporacdo de um ativo sensivel em uma particula, preservando o material
encapsulado do meio externo a fim de reduzir as interagdes com fatores ambientais.
Alguns trabalhos ja demonstraram que a microencapsulacéo pode aumentar o tempo
de prateleira dos microrganismos, como o trabalho de Ma et al. (2015) que obteve
uma sobrevivéncia de 87,53% para uma formulacdo contendo capsulas e 47,06% para
uma formulacdo WP ap6s 540 dias de armazenamento da bactéria Bacillus subtilis.
Dentre os muitos materiais utilizados para microencapsulacdo, os polimeros
biodegradaveis tém se destacado por, assim como os AMCs, serem ambientalmente
amigaveis e seguros para uso humano, contribuindo para uma formulacdo mais
sustentavel.

O trabalho mais antigo envolvendo a imobilizagdo de um microrganismo em
uma matriz com aplicacéo agricola é um estudo de Dommergues e colaboradores em
1979. Neste artigo, 0s autores propuseram o aprisionamento do inoculante Rhizobium
japonicum, uma bactéria fixadora de nitrogénio, em uma matriz de poliacrilamida como
alternativa a formulacdo com turfa. Apesar de n&o utilizarem a técnica de
microencapsulacéo, os objetivos principais da tecnologia estavam presentes, como a
utilizacdo de uma matriz para protecdo de um microrganismo e a sua liberagao
prolongada no meio, faltando apenas o fator do tamanho micrométrico da particula.
Em um estudo de 1982, Jung e Dommergues, propuseram 0 aprisionamento do
mesmo inoculante em matrizes de alginato apresentando pela primeira vez capsulas
de alginato de calcio de 2 a 3 mm de diametro.

Apenas na investigacao de Walker e Connick Jr. (1983) foi apresentado, pela

primeira vez, o encapsulamento de um AMCs numa matriz de alginato de célcio e
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argila. Os autores utilizaram o método de gotejamento para aprisionar separadamente
cepas de 5 fungos biocontroladores de ervas-daninhas, sendo eles Alternaria cassiae,
Alternaria macrospora, Fusarium lateritium, Colletotricbum malvarum e Phyllosticta sp.
Os autores avaliaram a viabilidade dos conidios ap6s exposicdo a radiacédo
ultravioleta, mostrando que a formulacéo foi eficiente em proteger os microrganismos
preservando de 90 a 100% dos conidios. Na avaliacdo do tempo de prateleira, foi
reportado que os fungos encapsulados permaneceram viaveis até 8 meses de
armazenamento quando guardados sob refrigeragdo a 4 °C. Desde a primeira
publicacdo muitos trabalhos académicos e patentes foram publicadas, a figura 5
apresenta uma evolucdo do nimero de ocorréncias de ambos os tipos de documentos
sobre encapsulacdo de AMCs desde 1983. A figura 5 mostra o crescente interesse
pelo estudo de sistemas que envolvam a microencapsulagéo de microrganismos para
o controle de patdgenos, bem como a sua importancia para o desenvolvimento de
inovacdes tecnoldgicas que se refletiu no crescente nimero de patentes publicadas

no mesmo periodo.

Figura 5 — Evolugdo do nimero de trabalhos académicos e tecnoldgicos (artigos e patentes)
publicados sobre encapsulagéo de agentes microbiolégicos de controle desde 1983 até
2020 extraidos das bases Web of Science Core Collection e Derwent Innovations Index.
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Fonte: Web of Science Core Collection (2020) e Derwent Innovations Index (2020).
Légica de pesquisa utilizada no Web of Science: TOPIC: ((biological NEAR/O control) OR
(microbial NEAR/O biological NEAR/O control) OR (microbial NEAR/O pesticide) OR
(microbial NEAR/O control)) AND TOPIC: ((entrap* OR immobili* OR encapsulation* OR
microencap* OR bead* OR microsphere* OR microcap* OR microbead*)). Logica de busca
utilizada no Derwent: IP= (AO1N-063/00 AND A01N-025/28).
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2.3 Estado da arte

Os estudos mais recentes (2016-2021) sobre microencapsulacdo de AMCs
abrangem muitos tipos de matrizes, microrganismos e métodos de
microencapsulacdo. O quadro 3 traz um panorama destes trabalhos separados por
AMC, tipo de matriz e tamanho de particula. Como pode ser verificado, a maior parte
dos estudos desenvolvidos no periodo sdo de microencapsulagdo de AMCs em
particulas de alginato de célcio de 2 a 5 mm de diametro, preparadas por gotejamento,
com acréscimo de um aditivo para modificar propriedades da particula.

Um desses trabalhos € o estudo de Zhang et al. (2016) que investigaram a
protecdo UV e a liberagdo sustentada da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) presente
em capsulas de alginato de calcio (2 a 3 mm) aditivadas com melanina. A bactéria Bt
€ um importante AMC com funcéo inseticida contra mais de 3000 espécies de insetos,
mas como todas as bactérias, suscetivel a morte quando exposta a radiacdo UV. Para
propor uma formulagcdo que protegesse 0s microrganismos, 0s autores utilizaram
metodologia de gotejamento para a producdo das cipsulas e RSM para anélise dos
resultados. Foi reportado que a melhor formulacdo para obtencédo de capsulas com
protecdo UV dentro dos parametros estudados foi a composicéo 0,78% de alginato de
sédio, 4,52% de CacClz, 3,0% de bactéria, 0,015% de melanina e 0,2% do conservante
benzoato de sddio. Com essa composicdo, 0s pesquisadores conseguiram aumentar
a viruléncia da formulacéo encapsulada em aproximadamente 2400 vezes e prolongar

a sobrevivéncia do Bt exposto a radiacédo UV.

Quadro 3 — Exemplos de estudos mais recentes (2016-2021) sobre microencapsulacéo de
agentes microbioldgicos de controle.
Agente microbioldgico Tamanho de

de controle Matriz particula Referéncia
Bacillus thuringiensis Alginato de; calcio 2-3mm Zhang et al. (2016)
Melanina
Heteror_habdltls Alglnat(_J de célcio 4-5 mm Kim et al. (2021)
bacteriophora Glicerol
Trichoderma asperellum Alginato de célcio 1,5a2,5mm | Lopes etal. (2020)
Saccharomyces Alginato de célcio
cerevisiae Metarhizium g o 1 mm Humbert et al. (2017)
Amido cristalino
brunneum
Alginato de célcio 2,5 mm
Metarhizium brunneum Amido cristalino de amido (Umidas) Przyklenk et al.
e batata 1,1 mm (2017)
Carboximetilcelulose (secas)
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Bacillus thuringiensis Alginato de calcio Indisponivel Naghavi, Marzban
9 Gelatina P Sohrab (2016)
Alginato de célcio
Pseudomonas Gelatina
fluorescens Nanotubos de carbono 150 pm Pour et al. (2019)
Nanoparticulas de Si
Streptomyces : Saberi-Riseh e
fulvissimus Goma gelana e quitosana 150 pm Moradi-Pour (2021)
Metarhizium brunneum A'g"!ato de cgluo Indisponivel Krell et al. (2018b)
Amido de milho
Parafina, agua e
Metarhizium brunneum | nanoparticulas de silica- 1-30 um Yaakov et al. (2018)
NH,
. Nanoparticulas de TiO»- Amar Feldbaum et al.
Metarhizium brunneum NH, 2-8 um (2021)
Bacillus thuringiensis Folhas de grafeno Indisponivel Maghsoudi e Jalall
9 Azeite P (2017)
. o . Malaikozhundan et
Bacillus thuringiensis Nanoparticulas de ZnO 20 nm al. (2017)
Bacillus cereus Nanoparticulas de ZnO 21a35nm | Ahmed et al. (2021)

Fonte: Elaborado pela autora.
Kim et al. (2021) estudaram a microencapsulacdo do nematelminto
Heterorhabditis bacteriophora em particulas de alginato de célcio (4 a 5 mm)
produzidas por gotejamento. O estudo tinha como objetivo resolver o problema da
pouca ou nenhuma liberacdo dos AMCs aprisionados em particulas puramente de
alginato de calcio, e aumentar o tempo de prateleira da formulacdo. Para isso, foi
proposta a aditivacéo da formulacdo com glicerol para melhorar tanto a porosidade da
parede das particulas quanto para deixar os nematelmintos em estado de quiescéncia.
Os resultados obtidos mostraram que a utilizacdo de H. bacteriophora em particulas
foi tdo eficaz quanto a formulacdo comercial e que o tempo de prateleira desta nova
formulacdo chegou a pelo menos 6 meses (tempo de controle do estudo).
Poucos trabalhos que utilizaram uma metodologia similar a utilizada neste
(2016) que

microencapsularam a bactéria Bt em uma matriz de alginato de célcio e gelatina por

foram encontrados. Um deles é o estudo de Naghavi et al.
método de emulsificacdo. O 6leo escolhido por esses autores foi o 6leo de milho, o
surfactante Span™ 80 e a velocidade de rotacdo 2000 rpm. O objetivo do estudo &
semelhante aos estudos anteriores, proteger os microrganismos da radiacéo UV. Os
autores conseguiram mostrar que para 0S microrganismos microencapsulados a
viabilidade foi muito superior a dos esporos livres ap0s exposicéo a radiacdo UVB e

UVC, 86% e 90%, contra 40 e 50%, respectivamente.
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O estudo de Pour et al. (2019) traz a microencapsulacdo da bactéria
Pseudomonas fluorescens, um biofungicida com ac&do contra a podridao-seca,
causada pelo fungo Fusarium solani. Os pesquisadores propuseram uma formulacao
de alginato de calcio e gelatina aditivada com nanotubos de carbono, como um meio
para acelerar a germinacdo das sementes e o crescimento da planta, e nanoparticulas
(NP) de silicio, utilizado para aumentar a resisténcia a patdgenos da planta. A
metodologia utilizada, muito similar a deste trabalho, proporcionou a obtencéo de
particulas de tamanho médio de 150 pm. Também foi mostrado que a formulagéo
contendo as NP levou a um maior tempo de prateleira, maior eficacia contra o
patdgeno, e um maior tamanho médio das raizes da planta estudada.

O estudo dos pesquisadores Saberi-Riseh e Moradi-Pour (2021) propss a
microencapsulacdo da bactéria Streptomyces fulvissimus, pelo método de spray-
drying, para o controle do Mal-do-pé do arroz causada pelo fungo Gaeumannomyces
graminis. Nesse trabalho, o material empregue como matriz foi a quitosana e a goma
gelana com NP de 6xido de zinco como aditivo. O tamanho de particula produzido foi
da ordem de 150 um. Os autores mostraram que a formulacdo de microparticulas
alcancou o maior controle do patégeno, chegando a 90% de eficiéncia e que as
plantas tratadas apresentaram maior massa das raizes (Umidas e secas).

Outra abordagem recentemente utilizada na microencapsulacdo de AMCs é a
encapsulamento de célula Unica (single cell encapsulation), método no qual cada
microrganismo € encapsulado individualmente um uma particula. No trabalho de
Yaakov et al. (2018) o fungo Metarhizium brunneum foi encapsulado individualmente
pelo método da emulsdo Pickering, utilizando agua como fase continua e parafina
como fase dispersa. Como estabilizante da emulséo, foram utilizadas NP de silica
funcionalizadas com NH2. Esse método é bastante Util para produzir formula¢cdes com
alta cobertura foliar onde o tamanho das particulas € dependente do comprimento da
célula. Os resultados obtidos mostraram que a alta cobertura da formulacéo proposta
levou a uma maior mortalidade da lagarta do algodao (Spodoptera littoralis) em
comparacao com o grupo controle.

Em um trabalho mais recente, Feldbaum et al. (2021) propbés a
microencapsulagéo do fungo M. brunneum no mesmo sistema utilizado por Yaakov et
al. (2018), com a diferenga que esses autores utilizaram NP de TiO2z funcionalizadas

com amina como para melhorar a eficiéncia da formulacdo quanto a protecédo a
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radiacdo UV. Os resultados mostraram que a exposicao dos conidios encapsulados a
luz UV ndo alterou suas taxas de germinacdo, no entanto, para os conidios
desprotegidos houve uma diminuigéo de viabilidade.

Por ultimo, € valido citar os trabalhos de Maghsoudi e Jalali (2017) e Ahmed et
al. (2021). Maghsoudi e Jalali (2017), apesar de ndo encapsularem o AMC em uma
matriz polimérica, apresentaram uma nova formulacdo com protecdo UV para B.
thuringiensis baseada em azeite de oliva e 6xido de grafeno. Os resultados mostraram
que a combinacdo de Oxido de grafeno e azeite gerou a maior viabilidade do
microrganismo, de 50,62% apo6s 96 horas de exposicdo a radiagcdo UV, enquanto a
viabilidade para os esporos livres, para formulacdo s6 com azeite de oliva e para a
formulacdo com apenas Oxido de grafeno, foi de 32,54%, 37,19% e 45,20%,
respectivamente. Ja o trabalho de Ahmed et al. (2021) apresenta a biossintese de
NPs de oxido de zinco pelo microrganismo Bacillus cereus como uma proposta de
formulacdo com tempo de prateleira longo, atdxica, ambientalmente amigavel e
escalavel em comparacdo com NPs fabricadas pelos métodos quimicos e fisicos. Os
autores mostraram que as NPs de Oxido de zinco apresentaram uma atividade
antibacteriana significativa de 50 pg.m_L™* contra os patégenos Burkholderia glumae e
Burkholderia gladioli, gerando uma zona de inibicdo de 2,83 cm e 2,18 cm,
respectivamente.

E importante destacar que apds uma busca extensa pela literatura académica
disponivel, ndo foi encontrado nenhum trabalho de microencapsulagéo que utilizasse
a bactéria B. amyloliguefaciens como biofungicida e utilizasse o método de
emulsificacdo para a fabricacdo de microparticulas de alginato de calcio, sendo este

trabalho o primeiro.

2.4 Planejamento de experimentos

Tradicionalmente, a metodologia escolhida por pesquisadores para estudo de
sistemas experimentais € a metodologia “Uma Variavel Por Vez”’, em inglés “One
Variable At Time” (OVAT) ou “One Factor At a Time” (OFAT) (BOWDEN; PICHLER,;
MAURER, 2019; MONTGOMERY, 2017). O método “Uma Variavel Por Vez” consiste
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na selecdo de um ponto de partida para cada fatorl investigado e na variacao
sucessiva de cada um ao longo de um intervalo com os outros fatores mantidos
constantes. Como pode ser visto na ilustracdo apresentada na figura 6a, o fator Y foi
escolhido como o primeiro fator a ser trabalhado nesse estudo hipotético enquanto a
variavel X foi mantida no mesmo nivel. ApGs a realizacdo dos cinco experimentos
(marcados com “X” preto na figura 6a), foram feitos mais experimentos no fator X
(marcados com um “x” vermelho) na altura em que o Y foi encontrado como étimo.
Segundo Neto e colaboradores (2010), a abordagem “Uma Variavel Por Vez”
pode funcionar para alguns casos, por exemplo, quando se quer provar que a variagao
de um parametro tem efeito sobre um sistema. No entanto para outros tipos de
estudos pode demonstrar-se insuficiente quando deseja-se encontrar a melhor

configuracdo de um processo ja que que nao considera qualquer interacao entre 0s
fatores (MONTGOMERY, 2017).

Figura 6 — Tipos de metodologias para abordagem de estudo de sistemas experimentais: a)
metodologia “Uma Variavel Por Vez” onde é mostrado a variagdo da variavel X quando Y é
constante, e da variavel Y quando X € constante; b) metodologia de Planejamento de
Experimentos ou Design of Experiments, onde os experimentos sao realizados em pontos
planejados estatisticamente. O gradiente de cores representa a resposta de cada
experimento, sendo a cor vermelha a melhor resposta e a cor azul a pior resposta.

“Uma variavel por vez” Design of experiments (DOE)
a) A ' b)

b

> =

s s
x
x -
Variavel X >

Variavel X

Fonte: Adaptado de Bowden, Pichler e Maurer (2019).

1 Fator ou variavel é sao caracteristicas que sdo medidas, controladas ou manipuladas em
um estudo.
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Uma alternativa a esse método é o Planejamento de Experimentos ou Design
of Experiments (DOE), uma estratégia experimental na qual os fatores sao variados
juntos, em vez de um de cada vez, criando experimentos em regifes estratégicas
(Figura 6b) para uma andlise estatistica e matematica dos resultados (SHOJAEI et al.,
2020). Existem muitos métodos de planejamento experimental que foram concebidos
de forma a otimizarem a quantidade de informacé&o obtida a partir do minimo namero
possivel de dados. O mais simples deles é o planejamento fatorial 2%, onde k é o
namero de fatores avaliados, e existem 2 niveis de variagao do planejamento (VILELA,
2020). Neste desenho experimental sdo investigados os efeitos individuais de cada
fator e as interacdes entre os fatores (MONTGOMERY, 2017). O processo
experimental dessa técnica consiste em realizar experimentos com cada uma das
combinacdes geradas por uma matriz formada pelos niveis de cada varidvel para em
seguida determinar os efeitos de cada uma dessas variaveis e suas interacdes. Para
um estudo experimental com 3 fatores, o0 nimero de experimentos a ser realizado € 8
(23=8). A matriz de teste bem como a representacédo clbica dos experimentos é
apresentada na figura 7.

Figura 7 — Planejamento de experimentos fatorial 23: a) tabela com a matriz gerada pelas
variaveis X, Y e Z variando-se o nivel em -1 e +1 e d) representacéo esquematica da matriz
em cubo onde cada vértice é um experimento planejado.

(1.+1.41) (+1,+1,+1)

a) b)
Experimento Variavel X Variavel Y Variavel Z : (#1,41,41)
1 -1 -1 -1 (-1,+1,-1) ——
2 1 -1 -1 I
3 -1 1 -1 > |
4 1 1 -1 T>a |
5 -1 -1 -1 = /6—
6 1 -1 -1 g /s
7 1 1 -1 o
8 1 1 -1 |

(111 varigvel x (+1:-1:-1)

Fonte: Elaborado pela autora.

Dentre os métodos para planejamento de experimentos, a metodologia de
Superficie de Resposta (RSM) desenvolvida por Box e Wilson (1951) destaca-se por
usar uma perspectiva grafica dos resultados obtidos (MYERS; MONTGOMERY;
ANDERSON-COOK, 2016).
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2.4.1 Metodologia de Superficie de Resposta (RSM)

A metodologia de Superficie de Resposta (Response Surface Methodology -
RSM, em inglés) € uma metodologia amplamente utilizada nos campos da biologia e
quimica, bem como na indastria de alimentos e outras areas. A RSM é um dos
meétodos de Planejamento de Experimentos, diferindo-se por utilizar muitas variaveis
para encontrar as condigbes Otimas de um dado sistema (BOX; WILSON, 1951;
YUSRI et al., 2018; ZHU et al., 2019). E constituida por um conjunto de técnicas
matematicas e estatisticas que sao usadas para o desenvolvimento e otimizacdo de
parametros de processos (KUMARI; GUPTA, 2019). Uma das maiores vantagens da
utilizacdo da RSM ¢é a reducdo do numero de experimentos a ser realizado, tendo
como consequéncia a reducéao de custos e tempo (SHOJAEI et al., 2020).

A descricao da superficie de reposta é gerada por uma equacao polinomial

linear ou quadrética descrita por:

y=1(1,82 .8 e Equac&o 1

onde y é a resposta obtida pela realizagdo dos experimentos, €1, &2, ..., &k S80 as
variaveis controlaveis do sistema e € € um termo que representa outras fontes de
variabilidade ndo contabilizadas em f, como erros de medicdo e outras fontes de
variacao inerentes ao processo, efeito de outra variavel desconhecida (YUSRI et al.,
2018).

Dentro da RSM existem técnicas especificas que utilizam diferentes tipos de
abordagens estatisticas a depender dos fatores planejados no experimento, como a
técnica de Experimento de Composto Central (Central Composite Design — CCD, em
inglés), Planejamento Box-Behnken (Box-Behnken Design — BBD, em inglés), Matriz
Doehlert e Planejamentos Otimos (Optimal Design, em inglés) (MONTGOMERY,
2017; ZHOU et al., 2019).

2.4.2 Planejamento Otimo-I (I-Optimal Design)

Técnicas de RSM padrdo como CCD e BBD possuem limitagbes a variaveis

qualitativas e podem incluir experimentos em regides que ndo sdo viaveis por
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questdes de seguranca, concentracdes ou velocidades inatingiveis, quantidade de
produto inviavel economicamente etc. (OZDEMIR, 2020). Nestas condicfes, técnicas
de Planejamento Otimo (Optimal Design, em inglés) tornam-se mais apropriadas.

Os Planejamentos Otimos sdo uma alternativa de abordagem estatistica
baseada em principios que acomodam uma variedade de restricdes, como restricdes
de tamanho da amostra ou combinacdes de tratamento nao permitidas (por exemplo,
certas combinacdes de niveis de fatores podem invidvel ou indesejavel)
(MONTGOMERY, 2017). Os critérios de otimizacdo desse tipo de Planejamento sao
caracterizados por letras do alfabeto e, como resultado, sdo frequentemente
chamados de critérios de otimizacdo alfabética (MYERS; MONTGOMERY;
ANDERSON-COOK, 2016). Dentre eles, o Planejamento Otimo-lI € um importante
design de otimizac&o de planejamento de experimentos que utiliza o critério variancia
integrada. Este critério de otimizacao busca planejamentos que minimizem a previsao
da variancia média sobre a regido experimental (GOOS; JONES; SYAFITRI, 2016). O
objetivo em minimizar a variancia media do modelo de regressdo linear do
planejamento experimental é aumentar a precisdo do modelo, diminuindo a dispersao
entre os resultados obtidos do planejamento.

Segundo Montgomery (2017), em planejamentos fatoriais do tipo 2K, os
coeficientes de regressao tém a mesma variancia devido ao seguinte desenvolvimento
algébrico. Utilizando como exemplo um estudo com dois fatores (1 e 2), o modelo de
regressao gerado a partir desses 4 experimentos € expresso a partir da equacao 2.

y= ﬂo + ﬂlxl + ﬂzxZ + ﬂ12x1x2 te Equagéo 2

onde y é a resposta, X1 € X2 sao os efeitos principais e xix2 € o efeito da dupla-
interacdo, todos codificados na escala de -1 a +1, e 0os f’s sdo 0s parametros que
serdo determinados apOs a realizagdo dos experimentos. A figura 8 é uma
representacdo geomeétrica de onde estdo localizados os experimentos de um
planejamento 22 em um quadrado, onde os vértices sdo 0s experimentos, € em
paralelo as arestas estédo os niveis (-1, +1) das variaveis X e Y.

Cada experimento gerado pelo fatorial 22 é descrito pelas equacdes 3, 4, 5 e 6:

a=pg+p8ED+B,D+ B, + & Equacéo 3
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b=p+pEHD+AED+,EDED + 5

Equacéo 4
c=f,+ D+ L,HD+B,-1)(+1) + & Equacéo 5
d= g+ pHD+ B, + B,(+D(+1) + & Equacéo 6

Essas equacdes podem ser escritas de forma matricial:

a +1-1-1+1 ﬁo &
b +1+1-1-1 1 & .
y=Xp+¢ ondey = eX = ,B= ,e &= Equacéao 7
c +1-1+1-1"P=| g, €3 quac
d +1+1+1+1 ) €4
12

Figura 8 — Representacdo esquematica dos experimentos gerados pelo planejamento
experimental fatorial 22em um quadrado onde cada vértice € um experimento do
planejamento.

('1!+1)
L

+
=
1

o (+1:41)

Variavel Y

-1 Variavel X +1

Fonte: Elaborado pela autora.

O método dos minimos quadrados pode entdo ser utilizando para fazer uma

estimativa dos parametros f’s que minimizam a soma dos quadrados dos erros €i. Os
parametros 3 estimados séo descritos como:

B=X'X)"'X'y Equacao 8
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onde ‘ denota a matriz transposta, (X'X)! a matriz inversa de X'X. Para um

planejamento 22 as operagdes com as matrizes X’X e X'y tem como resultado o que

se segue:
4000 +a +b +c +d
1_0400 ,_—a+b—c+d ~
XX—004OeXy— —a —p +¢ +d Equacéo 9
0004 ta —p —c +d

A resolucdo da equacao 9 da-se pela multiplicacdo das duas resolugbes acima,

resultando em:

r+a+b+c+d

4
—a+b—c+d

4
—a—b+c+d

4
+a-b-c+d
4

o)
Il

Equacgéo 10

A variancia de qualquer modelo de regresséo pode entéo ser encontrada pela
equacao 11.

V(B) = 02 x elemento diagonal da matriz (X'X)™! Equagéo 11

4

Esta resoluc&o implicou no desenvolvimento tanto do planejamento D-Otimo e
I-Otimo, enquanto o design D-Otimo utiliza a maximizagdo da determinante de X’'X

para minimizar a variancia, o design 1-Otimo utiliza a integral da variancia na regiéo:
1 1 1 A -
I'=-]2 [ V90, x5)]dxy dx, Equacéo 12

onde | é o critério da variancia integrada e A € a area do espaco experimental.

Este planejamento é usado, principalmente, quando o objetivo experimental é
fazer previsbes precisas da resposta, em vez de obter estimativas precisas dos
parametros do modelo (SMUCKER; KRZYWINSKI; ALTMAN, 2018). Junto com o

planejamento Otimo-D, o Otimo-I sdo os dois tipos de planejamento experimental
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otimizado mais utilizados (MONTGOMERY, 2017). Esse tipo de planejamento €&
facilmente por muitos softwares disponiveis comercialmente, como Design-Expert®,
JMP® etc. e 0 é mais recomendado para encontrar uma superficie de resposta
(LAWSON, 2014).

Neste trabalho, optou-se por utilizar uma metodologia para o planejamento de
experimentos por ter como objetivo a producédo de particulas de alginato de calcio
pulverizaveis, que para tanto ndo poderiam ser maiores que 150 um, que é o tamanho
méaximo recomendado para essa aplicacdo. Somado a isso, a metodologia escolhida
para a microencapsulacao €, como ja explicado, propensa a grandes variacdes de
tamanho de particula sendo bem ajustada com parametros controlaveis.

Isto posto, diante do aumento vertiginoso da populacdo global nas ultimas
décadas, da crescente demanda pela producdo de alimentos e a busca por
tecnologias de controle de pragas no campo mais sustentaveis, este trabalho propde-
se ao desenvolvimento de microparticulas de alginato de calcio como meio de
protecdo e liberacdo do microrganismo B. amyloliquefaciens pelo método
emulsificacao utilizando o Planejamento de Experimentos como uma ferramenta para

otimizacao do tamanho de particula.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € investigar a microencapsulacdo do
microrganismo B. amyloliquefaciens em uma matriz de alginato de calcio e otimizar o
processo de microencapsulacédo por emulsificacdo para que o tamanho de particula
das microparticulas seja inferior a 150 pm.

Os objetivos especificos séo:

i. Otimizar o tamanho das microparticulas produzidas pela
microencapsulacdo por emulsificacdo variando os parametros do
processo;

ii. Realizar a microencapsulacdo do microrganismo B. amyloliquefaciens
em uma matriz de alginato de célcio utilizando o método de
emulsificacao;

iii.  Avaliar a concentracdo de microrganismos nas microparticulas apés

microencapsulacéo;
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iv. Avaliar a eficiéncia da microencapsulacao quanto a sobrevivéncia do
microrganismo ao processo;
v. Caracterizar a estrutura da microparticula pelas técnicas de difracdo a
laser, FTIR, TGA e MEV;
vi. Estudar a liberacdo sustentada in vitro dos microrganismos nas
microparticulas;
vii.  Avaliar tempo de sobrevivéncia dos microrganismos encapsulados;
viii.  Avaliar protecéo ultravioleta das particulas sobre os microrganismos;
ix. Avaliar efeito antagonista dos microrganismos encapsulados em

relacdo aos fungos Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Para a microencapsulacao foi utilizado alginato de sédio P.A. como material
das particulas, cloreto de célcio P.A. e etanol 99,5% para a producdo da solucdo
gelificante. No preparo das emulsdes, foram utilizados 6leo de soja da marca
Concdérdia (Archer Daniels Midland Company, EUA) e os surfactantes Span™ 20,
Span™ 80, Tween™ 20 e Tween™ 80 doados pela empresa Croda do Brasil Ltda. O
citrato de sddio P.A. foi utilizado para a solubilizagdo do alginato de calcio na
metodologia de contagem de UFC/g das microparticulas. Cloreto de sddio P.A. foi
utilizado na solucado salina. Todos os reagentes acima sem especificagcdo de marca
foram adquiridos da Casa Americana de Artigos para Laboratério (Brasil).

Para cultivo, manutencdo e andlise das contagens da cultura de B.
amyloliquefaciens foi utilizado o meio de cultivo liquido Caldo Nutriente e meio sélido
Agar Nutriente, ambos da Kasvi Importacio e Distribuicdo de Produtos para

Laboratorios Ltda. (Brasil). Todas as solu¢des foram feitas utilizando agua destilada.

4.2 Obtencdo das microparticulas pelo método de microencapsulacdo por
emulsificacéo

As microparticulas foram produzidas pelo método de emulsificacdo adaptado
de Rodrigues et al. (2006). Em um frasco de vidro, foi adicionado 15 mL da solugdo
de alginato, 30 mL de oOleo de soja e uma quantidade de surfactante. A emulsificacédo
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foi realizada por 10 minutos com velocidade de rotacdo constante em agitador
mecanico (713D, Fisatom Equipamentos Cientificos Ltda., Brasil). Em seguida, as
emulsdes foram vertidas em 70 mL de solugéo gelificante (CaCl2 0,6 M dissolvido em
37,5 mL de 4gua destilada, 37,5 mL de etanol e 1,0 mL de acido acético), e mantidas
sob agitacdo por 10 minutos. Ainda sob agitacao, foi vertido 150 mL de solucéo 0,05
M de CaClz a mistura para precipitagdo das microparticulas. As microparticulas foram
recuperadas por decantacdo. As concentracbes da solucdo de alginato e de
surfantante, bem como o tipo de surfactante e a velocidade de agitacdo do processo
foram variados de acordo com planejamento de experimentos detalhado no item 4.3.1.

O processo de microencapsucado do microrganismo esta detalhado no item
4.5.4.

4.3 Planejamento de experimentos

4.3.1 Otimizacao do processo de microencapsulacdo por emulsificacéo

Um dos objetivos do presente trabalho foi produzir microparticulas de alginato
de célcio para aplicacdo em campo por pulverizacdo. Para isso, fez-se necessario
adaptacdo da metodologia de Rodrigues (2006) para que fosse possivel atingir
tamanhos de particulas compativeis com os equipamentos comumente utilizados na
agricultura.

Levando em consideragdo a literatura a respeito da influéncia das variaveis
envolvidas no processo de microencapsulacao por emulsificacdo (CHING; BANSAL,;
BHANDARI, 2017; UYEN et al., 2020), os parametros ‘concentragdo de alginato’,
‘concentragao de surfactante’, ‘velocidade de agitacéo’, e ‘tipo de surfactante’ foram
selecionados como os possiveis influentes no processo.

As concentracfes escolhidas para a solucdo de alginato foram 3,5 e 5,0% m/v,
para os surfactantes 1, 3 e 5% m/v (em relagdo a fase oleosa), e as velocidades de
agitacoes selecionadas foram 500, 1000 e 1500 rpm. Os surfactantes utilizados no
desenvolvimento do trabalho foram Span™ 20, Tween™ 20, Span™ 80 e Tween™
80. Com o objetivo de entender as potenciais sinergias entre eles, também foi proposto
a utilizacdo das misturas 1:1 de Span™ 20 e Tween™ 20, e Span™ 80 e Tween™
80.

Foi elaborado um planejamento de experimentos fatorial 32 com 108

experimentos (Anexo A) visando analisar os efeitos dos 4 parametros (concentragao
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de alginato, concentracdo de surfactante, velocidade de agitacdo, e tipo de
surfactante) sob o parametro de resposta diametro da particula. Para isto, o software
Design-Expert® foi empregado como ferramenta para planejamento e andlise
estatistica dos resultados. As variaveis e seus respectivos niveis sdo mostrados no

quadro 4.

Quadro 4 — Parametros de processo avaliados na otimizac&do da microencapsulacdo por
emulsificacdo utilizando planejamento de experimentos fatorial 32.

Parametros Niveis
A: concentracao - 3,5(-1) 5,0 (+1)
de alginato
B: concentracao 1,0 (-1) 3,0 (0) 5,0 (+1)
de surfactante
C: velocidade de 500 (-1) 1000 (0) 1500 (+1)
agitacao
D: tipo de Span™ 20, Tween™ 20, Span™ 80, Tween™ 80, mistura 1:1 Span™
surfactante 20 e Tween™ 20 e mistura 1:1 Span™ 80 e Tween™ 80

Fonte: Elaborado pela autora.

Com a intencdo de simplificar a escrita, os nomes dos surfactantes foram
encurtados para SP20 (Span™ 20), SP80 (Span™ 80), TW20 (Tween™ 20), TW80
(Tween™ 80), SPTW20 (mistura 1:1 Span™ 20 e Tween™ 20, e SPTW80 (mistura
1:1 Span™ 80 e Tween™ 80).

4.3.2 Estudo das emulsdes no processo de microencapsulagéo

Considerando que as microparticulas obtidas pelo processo de emulsificacdo
sdo formadas a partir de emulsdes precursoras, foi elaborado um planejamento de
experimentos adicional com o objetivo de avaliar a influéncia dos quatro parametros
descritos no item 4.3.1 na fase da formagéo de emulséo (figura 10D). Para isso, 42
experimentos (Anexo B) propostos pelo software Design-Expert®, onde para cada
experimento foi avaliado o tamanho de particula na fase de emulsificacdo (tamanho
de gota) e apds formacdo das microparticulas (tamanho de particula). Na fase de
emulsificacdo, apos agitacdo de 10 minutos da solucdo de alginato, 6leo de soja e
surfactante, uma aliquota da mistura foi disposta em uma lamina para analise em
microscopio o6ptico (AXIO Scope.Al, ZEISS Microscopy GmbH, Alemanha) do

tamanho de gota segundo metodologia adaptada de Igathinathane et al. (2008). As
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microscopias de todos os experimentos foram analisadas no software ImageJ, onde o
diametro de mil gotas foi medido e seus valores expressos em termos de Dgo. O
tamanho de particulas das particulas foi avaliado segundo metodologia descrita no
item 4.4.3.

4.4 Caracterizages fisico-quimicas das microparticulas

4.4.1 Determinacao da viscosidade das solucdes de alginato de sédio

As viscosidades das solugdes de alginato de sodio foram determinadas em um
viscosimetro rotativo (DV-I Prime, Brookfield, EUA) em concordancia com a I1SO
3219:1993. Durante as medi¢des, a temperatura foi mantida a 25 °C. As medidas

foram feitas em triplicatas.
4.4.2 Determinacao da densidade das microparticulas
A densidade foi medida usando o método do picndmetro de acordo com a ISO

1675:1985. As medidas foram feitas em triplicatas. O calculo da densidade foi

calculado a partir da seguinte equacao:

M(picnémetro+microcipulas) ~Mpicnometro Equagé.o 13

(M(picnometro+H20)TM(picnometro+microcapsulas))~(M(picnometro)+M(picnometro+H20+microcapsulas)

4.4.3 Analise de distribuicdo de tamanho de particula

O tamanho de particula das microparticulas foi avaliado pela técnica de
difratometria de laser utilizando o equipamento BetterSize S3 Plus (Bettersize
Instruments Ltd., China). Para a medic&o, as microparticulas foram dispersas em uma
célula de amostra com agua destilada até atingir um obscurecimento de 15% a 20%.
Os dados de difracdo a laser obtidos foram expressos utilizando o valor Deo, que
representa o didmetro de corte da curva de distribuicdo acumulada em 90% das

particulas totais da amostra.
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4.4.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi conduzida
utilizando-se um acessorio Frontier 94.942 (PerkinElmer, EUA) na faixa de 4000 a 400
cm com 32 escaneamentos e uma resolucéo de 4 cm com acessorio atenuado de
refletancia total (ATR) equipado com diamante. A andlise foi realizada para a
identificag8o dos grupos funcionais presentes nas estruturas quimicas do alginato de
sédio e alginato de célcio.

4.4.5 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica analisou 0 comportamento de perda de massa das
amostras em funcdo de um aumento progressivo de temperatura utilizando-se o
instrumento STA 6000 (PerkinElmer, EUA). Para isso, as amostras foram aquecidas
de 20 a 600 °C com uma taxa de aquecimento constante de 20 °C/min sob fluxo de

nitrogénio. Todos os gréficos foram processados utilizando o software OriginPro 2009.

4.5 Microencapsulacdo do microrganismo

Para microencapsulacéo, foi utilizada uma cepa de B. amyloliquefaciens BS01
fornecida pela empresa Agrivalle Brasil Industria e Comércio de Produtos Agricolas
Ltda.

4.5.1 Manutencéao e cultivo da cultura

Em uma cabine de Fluxo Laminar (sem modelo, TROX do Brasil Ltda., Brasil),
uma alcada da cultura fornecida, mantida em placa de Petri com Agar Nutriente, foi
inoculada em outra placa de Petri de meio idéntico, e mantida em incubadora BOD
(SL-200, Solab Equipamentos para Laboratoérios Eireli, Brasil) a 37°C por 24 horas
para crescimento das colénias. ApOs esse periodo, a cultura foi mantida sob
refrigeracdo a 4°C (RE31, Electrolux do Brasil S.A., Brasil).

O cultivo liquido de B. amyloliquefaciens foi realizado utilizando-se uma al¢cada

da cultura mantida em placa de Petri com Agar Nutriente e inoculando-se em frasco
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erlenmeyer de 250 mL de capacidade contendo 100 mL de meio Caldo Nutriente. O
cultivo foi realizado em incubadora shaker (SL-223, Solab Equipamentos para

Laboratorios Eireli, Brasil) por 48 horas, 37°C e 120 rpm.

4. 5.2 Curva de crescimento celular

O crescimento celular de B. amyloliquefaciens foi avaliado com o objetivo de
identificar as fases de desenvolvimento do microrganismo, de forma a serem obtidas
células na fase estacionaria de cultivo para serem utilizadas nos ensaios de
microencapsulacéo. O cultivo liquido foi realizado seguindo o método descrito no item
4.5.1. A curva de crescimento celular foi realizada segundo metodologia adaptada de
Mcfarland (1907). O método consiste em medir a quantidade de luz que atravessa a
amostra por meio da leitura da absorbancia em um espectrofotdmetro de UV-Vis
(GTA-96, Global Trade Technology, Brasil). A leitura da densidade o6ptica (DO) é
realizada no comprimento de onda de 600 nm, onde a densidade celular € considerada
proporcional a turbidez do meio, que por consequéncia, é proporcional também ao
namero de células. As amostras foram retiradas ao longo de 60 horas com objetivo de

avaliar a concentracao de células até a fase de declinio celular.

4.5.3 Contagem de células viaveis

O numero de células viaveis foi determinado por meio da contagem de
unidades formadoras de col6nia (UFC) por grama de caldo ou de microparticulas.
Para tal foram realizadas diluicbes decimais seriadas em solucao salina estéril 0,85%
contendo também 0,1% de TW80. Uma massa de aproximadamente de 0,1 g da
amostra foi pesada em um microtubo de 1 mL utilizando uma balanca semi-analitica
(AW220, Marte Cientifica & Instrumentagéo Industrial Ltda., Brasil) e uma espatula
estéril. Apods isso, 0,9 mL de uma solucao salina foi adicionada ao microtubo e seu
conteudo homogeneizado com auxilio de um agitador de tubos tipo Vortex (sem
modelo, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Brasil). O procedimento seguiu-se com a
diluicdo serial e decimal do tubo inicial até que o processo chegasse a diluicdo de 10
9. A inoculacdo foi baseada no método spread-plate adaptado para microgota
(STRAHSBURGER et al., 2016), onde 10 pL de cada uma das diluicdes foi depositada
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em uma placa de Petri contendo agar nutriente em cinco vezes (figura 11). Apos 24
horas, a leitura do nimero de UFC foi realizada, e o calculo da concentracéo foi obtido

a partir da seguinte equacéao:

= 2
¢ = xEar Equacéo 14

Myeal

onde C é a concentracdo da amostra em UFG/g, n € a média de unidades formadoras
de col6nia da quintuplicata, FD é o fator de diluicdo onde se leu a média, 10° é a

conversao de micrograma para grama, € mreal € 2 massa que amostra que foi pesada.

Figura 9 — llustracdo esquematica do processo de contagem de células viaveis.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5.4 Processo de microencapsulagédo dos microrganismos

O processo de microencapsulacdao da B. amyloliquefaciens foi realizado
segundo metodologia apresentada no item 4.2 com algumas modificagcdes. O
processo esta ilustrado na figura 10. Inicialmente, as células foram cultivadas em meio
liquido de acordo com item 4.5.1 por 48 horas, tempo necessario para atingir a fase
estacionaria. A microencapsulacao foi executada em ambiente estéril utilizando-se um
frasco de vidro com tampa (figura 11). Um orificio de 1,2 cm de didametro foi aberto no

centro da tampa para passar a haste do agitador mecanico. O frasco foi esterilizado
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juntamente com a haste de agitacdo em uma autoclave vertical (CS-18, Prismatec

Industria e Comércio Eireli, Brasil) por 15 minutos, 121 °C, 1,1 kg/cm?.

Figura 10 — llustracdo esquematica das etapas do processo de microencapsulacao por
emulsificacdo do microrganismo B. amyloquefaciens.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As solucdes de alginato (3,5% m/v e 5,0%m/v) foram preparadas dissolvendo
o alginato de so6dio em 4gua destilada e, apds completa solubilizacéo, aquecidas em
banho-maria (Q334M-18, Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Brasil) até 80°C para
eliminacao de microrganismos estranhos. A solucdo de CaCl20,5 M, bem como todos
os utensilios utilizados foram esterilizados em autoclave.

Apos arrefecimento dos materiais, adicionou-se ao frasco 15 mL de alginato de
sédio, 30 mL de 6leo de soja, 1% (0,3 g) de SP20 e 10 mL do caldo nutriente contendo

B. amyloliquefaciens. A adicdo dos reagentes foi feita proxima a uma chama de uma
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lamparina para minimizar possiveis contaminacdes. A emulsificacéo foi realizada por
10 minutos com agitacdo constante de 1500 rpm. Em seguida, as emulsdes foram
misturadas com 70 mL de soluc&o gelificante. A mistura resultante foi adicionado 150
mL de uma solucdo 0,05 M de CaClz para precipitacdo das microparticulas. As
particulas foram recuperadas por decantacdo e armazenadas em um frasco de vidro
estéril contendo solucéo salina 0,85% m/v.

A escolha do surfactante, bem como sua concentracdo e a velocidade de
agitagédo foram escolhidos com base nos resultados obtidos na etapa de otimizagao
do tamanho de particula. A variacao da concentracdo de alginato em 3,5% e 5,0% foi
mantida porque nesta etapa (microencapsulacdo dos microrganismos) foi avaliado a
protecdo ultravioleta da particula de alginato sobre as bactérias, que tinhamos por
hipotese poder variar a depender da concentracdo de alginato de sédio inicial.

Figura 11 — Foto do reator utilizado para a microencapsulagdo do microrganismo B.
amyloliquefaciens pelo método de emulsificagao.

4.5.5 Contagem de células viaveis nas microparticulas

A contagem de células viaveis nas microparticulas foi realizada pesando-se
aproximadamente 0,1 g de microparticulas e solubilizando em 0,9 g de uma solucao
de citrato de sodio 0,1 M por tempo suficiente para que ocorra completa solubilizacao
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das microparticulas utilizando um agitador de tubos tipo voértex. Apoés isso, a diluicdo

seriada e a inoculacdo em placa seguiram-se como no método descrito no item 4.5.3.

4.5.6 Eficiéncia de encapsulacao

As concentracdes de células viaveis das amostras que passaram pelo processo
de microencapsulagéo foram avaliadas quanto a eficiéncia de encapsulacao (EE), que
mede a perda de viabilidade das células apds o processo. A equagdo que exprime

essa avaliacao segue:

Concentraciao de microrganismos ap6s microencapsulacao ~
EE = £ g 22 % 100% Equacéo 15

Concentracgao de microrganismos no caldo

4.5.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura e a morfologia de duas amostras de alginato de calcio (com e
sem microrganismos) foram analisadas pelo Centro Nacional de Pesquisa em Energia
e Materiais (CNPEM). As particulas foram separadas da solucéo salina, onde foram
enviadas, pelo processo de centrifugacdo refrigerada a 4°C e 7000 rpm por 10
minutos. Em sequéncia, foi acrescido agua Milli-Q® as amostras. Uma aliquota de 1
mL da solugéo contendo as particulas de alginato de calcio foi retirada e, acrescido a
ela 1 mL de paraformaldeido. Ap6s descanso de um dia, as amostras foram
desidratadas em solucéo de etanol, trocando-se a solucéo por trés vezes. As amostras
foram depositadas sobre um substrato de Si monocristalino para execucdo do ponto
critico fisico (CPD) (BAT-TEC CPD 030, Micro Surface Engr. Inc., EUA). Para uma
visualizacao da estrutura interna das microparticulas, uma porcao das amostras foram
submersas em nitrogénio liquido por 15 segundos para inducdo de fratura nas
microparticulas. Todas as amostras foram submetidas ao procedimento de deposi¢éo
de um filme fino de ouro de 15 nm em uma evaporadora (BAL-TEC SCD 050, Micro
Surface Engr. Inc., EUA). Ap0s tratamentos, as amostras foram submetidas a analise
de microscopia de varredura (INSPECT F50, Thermo Fisher Scientific, EUA) com
detector de elétrons secundarios para operagdo em alto vacuo (EDT), com distancia

de trabalho de 10 mm e tensao de feixe em 5 kV.
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4.5.8 Liberacdo sustentada de B. amyloliqguefaciens encapsulado in vitro

A avaliagdo da liberagdo sustentada do microrganismo B. amyloliquefaciens
presente nas microparticulas foi realizada em erlenmeyers estéreis contendo solucao
salina 0,85% m/v e uma massa conhecida de microparticulas para cada amostra. Os
frascos mantidos em uma incubadora shaker a 37 °C, rotagdo de 120 rpm por 40
horas. Nos intervalos de Oh, 1h, 2h, 4h, 8h e 40h retirou-se uma aliquota de 100 pL
de cada sistema para realizar a contagem de UFC/g de acordo com a metodologia
descrita no item 4.5.5. Como branco, foi utilizado microparticulas sem

microrganismos. Os ensaios foram feitos em duplicata e expressos cumulativamente.

4.5.9 Estabilidade das microparticulas contendo B. amyloliquefaciens

A extensdo do prazo de validade de produtos é um objetivo amplamente
difundido tanto para a crescente demanda de produtos prontamente disponiveis
guanto para aumentar sua sustentabilidade econémica e ambiental em toda a cadeia
de abastecimento (GOTOR-VILA et al., 2019).

Para avaliar a viabilidade do B. amyloliquefaciens livre e encapsulado foi
realizado ensaio de estabilidade. O ensaio consistiu na avaliagdo da concentracao
UFC/g em amostras armazenadas a 25°C por um més. A contagem de UFC/g foi
realizada de acordo com a metodologia descrita no item 4.5.5. Para o branco, fez-se
avaliacdo da contagem UFC/g do caldo nutriente contendo microrganismos. Os

ensaios foram feitos em duplicata.

4.5.10 Protecdo ultravioleta das microparticulas contendo B. amyloliquefaciens

A determinacdo da protecdo UV das microparticulas foi feita por meio da
contagem de microrganismos livres e presentes nas microparticulas apds exposicéo
a luz UV. Para tanto, adicionou-se aproximadamente 0,1 g de cada amostra em uma
placa de Petri estéril e amostras independentes foram expostas a radiagdo UVB (280
a 320 nm) e UVC (100 a 280 nm) a aproximadamente 10 cm de distancia. As amostras

foram mantidas em exposi¢cao por 30 minutos e 60 minutos. Para o branco, fez-se o
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mesmo para a mesma massa de caldo contendo o microrganismo. Os ensaios foram

feitos em duplicata.

45.11 Avaliacdo do antagonismo das microparticulas contendo B.

amyloliquefaciens

A avaliagdo do antagonismo das microparticulas contendo a bactéria B.
amyloliquefaciens foi realizado em relagdo ao controle dos fungos R. solani e S.
sclerotiorum de acordo com metodologia adaptada da empresa Agrivalle (2020). Em
uma placa de Petri contendo o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), inoculou-
se um disco micelial do fungo e do lado oposto colocou-se uma ponta de espatula das
amostras F2 e F4 (figura 12).

Como controle positivo, utilizou-se uma ponta de espatula das amostras F2 e
F4. Apos inoculacéo, as placas de Petri foram colocadas em estufa incubadora BOD
a 28 °C. A evolucdo do crescimento do fitopatégeno e do B. amyloliquefaciens foi

observada por um periodo de 7 dias.

Figura 12 — Esquematizacéo do ensaio de antagonismo.

A: bactéria

B: fungo

Fonte: Adaptado de Agrivalle (2020).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Microparticulas de alginato de célcio foram preparadas pela técnica de
microencapsulacdo por emulsificacdo por ser um método de facil aplicacao
tecnoldgica, baixo custo e escalavel industrialmente. Pelo método resultar em

microparticulas com uma grande distribuicdo de tamanho (10 um a 1000 um), foi
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necessario um planejado controle de processo para atingir uma faixa de tamanho
adequada. Neste trabalho, buscou-se encontrar o melhor ajuste dos parametros
estudados com o objetivo de alcancar tamanhos de particula menores que 150 um,
que apresentam uma maior facilidade de dispersdo em formulacdes, tamanho
adequado para pulverizacéo, e grande area superficial facilitando, assim, o contato
com o local onde o ativo deve atuar.

Foi estudado também a microencapsulacdo do microrganismo B.
amyloliquefaciens utilizando variagbes do processo que atingiram 0S menores
tamanho de particula, bem como avaliado a morfologia das microparticulas, a
eficiéncia de encapsulacdo, concentracdo final de microrganismos nhas
microparticulas, tempo de prateleira, protecdo UV que as microparticulas ofereceram
ao microrganismo, bem como a atividade antifungica da formulacdo particulada em

relacdo a microrganismo ndo encapsulado.

5.1 Planejamento de experimentos
5.1.1 Estudo das emulsdes no processo de microencapsulacao

O tamanho de gotas das 42 emulsdes obtidas pelo planejamento de
experimentos descrito no item 4.3.2 esta apresentado na tabela 1. E possivel observar
uma grande flutuagdo nos valores obtidos, com a maioria dos tamanhos de particula

(72%) observada entre 25 a 75 pm.

Tabela 1 — Tamanho de gota médio e desvio padréo obtidos por analise de microscopia
Optica, onde foi considerado 0 Dgp.

Experimento Diametro Experimento blametro Experimento Diametro
(Lm) (Lm) (um)
1 28 + 15 15 46 + 22 29 47 + 36
2 40 + 23 16 34+19 30 68 + 37
3 42 +18 17 59 + 23 31 86 + 36
4 30+19 18 37+18 32 65 + 29
5 38+19 19 164 + 87 33 60 + 23
6 15+ 22 20 19+9 34 79 + 32
7 16 + 20 21 53+ 22 35 83+ 38
8 27 +17 22 56 £ 29 36 57 + 27
9 28+ 16 23 78 + 29 37 41 £ 22
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10 38+21 24 84 +43 38 51+27
11 14 +10 25 75+ 39 39 94 + 42
12 70 + 36 26 33+17 40 96 + 45
13 65 + 27 27 64 + 40 41 12+6
14 65 + 37 28 66 + 33 42 90 + 36

Fonte: Elaborado pela autora.

Para uma avaliagdo mais profunda dos resultados obtidos e para compreender
a influéncia dos parametros sob o tamanho das gotas nas emulsdes, uma analise de
regressao multipla foi aplicada utilizando o software Design-Expert®. A equacao que
melhor se ajustou ao sistema foi obtida pelo processo de interacdo de dois fatores
(2F1) apresentando coeficiente de correlagdo (R?) de 0,87, valor-F de 3,96 e valor-p
de 0,0038, mostrando que o modelo obtido foi estatisticamente significativo. Um

resumo da Andlise de Variancia (ANOVA) é apresentado na tabela 2.

Tabela 2 — ANOVA para o modelo proposto pelo software Design-Expert da influéncia de 4
parametros sob o tamanho de particula na fase de emulsificacao.

Fonte Soma dos quadrados GL Quadrado médio valor-F valor-p
Modelo 31075,26 26 1195,20 3,96 0,0038
Concentracgdo de alginato - A 0,01 1 0,01 0,00 10,9949
Concentracgao de surfactante - B 146,36 1 146,36 0,48 0,4970
Velocidade de agitacdo - C 612,08 1 612,08 2,03 0,1751
Tipo de surfactante - D 8375,65 5 1675,13 5,54 0,0043
AB 706,74 1 706,74 2,34 0,1469
AC 1805,62 1 1805,62 598 0,0273
AD 7401,01 5 1480,20 4,90 0,0074
BC 6119,38 1 6119,38 20,26 0,0004
BD 2844.,68 5 568,94 1,88 0,1572
CD 910,01 5 182,00 0,60 0,6991

Residuo 4531,48 15 302,10 - -
Falta de ajuste 4220,22 10 422,02 6,78 0,0238

GL: graus de liberdade.

Fonte: Elaborado pela autora.

A partir dos resultados de ANOVA, observa-se que a variavel D, assim como
as interacbes de AC, AD, BC, foram significativas na determinacdo do tamanho de
gota (valor-p <0,05). Trés parametros jA sdo conhecidos pela literatura como
importantes na microencapsulacao pelo método de emulsificacdo, os parametros A, B
e C (MOFIDI; AGHAI-MOGHADAM; SARBOLOUKI, 2000; ONG et al., 2015;
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RODRIGUES et al., 2006). No entanto, ndo foi encontrado na literatura trabalhos que
considerassem o ajuste dos parametros na fase de emulsificacdo como um aspecto
importante no método de microencapsulagdo por emulsificacdo, avaliando apenas o
tamanho de particula para as particulas formadas. O resultado observado na ANOVA
para esta fase mostra que a variavel mais critica ao processo € o tipo de surfactante
(D). Os surfactantes desempenham uma funcdo essencial no processo de
emulsificacdo e séo frequentemente usados como uma ferramenta para reduzir o
tamanho de gota e estabilizar emulsées (BAUDRON; GURIKOV; SMIRNOVA, 2019).
Como as emulsdes ndo sdo sistemas espontaneamente estaveis e possuem
tendéncia a se desfazerem, os surfactantes, também chamados de emulsificantes
neste caso, podem ser utilizados para estabilizar estes sistemas aumentando sua
estabilidade cinética (ZHANG et al., 2018a). Ao adsorver na interface agua-6leo, os
surfactantes diminuem a tenséao interfacial entre as duas fases, diminuindo a pressao
coesiva de Laplace (BAUDRON; GURIKOV; SMIRNOVA, 2019).

Os surfactantes ndo-iénicos (utilizados neste trabalho), podem ser classificados
em termos de balanco hidrofilico-lipofilico (HLB). O valor de HLB de um emulsificante
€ o grau de hidrofobicidade ou lipofilicidade do surfactante (ONG et al., 2015).
Historicamente, os emulsificantes sdo divididos entre os surfactantes com valores de
HLB entre 8 e 15, que sdo adequados para a producdo de emulsdes 6leo em agua
(O/A), e os que possuem valor de HLB entre 3 e 6, utilizados em emulsdes agua em
Oleo (A/O) (GRIFFIN, 1949). O uso de agentes tensoativos com diferentes valores de
HLB e estrutura quimica pode fornecer uma boa gama para selecdo de uma molécula
gue auxilie o sistema a atingir o menor diametro das gotas das emulsdes. Devido a
isso, os surfactantes que foram escolhidos neste trabalho tém uma ampla faixa de
valores de HLB: SP20 (HLB = 8,6), TW20 (HLB = 16,7), SP80 (HLB = 4,3) e TW80
(HLB = 15) (FOO et al., 2020). Além disso, as misturas dos emulsificantes apresentam
valores de HLB intermediario, SPTW20 (HLB =12,6) e SPTW80 (HLB = 9,6) (NOLLET
et al., 2019).

Como foi observado que o tipo de surfactante impacta diretamente no tamanho
de gota, a equacado que modela o sistema foi expressa para cada surfactante em
termos das demais variaveis (tabela 3).

O modelo apresentado na tabela 3 esta expresso em termos de valores reais,

onde cada parametro possui uma unidade especifica associada a unidade utilizada
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durante a formulacé&o. Com base nisso, o resultado do modelo sugeriu que os sistemas
que utilizaram o SP20 e SP80 apresentaram 0s valores mais promissores, indicados
por seus valores de linha de base mais baixos entre os surfactantes avaliados. O
surfactante SP20 é um monolaurato de sorbitano e SP80, um monooleato de
sorbitano. Eles foram escolhidos precisamente porque sdo as moléculas precursoras
de seus pares TW20 e TW80. Enquanto os Spans tém cadeias mais curtas (346 Da
para SP20 e 429 Da para SP80), os Tweens, suas versdes etoxiladas, possuem
cadeias que podem chegar a 1227 Da e 1310 Da, para TW20 e TWwW80,
respectivamente. Os menores diametros de gotas observados para SP20 e SP80
podem ser atribuidos a melhor interacdo superficial entre as gotas da solucdo de
alginato e o Oleo de soja, uma vez que a massa molar mais baixa e o pequeno

comprimento da cadeia carbdnica dos Spans sao favorecidos em sistemas lipofilicos.

Tabela 3 — Valores das equac¢fes do modelo produzido associados a cada parametro (A, B,
C e interagdes) separados por tipo de surfactante.

Termos do Surfactante
modelo SP20 TW20 SPTW20 SP80 TWS80 SPTWSO

d'é'gg";‘e 254 57,18 3850 -53,90 102,00 85,72
A 2559 3592 20,21 40,66 3,02 2372
B 579 21,99 -543 -11,29 -10,98 -14,90
C 0,02 -003 -001 000 -002 -0,04
AB 264 264 2,64 264 -264 -2,64

AC -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02 -0,02
BC 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Fonte: Elaborado pela autora.

A influéncia dos parametros concentragao de alginato e velocidade de agitacao
sob o tamanho de gota foi ainda elucidada usando graficos de superficie contorno
apresentados na Figura 13, para os sistemas que usaram SP20 e TW20, e na Figura
14, para os sistemas que usaram SP80 e TW80.

Os graficos de contorno relacionados ao SP20 (fig. 13 (a-c)) indicaram que o
didmetro de gota foi mais influenciado pelas variaveis A e C para concentragéo de 1%,
enguanto conforme observado na figura 13b e 13c (3 e 5% de SP20, respectivamente)
estas variaveis tiveram menor influéncia. O sistema SP20 a 1% foi 0 que apresentou
0s menores tamanhos de gota, o que é explicado pela sua baixa massa molar em

relacdo aos outros emulsionantes, e a sua estrutura quimica. Para o TW20 (fig. 13 (d-
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f), os menores tamanhos de gotas foram observados a 5% de concentracdo do
surfactante, mostrando uma tendéncia oposta ao do SP20. Enquanto para o SP20 a
1%, menores concentracdes de alginato e maior velocidade de agitacdo promoveram
tamanhos de gota menores, para TW20 a 5%, essa tendéncia foi invertida, ou seja,
maiores concentracfes de alginato e menores velocidades de agitacdo promoveram
0s menores diametros. Para os sistemas SPTW20, nao foi possivel observar uma
tendéncia bem definida, no entanto a concentracao de surfactante que apresentou as

menores gotas foi a de 1% em 1500 rpm.

Figura 13 — Gréficos de superficie de contorno mostrando o efeito dos parametros
(velocidade de agitacdo e concentracdo de alginato) no didmetro das gotas: a) 1% SP20, b)
3% SP20, c¢) 5% SP20, d) 1% TW20, e) 3% TW20, f) 5% TW20, g) 1% SPTW20, h) 3%
SPTW20 e i) 5% SPTW20.
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Ao avaliar os gréaficos de contorno da figura 14, pode-se observar que para
SP80 a 1 e 5% (fig. 14a e fig. 14c) e TW80 a 1% (fig. 14d), um menor tamanho de
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gota pode ser alcancado. No entanto, da mesma forma do que foi observado para os
sistemas usando SP20 e TW20, ndo houve uma tendéncia global para cada tipo de
surfactante, mostrando uma variacdo de comportamento para cada surfactante e sua
concentracdo. Embora algumas condigcbes possam ser estabelecidas como mais
indicadas em uma determinada concentracdo de surfactante, € importante destacar
que avaliando a forma geral presente em cada superficie de resposta para cada
concentracdo, nota-se que cada um apresenta uma tendéncia diferente na
contribuicdo das variaveis A e C. Esta observacgéo explica o porqué a resposta obtida
no teste de ANOVA indicou que a variavel mais importante esta associada ao tipo de
surfactante, jA que dependendo da escolha do tipo de surfactante na formulagéo, a

contribuicdo de cada parametro ndo seguiu um padrao.

Figura 14 — Graficos de superficie de contorno mostrando o efeito dos parametros
(velocidade de agitacdo e concentracdo de alginato) no didmetro das gotas: a) 1% SP80, b)
3% SP80, c¢) 5% SP80, d) 1% TW80, e) 3% TW80, f) 5% TW80, g) 1% SPTWS80, h) 3%
SPTW80 e i) 5% SPTW80.
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Chuah et al. (2009) estudaram a microencapsulacéo por emulsificacdo usando
uma metodologia adaptada. Em seu trabalho, as emulsfes de alginato foram
produzidas com iso-octano como fase continua e Span™ 85 (HLB = 1,8), sendo
observado tamanhos de gota com distribuicdo muito estreita, variando em tamanho
meédio de 18 a 22 um de diametro. Os autores também mostraram que, ao variar a
concentracdo da solucéo de alginato de 0,1 a 3%, as gotas diminuiram de tamanho,
0 que € uma tendéncia semelhante a alguns sistemas deste trabalho. No estudo de
Picone e Cunha (2013) foi investigado o TW20 e TW80 em associagcao com quitosana,
um polissacarideo catidbnico. Embora os dois surfactantes sejam de cadeia longa e de
alta massa molar, os autores mostraram que houve diferencas na associacao entre
quitosana-surfactante, mostrando que o comprimento da cadeia do TW20 foi mais
adequado a composicao do sistema. Segundo eles, a interagédo quitosana-surfactante
pode se interagir por ligacdo de hidrogénio entre os grupos hidroxila e carbonila do
éster de sorbitano e os grupos hidroxila e carboxila da quitosana. Interacdes
semelhantes sé&o esperadas para complexos de alginato-TW20.

E importante destacar que nenhum trabalho encontrado avaliou a contribuicdo
desses parametros durante a formacdo da emulsdo no desenvolvimento de
microparticulas de alginato de célcio. Os resultados obtidos aqui indicam que a
otimizacdo desta etapa da microencapsulacdo deve ser avaliada cuidadosamente

antes da formacgé&o das microparticulas.

5.1.2 Estudo da otimizacédo do processo de microencapsulacao

Seguindo-se a formacgdo das microparticulas, a adicdo da solucdo gelificante
sobre as emulsdes promove a reticulacdo da estrutura do alginato, levando a
formacdo das microparticulas, conforme descrito por Pereda et. al (2019). Ji e
colaboradores (2019) obtiveram microparticulas de alginato com tamanhos variando
entre 150 e 190 um, enquanto no trabalho de Wu et al. (2018) foi observado
microparticulas entre 200 e 400 um, o que mostra que a metodologia aplicada neste
trabalho estd4 de acordo com observacdes da literatura. A figura 15 apresenta uma

imagem de um frasco de penicilina contendo as microparticulas decantadas ao fundo.
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Figura 15 — Foto mostrando a aparéncia a olho nu das microparticulas decantadas em uma
solucéo de cloreto de sodio.

Microparticulas

:

Fonte: elaborado pela autora.

A andlise de regressao multipla foi aplicada para avaliacdo da contribuicdo de
cada parametro citado anteriormente (A, B, C e D) no didametro das microparticulas.
Foi aplicada uma interacdo de dois fatores, obtendo-se um modelo estatisticamente
significativo (valor-p < 0,05) com R? de 0,73. A tabela 4 apresenta um sumario da
andlise de variancia, na qual se observa que as variaveis A, C e D, assim como as

interacdes de AB, AD, BD, DC, foram significativas para o diametro das particulas.

Tabela 4 — Resultados de ANOVA para o didmetro das microparticulas obtidos a partir de
experimentos RSM.

Fonte Soma dos quadrados GL Quadrado médio valor-F valor-p

Modelo 753103,11 26 28965,50 13,70 3,48E-26
Concentracédo de alginato - A 107384,25 1 107384,25 50,77 6,06E-11
Concentracéo ge surfactante - 4795,24 1 4795,24 227 1.35E-01
Velocidade de agitagéo - C 229666,09 1 229666,09 108,59 6,36E-19
Tipo de surfactante - D 293220,47 5 58644,09 27,73 4,09E-19
AB 18741,17 1 18741,17 8,86 3,47E-03
AC 5366,33 1 5366,33 2,54 1,14E-01
AD 34506,73 5 6901,35 3,26  8,24E-03
BC 6787,58 1 6787,58 3,21 7,55E-02
BD 44752,04 5 8950,41 4,23 1,34E-03
CD 25982,89 5 5196,58 2,46 3,65E-02

Residuo 279181,17 132 2115,01 - -
Falta de ajuste 266110,96 130 2047,01 0,31 9,56E-01

GL: graus de liberdade.
Fonte: Elaborado pela autora.
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O modelo de regresséao, apresentado na tabela 5, produziu 6 equacdes a partir
do diametro das microparticulas descritos em funcéo dos parametros A, B e C e das

interagOes (tabela 5).

Tabela 5 — Equagdo modelo para o diametro das microparticulas para cada surfactante em
termos de variaveis numéricas, A, B e C.

Termos do Surfactante
modelo SP20 TW20 SPTW20 SP80 TW80 SPTWS80
Linha de base 85,95 92,85 118,64 141,37 139,39 250,81

A 39,14 61,44 50,93 58,56 54,68 27,24
B 11,01 26,29 -2,31 -0,07 0,64 -1,03
C 0,08 -0,14 -0,09 -0,07 -0,04 -0,06
AB -5,38 -5,38 -5,38 -5,38 -5,38 -5,38
AC -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01
BC 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

Fonte: Elaborado pela autora.

Avaliando-se os termos das equacdes foi possivel verificar que a linha de base
para a mistura SPTW80 (250,81) apresenta um valor significativamente superior aos
outros sistemas, tornando-o inadequado para formulagédo de particulas menores que
150 um. Por outro lado, os sistemas que utilizaram SP20 e TW20 apresentaram 0s
valores de linha de base mais baixos, sendo os sistemas mais promissores. Os
surfactantes SPTW20, SP80 e TW80 apresentaram um valor intermediario de linha
de base. Ao observar-se os valores de todos os parametros, os sistemas que
utiizaram SP20 se destacaram, pois, neste sistema as variaveis A, B e C
apresentaram 0s menores valores, indicando um menor impacto no diametro das
particulas. O SPTW20 também se mostrou adequado, apresentando um valor para o
fator B negativo, podendo causar uma diminuicdo do diametro das particulas.

Embora o surfactante SP80 seja relevante na diminuicdo do tamanho de gotas
na fase de emulsificagdo, 0 mesmo desempenho ndo é observado para as
microparticulas, o que para o SP se mantém. Isto pode ser explicado pelo valor médio
do HLB do SP20. Dentre os surfactantes utilizados neste trabalho, o SP80 € o menos
hidrofilico, apresentando um HLB de 4,3. Enquanto na fase de emulsificacdo, o
sistema era composto majoritariamente pela fase oleosa, favorecendo a presenca de
surfactantes com baixo HLB (como SP80 e SP20), na fase da microencapsulacao a
fase dispersa passou a ser principalmente agua e etanol, solventes polares que

interagem pouco com moléculas apolares ou que tenham grande parte de sua
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estrutura apolar. Isso também pode ser observado para o par TW20 e TW80. Em
ambos os casos, tém-se moléculas com cadeia carbénica muito maior do que o par
Span, gerando uma pequena contribuicdo para a reducédo da tensao superficial do
sistema.

A fim de avaliar a influéncia da concentracdo de alginato de sédio e da
velocidade de agitacao, os graficos de superficie de contorno para todos os sistemas
usando SP20 e TW20 séo apresentados na figura 16, e os gréficos correspondentes

aos sistemas usando SP80 e TW80 sao apresentados na figura 17.

Figura 16 — Graficos de contorno mostrando o efeito da concentracéo de alginato (A) e
velocidade de agitacao (C) sobre diametro das microparticulas separadas pelo tipo de
surfactante (D) e sua concentracao (B): a) 1% SP20, b) 3% SP20, c) 5% SP20, d) 1%
TW20, e) 3% TW20, f) 5% TW20, g) 1% 1: 1 SPTW20, h) 3% 1: 1 SPTW20, i) 5% 1: 1
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De acordo com os gréaficos de contorno apresentados na figura 16 para todas
as formulacdes, microparticulas de tamanho maior foram formadas com maior
concentracéo de alginato. Isso pode ser explicado que o aumento da concentracao de
alginato de sddio impacta a viscosidade da solucao e a resisténcia do liquido contra a
dispersdo causada pela agitacdo durante a emulsificacdo e microencapsulacéo, que
aumenta a tensédo interfacial entre as gotas de alginato e a fase oleosa, e séo
consistentes com as observacdes de Rodrigues et al. (2006) e Silva et al. (2006). Além
disso, observa-se que 0 aumento da velocidade de agitacdo produziu microparticulas
menores, 0 que também é relatado nos trabalhos de Lemos et al. (2017), Rosas-Flores
et. al (2013) e Shukla et al. (2014). A agitacdo € responsavel por quebrar a tensao
interfacial, e quanto maior a agitacdo, mais energia € empregada neste processo,
permitindo assim uma melhor disperséo do sistema.

Uma tendéncia semelhante € observada na figura 17 para os sistemas que
empregaram SP80 e TW80, no entanto, o sistema TWSP80 apresentou uma inversao
no efeito da concentracdo de alginato, onde concentragcbes maiores promoveram
microparticulas menores a 3% e 5% (fig. 17h e fig. 17i), e pouco ou nenhum efeito
para o 1% (fig. 179g). Isso pode ter sido alcancado pelo efeito sinérgico promovido
pelos dois surfactantes, uma vez que apresentam um valor de HLB intermediario,
permitindo uma boa estabilizacdo da microparticula mesmo em concentracdes mais
elevadas de alginato. E importante destacar que ao contrario do observado durante a
fase de emulsificacdo, o formato geral das superficies observada para nos gréaficos de
contorno € semelhante dentro de um mesmo surfactante, o que sustenta a ideia de
que além do tipo de surfactante, as variaveis A e C também impactam
proporcionalmente nestes sistemas, isto €, em geral, em concentracdes mais baixas
de alginato e velocidades de agitacdo mais altas, microparticulas com tamanhos
menores podem ser obtidas.

No trabalho de Ahmed et al. (2013), que estudaram microparticulas de alginato
carregadas com diclofenaco de sodio produzidas pelo método de emulsificacao,
notou-se que a velocidade de agitacéo foi o fator mais importante para o controle de
tamanho. Rodrigues et al.,, 2006 relataram uma diminuicdo no tamanho das
microparticulas de alginato quando a taxa de agitacdo foi aumentada usando SP80
em concentragbes de 0,2 a 2,0%. Eles também encontraram uma diminuicdo no

tamanho das particulas com o aumento da quantidade de surfactante. Em outro
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trabalho com o mesmo surfactante, Ahmed et al. (2013) estudaram a incorporac¢ao de
diclofenaco de sédio em microparticulas de alginato pelo método de emulsificacdo e
a distribuicdo do tamanho das particulas. Eles encontraram uma diminuicdo no
tamanho das particulas quando a taxa de agitacdo e a concentracdo de surfactante
aumentaram. De maneira geral, o que se pode concluir de todos os experimentos
referentes a taxa de agitacao é que o aumento da taxa de agitacdo geralmente resulta
na diminuicdo do tamanho das microparticulas, pois produz gotas de emulséo

menores por meio de maiores forcas de cisalhamento e aumento da turbuléncia.

Figura 17 — Graficos de superficie de contorno mostrando o efeito da concentracdo de
alginato (A) e da velocidade de agitacdo (C) no diametro das microparticulas separados pelo
tipo de surfactante (D) e sua concentragéo (B): a) 1% SP80, b) 3% SP80, c) 5% SP80, d)
1% TW80, e) 3% TW80, f) 5% TW80, g) 1% 1: 1 SPTWS80, h) 3% 1: 1 SPTW80, i) 5% 1: 1
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Alguns trabalhos indicam que um aumento na concentracdo do surfactante
reduziu o tamanho das gotas, consequentemente, menores tamanhos e distribuicdo
de tamanhos das microparticulas foram formados. Porém, existe uma concentracéo
acima da qual esse efeito reduziu sua importancia durante a formacao das
microparticulas, e geralmente esta acima de concentracfdes de aproximadamente 1%,
conforme indicado por Rodrigues et al. (2006). Essa observacao é corroborada pelo
modelo ANOVA que indicou que a concentracdo de surfactante (variavel B)
apresentou menor influéncia nos sistemas formulados, uma vez que aplicamos
concentracdes superiores a 1%.

Para complementar essas avaliacfes, investigamos a contribuicdo individual
de cada variavel por meio de um grafico de perturbacdo, que indica o alcance e a
influéncia (aumento ou diminuig&do) de cada varidvel no tamanho das microparticulas.

O gréfico é apresentado na figura 18 e os dados de interpretacdo sdo mostrados na
tabela 6.

Figura 18 — Grafico de perturbacdo mostrando os efeitos dos fatores no diametro das
microparticulas separados por tipo de surfactante: a) SP20, b) TW20, ¢) SPTW20, d) SP80,
e) TW80 e f) SPTW80.
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Da figura 18 é observado que para os sistemas individuais aplicando SP20 ou
TW20, fig. 18a e fig. 18b, a variavel C foi a mais influente (inclinacdo maior), e o
aumento dela promoveu tamanhos menores de microparticulas, enquanto as variaveis
A e B induziu um aumento do tamanho das microparticulas. A mistura de SPTW20
induziu um sistema mais instavel, em que ambas as variaveis A e C impactaram
consideravelmente no tamanho das microparticulas. Para os sistemas que usam
SP80 ou TW8QO, fig. 18d e fig. 18e, a varidvel mais influente se tornou a concentracao
de alginato, mas com a influéncia consideravel da taxa de agitacdo (variavel C).
Curiosamente, para a mistura de SPTW8O0, a variavel A tornou-se muito estavel, o que
permite 0 uso de maior concentracdo de alginato, o que estd de acordo com 0s
gréaficos de contorno observados anteriormente.

A tabela 6 mostra a influéncia de cada variavel do nivel mais baixo para o mais
alto, utilizada neste estudo, enquanto as demais variaveis foram mantidas no valor
meédio. A partir desses resultados é possivel observar que os menores tamanhos de
microparticulas foram obtidos nos sistemas utilizando SP20 ou TW20 e sua mistura,
em que foram atingidos valores de aproximadamente 60 a 90 uym, enquanto os

sistemas utilizando SP80 e TW80 apresentaram os menores valores em 170 um.

Tabela 6 — Faixa de tamanho do didmetro das microparticulas para cada variavel,
mostrando os tamanhos maximo e minimo das particulas e a variavel mais significativa para
cada tipo de surfactante.

Faixa de tamanho para cada variavel (um)

Variavel Mais

Surfactante A B c Significativa
-1 1 -1 1 -1 1
SP20 93 128 107 114 155 65 C
TW20 124 225 141 209 252 97 C
TWSP20 96 166 154 108 182 81 wx
SP80 163 257 229 192 250 171 A
TW80 178 260 235 203 250 190 A
TWSP80 214 213 234 193 250 177 C

** indicam que néo € possivel estabelecer a variavel mais significativa, uma vez que todas as
variaveis apresentam uma ampla gama.
Fonte: Elaborado pela autora.

Esses resultados mostram a influéncia do tipo de surfactante, ao mesmo tempo
em que destacam como outras variaveis podem ser controladas para obter particulas

menores. Essas observacdes podem ser expandidas em outros sistemas e mostram
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como a metodologia DOE pode ser explorada a fim de otimizar (tanto para aumentar

ou diminuir o objetivo) e estabelecer a faixa ideal durante a formulacéo de particulas.

5.2 Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

5.2.1 Determinacdo da viscosidade das solucdes de alginato

Segundo Jeoh et al. (2021), a viscosidade das solugbes de alginato no
processo de microencapsulacao é um dos fatores que afetam diretamente o tamanho
das particulas produzidas, em uma relacdo diretamente proporcional entre aumento
da viscosidade e tamanho de particula. No trabalho de Lin (2012) também foi mostrado
que o aumento da viscosidade da solucao altera a morfologia das microcapsulas, que
no caso desses autores que utilizaram o meétodo de microencapsulacado por
atomizacédo foi alterada de um formato chamado por eles de “medusa” para os
formatos “hemacias” ou “gotas”. Em vista disso, foi realizado um ensaio para
determinacdo da viscosidade das solugdes utilizadas neste trabalho (figura 19). As
viscosidades das solucdes de 2,0%, 3,5% e 5,0% m/v de alginato de sddio estdo

apresentadas na figura 20.

Figura 19 — Fotografias das solugdes de a) 2,0%, b) 3,5% e c) 5,0% m/v de alginato de
sadio.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados encontrados foram de 97,0 + 1,3 cP, 581,7+ 9,0 cP e 2861,0 +
82,3 cP para as solugbes de 2,0%, 3,5% e 5,0% de alginato de sdédio,



81

respectivamente. Os valores obtidos estéo diferentes dos encontrados no trabalho de
Becker e colaboradores (2001), que encontrou viscosidade de 56,0 £ 2,1 cP e 275,0
*+ 7,1 cP e para as concentracdes de 2,0 m/v e 3,5%, respectivamente. Segundo 0s
autores, € comum que solucdes de alginato apresentem diferenca na viscosidade para
a mesma concentracdo do biopolimero. Isto porque a depender da proporcao entre 0s
mondmeros M e G na cadeia carbdnica, a viscosidade pode aumentar ou diminuir. Em
um estudo mais recente, Jiao et al. (2019) demonstraram que para a razao M/G de
4,79, em que M e G estdo presentes na propor¢ao 82,7% e 17,3%, a viscosidade €
maior do que para a razéo 3,97 (79,9% de M e 20,1% de G).

O alginato é um polimero de origem natural que a depender da fonte que foi
extraido apresenta diferentes propriedades fisicas e quimicas devido a presenca dos
trés tipos de blocos, a saber GG, MM e MG. De maneira geral, alginatos com alta
proporcao de blocos M tém uma viscosidade maior, enquanto agueles com uma maior
proporcao de blocos G tém maior capacidade de gelificacdo (RASHEDY et al., 2021).

Figura 20 - Viscosidade dinamica (cP) das soluctes de 2,0%, 3,5% e 5,0% de alginato de
sodio a 25°C.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As técnicas de caracterizacdo mais utilizadas na identificacdo da razdo M/G de
alginatos sdo FTIR e ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN H?1). Neste
trabalho nédo foi avaliado a razdo M/G do alginato utilizado. No entanto, segundo
trabalho de Lee et al. (2006), o conhecimento da viscosidade da solucéo de alginato
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utilizada na microencapsulacdo é fato relevante ja que possui relacdo diretamente

proporcional ao tamanho de particula produzida.

5.2.2 Determinagéo da densidade aparente

Apés estudo da otimizagdo do processo realizado no item 5.1.2 quatro
formulac6es foram escolhidas como as mais promissoras para a microencapsulacéo
da bactéria B. amyloliquefaciens. As quatro formulacdes escolhidas, os parametros
de processo correspondentes, bem como uma nomenclatura para cada uma delas

estdo apresentadas na tabela 7.

Tabela 7 — Formulag@es escolhidas do planejamento experimental realizado para a
microencapsulacdo da bactéria B. amyloliquefaciens.

Concentracéo Velocidade de Tipo de Concentracao
Nomenclatura . o de surfactante
de alginato (m/v)  agitagdo (rpm) surfactante (M)
F1 3.5% 1000 SP20 1,0%
F2 3.5% 1500 SP20 1,0 %
F3 5,0 % 1000 SP20 1,0%
F4 5,0% 1500 SP20 1,0 %

Fonte: elaborado pela autora

Em formulagbes de produtos agricolas, uma importante caracteristica a ser
considerada é a densidade. Produtos para aplicacdo na forma néo diluida (ex.: pos)
sdo de dificil aplicacdo pela dificuldade de manuseio e considerados por alguns
autores como menos efetivfiguraos em termos de controle de patdgenos (BURGES,
2012). Usualmente, prefere-se suspender o ingrediente ativo em um liquido, como
agua ou um tipo de dleo, e fazer a aplicacdo por pulverizacdo. Como esses produtos
precisam ter uma boa eficiéncia em campo e estabilidade quando armazenados, sdo
acrescentados, além da fase continua, outros aditivos que ajudam a estender o tempo
de prateleira (ex.: conservantes), melhorar a espalhabilidade no alvo (ex.:
surfactantes) e aditivos que modifiquem a reologia da suspensdo para manter as
particulas suspensas por mais tempo. Dito isto, o conhecimento da densidade das
microparticulas é essencial para produzir uma formulacdo adequada. A densidade das

microparticulas das amostras F1, F2, F3 e F4 estéo apresentadas na tabela 8.
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Tabela 8 — Densidade aparente das microparticulas de alginato de calcio obtidas
Amostra Densidade (g/cm?)

F1 1,1037 + 0,0005
F2 1,1029 + 0,0005
F3 1,1580 * 0,0005
F4 1,1566 * 0,0005

Fonte: elaborado pela autora

Poucos trabalhos de microencapsulacéo utilizando alginato como material de
parede propuseram-se a realizar a densidade das particulas sintetizadas. Dos poucos
encontrados, apenas um utilizou uma metodologia semelhante a este trabalho. No
trabalho de Mofidi et al. (2000), microparticulas de alginato de célcio foram preparadas
pelo método de emulsificacdo apresentaram uma densidade muito semelhante as
encontradas neste trabalho, de 1,007 g/cm3 Os autores ndo informaram a
concentracdo da solucéo de alginato de sodio utilizada no ensaio, no entanto, o artigo
informa que foi utilizado concentragdes na faixa de 2 a 4 % m/v. Resultado semelhante
foi encontrado no trabalho de Juarez-Trujillo e colaboradores (2020), que utilizaram a
técnica coacervacdo complexa para produzir microparticulas de alginato com
densidade de 1,028, 1,020, 1,067 g/cm® a depender do método de secagem
(liofilizac&o, estufa e spray-drying, respectivamente).

Gholamian et al. (2021) investigaram a encapsulacéo de 6leo de cominho em
capsulas de alginato de célcio produzidas pelo método de extrusdo. Assim como 0s
autores anteriores, estes realizaram o estudo da encapsulacdo em uma faixa de
concentracéo de alginato de sodio (1 a 3% m/v), e ndo reportaram a concentracao que
utilizaram para fazer o ensaio de densidade. A densidade obtida por eles foi de 0,74
g/cm3, semelhante ao valor reportado por Benavides et al. (2016), 0,76 g/cm?3, que

utilizaram mesmo método e 6leo de tomilho.
5.2.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
Com objetivo de obter-se informacdo de mudancas em grupos funcionais da

estrutura quimica do alginato de sodio para alginato de célcio, buscando evidéncia da

complexagcdo do alginato com o ion célcio, a espectroscopia de absor¢do no
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infravermelho foi empregada. O espectro de infravermelho do alginato de sodio e das
amostras F1 e F3 estdo apresentados na figura 21.

Analisando o espectro do alginato de sodio puro, nota-se uma banda larga entre
3600-3100 cm referente ao estiramento das hidroxilas —OH presentes na cadeia
polimérica do alginato devido as ligacGes de hidrogénio inter e intramoleculares (DA
SILVA FERNANDES et al., 2018; ESSIFI et al., 2020). Os picos presentes em 1600
cmte 1411 cm correspondem, respectivamente, as deformacdes axiais simétricas e
assimétricas dos grupos —COO-, indicando a presenca do grupo &cido carboxilico na
estrutura do alginato. Os dois picos correspondem ao mesmo grupo funcional, o ion
carboxilato, que segundo Silverstein et al. (2005) sdo gerados devido a forca de
ligagdo de C=0 e C-O ser semelhante. De maneira geral, os ombros presentes na
regido de 2930 cm! sdo relacionados a presenca do estiramento C—H, enquanto que
0s picos 1022 cm™ e 1028 cm™ referem-se a ligacdo C-O-C presente no anel
piranosidico (ABDELLATIF et al., 2020)

Figura 21 — Espectro de infravermelho de uma amostra de alginato de sodio e das amostras
FleF3.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como também constatado pelo autor Essifi et al. (2020), ao analisar os
espectros das microparticulas de alginato de calcio € possivel notar que nenhum novo

nivel vibracional apareceu, no entanto diferengas entre 0os espectros surgiram para
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um grupo funcional. As vibracdes referentes ao grupo carboxilato que interage
diretamente com o Ca?*, foram levemente modificadas para outros niimeros de onda.
Em um estudo desenvolvido por Hua et al. (2010), foi mostrado que a reticulagéo do
polimero com os ions Ca?* provoca mudancas nos picos referentes ao ion carboxilato
para niamero de onda ligeiramente diferentes do polimero sodico. No trabalho desses
autores, o grupamento aniénico —COO- foi observado em 1621 cm™ e 1414 cm™ para
o material ndo reticulado, e quando reticulado com ions Ca?* teve os picos deslocados
para 1603 cm™ e 1420 cmt. Comportamentos similares foram obtidos neste trabalho,
onde foi possivel observar que o pico em 1600 cm™ presente no alginato de sédio
deslocou-se para 1594 cm para o alginato de célcio, e o pico em 1411 cm deslocou-
se para 1415 cm™. Segundo Abdellatif et al. (2020), a substituicdo do ion Ca?* pelo
ion Na* resulta em uma mudanc¢a na massa atbmica e na densidade de carga ao redor
do grupo carboxilico, causando deslocamentos nas vibracdes assimétricas para um
namero de onda inferior ou superior, bem como também podendo afetar a intensidade
dos picos como apresentado por Wong et al. (2002).

N&o houve grande distincdo entre as amostras F1 e F3 nos espectros de
infravermelho, que apresentaram como diferente apenas a intensidade do pico em
2930 cm* para a amostra de F3 referente a ligacGes C-H alifaticas. O aumento da
intensidade deste pico pode estar associado ao aumento da disponibilidade das do

grupo C-H e C terciarios presentes na amostra com maior concentracdo do polimero.

5.2.4 Andlise termogravimétrica

Com o objetivo de obter-se informacdo da evidéncia da complexacdo do
alginato de sodio com o ion célcio a andlise termogravimétrica foi empregue em uma
amostra de alginato de s6dio em p6 e em uma amostra de microparticulas de alginato
de célcio (F3). A figura 22 apresenta as caracteristicas térmicas obtidas por TGA das
amostras de alginato antes e depois da reticulagdo. A andlise termogravimétrica do
alginato de sddio apresentou dois eventos principais de perda de massa. O primeiro
evento, caracterizado pela perda de 13,5% de agua da amostra, iniciou-se,
aproximadamente, em 40°C terminando em 134°C. O segundo evento, disposto no
intervalo de 222°C a 300°C, apresentou a maior perda de massa da amostra, 35,0%,
e é atribuido a degradacdo da amostra pela decomposi¢cdo da cadeia carbonica e,

consequente formacgao de Na2COs. Na curva de DTG, este evento é mostrado no pico



86

em 252°C, resultado semelhante ao encontrado no trabalho de Kawasaki (2017), que
observou o evento em 256°C, e no trabalho de Liu et al. (2019), em 285°C.

No trabalho de Fernandes (2016), além dos eventos observados neste trabalho,
também foi reportado um terceiro evento entre 600 a 700°C, correspondente a
decomposicdo do Na2COs (Equacbes 16 e 17). Apesar deste evento néo ter sido
avaliado devido a analise ter terminado em 600°C, a partir de 570°C é possivel

observar o inicio de um ponto de inflex&o.

Na2COs( — Na20s) + CO2(g) Equacao 16
Na20s) — 2 Na g) + Y2 O2 (g) Equacédo 17

Para a amostra de alginato de célcio, o primeiro evento térmico ocorreu na faixa
de 34 a 171°C, associado a desidratacdo da amostra correspondente a
aproximadamente 83% de umidade. Na curva de Termogravimetria Derivada (DTG),
este evento foi evidenciado no pico em 95°C. O segundo evento térmico ocorreu no
intervalo de 200°C a 300°C, correspondente a decomposicdo da cadeia polimérica e
a formacédo de CaCOs. Assim como para o alginato de sdédio, um terceiro evento é
esperado entre 600 e 700°C correspondente a decomposicdo do CaCOs
(FERNANDES, 2016), no entanto, como a andlise realizada neste presente trabalho

ocorreu até 600°C, néao foi possivel observar este evento.

Figura 22 — Analise termogravimétrica e andlise térmica diferencial das amostras de
alginato de sédio e alginato de calcio.
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5.2.5 Analise morfoldgica

A morfologia superficial e interna das microparticulas de alginato de calcio foi
estudada por meio da MEV. As imagens de MEV mostradas na figura 23 sao relativas
a amostra F3. Observando-se as figuras 23a e 23b, nota-se que as microparticulas
apresentam consideravel esfericidade, apesar de terem sido produzidas por um
método de microencapsulacdo de elevada turbuléncia. Além disso, nota-se que em
uma mesma amostra foram formadas microparticulas com morfologia distinta,
algumas exibindo exterior liso, como na fig. 20a, ou rugoso, fig. 20b.

As particulas produzidas na microencapsulacdo podem ser classificadas de
acordo com seu tamanho e morfologia (MISHRA, 2015). Particulas de diametro
nanométrico sdo denominadas nanocapsulas ou nanoparticulas, assim como
particulas de didmetro micrométrico sdo denominadas microcapsulas ou microesferas
(LENGYEL et al.,, 2019). A morfologia interna das particulas determina a sua
classificagdo como capsulas (estrutura em que o material de parede esta disposto
como uma casca, chamada de core-shell em inglés) ou esferas (estrutura interna em
que o material de parede estéa distribuido por todo sistema, chamada de matrix em

inglés).

Figura 23 — Microscopia eletrénica de varredura das microparticulas de alginato com a)
aspecto superficial liso e b) rugoso, bem como imagens da estrutura interna de c) uma
microcépsula e d) uma microesfera.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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As particulas produzidas neste trabalho apresentam-se tanto como
microcapsulas, figura 20c, como microesferas, 20d. Este resultado também foi
encontrado por Ahmed et al. (2013) que utilizaram a microencapsulacao por
emulsificacdo para a liberacdo de medicamento diclofenaco de sddio. Alipour e
colaboradores (2010) empregaram uma metodologia similar que continha como
material de parede uma mistura de alginato de sodio e hidroxipropilmetilcelulose. A
metodologia proposta também contou com a utilizacdo de iso-octano como fase
oleosa e Tween™ 85 e Span™ 85 como surfactantes. A morfologia das particulas
obtida por eles apresentou-se como formas achatadas e ndo-esféricas. No trabalho
de Lupo et al. (2014), as microparticulas de alginato foram empregadas na protecao
de polifendis presentes em um extrato de coco e sua morfologia caracterizou-se como

esférica e macica.

5.3 Estudo das microparticulas contendo B. amyloliquefaciens

5.3.1 Curva de crescimento celular

A avaliacdo do crescimento microbiano pela medida de DO é umas das
técnicas mais comuns da microbiologia para a investigacao de crescimento celular de
microrganismos. Nesta técnica, assume-se que a DO é proporcional ao numero de
células, ou seja, a concentragcdo da amostra (STEVENSON et al., 2016). Para a
microencapsulacdo do microrganismo B. amyloliquefaciens, primeiramente foi
realizado um ensaio de crescimento celular bacteriano em meio Caldo Nutriente com
0 objetivo de obter-se conhecimento quando as fases de desenvolvimento da bactéria
estudada. Para isso, o meio de cultivo inoculado foi mantido durante todo experimento
em uma incubadora com agitacédo orbital a 37°C e 120 rpm, e a cada intervalo de
tempo, uma aliquota do caldo foi retirada e, sua absorbancia medida no comprimento
de onda de 600 nm. A curva de crescimento celular mostrando o comportamento de
B. amyloliquefaciens ao longo de 60 horas (3600 minutos) esta apresentada na figura
24,

Analisando o perfil da curva observa-se que a fase de laténcia, ou fase lag,
durou aproximadamente 5 horas, tempo também encontrado por Kim et al. (2017),
gue no seu trabalho verificou um periodo de laténcia de 6 horas para a cepa de B.

amyloliquefaciens AK-0 cultivada em cinco meios, sendo eles: Caldo Nutriente, Caldo
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Soja Tripticaseina (Tryptic Soy Broth - TSB), Meio Infusdo de Cérebro e Coracéo
(Brain Heart Infusion - BHI) e Meio M9.

Figura 24 — Curva de crescimento celular da bactéria B. amyloliquefaciens em meio Caldo
Nutriente em funcdo da densidade 6ptica (600 nm) ao longo de 3600 minutos de incubagéo
a 37°C. Os pontos cheios representam pontos medidos e 0s pontos vazios representam

pontos estimados.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 24 também mostra que a bactéria B. amyloliquefaciens atingiu o
maximo de seu crescimento em 1,57 apés 27,5 horas de incubacdo. Os
pesquisadores Lee, Cheng e Liu (2017) ao empregarem o meio de cultura LB (Luria
Bertani) para o cultivo da cepa B. amyloliquefaciens ATCC 23350, verificaram seu
ponto maximo de DO em 1,68 apés 24 horas de incubacdo. Estes autores
acompanharam o crescimento por até 48 horas, e reportaram o inicio da fase de
declinio na trigésima sexta hora de cultivo. Neste trabalho, esta fase nédo foi verificada
até 60 horas de acompanhamento. No trabalho de Lv et al. (2020), o inicio da fase
estacionaria da estirpe C-1 foi obtido apés 48 horas na DO de 2,25. O cultivo foi
realizado a 30°C e 200 rpm em um meio de composi¢cdo formulado (12,4 g/L de
triptona, 20 g/L de glicose, 5g/L de NaCl, 1,5g/L de KzHPO4-3H20, 0,04 g/L de
MnSOa4-H20, 1,7 g/L de FeS04-7H20, e 1,2 g/L de MgCl2:6H20, pH 7,2).

O conhecimento do ciclo de crescimento de B. amyloliquefaciens foi avaliado
com o objetivo de identificar a fase estacionaria do microrganismo, de forma a serem
obtidas células nesta etapa de desenvolvimento para serem utilizadas nos ensaios de
microencapsulacdo. Na fase estacionaria, a populacdo do microrganismo chega ao
maximo e, em decorréncia da limitagcdo de nutrientes, comeca a esporular (MADIGAN
et al., 2016; MOCHIZUKI et al.,, 2012). Endésporos sao ceélulas altamente
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diferenciadas que atuam como estruturas de sobrevivéncia e permitem ao organismo
resistir a condi¢cdes adversas, como presenca de radiacdo, caréncia nutricional e
extremos de temperaturas (MADIGAN et al, 2016). Endésporos de B.
amyloliquefaciens foram reportados como capazes de sobreviver até pelo menos
100°C (MARGOSCH et al., 2006). Desta forma, apés 27,5 horas de cultivo de B.
amyloliquefaciens, o microrganismo encontra-se na fase estacionaria e estimulado a
estar na sua estrutura dormente, agregando a formulacdo das microparticulas um

sistema de preservagao natural.

5.3.2 Contagem de células viaveis nas microparticulas

A manutencdo da viabilidade celular também € um fator importante para a
selecédo do processo microencapsulacao. Durante o processo de microencapsulacéo
por emulsificacdo, alguns fatores podem causar morte celular dos microrganismos,
como o uso do acido acético, surfactantes, cisalhamento da agitacdo mecanica
(SONG et al, 2013). As formulacbes escolhidas a microencapsulacdo do
microrganismo foram as que obtiveram melhor performance quanto ao tamanho de
particula (F2 e F4). No entanto, com objetivo de comparacéo, as formulacdes F1 e F3
gue sdo produzidas a 1000 rpm, também foram testadas para avaliacdo da
mortalidade dos microrganismos em uma rotacdo mais branda. A viabilidade do
microrganismo B. amyloliquefaciens foi determinada por meio de contagens
realizadas imediatamente apds o preparo das amostras. A figura 25 apresenta um

exemplo das placas de Petri apés incubacao de 24 horas das bactérias encapsuladas.

Figura 25 — Placas de Petri apos diluigdo seriada das formulagbes de microparticulas de
alginato contendo B. amyloliquefaciens.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Os resultados da contagem UFC/g das amostras F1, F2, F3 e F4 estédo

mostrados na tabela 9.

Tabela 9 — Concentracdo em UFC/g de B. amyloliquefaciens em 4 formulacdes de
microparticulas de alginato de calcio produzidas pelo método de emulsificacéo.

Formulacéo Concentragcdo média (UFC/g)
F1 2,14 x 10°
F2 2,32 x 108
F3 2,01 x 108
F4 2,73 x 108

Fonte: elaborado pela autora.

Ao comparar-se os resultados obtidos com as concentragcdes dos produtos
comerciais registrados no MAPA, como os pdés-molhaveis Duravel® da BASF,
Veraneio® da Koppert e Shocker® da Agrivalle, nota-se que as formulagbes de
microparticulas deste trabalho tém, em média, 19,5% UFC/g a menos em comparagao
com os produtos Duravel® e Veraneio®, que possuem concentracéo registrada de 5,0
x 1019 e 1,0 x 10'° UFC/g, respectivamente. No entanto, em comparagdo ao produto
Shocker®, as amostras F1-4 estdo, em média, com concentragdo 23,0% maior.

Em trabalhos da literatura, como o de Garcia-Gutiérrez e colaboradores (2011),
foi encontrado a concentracao de 8,7x107 UFC/mL de B. thuringiensis para formulacédo
de microcapsulas de alginato produzidas pelo mesmo método deste trabalho. No
entanto, se consideramos que a densidade das particulas é aproximadamente 1
g/cm?3, podemos estimar que as microparticulas deste trabalho carregam 14,28% a
mais de bactérias que as microcapsulas dos autores.

No trabalho de Martin et al. (2013), a concentracédo obtida de Lactobacillus
fermentum foi de 4,90 x 108 UFC/g para uma amostra de microparticulas contendo
apenas alginato como material de parede, e 2,75 x 10° UFC/g para uma formulagéo
de alginato e amido de milho. Os autores atribuiram a maior concentracdo de
microrganismos para a amostra com amido a uma melhor protecéo oferecida por esse
material durante a microencapsulagéo. Segundo eles, o amido favorece a formagao
da rede polimérica das microparticulas, protegendo o microrganismo do contato com
0 acido acético, aumentando assim a concentracdo deles. No presente trabalho ndo

foram utilizados aditivos para aumentar a concentracdo de bactérias nas
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microparticulas, no entanto, pode ser uma boa estratégia para aumentar em cerca de

8,62 = 0,5% a concentracdo das mesmas.

5.3.3 Eficiéncia de encapsulacéao

A escolha de um processo e formulacdo adequados para o escalonamento
industrial leva em consideragcdo muitos fatores, como custo de matérias-primas,
facilidade de escalonamento da producado, disponibilidade de maquinério, entre
outros. Um fator essencial a ser considerado € o rendimento do processo, que neste
trabalho esta diretamente relacionado a EE, ou seja, a avaliacdo da perda dos
microrganismos ap0s a microencapsulacao.

Para isso, foi empregue o teste de EE, que consiste em comparar-se a
concentracdo de microrganismos antes e depois do processo. A tabela 10 apresenta
os resultados para as quatro formulacdes estudadas. O teste de ANOVA mostrou que
nao ha diferenca significativa na EE a depender da formulacao utilizada, ja que o valor-
F obtido (0,01) € menor que 0 Feritico (3,86) e 0 valor-p>0,05 (valor-p= 0,9982). Esse
€ um resultado bastante interessante porgue demostra que € possivel variar a
velocidade de agitacdo de 1000 a 1500 rpm, vice-versa, para a producdo de
microparticulas sem a desvantagem da perda de microrganismos. Também é possivel
observar que a EE foi maior que 90% para as quatro amostras, mostrando mais uma
vez que ndo houve correlagcéo positiva ou negativa entre a velocidade de agitacédo e a
EE.

Tabela 10 — Concentragdo em UFC/g e eficiéncia de encapsulagdo (%) de B.
amyloliquefaciens em microparticulas de alginato produzidas pelo método de emulsificagao.

Formulacdo EE (%)

F1 920+5,0a
F2 90,4+7,7a
F3 920+78a
F4 93,8+4,6 a

Fonte: elaborado pela autora.

Estudos feitos por diversos autores utilizam o alginato como matriz na
microencapsulacdo de microrganismos utilizados na agricultura, no entanto, a maioria
deles pela técnica de extrusdo (ROHMAN et al., 2020). O alginato € considerado um

bom agente de microencapsulacdo uma vez que apresenta alta eficiéncia de
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microencapsulacdo quando aplicado a células (LUO et al., 2019). Isto deve-se a sua
compatibilidade com sistemas vivos, sua biodegradabilidade e sua baixa toxicidade.
Além desses fatores, os métodos de preparacdo de particulas com alginato
geralmente apresentam um processo conduzido a temperatura ambiente, utilizando
guantidades minimas de reagentes quimicos agressivos as células (CESARI et al.,
2020a). No entanto, apesar da alta eficiéncia alcancada no presente trabalho, no
estudo realizado por Rohman et al. (2020), a EE da bactéria Rhodopseudomonas
palustris KTSSR54 em matriz de alginato foi de apenas 50,56%, ainda que as
capsulas tenham sido preparadas pelo método de extrusdo, uma metodologia mais
branda que a utilizada neste trabalho. De acordo com o0s autores, sua baixa eficiéncia
pode ser explicada pelo vazamento das células durante o cross-linking que dificultou
0 aprisionamento do microrganismo.

No trabalho de Garcia-Gutiérrez et al. (2011), que utilizou a metodologia de
emulsificacao, foi encontrado uma EE de 89% para a bactéria Bacillus thuringiensis
var. kurstaki HD-1, valor muito préximo a deste trabalho. Os autores atribuiram a perda
de 11% de microrganismos as etapas de lavagem e recuperagdo das microparticulas.
Cet et al. (2007), que estudaram microparticulas de alginato carregadas com albumina
de soro bovino (BSA), relataram EE de 37%. Tian e colaboradores (2015), ao
encapsular a bactéria Lactobacillus plantarum, obtiveram EE de 58,4% para uma
amostra produzida por um método similar ao deste trabalho e, 75,6% para uma
variacdo da metodologia, empregando a gelificacédo externa por CaCOzs. Este trabalho
estudou a microencapsulacdo por emulsificacéo utilizando duas fontes de ions Ca?*
para o cross-linking, CaClz, utilizado neste trabalho, e CaCOs. Os autores atribuiram
a maior EE obtida pelo processo que utilizou CaCOs ao fato de ndo precisar de altas
forcas de cisalhamento para a producdo das particulas. No entanto, mesmo que a
metodologia com CaCOs tenha produzido microcapsulas com EE maior, em
contrapartida essas microcapsulas foram 31,6% maiores que as particulas produzidas
pela metodologia que utiliza CaClz, evidenciando que esta é a melhor opcao para este
trabalho.
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5.3.4 Analise morfologica das microparticulas contendo B. amyloliquefaciens

Com o objetivo de verificar a presenca e a localizacdo do microrganismo nas
microparticulas, a analise de MEV foi empregue. A figura 26 apresenta uma imagem
e ampliagdo da amostra F3.

Figura 26 — Microscopia eletrbnica de varredura de microparticulas de alginato contendo B.
amyloliquefaciens e ampliagdo. As setas brancas indicam a localiza¢do de duas bactérias da
espécie.

Fonte: Elaborado pela autora.

Ao observar a figura 26, nota-se duas estruturas em forma de bastonetes
destacadas por setas brancas. O formato de bastonete é a forma caracteristica de
todas as bactérias do género Bacillus. Outro ponto importante a ser notado € o
tamanho das estruturas, de aproximadamente 1 um de comprimento e 0,5 um de
largura, que correspondem ao tamanho do B. amyloliquefaciens caracterizado por Lee
e Kim (2012), concluindo-se assim que a microencapsulacdo da bactéria B.
amyloliquefaciens foi efetiva.

Um outra questao que estava em aberto neste trabalho era a localizagcdo dos
microrganismos nas microparticulas que, como pode ser visto na figura 26, foram
encontrados na regido interna das particulas. Existe pouca literatura disponivel que
tenha realizado microscopias da estrutura das microparticulas contendo
microrganismos. Dos dois trabalhos encontrados apenas um utilizou o método de

microencapsulacao por emulsificacdo. No estudo de Garcia-Gutiérrez et al. (2011), os
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autores encontraram esporos de B. thuringiensis tanto na regido externa quanto na
interna das microparticulas. No trabalho de Wiwattanapatapee et al. (2013), que
produziu particulas por injecdo em um equipamento de aerografia, também foi
observado microrganismos fora e dentro das particulas. Esse resultado também pode
ser esperado para as microparticulas do presente trabalho que, apesar de néo ter sido
possivel obter imagens do B. amyloliquefaciens na regido externa, € muito provavel

gue o resultado seja 0 mesmo.

5.3.5 Liberacéo sustentada in vitro

A liberacdo das células presentes nas microparticulas € fundamental para que
ocorra a propagacao das bactérias quando realizada a aplicacéo final (LI et al., 2017).
Apesar de ser esperado que para algumas aplicacbes as microparticulas sejam
expostas a fatores bidticos e abidticos que possam favorecer a degradacao da matriz
e a liberagdo dos microrganismos, o conhecimento do perfil de liberacdo das
microparticulas sem exposicdo € um importante fator a ser considerado
(PANICHIKKAL et al.,, 2021). Dessa forma, o teste de liberacdo sustentada foi
realizado em solucao salina para avaliar a liberacao da bactéria através da matriz de
alginato de calcio ao longo do 40 horas. Os resultados estdo apresentados na figura
27.

Figura 27 — Curva da liberacéo sustentada do microrganismo B. amyloliquefaciens das
amostras F1, F2, F3 e F4.
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Em geral, o comportamento das amostras F1-4 seguiu o perfil de liberacdo de
uma cinética de ordem zero no intervalo da oitava e quadragésima hora do ensaio, e
antes desse periodo apresentou uma rapida liberacdo dos microrganismos nas
primeiras 8 horas.

Um dos objetivos centrais da microencapsulacéo € a liberacdo sustentada de
ativos, que significa que os compostos ou microrganismos seréo liberados de forma
constante por um periodo desejado de tempo. Em outras areas como a farmacéutica
a rapida liberacdo de um ingrediente ativo como ocorrido na figura 27 nas primeiras
oito horas pode levar a sintomas indesejaveis de medicamentos em um efeito
conhecido como Efeito “Burst” (figura 28). Esse efeito é definido como uma liberacao
incontrolada do material do nucleo na fase inicial de aplicacdo da formulacdo que,
apos rapida liberacéo alcanca um plateau (PARK et al., 2014). Existem muitas razdes
para o aparecimento deste efeito em sistemas de microparticulas. De acordo com
Flores e Kong (2017) duas das raz6es mais comuns € 0 acumulo de microrganismos
que nao foram microencapsulados na parte de fora da particula e a tendéncia que
alguns compostos tém de ficarem adsorvidos na interface da parede da microparticula

€ 0 meio exterior.

Figura 28 — llustracdo esquematica e descrigdo matematica do Efeito “Burst”.
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Fonte: Adaptado de Flores e Kong (2017).

O comportamento obtido no presente trabalho para a liberagdo do
microrganismo B. amyloliquefaciens é muito semelhante ao encontrado por Meftah
Kadmiri et al. (2020). No trabalho desses autores, as bactérias Pseudomonas putida

e Azosprillum brasilense foram aprisionadas por gotejamento em capsulas de alginato
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e montmorilonita. O ensaio de liberacdo das bactérias apresentou nos primeiros 3 dias
do experimento o efeito “Burst”’, e apds esse periodo uma liberagdo constante até o
trigésimo e ultimo dia do teste.

Tu et al. (2015) encapsularam o AMC B. subtilis em microparticulas de alginato
e gelatina produzidas por emulsificacdo. Apesar da metodologia do ensaio de
liberacdo ter sido diferente da utilizada neste trabalho (os autores realizaram a
liberacdo sem agitacao da solucao salina), eles também obtiveram o efeito “Burst” nos
primeiros dias de ensaio e depois uma estabilizacdo da liberagdo. No entanto, como
esses autores acompanharam a liberacdo por 60 dias, também conseguiram observar

uma gqueda da concentracdo dos microrganismos liberados apds 40 dias de ensaio.

5.3.6 Viabilidade do microrganismo nas microparticulas

A fim de obter-se um bom desempenho da formulacdo durante a aplicacédo
final, é fundamental conhecer a perda da viabilidade apds a microencapsulacdo e o
tempo que a concentracdo obtida é mantida (ROHMAN et al., 2020). O teste de
estabilidade de B. amyloliquefaciens em caldo (branco) e microencapsulado nas

amostras F1, F2, F3 e F4 est4 apresentado na figura 29.

Figura 29 — Viabilidade do microrganismo (%) B. amyloliquefaciens nas amostras F1, F2, F3
e F4 armazenadas a 25°C ao longo de 30 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Apés 30 dias de armazenamento em temperatura ambiente, o branco
apresentou o menor decaimento, de 15% de viabilidade (concentragéo final 7,28 x103
UFC/g de caldo). As amostras encapsuladas perderam em média 33% de viabilidade,
apresentando concentracéo final de 3,09 x 10* UFC/g, 1,32 x 10° UFC/g, 1,02 x10*
UFC/g e 9,77 x 102 UFC/g, para as amostras F1, F2, F3 e F4, respectivamente.

No relatério de registro do produto Serifel® (produto biolégico a base da
bactéria B. amyloliquefaciens) da BASF na agéncia sanitaria francesa ANSES, foi
reportado que apdés 12 semanas de armazenamento do produto a 35°C, a
concentracdo de células viaveis ja se encontrava abaixo do valor minimo certificado
de 5,5x10'° UFC/g (BASF FRANCE SAS, 2019), no entanto néo foi reportado o valor
encontrado.

No trabalho de Martin et al. (2013), a concentracdo da bactéria L. fermentum
em microparticulas de alginato e amido manteve-se alta e constante nos 45 dias de
ensaio para amostras armazenadas em 4°C e -20°C, mas para a amostra mantida a
25°C houve um decaimento de 100% apds 15 dias de ensaio, mostrando que 0s
resultados obtidos no presente trabalho sdo bastante promissores. Tu et al. (2015)
analisaram a viabilidade de B. subtilis durante 120 dias em microcépsulas de alginato
contendo diferentes concentracao de gelatina. Os autores reportaram perdas de 30%
de viabilidade das amostras apds 30 dias de armazenamento a 25°C, e mostraram
que nao houve diferenca significativa sobrevivéncia dos microrganismos para
amostras com gelatina e sem gelatina.

Entre as formulagcdes testadas, a amostra F2 apresentou a menor perda de
viabilidade, 20% ao longo de 30 dias, perda muito similar ao branco, mostrando-se a

mais promissora para seguir com o0s ensaios de protecao UV e atividade antifungica.

5.3.7 Protecédo UV

Uma das principais restricoes a adocdo mais ampla de AMCs € sua
suscetibilidade a radiacdo ultravioleta, principalmente no intervalo 290 a 400 nm.
Estima-se que para os bacilovirus, a meia-vida apo6s aplicagcdo em campo seja de 2
a 10 dias, e em regides tropicais caia para apenas 8 horas (WILSON et al., 2020). Nao
foi encontrado nenhum trabalho que tenha estudado o tempo de meia-vida da bactéria
B. amyloliquefaciens ap0s aplicacdo em campo. No entanto, segundo o autor Setlow
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(2001) que estudou a resisténcia do género Bacillus a radiacdo UV, as espécies do
género por serem formadoras de enddsporos tém resisténcia de 5 a 50 vezes maior
que espécies de outros géneros, o que resulta em um intervalo de 40 horas a 400
horas em regides tropicais.

Neste contexto, o teste de protecdo UV tem sua importancia devido a
sensibilidade a radiacdo UV que intrinsicamente 0s microrganismos possuem
(ACHEAMPONG et al., 2020), por romperem as ligagcdes do DNA e modificarem seu
metabolismo e reproducgédo, até a morte celular (MONDARDO, 2015). Dito isso, as
amostras F2 e F4 foram escolhidas por apresentarem como diferenca a concentracao
da solucédo de alginato de sédio que as produziu, que por hipotese podia gerar uma
protecdo diferente para cada amostra. A figura 30 apresenta a sobrevivéncia do B.
amyloliquefaciens nas amostras F2 e F4 ap0s exposicao a radiagcdo UVB e UVC por

30 e 60 minutos.

Figura 30 — Sobrevivéncia (%) do microrganismo B. amyloliquefaciens nas amostras F1, F2,
F3 e F4 armazenadas a 25°C ao longo de 30 dias.
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Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com a figura 30, pode-se verificar que as amostras F2 e F4 quando
expostas a radiacdo UVB por 60 minutos apresentaram uma perda de viabilidade
menor do que quando expostas a radiagdo UVC, 18% e 33%, e 1% e 7%,
respectivamente. Também é importante notar que as amostras F2 e F4 expostas a
UVB apresentaram sobrevivéncia superior ao branco, mostrando que as particulas

foram eficientes para proteger os microrganismos neste comprimento de onda. Para
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as amostras expostas a radiacdo UVC, a perda de viabilidade foi superior para as
formulacdes de microparticulas, no qual o branco apresentou perda similar ao branco
UVB. Ao comparar-se as amostras F2 e F4, verificou-se que ndo houve correlagao
positiva entre concentracdo de alginato e protecdo UV, resultando na amostra F2
como a melhor formulacao para protecédo UVB e UVC.

A literatura académica sobre microencapsulacéo que realizou teste de protecao
UV é mais abrangente do que para os outros testes deste trabalho. Na verdade, muitos
trabalhos tém como seu objetivo principal o desenvolvimento de formulagdes para
melhorar a protecdo UV de microparticulas, como o trabalho de Zhang et al. (2016).
Neste artigo, os autores utilizaram melanina como um protetor UV em microparticulas
de alginato de célcio, mostrando que a adicdo de 0,015% da proteina na formulagéo
resulta em uma atividade inseticida maior do que para as amostras que nao continham
0 pigmento.

No trabalho de Garcia-Gutierrez et al. (2011), microparticulas de alginato de
calcio produzidas por emulsificacdo apresentaram viabilidade de 60% para o AMC B.
thuringiensis ap6s 168 horas de exposicdo a radiacdo UVB, mostrando que
formulacbes apenas de alginato de célcio também podem oferecer uma protecéo
prolongada a determinados comprimentos de onda. No ensaio de exposicdo a
radiacdo UVC, os autores mantiveram 0s microrganismos livres e as amostras de
microcépsulas expostas por 20 min. Diferente do que foi encontrado neste trabalho, a
amostra com microrganismos livres perdeu completamente a viabilidade apés 10 min
de exposicdo, e as amostras de microparticulas mantiveram viabilidade de 80% apds

o periodo do teste.

5.3.8 Antagonismo

Para que a utilizacdo de microrganismos na agricultura seja eficiente, além de
favorecer a sobrevivéncia dos microrganismos durante o armazenamento e aplicacéo
em campo, a formulagéo utilizada deve contribuir para um controle consistente do alvo
desejado (LUO et al., 2019). Dessa forma, avaliou-se a atividade antifingica do caldo
contendo B. amyloliquefaciens e das amostras F2 e F4 no controle dos fungos S.

sclerotiorum (figura 31a) e R. solani (figura 31b).
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Figura 31 — Fotografias das placas de Petri contendo os fungos a) Sclerotinia sclerotiorum e
b) Rhizoctonia solani.

Fonte: Elaborado pela autora.

A figura 32 apresenta as imagens finais das placas de Petri do ensaio de
antagonismo apos 7 dias de incubacdo em estufa a 28°C. Os resultados do teste de
antagonismo para o fitopatégeno R. solani indicam que o crescimento do fungo foi
afetado pela presenca do AMC presente nas amostras F2 (fig. 32a) e F4 (fig. 32b),
inibindo completamente o crescimento do fungo para ambas as formulages. O fungo
S. sclerotiorum também teve seu crescimento inibido pela presenca das amostras F2
e F4 (fig. 32d e fig. 32e, respectivamente), ndo havendo diferenca entre elas.

O teste de antagonismo baseia-se na interagdo do microrganismo patégeno
com o AMC, que pode criar condicbes desfavoraveis ao desenvolvimento destes
através da producdo de metabolitos toxicos, sendo esta forma de interagdo também
conhecida como antibiose (GABARDO et al., 2020). A producéo de metabdlitos pode
resultar na completa lise e dissolucéo da estrutura celular do fitopatégeno e independe
do contato fisico entre os microrganismos. Segundo Bettiol et al. (1995), grande parte
dos microrganismos envolvidos em controle biologico atua através de antibiose.

O microrganismo escolhido neste trabalho como AMC, o B. amyloliquefaciens,
€ conhecidamente utilizado como biofungicida por inibir a presenca de muitos fungos.
Na inibicdo do fungo Colletotrichum lagenarium, causador da antracnose, a espécie
B. amyloliquefaciens atua na producéao da proteina a-1,3-glucanase (IL KIM; CHUNG,

2004). Para os fungos utilizados neste trabalho, os autores Yu et al. (2002) reportaram
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a producéo do composto iturina A na inibicdo de R. solani e os autores Abdullah et al.
(2008) apontaram a enzima quitinase como a responsavel pelo controla de S.
sclerotiorum.

N&do foi encontrado nenhum trabalho na literatura que estudasse a
microencapsulacéo da bactéria B. amyloliquefaciens em microparticulas de alginato
ou nenhum outro material, ndo sendo possivel a comparacao dos resultados obtidos

e evidenciando o ineditismo deste trabalho.

Figura 32 — Fotografias dos ensaios de antagonismo contra os fitopatégenos Rhizoctonia
solani: a) F2, b) F4, e Sclerotinia sclerotiorum: c) F2, d) F4. Os controles positivos séo e) F2
e f) F4.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que foi possivel produzir
microparticulas de alginato de calcio contendo o microrganismo Bacillus
amyloliquefaciens capazes de inibir o crescimento dos fitopatdgenos Rhizoctonia
solani e Sclerotinia sclerotiorum, e que estdo em um tamanho adequado para
pulverizacdo em campo. As microparticulas foram produzidas pelo método de
emulsificacdo e seu tamanho de particula otimizado por um planejamento de
experimentos que indicou as formulagcbes F1, F2, F3 e F4 como as mais promissoras
para seguir com a microencapsulacdo do agente microbiolégico de controle Bacillus
amyloliquefaciens por serem formulacfes com tamanho de particula menor que 150
pm.

A partir do planejamento de experimentos também foi mostrado que o
surfactante Span™ 20 permitiu a formagdo das menores particulas, entre 47 e 94 ym
de diametro, e por meio das superficies de resposta foi mostrado que menores
concentracbes da solucao de alginato de sédio e maiores velocidades de agitacao
promovem menores tamanhos de particula ao final do processo. No planejamento
experimental realizado para estudar a relacédo entre o tamanho de particulas das gotas
de alginato em 6leo na fase de emulsificacdo verificou-se que o parametro ‘tipo de
surfactante’ foi o mais significativo estatisticamente nesta etapa, bem como os
parametros ‘concentracdo de alginato’, ‘concentracao de surfactante’, ‘velocidade de
agitacao’ e ‘tipo de surfactante’ foram relevantes estatisticamente na fase de producao
das microparticulas.

A microencapsulacdo do microrganismo Bacillus amyloliquefaciens foi
realizada em quatro diferentes formulagdes F1, F2, F3 e F4. As amostras F1 e F2
foram produzidas a partir dos parametros: 3,5% m/v de alginato de sédio e 1% m/v de
SP20 com a diferenca que para o primeiro foi usada a velocidade de agitacdo de 1000
rpm e o segundo de 1500 rpm. A mesma légica aplica-se as amostras F3 e F4 com a
distincdo que para essas formulacdes a solucao de alginato utilizada foi de 5,0% m/v.
A contagem de células viaveis das quatro amostras resultou em valores 20% menores
guando comparado aos produtos comerciais Duravel® e Veraneio®, mas 23% maiores
em comparacdo ao produto Shocker®, o que mostra que a utilizacédo das formulacdes
desenvolvidas neste trabalho pode substituir algumas formulagbes comerciais. A

eficiéncia de encapsulagéo obtida para as quatro amostras foi superior a 90% e se
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mostraram estatisticamente idénticas, o que se concluiu que ndo ha diferenca na
utilizacdo da velocidade de agitacdo de 1000 rpm e 1500 rpm para a sobrevivéncia
dos microrganismos. Essa é uma conclusdo muito importante quando se pensa em
escalonamento de processos. Normalmente quando se ha uma transferéncia de um
processo de bancada para a escala fabril faz-se necessario aumentar a intensidade
dos parametros encontrados em escala laboratorial afim de alcancar os mesmos
resultados. Portanto, caso seja necessario utilizar a maior velocidade de agitacao
(1500 rpm) para a producédo de microparticulas, os resultados indicam que ndo havera
problema no que tange ao rendimento do processo.

Ao investigar-se a morfologia das microparticulas por microscopia eletrénica de
varredura observou-se que 0 processo gerou dois tipos de microparticulas,
microesferas e microcdpsulas, e que os microrganismos estdo presentes na parte
interna nas particulas. Também foi mostrado que provavelmente as bactérias estéao
presentes na parte exterior das microparticulas pelo efeito “Burst” encontrado no
ensaio de liberacdo sustentada. Neste ensaio também se verificou que a liberacédo
dos microrganismos ao longo de 40 horas manteve-se com aumento constante para
as quatro amostras, o que se concluiu que os microrganismos conseguem ser
liberados das particulas sem a necessidade de deterioracdo do material da parede, e
gue ndo ha diferenca em se utilizar a concentracdo de 3,5% m/v e 5,0 m/v para
aumentar ou diminuir a saida das células de dentro das microparticulas.

As amostras F1, F2, F3 e F4 quando mantidas por 30 dias em temperatura
ambiente apresentaram perda na viabilidade do microrganismo de, em média, 18%
guando descontado o valor do branco. Essa € uma perda em conformidade aos
valores encontrados na literatura que mostrou também que para manter a viabilidade
de uma espécie muito semelhante ao Bacillus amyloliquefaciens foi necessario manter
as microparticulas acondicionadas nas temperaturas de 4°C e -20°C. O teste de
estabilidade também mostrou que a amostra F2 obteve a menor perda de viabilidade
aos 30 dias, de 15%, sendo essa amostra escolhida para seguir para o teste de

protecdo UV.

O ensaio de protegcdo UV foi realizado em duas faixas de comprimentos de
onda relacionadas a radiacdo UVB e UVC, e as amostras F2 e F4 foram avaliadas
quanto a protecao a essas radiagdes. O teste mostrou que as microparticulas foram

eficientes na protecédo dos microrganismos para a faixa de radiacdo UVB, no entanto,
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para a faixa UVC houve uma perda significativa de viabilidade apés 60 minutos de
exposicdo. Entre as amostras F2 e F4 houve diferenca na protecdo dada aos
microrganismos, sendo a amostra F2 a que mostrou maior protecédo para ambas as
faixas de radiacao.

O ultimo teste avaliou o potencial antagdnico das formulacfes F2 e F4 contra
os fungos patogénicos Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum. O teste mostrou
que as duas formulagcbes foram capazes de inibir o crescimento dos fungos,
concluindo-se assim que as formulagdes desenvolvidas neste trabalho s&o eficientes
para o controle de fitopatdbgenos no campo, oferecendo protecdo a radiacdo UVB

superior aos microrganismos livres e liberacdo sustentada dos mesmos.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectiva futura, sugere-se:

e Seguir com a amostra F2 na busca por protecdo UVC superior aos
microrganismos livres. A adicdo de TiO2 tem sido apontado na literatura
como uma alternativa para aumentar a protecdo UV de microparticulas
(JALALI; MAGHSOUDI; NOROOZIAN, 2020);

e Arealizagdo de teste de estabilidade da amostra F2 por doze meses em
temperatura ambiente e 4°C;

e Execucdo de bioensaio em casa-de-vegetacdo da amostra F2 a ser
testada em culturas afetadas pelos fungos Rhizoctonia solani e

Sclerotinia sclerotiorum.
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ANEXOS
ANEXO A — Planejamento de experimentos para otimizacdo do tamanho de

particula das microparticulas

Experime Parametro 1 Parametro 2 Parametro 3 Parametro 4
ntos Concentracéo de Concentragdo de Velocidade de Tipo de
alginato (%) surfactante (%) agitacéo (%) surfactante

1 3,5 3 1500 TWSP20
2 3,5 1 1500 SP20
3 3,5 3 1000 SP20
4 5 1 1500 SP20
5 5 3 1500 SP20
6 3,5 1 1500 TW20
7 5 5 1500 TWSP20
8 5 1 1000 TW20
9 3,5 5 1500 SP20
10 5 5 1000 SP20
11 3,5 1 1500 TWSP20
12 3,5 3 500 SP20
13 3,5 3 1500 TW20
14 3,5 1 1000 SP20
15 3,5 1 1000 SP20
16 5 5 1000 TWSP20
17 3,5 1 1000 TW20
18 5 3 1000 SP20
19 3,5 5 1500 TWSP20
20 5 5 500 SP20
21 3,5 5 1000 TWSP20
22 5 5 1500 SP20
23 3,5 5 1000 SP20
24 3,5 1 500 TW20
25 5 3 1000 TWSP20
26 5 3 1500 TWSP20
27 5 1 1500 TW20
28 5 3 1500 TW20
29 3,5 3 500 TWSP20
30 3,5 1 1000 TWSP20
31 5 1 1500 TWSP20
32 3,5 5 1000 TW20
33 3,5 3 1000 TWSP20
34 3,5 5 1500 TW20
35 3,5 3 1500 TW80
36 5 5 1500 TW20
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37 3,5 5 500 TWSP20
38 3,5 5 500 TWSP80
39 5 5 1500 TWSP80
40 3,5 5 1500 TWSP80
41 5 3 1500 TWSP80
42 5 5 500 TWSP80
43 3,5 1 1500 TW80
44 3,5 1 1000 TWSP80
45 3,5 1 500 TWSP20
46 5 5 500 TWSP20
47 3,5 5 1000 TWSP80
48 5 1 1000 SP20
49 3,5 3 500 TWSP80
50 3,5 3 1500 TWSP80
51 5 3 1000 TWSP80
52 5 1 500 SP20
53 5 1 1500 TWSP80
54 5 3 500 TWSP20
55 5 3 500 SP20
56 5 5 1000 TWSP80
57 5 1 1000 TWSP20
58 3,5 1 1500 TWSP80
59 3,5 1 500 SP20
60 3,5 3 1000 TWSP80
61 3,5 5 500 SP20
62 5 3 1000 TW20
63 5 3 500 TWSP80
64 3,5 5 1500 TW80
65 3,5 5 500 TW80
66 3,5 1 1000 TW80
67 5 5 1000 TW20
68 3,5 1 500 TWSP80
69 5 1 1500 TW80
70 5 1 500 TW80
71 3,5 3 500 TW20
72 3,5 5 500 TW20
73 5 1 1000 TWSP80
74 5 1 500 TWSP80
75 5 5 500 TW20
76 5 1 1000 TW80
77 5 1 500 TWSP20
78 5 1 500 TW20
79 3,5 1 500 TW80
80 5 3 500 TW20
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81 3,5 1 500 SP20
82 3,5 1 500 SP80
83 3,5 1 1000 SP80
84 3,5 1 1500 SP80
85 3,5 3 500 SP80
86 3,5 3 1000 SP80
87 3,5 3 1500 SP80
88 3,5 5 500 SP80
89 3,5 5 1000 SP80
90 3,5 5 1500 SP80
91 5 1 500 SP80
92 5 1 1000 SP80
93 5 1 1500 SP80
94 5 3 500 SP80
95 5 3 1000 SP80
96 5 3 1500 SP80
97 5 5 500 SP80
98 5 5 1000 SP80
99 5 5 1500 SP80
100 2 1 500 TW80
101 2 1 1000 TW80
102 2 1 1500 TW80
103 2 3 500 TW80
104 2 3 1000 TW80
105 2 3 1500 TW80
106 2 5 500 TW80
107 2 5 1000 TW80
108 2 5 1500 TW80
109 2 1 500 TWSP80
110 2 1 1000 TWSP80
111 2 1 1500 TWSP80
112 2 3 500 TWSP80
113 2 3 1000 TWSP80
114 2 3 1500 TWSP80
115 2 5 500 TWSP80
116 2 5 1000 TWSP80
117 2 5 1500 TWSP80
118 2 1 500 SP80
119 2 1 1000 SP80
120 2 1 1500 SP80
121 2 3 500 SP80
122 2 3 1000 SP80
123 2 3 1500 SP80
124 2 5 500 SP80
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125 2 5 1000 SP80
126 2 5 1500 SP80
127 5 3 500 TW80
128 5 3 1000 TW80
129 5 3 1500 TW80
130 5 5 500 TW80
131 5 5 1000 TW80
132 5 5 1500 TW80
133 2 1 500 SP20
134 2 1 1000 SP20
135 2 1 1500 SP20
136 2 3 500 SP20
137 2 3 1000 SP20
138 2 3 1500 SP20
139 2 5 500 SP20
140 2 5 1000 SP20
141 2 5 1500 SP20
142 2 1 500 TW20
143 2 1 1000 TW20
144 2 1 1500 TW20
145 2 3 500 TW20
146 2 3 1000 TW20
147 2 3 1500 TW20
148 2 5 500 TW20
149 2 5 1000 TW20
150 2 5 1500 TW20
151 2 1 500 TWSP20
152 2 1 1000 TWSP20
153 2 1 1500 TWSP20
154 2 3 500 TWSP20
155 2 3 1000 TWSP20
156 2 3 1500 TWSP20
157 2 5 500 TWSP20
158 2 5 1000 TWSP20
159 2 5 1500 TWSP20
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ANEXO B - Planejamento de experimentos para estudo das emulsdes

precursoras das microparticulas

Experim Parametro 1 Parametro 2 Parametro 3 Parametro 4
entos Concentracdo de  Concentracédo de Velocidade de Tipo de
alginato (%) surfactante (%) agitacao (%) surfactante
1 3,5 3 1000 TW80
2 3,5 3 500 SP20
3 5 3 1500 SPTW20
4 5 5 1500 TW80
5 3,5 5 500 SP80
6 2 3 1000 SP80
7 3,5 5 500 TW80
8 5 1 1500 SPTW80
9 3,5 1 1000 SP80
10 3,5 5 500 TW20
11 2 3 1000 SP80
12 5 3 1000 SP80
13 5 3 1500 TW20
14 3,5 1 500 SPTW20
15 3,5 1 1000 SP80
16 3,5 3 1500 SP20
17 2 5 1000 SP20
18 2 1 1000 TW80
19 5 1 500 TW20
20 3,5 1 1000 SP20
21 2 3 1500 SPTW80
22 5 3 1000 SP80
23 2 1 500 SPTW80
24 2 5 1500 TW20
25 3,5 3 500 SPTW80
26 3,5 3 1000 TW80
27 5 1 500 TW80
28 5 5 500 SPTW20
29 5 5 1000 SP20
30 5 5 1500 SPTW80
31 2 1 500 TW80
32 2 5 500 SPTW80
33 2 1 1500 TW80
34 2 5 500 TW80
35 3,5 5 1500 SP80
36 2 1 1000 TW20
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37 2 1 1500 SPTW20
38 3,5 3 1000 SPTW80
39 2.0 5.0 1000 SPTW20
40 5.0 3.0 500 SPTW80
41 3.5 1.0 1000 SP20

42 2.0 1.0 1000 SPTW80




