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SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE COBRE E SUA ATIVIDADE
ANTIFUNGICA CONTRA Colletotrichum sp. E Alternaria sp., DE FRUTOS DE
MAMAO.

Autora: Railda Santos de Jesus
Orientador: Prof. Dr. Carlos Augusto Dorea Braganca

RESUMO: A antrachose e mancha de alternaria sdo doencas poés-colheita que
causam podridao e perdas na qualidade de frutos, como o mamao. As principais
formas de manejo é o uso de produtos quimicos e tratamentos fisicos, porém néo
sdo suficientes para mitigar os danos ocasionados pelas doencas fangicas. A
sintese verde de nanoparticulas com extratos vegetais, mostra-se uma técnica
promissora para o controle de doencas pos-colheita, além de ser ambientalmente
segura e econdmica. O presente estudo teve por objetivo, verificar a sintese verde
de nanoparticulas de cobre e seu potencial in vitro contra Colletotrichum sp. e
Alternaria sp., isolados de mamé&o. Para sintese verde, foram utilizados 10mL de
extratos aquosos de folhas de eucalipto (EUC), meldo-de-sdo-caetano (MSC),
tomilho (TOM), coentro (COE) e botdes florais de cravo (CR) e 100mL de sulfato
de cobre penta hidratado (CuS0O4.5H20) a 10mM. Os extratos, foram avaliados
guanto aos teores de fendlicos e flavonoides totais antes e depois da sintese,
constatando uma reducéo desses compostos depois da adicdo do CuS0O4.5H20. A
sintese de nanoparticulas de cobre (CuNPs) foi confirmada através da mudanca de
cor e espectrofotometria UV-visivel. Os tratamentos CuNPs-MSC e CuNPs-EUC
chegaram a representar cerca de 50% do valor de inibicado micelial em relagéo ao
fungicida (oxicloreto de cobre), nas concentracdes de 150, 900 e 600 mg mL™,
respectivamente. As nanoparticulas estudadas apresentaram maior potencial
inibitério quando comparada com o controle CuSQ04.5H20, para Colletotrichum sp.
J& para Alternaria sp., as CuNPs-MSC e CuNPs- COE nas concentra¢cdes de 150
e 900 mg mL! teve uma reducédo cerca de 20% no crescimento micelial quando
comparadas ao fungicida. Os extratos apresentam potencial como agentes
redutores de ions de cobre. As nanoparticulas de cobre biossintetizadas,
apresentam potencial antifingico para Colletotrichum sp., porém com um baixo

potencial para Alternaria sp.

Palavras-chave: Biossintese, nanotecnologia, Carica papaya L., pés-colheita.



GREEN SYNTHESIS OF COPPER NANOPARTICLES AND THEIR
ANTIFUNGAL ACTIVITY AGAINST Colletotrichum sp. AND Alternaria sp.,
FROM PAPAYA FRUITS.

Author: Railda Santos de Jesus
Advisor: Prof. Dr. Carlos Augusto Dérea Braganga

ABSTRACT: Anthracnose and alternaria leaf spot are post-harvest diseases that
cause rot and loss of fruit quality, such as papaya. The main forms of management
are the use of chemical products and physical treatments, but they are not enough
to mitigate the damage caused by fungal diseases. The green synthesis of
nanoparticles with plant extracts is a promising technique for the control of post-
harvest diseases, in addition to being environmentally safe and economical. The
present study aimed to verify the green synthesis of copper nanoparticles and their
in vitro potential against Colletotrichum sp. and Alternaria sp., isolated from papaya.
For green synthesis, 10mL of aqueous extracts of eucalyptus leaves (EUC), melon-
de-sdo-caetano (MSC), thyme (TOM), coriander (COE) and clove flower buds (CR)
and 100mL of sulfate were used copper penta hydrate (CuSO4.5H20) at 10mM.
The extracts were evaluated for the levels of phenolics and total flavonoids before
and after the synthesis, noting a reduction of these compounds after the addition of
CuS04.5H20. The synthesis of copper nanoparticles (CuNPs) was confirmed
through color change and UV-visible spectrophotometry. The treatments CuNPs-
MSC and CuNPs-EUC came to represent about 50% of the mycelial inhibition value
in relation to the fungicide (copper oxychloride), at concentrations of 150, 900 and
600 mg mL-1, respectively. The studied nanoparticles showed higher inhibitory
potential when compared to the control CuSO4.5H20, for Colletotrichum sp. As for
Alternaria sp., CUNPs-MSC and CuNPs-COE at concentrations of 150 and 900 mg
mL-1 had a reduction of about 20% in mycelial growth when compared to the
fungicide. The extracts have potential as copper ion reducing agents. The
biosynthesized copper nanoparticles have antifungal potential for Colletotrichum

sp., but a low potential for Alternaria sp.

Keywords: Biosynthesis, nanotechnology, Carica papaya L., post-harvest.



REFERENCIAL TEORICO

1. Carica papaya

1.1.Importancia econémica

Pertencente a familia Caricaceae e originario da América Central, 0 mamao
(Carica papaya L.) é uma das frutas tropicais e subtropicais com grande importancia
econbmica, valor nutricional e um dos mais consumidos no Brasil (PARVEN et al.,
2020; RODRIGUES et al., 2021; SHARMA et al., 2020). Em 2018, ocupou a quinta
posicdo, com cerca de 1,8 kg ano* de consumo per capita (SERAFINI et al., 2021).

A cultura é explorada em mais de 60 paises e o Brasil foi o terceiro maior
produtor atingindo um total de 1.161.808 t colhidos em 27.556 ha em 2019
(FAOSTAT, 2021; ANUARIO BRASILEIRO DE HORTI e FRUTI, 2021). Estima-se
gue o crescimento da producdo mundial aumente 2,1% ao ano, alcangcando uma
producéo de 16,6 milhdes de toneladas em 2029 (FAO, 2020). O México € o maior
exportador mundial. No ano de 2020 foi responsavel por 29,19% da exportacao
mundial, jA& o Brasil representou 28,45% da exportacdo, sendo também um
importante exportador (TRIDGE, 2022).

No Brasil, as regiées com maior producao sao Nordeste (54,9%) e Sudeste
(40,3%). O estado do Espirito Santo é o maior produtor, com 403.278 t ano™ em
uma area colhida de 6.874 ha, seguido da Bahia, que produziu 390.075 t ano* em
9.638 ha, e Ceard com 118.717 t ano?® em 1.992 ha, respectivamente em 2019
(IBGE, 2022).

O cultivo de mamao, devido a sua rentabilidade, curto periodo entre o plantio
e a colheita e seu rendimento por hectare, tem importancia socioecondémica por
gerar empregos e renda. A atividade exige mado de obra constante no manejo e
comercializacdo, além disso, os plantios sdo renovados, em média, a cada dois ou
trés anos (NOMURA et al., 2019).

Percebe-se que nos ultimos anos os sistemas de cultivo do mamao no Brasil
foram melhorados razoavelmente com a implementacao de novas tecnologias. No
entanto, ainda existem muitas barreiras a expansao do cultivo, como doencas e a

insuficiéncia de cultivares disponiveis para plantio que atendam as demandas do



mercado interno e externo, além do desenvolvimento de tecnologias de pés-
colheita e a reducao de residuos quimicos (OLIVEIRA e MEISSNER FILHO, 2021).

1.2.P6s-colheita

Os consumidores sempre foram muito exigentes quanto a boa aparéncia e
tamanho dos frutos, mas a preocupac¢éo com a seguranca alimentar tem levantado
a questdo quanto a qualidade dos produtos comercializados (SOUZA, ATAIDE, e
SILVA, 2017). O mamao possui 6timas propriedades sensoriais, mas que podem
ser influenciadas pelas condi¢des de cultivo, estadio de maturacdo no momento da
colheita e pelas técnicas pés-colheita (MARTELLETO, et al., 2021).

O mamao é um fruto climatérico, e o seu rapido processo de maturagédo e a
casca delicada (VILAPLANA et al., 2020) podem causar modificacdes na qualidade
e conservacdo. O amadurecimento do mamao apos a colheita envolve varios
processos metabdlicos, inicialmente, o mamdo esta maduro, rigido e nao
comestivel, e poucos dias ap0s a colheita, o fruto agora comestivel, torna-se doce,
macio e aromatico. Contudo, um processo de amadurecimento descontrolado do
fruto, pode levar ao amolecimento da polpa, modificacbes na cor da casca e da
polpa e a um forte aroma, todo esse processo esta atrelados ao aumento da
producéo de etileno levando a perdas pds-colheita (ESCAMILLA-GARCIA et al.,
2018). O mamao deve ser colhido no estadio ideal de maturacado, pois quando
colhido antes, o processo de maturacdo € afetado, e se a colheita ocorrer em
estadio avancado, a vida de prateleira e a qualidade, além do transporte e
manuseio, sdo afetados (SOUZA, ATAIDE e SILVA, 2017).

Ainda se tem muitas restricdes relacionadas a pés-colheita do mamao que
limitam a sua comercializacdo, mesmo que muitas tecnologias venham sendo
utilizadas (ZERPA-CATANHO et al., 2017). O maméao é formado por cerca de
89,7% de agua, ou seja, € um fruto muito perecivel, seu amadurecimento e
amolecimento ocorre em um tempo muito curto, em torno de trés dias, deixando os
frutos suscetivel a danos fisicos e invasfes de agentes fitopatogénicos
(HUTCHINSON et al., 2018). Segundo Parven et al. (2020), a perecibilidade do fruto
pode ser atribuida a reducédo do peso por causa da respiracao e transpiracao,

amolecimento da polpa, perda da qualidade em consequéncia do ataque de
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microrganismos e modificacdes no conteudo de acucares. De acordo com Zerpa-
Catanho et al. (2017), o processo de amolecimento tem sido atrelado a degradacao
ou alteracdo da parede celular causada por enzimas como poligalacturonase,
endoglucanases, pectinametilesterase, glucanases, endoxilanases, galactosidase
e xilosidase.

As perdas pos-colheita do maméao causadas por patégenos podem chegar a
50% antes mesmo de serem disponibilizadas aos consumidores, e
consequentemente, acaba prejudicando o desenvolvimento da economia local
(DEMARTELAERE et al., 2017). O mamao é propenso a danos fisicos por causa
de sua epiderme fina e delicada, essas lesdes sdo uma via de entrada para os
fitopatogenos, além de induzirem a producdo de etileno, e consequentemente,
favorecer ainda mais a maturacao e amolecimento do fruto. Em resumo, as lesGes
reduzem a vida pds-colheita das frutas maduras (HUTCHINSON et al., 2018).

As doencas ocasioanas por fungos como Colletotrichum spp., Lasiodiplodia
spp. Pat., Fusarium spp., Alternaria alternata, Stemphylium sp., Phomopsis sp.,
Aspergillus sp., Pestalotiopsis sp. (HELAL, HOSEN e SHAMSI, 2018),
Asperisporium caricae (SHREEDEVASENA et al., 2019), Cladosporium sp.,
Rhizopus stolonifer, Cercospora papayae, Phytophthota palmivora, Penicillium sp.
(OLIVEIRA e MEISSNER FILHO, 2022) e Corynespora cassiicola (VENTURINI et

al., 2014) também causam perdas de frutos de mamao durante a pos colheita.

2. Doencas pos-colheita

2.1. Antracnose - Colletotrichum sp.

Durante o periodo da po6s-colheita, patégenos que causam podriddo em
frutos, depreciam a aparéncia geral e a qualidade. Espécies do género
Colletotrichum sdo os mais comuns (PERALTA-RUIZ et al., 2020). A antracnose &
um problema mundial, os sintomas da doenca ocorrem em folhas e frutos de
diversas espécies vegetais (ZAKARIA et al., 2021). No entanto, a infeccdo é mais
grave em importantes frutas temperadas, subtropicais e tropicais (manga, abacate
e mamao), as perdas na producdo, podem chegar a cerca de 90% (VALENZUELA

et al., 2015; FENG et al., 2019), ocorrendo na pré e pos-colheita.



Colletotrichum é um género que pertencem ao filo Ascomycota e classe
Sordariomycetes (KIM e SHIM, 2019) o género abrange uma diversidade de
espécies como enddfitas ou patdégenos de plantas (CANNON et al., 2012;
BARONCELLI et al., 2017; MASI et al., 2017), podendo adaptar-se a diferentes
estilos de vida como hemibiotréfico, necrotréfico, biotrofico (HACQUARD et al.,
2016).

Diversos fatores podem afetar a infeccéo e disseminacéo do patdgeno, como
umidade, temperatura, condicdo do fruto e concentragdo do inoculo. A
disseminagdo de Colletotrichum sp. ocorre por meio da dispersdo de conidios,
passivamente por respingos da chuva e vento (MAEDA e NELSON, 2014). A
infeccao do fungo advém da germinacao de conidios aderidos a superficie do fruto,
gue formam apressério e penetracdo diretamente a cuticula ou por aberturas
naturais (estdmatos, lenticelas, feridas ou abscisédo de tecido cicatricial) (SINGH e
SHARMA, 2018; KUMAR E KUDACHIKAR, 2018). Esse processo ocorre ainda no
campo, permanecendo em estado latente até a pds-colheita, quando as condicbes
ambientais e fisioldgicas do hospedeiro se encontram propicias para sua reativacédo
e posterior desenvolvimento (KUMAR E KUDACHIKAR, 2018).

Durante a fase inicial da infeccéo, o fungo pode ser considerado biotréfico,
mas depende da espécie (SUDHEERAN et al., 2020). Na fase necrotroéfica, as hifas
secundarias se desenvolvem, colonizando assim o tecido dos frutos, ocorrendo a
morte significativa das células vegetais e a formacdo de lesbes tipicas da
antracnose (PLOETZ e FREMAN, 2009; CANNON et al., 2012)

Os sintomas da antrachose em mamoeiro sdo caracterizados por lesdes
afundadas de carater circular e tons de marrom-escuro, em alguns casos, areas de
coloracdo alaranjada formadas pelas massas de acérvulos e conidios que
recobrem a lesdo (BAZIE et al., 2014; DIAS et al., 2020). Em condi¢des favoraveis,
pequenas lesBes podem se unir e formar a podriddo, atingindo parte do fruto ou
causando necrose completa (FISCHER et al., 2019).

Existem diferentes espécies de Colletotrichum associadas a antracnose no
mamoeiro. No Brasil tem sido relatado as espécies C. acutatum (PERES et
al., 2002), C. brevisporum (VIEIRA et al., 2013) e C. karstii (DAMM et al., 2009).
Além dessas, outras espécies foram relatadas recentemente. Dias et al. (2020)
avaliando frutos de mamao coletados em S&o Luis do Maranh&o, em 2018 com

sintomas tipicos da doenca descreveram a espécie C. okinawense. Vieria et al.
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(2020) relataram a espécie C. truncatum encontrada em frutos coletados no estado
da Bahia.

A antracnose pode, portanto, ser considerada uma doenca relevante para a
fruticultura, pois seus danos sao irreversiveis podendo dificultar o fornecimento de

frutas frescas aos consumidores e causar danos econdmicos.

2.2. Mancha de alternaria- Alternaria sp.

Alternaria sp., € um fungo saprofitico e patogénico que causa uma série de
doencas em diversas culturas, afetando principalmente frutas e vegetais em
estagios de maturacao e colhidos (YUAN et al., 2019), além de leguminosas e
cereais, tendo como consequéncia grandes perdas econ6micas na agricultura
(FREIRE et al., 2017).

O género Alternaria é constituido por cerca de 1.000 espécies descritas e
275 nomes estdo em uso atual (SOMMA et al.,, 2019), apresentam conidios
grandes, multicelulares e melanizados, com esporos largos na base e afunilados
no final (ERAM et al., 2018). Estes esporos sao produzidos em conidiéforos em
cadeias que podem se ramificar ou levar a conidiéforos secundarios que produzem
outros esporos (PUVACA et al., 2020).

Alternaria sp., destaca-se entre 0s principais fungos que apresentam
micotoxinas, prejudicando a qualidade dos frutos e composi¢cdo dos nutrientes,
como a espécies A. alternata capaz de produzir mais de 30 micotoxinas, podendo
afetar a saude dos consumidores e ocasionar problemas na seguranca alimentar
(PATRIARCA, 2019; RODRIGUEZ-ROMERO, et al., 2019).

Em frutos de mamao, a dispersao dos conidios de Alternaria alternata ocorre
em condicdes ambientais favoraveis, por meio do vento e agua da chuva
(GARGANESE et al., 2019). Estes germinam e infectam os frutos através de
ferimentos ou aberturas naturais, permanecendo latente até o estagio de maturacéo
(LI, Bl e NA, 2007). Os sintomas apresentam lesdes circulares e ovais a medida
gue ocorre a esporulacdo do fungo. As manchas tornam-se escuras na superficie
dos frutos, podendo avancar para uma podriddo interna (PAULL et al, 1997;
DANTAS, 2016), sob condi¢cGes ideais, os sintomas podem aparecer dentro de 24
horas apos a infeccdo (THOMMAR et al., 2003).



3. Controle de doencgas pds-colheita

A maioria das estratégias de manejo de doencas poés-colheita existentes é
dependente do uso de fungicidas sintéticos. No Brasil, sdo poucos os fungicidas
registrados pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento — MAPA para
o controle de doencas de mamao em pés-colheita. Dentre estes, o Magnate® 500
EC (imazalil — imidazol), Tecto® SC (thiabendazol — benzimidazol) para controle de
C. gloeosporioides e A. alternata (AGROLINK, 2022). Outros fungicidas também
sao usados para o controle da antracnose em diversas culturas, como o Sportak®
450 EC (prochloraz — imidazolilcarboxamida), mancozeb e carbendazim (CHECHI
et al., 2019; SENGUPTA et al., 2020).

Esses componentes quimicos apresentam acdo curativa e preventiva,
capazes de erradicar, reduzir qualquer fitopatbgeno que possa comprometer a
producao (SONGA e OKONKWO, 2016; FENG et al., 2019). A aplicacdo ocorre por
meio da pulverizacdo na fase da pré-colheita, uma vez que os frutos climatéricos
sdo mais pereciveis e suscetiveis a infeccbes (BOTELHO et al., 2016). Desta
forma, previne a esporulagdo, germinacdo e formacgdo de hifas infecciosas de
fungos associados as podridées (SINGH e SHARMA, 2018).

No entanto, 0 USO em excesso e continuo desses componentes quimicos
tem sido associado a riscos a saude do homem, devido aos residuos expostos em
aliementos e a contaminacdo do ambiente (AYON-REYNA et al., 2017) além disso,
a ocorréncia de fendbmenos de resisténcia e aumento da patogenicidade também
sao presenciados (TIAN et al., 2016). Em estudos Alvarez et al. (2017) constataram
a resisténcia de Botrytis cinerea ao tiofanato-metil e iprodione na producdo de
morango, no México. Yang et al. (2019) constataram a resisténcia cruzada de A.
alternata para os fungicidas mancozeb e difenoconazol. Ling et al. (2010), relataram
a resisténcia de C. gloeosporioides para mancozeb, em citros.

Na perspectiva de minimizar a incidéncia e danos ocasionados por
patdbgenos em poés-colheita em frutos de maméao estratégias de controle, sao
utilizadas. O uso do tratamento térmico € uma das técnicas mais empregadas
(BORDOH et al., 2020), esta por sua vez, consiste na imersdo em agua quente,
vapor de calor e ar quente forcado (USALL et al., 2016). No entanto, pode alterar e
degradar as propriedades quimicas, nutricionais e textura do fruto (ZHANG et al.,

2019) além do alto consumo de energia.



O ozodnio é uma técnica empregada para desinfestar a agua e controlar
microrganismos causadores de doencas (BAUTISTA-BANOS et al., 2013). Alguns
estudos foram realizados para avaliar a capacidade desta técnica de controlar
doencas poés-colheita, como a antracnose. Ong et al. (2015) constataram que o
tratamento com 0z6nio pode inibir o crescimento de esporos de C. gloeosporioides
e controlando a incidéncia de antracnose em mamao. Silva-Neto et al. (2019)
também constataram a eficiéncia do uso do ozdnio na reducao da gravidade da
antracnose. Apesar de apresentar efeitos positivos no controle de doencgas, no
Brasil, no entanto, ndo ha legislacédo especifica sobre a forma de utilizagdo dessa
técnica no setor alimenticio (KAWANO et al., 2016).

A utilizacdo de microrganismos antagonistas no controle de fitopatdgenos
atua por diversos mecanismos, como competicdo, micoparasitismo, producao de
antibiéticos e inducao de respostas de defesa (JINAL e
AMARESAN, 2020). Gowtham et al. (2018) provou que B. amyloliquefaciens foi
capaz de melhorar o crescimento das plantas e induzir resisténcia em pimentas
contra a doenca da antracnose. Apesar do beneficio ecoldgico que os agentes de
controle biolégico tende a oferecer, algumas limitagdes importantes, como
temperatura, umidade, faixa estreita de atividade, dentre outros dificulta a utilizacdo
de biocontrole em campo, devido a variabilidade significativa (CARMONA-
HERNANDEZ et al., 2019).

Devido a variedade de compostos bioativos e naturais como os metabalitos,
volateis e enzimas ativas de microrganismos, os extratos de plantas também se
tornam uma alternativa promissora no controle de doencas fungicas pés-colheita
(SARKHOSH et al., 2018), pois estes podem atuar de diferentes maneiras sobre o
patégeno, como por exemplo na parede celular, podendo romper a barreira de
permeabilidade da membrana celular e inibir a respiracdo (MBILI et al., 2015).

Estudos relatam o potencial de extratos vegetais no controle de
fitopatogenos. Venturo et al. (2011) relataram a atividade fungitoxica de extratos
aquoso de cravo da india com inibicdo acima de 50% no crescimento micelial para
os patdégenos Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletotrichum sp., Fusarium solani,
Cercospora kikuchii e Phomopsis sp. Ja Hassan et al. (2021) na pulverizacéo de
mudas de pimenta-do-reino com extrato aquoso de cravo, constataram a reducao

na infeccdo do mofo preto ocasionada pelo patdgeno A. alternata.Touba, Zakaria e



Tahereh (2012) constataram a atividade antifingica de extrato de coentro no
controle de Phoma exigua, Fusarium nygamai e Rhizoctonia solani in vitro.

Mesmo apresentando diversas vantagens quando comparadas aos produtos
guimicos, a aplicacdo préatica do uso de extratos vegetais, torna-se restrira, uma
vez que, a escassez do controle de qualidade, monitoramento de possiveis
substancias toxicas, estudos em relacdo a métodos de extracdo com solventes ndo
toxicos, precisam ser elucidadas (SANTOS et al, 2013). Além disso, 0s extratos
vegetais apresentam baixa estabilidade desses compostos no ambiente e a baixa
biodisponibilidade em comparacdo com produtos quimicos sintéticos (JIMENEZ-
REYES et al., 2019).

Os compostos fitoquimicos tém sido amplamente conhecidos por conter um
potencial antifingico promissor, englobando préaticas ecologicamente viaveis e
seguras para o homem e o ambiente (DA CRUZ CABRAL et al., 2013). A atividade
antifingica das plantas é atribuida principalmente a presenca de metabdlitos
secundarios como alcaléides, fendis, flavonoides e terpendides (BHUTIA et al.,
2016). Além disso, a presenca de fitocompostos como polidis, terpendides e
polifendis em plantas tem mostrado atividade promissora como biorredutores e
estabilizadores de ions metalicos (KIRUBAHARAN et al., 2012; OVAIS et al., 2018).

4. Nanotecnologia e sua aplicabilidade na agricultura

A nanotecnologia refere-se a materiais que possuem qualquer tamanho
entre 1 a 100 nm. Este nanomaterial € de grande interesse devido ao seu tamanho
extremamente pequeno e por apresentarem uma grande area de superficie, o que
resulta em diferengas quimicas e fisicas em suas caracteristicas. Em resumo, a
nanotecnologia pode ser definida como a compreensao, manipulacéo e controle de
materiais com dimensdes abaixo de 100 nm, de modo que suas caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas possam ser melhoradas (SINGH, GAUD e
JAYBHAYE, 2020).

As nanoparticulas podem ser sintetizadas por trés métodos principais:
fisicos, quando o agente redutor € uma fonte fisica como a corrente elétrica;
guimicos, quando os agentes redutores sdo compostos quimicos; e biologicos,
guando séo utilizados organismos como agentes redutores. Sendo que os métodos

guimicos se dividem em duas classes, métodos quimicos tradicionais e métodos
8



guimicos verdes (MOHAMED, 2020). A maior parte dos métodos quimicos
tradicionais utilizados possuem altos custos e podem ser téxicos, limitando muito a
aplicabilidade das nanoparticulas sintetizadas (KAUR et al., 2018; SINGH, GAUD
e JAYBHAYE, 2020). J4 os métodos quimicos verdes sdo geralmente nao toxicos,
ecologicos e mais econémicos (MOHAMED, 2020).

A nanotecnologia verde € um processo considerado seguro e eficiente no
uso de energia, assim, reduzindo a geracdo de residuos. Nanoparticulas
sintetizadas a partir de diferentes fontes bioldgicas podem ser aplicadas na
agricultura, na farmacologia, entre outras areas. Nesse método de sintese, diversos
microrganismos podem ser utilizados (PRASAD, BHATTACHARYYA e NGUYEN,
2017), como por exemplo, Staphylococcus aureus foi utilizado para sintetizar
nanoparticulas de ZnO (RAUF et al., 2017). Elbeshehy, Elazzazy e Aggelis (2015)
utilizaram isolados de Bacillus spp. para sintetizar nanoparticulas de prata. Ahmed,
Hamzah e Maaroof (2018) obtiveram nanoparticulas de prata sintetizadas com
Fusarium oxysporum. Ja Elamaw, Al-Harbi e Hendi (2018) fizeram a sintese de
nanoparticulas de prata utilizando Trichoderma longibrachiatum. As algas,
Sargassum polycystum (RAMASWAMY, NARENDHRAN e SIVARAJ, 2016) e
Botryococcus brauniipara (ARYA et al., 2018) foram utilizadas para produzir
nanoparticulas de cobre. No entanto, a sintese com microrganismos envolve
técnicas de isolamaneto de alto custo, e que tende a contaminagéo.

As plantas, em contraste com 0sS microrganismos, apresentam maior
reducdo e estabilizacdo devido a presenca de fitoquimicos, além de ser um
processo de uma etapa, simples e mais barato (AHMAD et al., 2019; PANDIT et al.,
2022). Os extratos das plantas, Eucalyptus sp. (KOLEKAR et al., 2015), Syzygium
aromaticum (RAJESH et al., 2018), Thymus vulgaris (BALCIUNAITIENE et al.,
2021), Coriandrum sativum (ASHRAF et al., 2019), Momordica charantia (QAMAR
et al., 2020), Carica papaya L. (CHEN et al., 2019), Eichhornia crassipes (VANATHI
et al., 2016), Matricaria chamomilla L. (OGUNYEMI et al., 2019) e Azadirachta
indica A. (AHMAD et al., 2016) e Acalypha indica (KRISHNARA et al.,, 2012)
mostraram-se eficientes na sintese de nanoparticulas metalicas.

A nanotecnologia tem varias aplicagdes na agricultura, possui muitas
vantagens em relacdo aos produtos convencionais, como maior eficiéncia de uso,
diminuicdo de insumos e menor toxicidade para o ambiente e o ser humano (FU et

al., 2020). Pode ser usada como nanofertilizantes (DIMKPA e BINDRABAN, 2017),
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para melhorar a eficiéncia de herbicidas (OLIVEIRA et al., 2015), na pos-colheita
de frutas (ROBLEDO et al., 2018), como nanobiossensores (WIBOWO et al., 2018)
e no controle de fitopatogenos (GRAHAM et al., 2016).

O uso de nanoparticulas como agentes antimicrobianos no manejo de
doencas, pode ser feito de duas formas, pela acédo direta das nanoparticulas ou
com a aplicacao, geralmente em pequenas quantidades, de nanoparticulas para
induzir a imunidade inata da planta, e assim, suprimir a doenca (FU et al., 2020).
No entanto, a utilizagdo da nanotecnologia na agricultura requer pesquisas
adicionais, como a de toxicidade antes de sua comercializagdo e aplicagdo em
campo (ELIZABATH et al., 2019).

4.1. Sintese verde de nanoparticulas com extratos de plantas

A sintese verde de nanoparticulas metdlicas a partir de extratos vegetais
apresenta diversas vantagens: as plantas sdo amplamente distribuidas, faceis de
obter, seguras de manusear, ricas em compostos fendlicos, aclcares, enzimas e
proteinas, que atuam como agentes redutores e estabilizantes na sintese de
nanoparticulas (SINGH, GAUD e JAYBHAYE, 2020). No entanto, devido a
presenca de varios fitoconstituintes no extrato, 0 mecanismo especifico desse
fenbmeno ndo foi elucidado. Esse método de sintese tem grande potencial de
pesquisa no desenvolvimento de antimicrobianos adequados para a agricultura, é
mais rapido que o uso de bactérias ou fungos, além disso, diferentes partes ou
produtos de plantas podem ser utilizados para a obtencado de extratos (CASTILLO-
HENRIQUEZ et al., 2020; NASROLLAHZADEH e SAJADI, 2015).

A atividade microbiana de nanoparticulas metalicas a partir de extrados
podem apresentar efeito antimicrobiano variavel em funcao, além dos bioativos, do
tamanho das particulas. Ogunyemi et al. (2019) utilizaram extrato de flores de
Matricaria chamomilla L., folhas de Olea europaea e frutos vermelhos Lycopersicon
esculentum M. para sintetizar nanoparticulas de zinco. Os autores observaram que
nanoparticulas produzidas pelo extrato de O. europaea (40,5 nm a 124,0 nm)
apresentaram tamanho menor que as produzidas pelos demais extratos (M.
chamomilla L. e L. esculentum M), o que contribui para a sua maior atividade
antibacteriana contra Xanthomonas oryzae pv. oryzae, utilizando uma

concentracéo de 16,0 ug mL- L.
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Além do efeito estar associado ao tamanho da nanoparticula, a concentracao
também pode influenciar no controle do microoganismo. Alam et al. (2019)
comprovaram efeito antibacteriano de nanoparticulas de ferro sintetizadas com
extratos de folhas de Skimma laureola contra a murcha bacteriana causada por
Ralstonia solanacearum, sendo que o efeito foi dependente da concentragcédo das
nanoparticulas, quanto maior era a concentracdo menor era a gravidade da doenca.
O extrato dos frutos de Myristica fragans foi eficiente na sintese de nanoparticulas
de prata, e as nanoparticulas produzidas apresentaram boa atividade
antibacteriana (SASIDHARAN et al., 2020).

Dentre as varias opcdes, as nanoparticulas de cobre e 6xido de cobre tém
atraido muita atencdo devido as suas propriedades mecanicas, elétricas, térmicas,
magnéticas e cataliticas Unicas, bem como sua ampla aplicabilidade em muitas
areas, incluindo aplicacdes agricolas (MOHAMED, 2020). Além disso, a
disponibilidade e o custo do cobre o tornam a melhor escolha para uma variedade
de aplicacbes em comparacdo com 0s metais como a prata e o ouro. O uso do
cobre como agente antimicrobiano € conhecido ha bastante tempo, sendo um
agente eficiente e de baixa toxicidade (RAJESH et al., 2018).

As nanoparticulas obtidas apresentaram forma esférica com 20 a 80 nm e
grande potencial antifingico e antibacteriano. O extrato de Magnolia
kobus proporciona a biossintese de nanoparticulas de cobre estaveis,
apresentando tamanho de 37 a 110 nm e boa atividade antibacteriana (LEE, SONG
e KIM, 2013). As nanoparticulas de cobre biossintetizadas com
Cissus arnotiana apresentaram tamanho médio entre 60 a 90 nm, forma esférica e
atividades antibacterianas e antioxidantes significativas (RAJESHKUMAR et al.,
2019). Shah et al. (2022) conseguiram sintetizar nanoparticulas de 6xido de cobre
utilizando extrato de Calotropis procera, espécie com propriedades antimicrobianas
e rica em fitoquimicos. O efeito inibitério contra Rhizopus oryze e Escherichia coli
foi maior na concentracédo de 100ug/mL.

Em um outro estudo, nanoparticulas do cobre foram sintetizadas com brotos
de Syzygium aromaticum. Devido a presenca de fitoquimicos, foi possivel constatar
a reducdo e estabilizacdo das nanoparticulas e que apresentaram boa atividade
bactericida e fungica (RAJESH et al., 2018). No estudo avaliando a biossintese de

nanoparticulas de cobre com extratos de Citrus sinensis, Divte et al. (2019)
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confirmaram o extrato de C. sinensis como agente redutor e seu potencial como
atividade antifungica contra Colletotrichum capsici.

Diante do exposto, a sintese de nanoparticulas metalicas com o uso de
extratos vegetais tem apresentado resultados promissores no controle de
microorganismos. Além disso, é uma alternativa que pode ser adotada para a
reducdo de perdas associadas a doencas de poés-colheita e reduzir o uso de
fungicidas sintéticos
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ARTIGO 1

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE COBRE COM EXTRATOS VEGETAIS E
SEU POTENCIAL PARA O CONTROLE de Colletotricum sp.!

1Artigo a ser ajustado para posterior submisséo ao Comité Editorial do periddico cientifico Scientia
Horticulturae em verséo na lingua inglesa.
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Sintese de nanoparticulas de cobre com extratos vegetais e seu potencial
para o controle de Colletotricum sp.

Resumo: A antracnose causada por Colletotrichum spp., € responsavel por
grandes perdas na pos-colheita de frutos, como o mamé&o. O principal método de
controle é o uso de fungicidas, que, de modo excessivo, pode ocasionar riscos a
saude e ao ambiente. A sintese verde de nanoparticulas representa uma alternativa
viavel para o0 manejo de doencas pdés-colheita, afim de reduzir o uso de produtos
guimicos. O objetivo desse estudo, foi verificar a sintese de nanoparticulas de cobre
(CuNPs) com extratos vegetais e avaliar sua atividade antifUngica contra
Colletotrichum sp. Extratos aquosos de coentro (COE), tomilho (TOM), meldo-de-
sédo-caetano (MSC), eucalipto (EUC) e botdes florais de cravo (CR) foram avaliados
em seus teores de compostos fendlicos e flavonoides. O progresso da reacao entre
o sulfato de cobre (CuS04.5H20 -10mM) e os extratos aquosos foi monitorado por
observacdo visual na mudanca de cor e espectroscopia UV-visivel. Estas
nanoparticulas de cobre sintetizadas foram avaliadas in vitro contra Colletotrichum
sp., em delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e seis
concentracdes. O oxicloreto de cobre (Recop®) a 1250 mg mL-1 e CuSOa4.5H20
foram utilizados como controles positivos. As CuNPs-MSC e CuNPs-EUC
apresentaram uma inibicdo micelial média de 31,93 e 34,62 nas concentracdes 900
mg mL?! e 600mg mL*, respectivamente, quando comparadas ao oxicloreto de
cobre. Para todas as concentracdes de CuNPs-MSC e CuNPs-CR ocorreu
diferenca significativa para o potencial de inibicdo no crescimento micelial, quando
comparadas com as concentragbes de CuS0Oa4.5H20. Os menores valores para
ED50 e ED90 foi verificado para as CuNPs-MSC, CuNPs-EUC e CuNPs-CR. O
presente estudo utilizou uma técnica simples com percursores naturais, sem
auséncia de reagentes toxicos e econbmica para sintese de nanoparticulas de

cobre com potencial para o controle de Colletotrichum sp.

Palavras-chave: Antracnose, extratos vegetais, biossintese, nanotecnologia,

bioatividade
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Copper nanoparticles synthesis with plant extracts and their potential to

control Colletotricum sp.

Abstract: Anthracnose caused by Colletotrichum spp. is responsible for large post-
harvest losses of fruits such as papaya. The main method of control is the use of
fungicides, which can cause health and environmental risks due to excessive use.
The green synthesis of nanoparticles represents a viable alternative for the
management of post-harvest diseases, in order to reduce the use of chemicals. The
aim of this study was to verify the synthesis of copper nanoparticles (CuNPs) with
plant extracts and to evaluate their antifungal activity against Colletotrichum sp.
Aqueous extracts of coriander (COE), thyme (TOM), bitter melon (MSC), eucalyptus
(EUC) and clove flower buds (CR) were evaluated for their content of phenolic
compounds and flavonoids. The progress of the reaction between copper sulfate
(CuS04.5H20 -10mM) and aqueous extracts was monitored by visual observation
of color change and UV-visible spectroscopy. These synthesized copper
nanoparticles were evaluated in vitro against Colletotrichum sp., in a completely
randomized design with five treatments and six concentrations. Copper oxychloride
(Recop®) at 1250 mg mL-1 and CuSO4.5H20 were used as positive controls.
CuNPs-MSC and CuNPs-EUC showed an average mycelial inhibition of 31.93 and
34.62 at concentrations of 900 mg mL-1 and 600 mg mL-1, respectively, when
compared to copper oxychloride. For all concentrations of CUNPs-MSC and CuNPs-
CR, there was a significant difference for the inhibition potential in mycelial growth,
when compared with the concentrations of CuS04.5H20. The lowest values for
ED50 and ED90 were verified for CuNPs-MSC, CuNPs-EUC and CuNPs-CR. The
present study used a simple technique with natural precursors, without the absence
of toxic reagents and economical for the synthesis of copper nanoparticles with

potential for the control of Colletotrichum sp.

Keywords: Anthracnose, plant extracts, biosynthesis, nanotechnology, bioactivity.
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1. INTRODUCAO

A antracnose € considerada uma importante doenca pos—colheita no
mamado. A doenca € ocasionada por espécies do género Colletotrichum
(MAHADEVAKUMAR et al., 2019). Nos frutos maduros, os sintomas da antracnhose
sdo caracterizados por lesdes necréticas e afundadas de cor salmdo em sua
superficie, presenca de anéis concéntricos de acérvulos pretos e conidios laranja
(VIEIRA et al., 2020).

O controle quimico continua sendo o principal método de manejo de doenca.
No entanto, os impactos que podem ser ocasionados a saude humana, ao ambiente
e 0 aumento de patdgenos resistentes tornam-se motivos para buscar novas
estratégias tecnolégicas para o0 manejo da doenca (DROBY et al., 2009; KUMAR E
KUDACHIKAR, 2018), levando em considera¢gdo o tempo de vida util dos frutos
apos a colheita e uma gestdo ecoldgica que reduza o uso de produtos quimicos.

O uso de extratos vegetais, por exemplo, apresenta propriedades
antifngicas que pode inibir o crescimento de microrganismos fitopatogénicos
(SITARA et al, 2011) devido variedade de compostos fitoquimicos. As
biomoléculas presentes em extratos de plantas sdo capazes de reduzir os ions
metalicos e estabilizd-los em nanoparticulas em um processo de sintese verde
(AHMED et al., 2016) o que tem se mostrado uma tecnologia promissora, pois é
considerado um método rapido, quando comparado ao de sintese com
microrganismos, disponibilidade de matéria prima barata e sustentavel
(LETCHUMANAN et al., 2021).

Diferentes nanoparticulas (NPs) tém sido estudadas para verificar a
formacdo e o potencial antimicrobiano e antifingico. Elumalai e Velmurugan,
(2015) verificaram a sintese de 6xido de zinco (ZnO NPs) utilizando extrato aquoso
de folhas de Azadirachta indica(L.) e o potencial antimicrobiano em bactérias Gram
positivas e Gram negativas e leveduras, destacando a Staphylococcus aureus
como mais suscetivel a NPs de ZnO com uma zona de inibigdo variando entre 14,4
e 23 mm. O potencial de nanoparticulas de cobre, sintetizadas com extrato de folha
de Calotropis procera foi constatado sobre Rhizopus oryzae sendo a concetragéo
de 100 pg/mL com uma inibicdo de 3,63 mm (SHAH et al., 2022). A atividade
antifingica de nanoparticulas também foram testadas para oomicetos. Ali et al.

(2015) verificaram o potencial de nanoparticulas de prata sintetizadas com extratos
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de Artemisia absinthium no crescimento micelial de espécies de Phytophthora spp.

Dentre os metais utlizados, o cobre apresenta custo relativamente baixo e
mais econémico quando comparado com a prata, por exemplo (JIA et al., 2012). A
nanotecnologia inclui a sintese e o desenvolvimento de diversos nanomateriais,
podendo ser eficaz na reducdo de aplicacdo de doses de agrotéxicos (KHAN e
RIZVI, 2014) o que mostra-se uma atividade propicia ao desenvolvimento
sustentavel da agricultura e na seguranca alimentar. Diante do abordado, o objetivo
desse trabalho foi sintetizar nanoparticulas de cobre a partir de extratos vegetais e
avaliar a inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum sp., agente causal da

antracnose em mamao.
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2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal e Obtencao dos extratos

A obtencéo dos extratos vegetais aquosos se deu a partir de folhas secas e
trituradas de tomilho (Thymus vulgaris), eucalipto (Eucalyptus sp.), coentro
(Coriandrum sativum) e meldo-de-sao-caetano (Momordica charantia) e botdes
florais de cravo da india (Syzygium aromaticum). Os vegetais foram coletados ou
adquiridos no comércio local de Cruz das Almas-BA.

O material foi seco a 50 °C por trés dias em estufa e triturado em liquidificador
industrial até a consisténcia de p6. Apés trituracdo, 10 g de cada material foram
retirados separadamente em um béquer contendo 100 mL de agua destilada
esterilizada. O béquer foi imerso em banho ultrassénico (Elma Ultrasonic S10H
(typ), f.: 50/60 Hz, P.: 90 W, Alemanha) que foi sonicado por 30 min a 30°C
(MOREIRA et al., 2018).

As amostras foram transferidas para tubos de 50 mL esterilizados e
centrifugadas (modelo DTR-16000-BI) a 3000 rpm por 10 min (ILIGER et al., 2020)
para separacao das particulas soélidas da solucdo extratora. ApOs esse processo,
os residuos foram descartados e os sobrenadantes (solucdo extratora aquosa)
foram coletados e filtrados em papel filtro (Whatman n°® 42) e armazenados a 4 °C

para posterior uso.

Determinacdo dos compostos fendlicos

A analise para deteccdo de compostos fendlicos seguiu a metodologia de
Anjos et al. (2022) com modificacbes. Os compostos fendlicos totais foram
determinados utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau. Foi adicionado 200uL de
reagente Folin-Ciocalteau em 100 pL da amostra diluida (1: 5) e 1 mL de uma
solucdo saturada de carbonato de sodio. Apos 1h de reacdo na auséncia de luz, o
volume foi transferido para uma cubeta de vidro de 1 cm de percurso 6tico. A
absorbancia da solugcdo resultante foi lida a 750 nandémetro (nm) em um

espectrofotometro e comparada com uma curva de calibracdo, previamente
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preparada usando acido galico como padrdo. As analises foram realizadas em

triplicata.

Determinacgao dos flavonoides totais

A determinacéo dos flavonoides seguiu a metodologia proposta por Anjos et
al. (2022) com modificagfes. Uma aliquota de 1mL das amostras foi transferida
para balées volumétricos de 10 mL, contendo 2,0 mL de uma solugéo etandlica de
AICl3 (5%, m v1). O volume foi completado com uma solucéo hidroalcodlica (40%,
v v'1). Apés os procedimentos esperou-se 30 min antes de realizar as leituras em
um espectrofotdmetro TECNAL® a 408 nm. A curva de calibracdo para determinar
a concentragao de flavonoides totais foi feita com o padrédo de quercetina. As

analises foram realizadas em triplicata.

Sintese de nanoparticulas de cobre

Para sintese de nanoparticulas de cobre com extratos vegetais, 10 mL de
cada extrato aquoso (folhas e botbes florais) foram adicionados a 100 mL da
solucdo aquosa de CuSO4-5H20 a 10mM. As misturas foram constantemente
agitadas em agitador magnético por 1lh. Em seguida, as solu¢bes foram
autoclavadas, a 120 °C por 15 min. Apds o processo de autoclavagem, as amostras
foram transferidas para tubos de 50mL e centrifugadas a 5000 rpm (modelo DTR-
16000-Bl) por 25 min. Os sobrenadantes das solu¢cbes foram decantados e 0s
residuos foram lavados com agua destilada esterilizada. Os precipitados assim
obtidos foram secos em estufa a 60 °C por 12 h (ILIGER et al., 2020).

Caracterizacdo das nanoparticulas

A deteccao preliminar da formacdo de nanoparticulas de cobre (CuNPSs)
sintetizadas com coentro (CuNPs-COE), tomilho (CuNPs-TOM), melédo-de-séo-
caetano (CuNPs-MSC), eucalipto (CuNPs-EUC) e cravo (CuNPs-CR) foram
observada pela mudanca visual de cor. Os tratamentos foram caracterizados pela
avaliacdo de espectroscopia UV-visivel em espectrofotdmetro USB4000-XR1-ES

resolucao de 1,3nm. Para essa analise 2mL das solu¢des dos tratamentos foram
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postas em cubetas de quartzo e lidas no espectrofotometro no comprimento de
onda na faixa de 200 a 800 nm (AMJAD et al.,, 2021). O extrato também foi
analisado para desconsiderar qualquer interferéncia na banda de absorcdo das

nanoparticulas.

Obtencédo do Isolado de Colletotrichum sp.

O isolado de Colletotrichum sp. foi obtido de frutos de maméao com tecidos
infectados. Os fragmentos foram mergulhados em solucédo de hipoclorito de sddio
a 1% por 1 min e, em seguida, foram transferidos para uma solucéo de alcool a
70% por 1 min. ApoOs a desinfestacdo, os fragmentos foram lavados com agua
destilada esterilizada e transferidos sob condigdes assépticas para as placas de
Petri de 90 mm de diametro, contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar)
e cultivados por 5 dias. O isolado foi identificado com base em suas caracteristicas
culturais e morfoloégicas, como a cor das colénias e a forma dos seus esporos
usando microscopio de luz. ApOs a identificacdo, procedeu-se o teste de
patogenicidade por meio da inoculagéo do isolado em fruto de mamao. Para isso,
a superficie do fruto foi tratada com hipoclorito de so6dio a 1% por 2 min e, em
seguida, lavados com agua esterilizada. A inoculacdo foi realizada por meio da
deposicdo de um disco de meio contendo micélio sobre o fruto. Apds esse
procedimento, o fruto foi mantido em camara Umida por 48h até o desenvolvimento
das lesdes. Em seguida, procedeu-se o isolamento em meio de cultura BDA, os

fungos foram mantidos em camara BOD a 27 ° C por 10 dias para posterior uso.

Efeito antifUngico de nanoparticulas de cobre biossitetizadas

Para a avaliacdo da atividade antifingica, as nanoparticulas de cobre
sintetizadas foram testadas nas concentragdes de 20, 80, 150, 300, 600 e 900 mg
mL1. Como controle positivo, usou-se o oxicloreto de cobre (Recop®) a 1250 mg
mL? e CuS04.5H20 (concentracédo). As suspensdes de nanoparticulas foram
adicionadas ao meio BDA fundido nas respectivas concentracbes. O meio
incorporado foi entdo vertido em placas de Petri esterilizadas sob condi¢des
assépticas. O meio BDA sem incorporagdo de nanoparticulas e controles foi usado

como testemunha. Discos de micélio de 5 mm retirados de cultura com 10 dias de
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idade foram colocados no centro de cada placa seguido de incubacéo a 27 + 1 °C
por 8 dias. Observacdes sobre o diametro micelial de fungo foram registradas aos
guatro e oito dias de incubacédo no sentido diametricamente oposto, com auxilio de

uma régua. A inibicdo do crescimento (%) foi calculada usando a formula abaixo:
Onde,

DC — DT
J="—"——

x 100
DC

| = porcentagem de inibicdo (%); DC = Diametro do crescimento no controle (mm);

T = Diametro crescimento no tratamento (mm)

Analise estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 repeticdes
por tratamento. Os dados de percentual de inibicdo relativa a testemunha foram
submetidos a analise de regresséao linear simples. Os valores de intercepto (a) e
coeficiente angular (8) obtidos de cada regressédo foram utilizados na equacao
Y=a+BX para calcular a DE50 (dose efetiva para inibicdo de 50% do crescimento
micelial). Os dados foram também submetidos a analise de variancia e ao teste de
Tukey (p<0,05). A média de cada tratamento foi comparada com o controle positivo

oxicloreto de cobre por meio do teste t de Student (p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Deteccdo de compostos fendlicos totais e flavonoides dos extratos vegetais

A andlise fitoquimica dos extratos indicou a presenca de fendlicos e
flavonoides em todos os extratos aquosos. O extrato de cravo apresentou um maior
teor de fendlicos totais e flavonoides, seguido do extrato de eucalipto e tomilho
(tabela 1).

Observou-se que apés a sintese de nanoparticulas ocorreu uma reducao
dos compostos fendlicos, evidenciando sua acdo redutora para o CuS0Oa4.5H:0,
principalmente para os extratos de eucalipto e cravo em (79,81 e 69,58%,
respectivamente). Para a classe dos flavonoides, notou-se um papel redutor
acentuado para todos os extratos, destacando principalmente o MSC com uma
reducéo de 96,10%, seguido do cravo com 95, 76%, coentro 94,17% e tomilho com
89,02%. A presenca de fendlicos e flavonoides nos extratos podem ser os principais
responséveis pelo processo de biorreducdo do cobre (DEEPAK et al., 2019).
Segundo Marslin et al. (2018), os flavonoides apresentam uma boa participacdo no

processo de sintese verde.

Tabela 1- Andlise fitoquimica do extrato de folha de tomilho, eucalipto, meldo-de-

sao-caetano (MSC) e botdes florais de cravo.

Extratos* Fendlicos totais? Flavonoides?
aquoso Antes ApoOs sintese Antes ApoOs sintese
Tomilho 43,37 27,08 12,94 1,42
Eucalipto 63,47 12,81 5,72 0,392
MSC 7,58 6,74 3,67 0,143
Cravo 86,15 26,21 16,60 0,702
Coentro 15,24 7,81 4,79 0,279

1 Concentracdo expressa em mg de Ac. Galico g1; 2 Concentracdo expressa em

mg de Quercetina g*. MSC: meldo-de-sédo-caetano.
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A presenca de compostos fitoquimicos nos extratos vegetais, principalmente
flavonoides e fendis, sdo de grande valia para o processo de sintese verde de
nanoparticulas metélicas (NASEER et al., 2020), pois apresentam perspectivas
econbmicas, uma vez que, reduzem o0 uso de produtos quimicos utilizados na
formacdo de nanoparticulas com métodos quimicos, € viavel ecologicamente,
possuem propriedades antioxidantes e antibacterianas.

Estudos comprovaram a eficacia desses extratos como agente redutor de
cobre. Rajesh et al. (2018) verificaram a formacédo de nanoparticulas de cobre
sintetizadas com extratos de Syzygium aromaticum. Nasrollahzadeh et al. (2016)
comprovaram gue o extrato aquoso de folhas de Thymus vulgaris L pode atuar tanto
como agente redutor quanto como agente capeador de Oxido de cobre (CuO).
Asghar e Asghar, (2020) afirmam que o extrato aquoso de Eucalyptus
camaldulensis € um agente redutor de nanoparticulas de cobre (CuNPs). Apesar
de ter apresentado baixos teores de fendlicos totais e flavonoides, os extratos de
meldo- de-sdo-caetano e coentro também podem atuar como agentes redutores de
CuNPs. Qamar et al. (2020) e Ekezie et al. (2017) constataram a reducao de ions
de cobre utilizando extrato de Momordica charantia. Sarkar et al. (2021) verificaram

a sintese de nanopatrticulas de 6xido de cobre com extratos de Coriandrum sativum.

Sintese de nanoparticulas de cobre com extratos vegetais

A mudanca na cor da mistura € o primeiro indicador para a formacao de NPs
metdlicas. Apos a adicao dos extratos de folhas (coentro, tomilho, eucalipto, MSC)
e botdo floral de cravo percebe-se uma leve alteragcdo de cor na solucédo de
CuS04.5H20 apos 1h (Fig. 1, C) quando comparado com a solu¢cfes aquosas dos
extratos (Fig.1, A) demostrando a possivel presenca de cobre na solucdo. A
solucdo combinada, foi submetida a uma temperatura de 120 °C, a fim de favorecer
0 processo de formacdo das nanoparticulas na solugcdo. Apds o0 processo de
autoclavagem, nota-se uma coloracdo mais intensa das solu¢des e formacao de
precipitados (Fig.1, D). A mudanca de cor est4 associada com a interacao entre 0s
elétrons de conducdo das nanoparticulas metalicas e os fotons incidentes (JANA
et al., 2016), ou seja, ao fendmeno de ressonancia plasmoénica de superficie (SPR)
(KRITHIGA et al., 2013).
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Figura 1 - Indicacédo de cor da sintese e de nanoparticulas de cobre A) extrato
aquoso; B) solugdo de CuS0a4.5H20 (10mM); C) Alteracdo da cor dos extratos 1h
apos a adicao de CuS04.5H20; D) Alteracdo da cor dos extratos apés reacdo de
sintese e autoclavagem (120°C/15min).

Para verificar o efeito dos extratos na redu¢do do CuSO4 em nanoparticulas
de cobre (CuNPs), foi realizado uma avaliacdo por espectroscopia UV-Visivel nos
comprimentos de onda de 200-800nm, técnica utilizada para averiguar a reducéo
do ion Cu+. A Figura 2 mostra os espectros de absorcédo UV-vis registrados para o
extrato de coentro (A), tomilho (B), cravo (C), eucalipto (D) e MSC (E) antes e apos
o periodo de sintese, antes e ap0s o0 tratamento térmico e a reacdo com
CuS04.5H20 10mM. Como observado, o espectro de absorcdo UV-visivel da
solugéo contendo os extratos de coentro, cravo, tomilho, eucalipto e MSC antes da
adicdo do CuS04.5H20 (curva amarela) apresentaram dois picos de absorcéo
maxima em 300-350nm; 310-350nm; 310-340nm; 310-350nm e 310-350nm,
respectivamente. Apés a adicdo de CuS0O4.5H20 sem o tratamento térmico (curva
azul) observou-se uma reducéo das bandas entre 290-300nm, 300nm, 280-300nm,
280-310nm e 280nm. Para a sintese submetida a temperatura de 120 °C (curva
laranja), as reducdes das bandas foram observadas nos comprimentos de 280-
300nm, 310-340nm, 290-310nm, 290-310nm, 250-280nm respectivamente.

Acredita-se que as absorbancias com picos em torno de 300-340nm, podem
estar associados a presenca de proteinas, enzima, compostos fendlicos e

flavonoide, elementos caracteristicos da reducdo de ions de CuSO4 (JAIN et al.,
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2009; NASROLLAHZADEH et al., 2016). Nasrollahzadeh et al. (2016) verificaram

picos de absorbancia maxima (285-342nm) para extratos de folhas de tomilho. Os

autores afirmaram que a absorbancia esta associada as transi¢cdes ™ — 1T * € essas

ligacbes absorventes demonstram a presenca

de polifenéis como fonte

antioxidante para a sintese verde de nanoparticulas.
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Figura 2- Espectro de absor¢cdo UV-vis de CuNPs preparados com extrato de
coentro (A), tomilho (B), cravo (C), eucalipto (D) e meldo-de-sdo-caetano-MSC (E).
Os extratos e a solugdo de CuSO4. 5H20, foram usados como controle (curva
amarela e cinza do gréfico. As curvas azuis (sem tratamento térmico) e laranja (com

tratamento de 120°C/15min) sdo da solucdo formada no final da reacao apés 1h.

Nesse estudo, absorbéancia de CuNPs variaram entre 290-310nm. Outros
autores relataram que as nanoparticulas de CuO podem absorver em comprimento
de onda que variam de 200-300nm (SIVARAJ et al., 2014). Ahmad et al. (2020)
encontram um pico de absorcédo entre 260nm e uma baixa faixa de absorcédo em
650nm para nanoparticulas de oxido cuproso (Cu20) e oxido cuprico (CuO). Mali
et.al (2020) trabalhando na sintese nanoparticulas de cobre com extratos de
Celastrus paniculatus Willd, obtiveram um pico de absor¢ao de 269nm. David et al.
(2017) na biossintese de nanoparticulas de cobre com extratos de folhas de MSC,
observaram que um pico de absorcéo de 246nm comprova a formacéo de CUONPs.

Vale ressaltar que a variagcdo da absor¢édo do comprimento de onda depende
do agente redutor, tempo de reacao, concentracéo e pH da solugdo. Padma et al.
(2018) estudando CuNPs sintetizadas com extratos vegetais de Ricinus communis,
Punica granatum, Psidium guajava, Eucalyptus globules, Ocimum tenuiflorum,
Tagetes sp., Phyllanthus emblica relataram uma absorcdo maxima de 450 nm em
30 min da reacédo. Os autores verificaram também, a sintese com diferentes partes
vegetais (folhas, cascas de frutas, sementes e flores) de Punica granatum
constaram que a medida que a concentracdo de CuS0O4.5H20 aumenta (1 mM, 5
mM, 10 mM e 20 mM) a densidade 6ptica das nanoparticulas sintetizadas a partir
do extrato concentrado de casca de frutas aumentou até 10 mM e depois diminuiu.
Rajesh et al. (2018) observaram uma absor¢cdo maxima de 580 nm utilizando S.

aromaticum com acetato cuprico.

Potencial Antifungico das CuNPs biossintetizado com extratos vegetais

No presente estudo, CuNPs biossintetizadas foram usadas para verificar a

atividade antifungica. Na tabela 2, observa-se que independente do extrato utilizado
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na sintese de nanoparticulas, o tratamento controle (Oxicloreto de cobre)
apresentou a maior porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum sp., se diferenciando dos demais tratamentos. Quanto as
concentracbes de CuNPs, a CuNPs-MSC proporcionou maior inibicdo de
crescimento na concentragdo 900mg mL?, chegando a representar
aproximadamente 50% do valor de inibicdo do fungicida. No entanto, ndo se
diferenciou da concentracdo 150mg mL* e 600mg mL1. Para as concentracdes de
CuNPs-EUC o valor de inibicdo encontrado na concentracdo 600mg mL! chegou a
representar 54,52% do valor do controle, sendo que este se diferenciou das demais

concentragoes.

Os possiveis mecanismos de acdo das CuNPs, podem esta relacionados
com o tamanho das particulas e a quantidade de compostos biotivos disponiveis
no extrato vegetal. Segundo Zare et al. (2019) quanto menor o tamanho da
nanoparticulas maior a atividade antimicrobiana, devido relacdo superficie/volume
e quantidade de compostos bioativos disponiveis no extrato vegetal, do mesmo
modo que, nanoparticulas menores apresentam facilidade de adentrar na célula do
patogeno. Esses fatores podem contribuir para mudancas na estrutura e funcéo da
célula do fungo (MALI et al., 2020).

No entanto, outros estudos utilizando nanoparticulas biossitetizadas com
extratos de eucalipto e MSC demonstraram-se eficazes no controle de patdégenos.
lliger et al. (2021) avaliaram o controle da podridao dos frutos em pimenta causada
por Colletotrichum capsici utilizando nanoparticulas de cobre sintetizadas com
extrato de Eucalyptus globulus. Nesta abordagem, as nanoparticulas
proporcionaram melhores resultados em comparacgao fungicidas padréo (Oxicloreto
de cobre e Carbendazim), as concentracdes 500 e 1000 ppm, com uma inibicdo de
85,19% e 93,75%. Qamar et al. (2020) observou um efeito moderado no controle
Trichophyton rubrum com uma zona de inibicdo de 12mm utilizando nanoparticulas

biossitetizadas com MSC.
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Tabela 2- Efeito de nanoparticulas no crescimento micelial de Colletotrichum sp.,
apos 8 dias de incubacéo.

20 80 150 300 600 900
CuNPs
mg mL:
MSC 1,80**e  21,62**d 30,25*bc 23,62**cd 29,00***bc 31,93***b
EUC 1,37**e  1,50"/e 14,25"/cd 3,12"/de 34,62***b 17,00"/c
CR 24.28%*ph  857*c  29,71*b  23,00%*b 27,71***b 26,57***b
COE 13,75***c 22,75***h 21,25"/b 23,75**b  7,50"/c  28,00%**b
TOM 23,14**pc  17,42***c 25,71"/bc  19,71*bc  24,00**bc 28,00***b
CuS04.5H20 0 0 20,2 5,6 12,18 13,59
Oxicloreto de
63,5a

Cobre

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. ** significativo a 5% pelo teste t *** significativo a 1% pelo
teste t.

A atividade antifungica maxima das CuNPs-CR foi encontrada nas
concentragdes de 20mg mL*, 150mg mLt, 300mg mL?, 600mg mL* e 900mg mL"
1, que nao diferiram entre si. As CUNPs-COE apresentaram maiores inibicdes nas
concentragbes de 80mg mL* e 150mg mL™t, 300mg mL*e 900mg mL?, que néo se
diferenciaram entre si. A atividade antifangica das CuNPs-TOM foram maiores nas
concentragdes 20mg mL* ,150mg mL?t, 600mg mL*! e 900mg mL*, que ndo
diferenciaram entre si. Rajesh et al. (2018) observaram um efeito de fungicida
contra Penicillium spp. com uma zona de inibicdo de 6 mm, na concertacdo de 16
pl de volume de CuNPs biossintetizadas com extrato de cravo. Weisany et al.
(2019), no estudo de nanoencapsulagdo com 6leo essencial de tomilho e endro em
nanoparticulas de cobre (NPs), constataram uma inibicdo maxima no crescimento
micelial de C. nymphaeae na concentracédo de 600 ppm ap6s 6 dias de incubacéo.
Balciunaitiene et al. (2021) estudaram o efeito de nanoparticulas de prata
sintetizadas com extratos de tomilho e constaram a eficacia deste no controle cepas
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Inibigéo de crescimento(%)

bacterianas. Os autores enfatizaram a importancia do tamanho da particula

formada e acao desta na parede celular das bactérias.

Ainda na tabela 2, encontra-se os resultados do teste t ndo pareado entre as
concentracbes das nanoparticulas biossitetizadas e concentracdes do
CuS04.5H20. Para todas concentragbes CuNPs-MSC e CuNPs-CR, ocorreu
diferenca significativa quando comparada com as concentracdes de CuS0O4.5H20,
indicando que as nanoparticulas biossitetizadas apresentaram uma maior inibicéo.
Diferente das CuNPs-EUC que apresentaram significancia apenas para
concentragbes 20 e 600mg mL?t. J& CuNPs-COE e CuNPs-TOM, néo
apresentaram significancia apenas na concentracdo 150mg mL*. Mali et al. (2020)
constatram a ineficacia do CuSOas (1%) na inibicdo do crescimento micelial de

Fusarium oxysporum.

Houve variacéo da inibicdo do crescimento micelial em funcéo dos extratos
em cada concentracdo testada, com destaque para CuNPs-Eu, CuNPs-TOM e
CuNPs-MSC (Figura 1- A e B).

[
" | “u

L

B3 CuNPs-MSC
20 B4 CuNPs-EUC
CuNPs-CR
E3 CuNPs-TOM
o CUNPs-COE
10
;o — 5
20 80 150 300 600 900

Concentragdes(mgmL-)
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Inibigéo de crescimento (%)

401 B3 20mgimL
B 80mg/mL
B3 150 mg/mL

- aﬂTg L+ o a'iﬁ

204

=1

o dl'm =

CuNPs-COE CuNPs-CR CuNPs-EUC CuNPs-MSC CUNPSTOM  Oxicloreto de cobre
Figura 3- Box Plot resumindo o efeito de nanoparticulas no crescimento micelial de

Colletotrichum sp. apds 8 dias de incubacéao.

Apesar de nao conter informacdes precisas sobre qual o mecanismo de agéo
das nanoparticulas de cobre nas células fungicas, alguns autores elucidam teorias
sobre as suas possiveis func¢des. A natureza fisica do mecanismo de acdo das
nanoparticulas esta relacionada com o magnetismo eletrostatico, uma vez que, as
nanoparticulas apresentam capacidade de se fixar na parede celular, o que ird
permitir uma maior facilidade de penetracdo, ocasionando desintegracdo de
membranas e alteracdo do funcionamento de proteinas (CHAKRAPANI et al., 2014,
TRIPATHI et al., 2017).

Mecanismo quimicos também sdo observados com a acdo dessas
nanoparticulas metélicas em células fungicas. Estudos afirmam que durante a
interagdo entre as nanoparticulas e as células fungicas ocorre a inducdo ao
estresse oxidativo, favorecido pelas espécies reativas de oxigénio (EROS) e,
consequentemente, a morte celular (WEISANY et al., 2019). Pariona et al. (2019)
avaliando o efeito de nanoparticulas de cobre em patdgenos de plantas
constataram que houve alteracdes na morfologia dos micélios dos fungos F.
solani, Neofusicoccum sp. e F. oxysporum. Os autores observaram diferentes
niveis de danos nas paredes celulares, 0 que ocasiona vazamento do conteudo

intracelular e a diminui¢cdo do tamanho das hifas, indicando que o estresse oxidativo
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causado pelas nanoparticulas de cobre pode ter afetado a sintese de algum
constituinte estruturalmente importante da parede celular dos fungos. Ashraf et al.
(2020) estudando nanoparticulas de prata sintetizadas com extratos de Melia
azedarach também propuseram que a deformacg&o do micélio ocorreu pela acao de
nanomateriais, com alterac6es morfoldgicas na célula, como danos na superficie e
inflamacdo, bem como perda da integridade da parede celular, em Fusarium

oxysporum.

Houve variagdo nos valores de ED50 e ED90 entre os extratos (Tabela 3). A
menor ED50 foi CuNPs-MSC, seguido por CuNPs-EUC e CuNPs-CR. O valor de
ED90 seguiu a ordem CuNPs-EUC, CuNPs-MSC e CuNPs-CR, com os valores de
CuNPs-EUC (3460,2 mg mLt) e CuNPs-MSC (3547,1 mg mL™t) préximos.

Tabela 3- Dose efetiva de nanoparticulas de cobre para inibicdo de 50% e 90% do
crescimento micelial de Colletotrichum sp.

Tratamento ED50 ( mg mL?1) ED90 ( mg mL1)
CuNPs-COE 8764,1 19810,0
CuNPs-TOM 4240,1 10015,4
CuNPs-CR 3314,6 7770,0
CuNPs-MSC 1632,3 3547,1
CuNPs-EUC 1861,4 3460,2

Diante dos resultados obtidos nesse estudo, € necessario compreender 0s
mecanismos de acao das nanoparticulas sobre o patdgeno, além de realizar outras
analises que ajudam a compreender essa interacdo. Embora os resultados neste
trabalho sejam considerados preliminares, podem ser Uteis como referéncia em

trabalhos futuros.
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CONCLUSAO

Com base na avaliacdo visual e das curvas de espectro de absor¢cdo UV-vis,

houve a reducéo de ions de cobre com possivel formacao de nanoparticulas;

As nanoparticulas obtidas a partir dos extratos de folhas de coentro, meldo-
de-sédo-caetano, tomilho eucalipto e botdes florais de cravo reduzem parcialmente

o crescimento micelial Colletotrichum sp.;

As CuNPs-MSC teve um bom desempenho em relagcdo aos tratamentos

estudados.
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ARTIGO 2

POTENCIAL DE NANOPARTICULAS BIOSSINTETIZADAS COM EXTRATOS
VEGETAIS NO CONTROLE DE Alternaria sp.

1Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico Revista
Brasileira de Ciéncias Agrarias.
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Potencial de nanoparticulas de cobre biossintetizadas com extratos vegetais
no controle de Alternaria sp.

Resumo: Alternaria sp. € um dos fungos associados a podridées em diversas
culturas, incluindo o mamao. Algumas espécies desse género produzem toxinas
gue causam danos em frutos e, consequentemente, limitam a sua comercializacao
causando perdas econbmicas. Métodos alternativos de controle tém sido
estudados, a fim de minimizar as perdas pés-colheita, como o uso de
nanoparticulas metédlicas sintetizadas com extratos vegetais. Nesse sentido,
nanoparticulas (NPs) de cobre (Cu) foram sintetizadas com extratos vegetais de
coentro (COE), tomilho (TOM), meldo-de-sédo-caetano (MSC), eucalipto (EUC) e
botbes florais de cravo (CR) para avaliacdo do potencial antifingico contra
Alternaria sp. isolado de frutos de maméao. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e seis concentracfes. O oxicloreto de cobre
(Recop®) a 1250 mg mL? foi utilizado como controle positivo. O fungicida
(Oxicloreto de Cobre), apresentou melhores resultados quando comparados com
os tratamentos. As nanoparticulas CUNPS-MSC e CuNPs-COE nas concentracdes
de 150 e 900 mg mL! causaram reducdes do crescimento micelial acima de 20%
guando comparadas com o controle. Para os demais tratamentos com CuNPs-
EUC, CuNPs-TOM e CuNPs-CR a reducgao do crescimento micelial foi inferior a
20%. Nesse estudo, observou-se que mesmo aumentando a concentracdo de
CuNPs, ndo ocorreu um efeito fungicida significativo. Os menores valores para
ED50 e ED90 foram encontrados para CuNPs-MSC, CuNPs-COE e CuNPs-CR.
CuNPs-MSC foi mais eficaz contra Alternaria sp. com um menor valor de ED50
(5675,4 mg mL1).

Palavras-chave: Pos-colheita, sintese verde, atividade antifingica, Carica papaya.
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Potential of copper nanoparticles biosynthesized with plant extracts to

control Alternaria sp.

Abstract: Alternaria sp. is one of the fungi associated with rot in several crops,
including papaya. Some species of this genus produce toxins that damage fruits
and, consequently, limit their commercialization causing economic losses.
Alternative control methods have been studied in order to minimize post-harvest
losses, such as the use of metallic nanoparticles synthesized with plant extracts. In
this sense, copper (Cu) nanoparticles (NPs) were synthesized with plant extracts of
coriander (COE), thyme (TOM), bitter melon (MSC), eucalyptus (EUC) and clove
flower buds (CR) to evaluate the antifungal potential against Alternaria sp. papaya
fruit isolated. The design used was completely randomized with five treatments and
six concentrations. Copper oxychloride (Recop®) at 1250 mg mL-1 was used as a
positive control. The fungicide (Copper Oxychloride) showed better results when
compared to the treatments. The CuNPS-MSC and CuNPs-COE nanoparticles at
concentrations of 150 and 900 mg mL-1 caused reductions in mycelial growth above
20% when compared to the control. Treatments with CuNPs-EUC, CuNPs-TOM and
CuNPs-CR reduced mycelial growth less than 20%. In this study, it was observed
that even increasing the concentration of CuNPs, there was no significant fungicide
effect. The lowest values for ED50 and ED90 were found for CuNPs-MSC, CuNPs-
COE and CuNPs-CR. CuNPs-MSC was more effective against Alternaria sp. with a
lower ED50 value (5675.4 mg mL-1).

Keywords: Post-harvest, green synthesis, antifungal activity, Carica papaya.
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1. INTRODUCAO

O género Alternaria esta associado a doencas em diversas culturas, como a
podriddo em frutos, como no mamao (Carica papaya L.). Algumas espécies desse
género sao capazes de produzir toxinas que causam danos em frutos e,
consequentemente, limitam a sua comercializacdo causando perdas econdmicas
(LOGRIECO et al., 2009). As doencas poés-colheita tendem a ser formadas a partir
de infecc¢Bes latentes que perduram até o amadurecimento dos frutos ou infec¢ao
iniciada durante ou ap0s a colheita devido a estresses, senescéncia ou ferimentos
(SUTTON et al., 2014).

O principal método de controle de podridao de pds-colheita € a aplicacdo de
fungicidas, entretanto, o uso continuo afeta ndo s6 os padrdes de qualidades e a
seguranca alimentar, mas também podem causar a selecdo de patdgenos
resistentes (VITALE et al., 2021). Nesse sentido, novas tecnologias estdo sendo
estudadas a fim de minimizar o uso desses produtos quimicos, como a
nanotecnologia. Esta tecnologia apresenta grande potencial para o setor agricola,
sendo uma alternativa viavel para controle de doencas em plantas por meio do uso
de nanomaterias (RAI e INGLE, 2012).

Os mecanismos de agdo de nanoparticulas sobre fungos ainda ndo foram
explanadas, no entanto, estudos demonstram potencial para o controle de
patogenos. Como por exemplo, o efeito de nanoparticulas obtidas a partir da
reducdo de cobre, zinco e prata com diferentes extratos vegetais no controle de
fungos como Fusarium sp. Colletotrichum gloesporioides e Alternaria citri
(BRAMHANWADE et al., 2016; AGUILAR-MENDEZ et al., 2011; SARDAR et al.,
2022). Fungos desses géneros sao constantemente associados a doencgas de pos-
colheita.

Na biossintese de nanoparticulas, a sintese verde destaca-se como método
ecologicamente correto que nao requer produtos quimicos téxicos, pois a sintese
por meios fisicos e quimicos tem elevado custo e pode produzir substancias toxicas
(GABA, VARMA e GOEL, 2021). As plantas apresentam constituintes no extrato
vegetal como polidis, terpendides, polifendis que sdo responsaveis pela
biorreducdo de ions metalicos (OVAIS et al., 2018). Essas substancias, além de

promoverem a reducdo de ions, apresentam potencial de controle de fungos
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associados as doencas de poés-colheita, por apresentarem uma rica fonte de
conservantes e biocidas (MASTINO et al., 2021).

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo sintetizar
nanoparticulas de cobre com extratos vegetais, a fim de estudar suas propriedades
antifangicas contra Alternaria sp.
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2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal e Obtencao dos extratos

A obtencéo dos extratos vegetais aquosos se deu a partir de folhas secas e
trituradas de tomilho (Thymus vulgaris), eucalipto (Eucalyptus sp.), coentro
(Coriandrum sativum) e melao-de-sao-caetano (Momordica charantia) e botdes
florais de cravo da india (Syzygium aromaticum). Os vegetais foram coletados ou
adquiridos no comércio local de Cruz das Almas-BA.

O material foi seco a 50 °C por trés dias em estufa e triturado em liquidificador
industrial até a consisténcia de p6. Apés trituracdo, 10 g de cada material foram
retirados separadamente em um béquer contendo 100 mL de agua destilada
esterilizada. O béquer foi imerso em banho ultrassénico (Elma Ultrasonic S10H
(typ), f.: 50/60 Hz, P.: 90 W, Alemanha) que foi sonicado por 30 min a 30 °C, de
acordo com a metodologia adaptada por Moreira et al. (2018).

As amostras foram transferidas para tubos de 50 mL esterilizados e
centrifugadas (modelo DTR-16000-BI) a 3000 rpm por 10 min (ILIGER et al., 2020)
para separacao das particulas soélidas da solucdo extratora. ApOS esse processo,
os residuos foram descartados e os sobrenadantes (solucdo extratora aquosa)
foram coletados e filtrados em papel filtro (Whatman n°® 42) e armazenados a 4 °C

para posterior uso.

Sintese de nanoparticulas de cobre

Para sintese de nanoparticulas de cobre com extratos vegetais, 10 mL de
cada extrato aquoso (folhas e botbes florais) foram adicionados a 100 mL da
solucdo aquosa de CuSO4-5H20 a 10mM. As misturas foram constantemente
agitadas em agitador magnético por 1h. Em seguida, as solucdes foram
autoclavadas, a 120 °C por 15 min. Apds o processo de autoclavagem, as amostras
foram transferidas para tubos de 50mL e centrifugadas a 5000 rpm (modelo DTR-
16000-Bl) por 25 min. Os sobrenadantes das solu¢cbes foram decantados e 0s
residuos foram lavados com &gua destilada esterilizada. Os precipitados assim
obtidos foram secos em estufa a 60 °C por 12 h (ILIGER et al., 2020).
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Obtencéao do Isolado de Alternaria sp.

O isolado de Alternaria sp., foi obtido de frutos de mamé&o com tecidos
infectados. Os fragmentos foram mergulhados em solucéo de hipoclorito de sodio
a 1% por 1 min e, em seguida, foram transferidos para uma solucéo de alcool a
70% por 1 min. Apés a desinfestacdo, os fragmentos foram lavados com agua
destilada esterilizada e transferidos sob condigbes assépticas para as placas de
Petri de 90 mm de didmetro, contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar)
e cultivados por 5 dias. O isolado foi identificado com base em suas caracteristicas
culturais e morfoloégicas, como a cor das colénias e a forma dos seus esporos
usando microscopio de luz. ApOs a identificacdo, procedeu-se o teste de
patogenicidade por meio da inoculagéo do isolado em fruto de mamé&o. Para isso,
a superficie do fruto foi tratada com hipoclorito de sédio a 1% por 2 min e, em
seguida, lavados com agua esterilizada. A inoculacdo foi realizada por meio da
deposicdo de um disco de meio contendo micélio sobre o fruto. Apds esse
procedimento, o fruto foi mantido em camara umida por 48h até o desenvolvimento
das lesbes. Em seguida, procedeu-se o isolamento em meio de cultura BDA, os

fungos foram mantidos em camara BOD a 27 ° C por 10 dias para posterior uso.

Efeito antifungico de Nanoparticulas de cobre biossitetizadas

Para a avaliacdo da atividade antifingica, as nanoparticulas de cobre
sintetizadas foram testadas nas concentragdes de 20, 80, 150, 300, 600 e 900 mg
mL1. Como controle positivo, usou-se o oxicloreto de cobre (Recop®) a 1250 mg
mL1. As suspensdes de nanoparticulas foram adicionadas ao meio BDA fundido
nas respectivas concentracdes. O meio incorporado foi entédo vertido em placas de
Petri esterilizadas sob condicfes assépticas. O meio BDA sem incorporacdo de
nanoparticulas e controles foi usado como testemunha. Discos de micélio de 5 mm
retirados de cultura com 10 dias de idade foram colocados no centro de cada placa
seguido de incubacéo a 27 £ 1 °C por 8 dias. Observacdes sobre o diametro micelial
de fungo foram registradas aos quatro e oito dias de incubacdo no sentido
diametricamente oposto, com auxilio de uma régua. A inibicdo do crescimento (%)

foi calculada usando a férmula abaixo:
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Onde,

DC — DT
="/

x 100
DC

| = porcentagem de inibigédo (%); DC = Diametro do crescimento no controle (mm);

T = Didametro crescimento no tratamento (mm)

Andlises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 repeticdes
por tratamento. Os dados de percentual de inibicdo relativa a testemunha foram
submetidos a analise de regresséao linear simples. Os valores de intercepto (a) e
coeficiente angular (8) obtidos de cada regressédo foram utilizados na equagao
Y=a+BX para calcular a DE50 (dose efetiva para inibicdo de 50% do crescimento
micelial). Os dados foram também foram submetidos a andlise de variancia e ao
teste de Tukey (p<0,05). A média de cada tratamento foi comparada com o controle

positivo oxicloreto de cobre por meio do teste t de Student (p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca na inibicdo do crescimento micelial de Alternaria sp. em
funcdo dos extratos e das concentracbes (Tabela 1). Entretanto, o controle com
fungicida (Oxicloreto de Cobre), apresentou melhores resultados quando
comparados com os tratamentos. Nos tratamentos de CuNPs-MSC e CuNPs- COE
as concentragdes de 150 e 900mg mL* causaram redug¢des do crescimento acima
de 20%. Para os tratamentos de CuNPs-EUC, CuNPs-CR e CuNPs-TOM areducéo
do crescimento micelial foi inferior a 20%. Os resultados indicaram uma resposta
independente da dose, mesmo aumentando a concentragéo de NPs, ndo ocorreu
um efeito fungicida significativo.

Tabela 1- Efeito de nanoparticulas no crescimento micelial de Alternaria sp. apos
8 dias de incubacéo.

CuNPs 20 80 150 300 600 900
mg mL*
MSC 1,87°¢ 7,75°¢ 16,50 P 0,62 ¢ 6,37°¢ 15,75°
EUC 1,75b¢ 6,00° 0,00 ¢ 0,5 be 0,00¢ 5,00 b¢
CR 1,00¢ 0,05 ¢ 3,75 4,00 0,05¢ 8,00°
COE 6,75 Ped 3,254 14,50° 8,500 6,00 © 13,5b¢
TOM 8,25 525¢ 8,75° 12,12° 6,25P¢ 0,5¢
s

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

O baixo potencial inibitério da Alternaria sp. pode estar relacionado com a
constituicdo da parede celular do fungo. Espécies de Alternaria, sdo capazes de
produzir melaninas de coloragéo vermelha, marrons ou pretas e sdo formadas pela
polimerizagdo oxidativa de compostos fendlicos ou inddlicos (KHEDE et al,
2012). Essa melanina fungica acumula-se na parede celular de conidios e hifas
atuando com um mecanismo de defesa contra antifungicos (EISENMAN e
CASADEVALL, 2012), o que pode ter dificultado a passagem das CuNPs da
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camada externa para interna da parede celular. A acdo contra antifingicos da
presenca de melanina na parede celular de Alternaria sp. foi descrita por Fernandes
et al. (2016). Os autores constataram que a deposi¢cdo de melanina nas paredes
celulares de A. infectoria aumentou em resposta a nikcomicina-Z, caspofungina e

itraconazol.

Outro fator que pode ter influenciado em nenhum ou baixo potencial inibitério,
resulta na concentracdo de nanoparticulas de cobre, que nesse estudo pode ter
sido considerada baixa para Alternaria sp. Estudos relatam que a inibicdo do
crescimento micelial de Alternaria sp. acima de 50% pode ser evidenciado em altas
concentragbes. Banik e Pérez-de-Luque, (2017) estudando o efeito de
nanoparticulas de cobre em patdégenos de plantas, observaram que em baixas
concentragGes (100 mg L) A. alternata apresentou 23% de inibicdo e quando
submetida a dosagens mais altas (800 mg L) inibiu completamente o crescimento

micelial.

Diferentes resultados foram encontrados demostrando que o efeito antifungico
de nanoparticulas contra espécies de Alternaria sp. variando em funcdo dos
extratos, dos ions reduzidos e das concentracdes. Sardar et al. (2022) por exemplo,
verificaram a atividade antifungica de NPs-CuO sintetizadas com extrato da casca
de lim&o, para Alternaria citri, e observaram a inibicdo de 18,5 a 50 mm do

crescimento micelial em concentracdes variando de 10 mg mL ' a 100 mg mL™.

Outros estudos também observaram o potencial antifingico de nanoparticulas
metdlicas para Alternaria sp. Mostafa et al. (2020) constaram que as nanoparticulas
de prata (AgNPs) biossintetizadas com extratos de cascas de roma e laranja inibiu
o crescimento micelial da A. solani com 16,14 e 12,52 cm, respectivamente, na
concentragdo de 100 pg mLt. Os autores verificaram também que os micélios
tratados com os AgNPs a 100 pug mL* biossintetizadas a partir de extrato de casca
de roma proporcionaram desintegracdo e deterioracdo do citoplasma, quebra da
membrana celular e parede celular e o colapso das hifas da A. solani. Dhiman et al.
(2021) desmontaram que nanoparticulas de 6xido de zinco fitofabricadas utilizando
extrato aguoso de folhas de Terminalia bellerica (Tb-ZnO Np’s) na concentragao de

200 ppm inibiu 95% do crescimento micelial de A. brassicae, 0os autores observaram
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também propriedade esporicida de Th-ZnO Np's devido a deformacao, diminuicédo

do tamanho e da quantidade dos esporos.

Houve variacdo da inibicdo do crescimento micelial em funcédo dos extratos

em cada concentracao testada, com destaque para CuNPs-MSC e CuNPs- COE
(Figura 1- A e B).
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Figura 1- Box Plot resumindo o efeito de nanoparticulas no crescimento micelial
de Alternaria sp. ap0s 8 dias de incubagdo. A: Agrupamento dos Box Plots por

nanoparticulas sintetizadas. B: Agrupamento dos Box Plots por concetracao das
diferentes nanoparticulas sintetizadas.
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Houve variacdo nos valores calculados de ED50 e ED90 entre os extratos
(Tabela 2). A menor ED50 foi CuNPs-MSC, seguido de CuNPs-CR e CuNPs-COE.
O valor de ED90 seguiu a ordem CuNPs-MSC, CuNPs-CR e CuNPs-COE. O
tratamento de CuNPs-MSC foi mais eficaz contra Alternaria sp. com um menor valor
de ED50.

Tabela 2- Dose efetiva de nanoparticulas de cobre para inibicdo de 50% e 90%
do crescimento micelial de Alternaria sp.

Tratamento ED50 (mg mL?) ED90 ( mg mL1)
CuNPs-COE 8625,2 16657,7
CuNPs-CR 8844,7 16074,8
CuNPs-MSC 5675,4 10772,8
CuNPs-EUC 44459,8 81385,2

As nanoparticulas de cobre podem ser consideradas seguras, no entanto, é
necessaria uma quantidade minima de ions de cobre juntamente com as enzimas
essenciais do corpo humano para nao ocasionar danos (SANTINI et al., 2014).
Deve-se ressaltar que por ser patdgeno de poés colheita, teste in vivo em frutos de
mamao sdo necessarios, uma vez que, 0s vegetais absorvem e armazenam ions
de cobre nas partes comestiveis e ndo comestiveis e quantidades excessivas, pode
ocasionar danos a saude humana através do consumo (MALEKI e
ZARASVAND, 2008).
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CONCLUSAO

As nanoparticulas biossinettizadas com extratos de folhas de coentro, meldo-
de-sdo-caetano, tomilho, eucalipto e botdes florais de cravo apresentaram baixo

potencial de inibicdo para Alternaria sp.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios realizados neste trabalho visam a formacdo de nanoparticulas
de cobre com extratos vegetais. Apesar da observacao visual da mudanca de cor
das combinagbes e do progresso da reacdo em espectrofotometria UV-vis
demonstrarem um indicativo de reducdo dos ions de cobre, ainda € necessério a
realizacdo de analises complementares para verificar a formacdo dessas
nanoparticulas, quanto ao seu tamanho, formas e estruturas.

Foi avaliada também, o potencial dessas nanoparticulas biossintetizadas no
crescimento in vitro de Colletotrichum sp. e Alternaria sp., isolados de maméo. Os
tratamentos mostraram-se promissores no controle de Colletotrichum sp., no
entanto, apresentam um baixo potencial para Alternaria sp.

Dos extratos avaliados destaca-se o melao-de-sdo-caetano, que em ambos
estudos apresenta potencial para biossintese e inibicdo de crescimento dos fungos.
N&o significa que as outras plantas estudadas também ndo possam desempenhar
uma atividade antifingica sobre outros patdégenos, com concentracdes diferentes,
outras fontes metalicas e métodos de extracao.

Estudos em frutos de mamao séo necessarios para verificar a acdo dessas
nanoparticulas no controle desses patégenos, além disso, é importante avaliar
possiveis efeitos toxicos desses materiais em frutos sem prejudicar seu o0
rendimento e qualidade.

Os resultados nesse estudo sdo promissores, tendo em vista, poucos
trabalhos avaliando o potencial de nanoparticulas de cobre em patdgenos de pés
—colheita de mamao. Esses resultados podem ser percussores para estudos
futuros, relacionados a otimizacdo de plantas na formacdo de nanoparticulas e
elaboracao de produtos de acdo antifingica, visando maior seguranca alimentar e

menos impactos ambientais.
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