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SILVA, A. S. EXTRATOS VEGETAIS E NANOPARTICULAS BIOSSINTETIZADAS
COMO INIBIDORES DE Xanthomonas phaseoli pv. manihotis Cruz das Almas,
2020. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia.

RESUMO: A mandioca € uma das mais importantes fontes de alimento para bilhdes
de pessoas, essencialmente nos paises em desenvolvimento. A producdo de
mandioca sofre quedas em decorréncia de diversos fatores e o ataque por
patbgenos causam grandes prejuizos. Dentre as principais doencas da
mandiocultura, a bacteriose causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
(Xpm) se destaca como uma das mais importantes. As formas de controle mais
eficazes estdo relacionadas com medidas preventivas, no entanto essas medidas
nao garantem seguridade da cultura. Desse modo, a busca por alternativas ao
controle dessa doenca e as associacbes de nanoparticulas metalicas de prata
(AgNPs), cobre (CuNPs) e extratos vegetais sao promissores. Visto iSS0 0 objetivo
desse projeto consta em controlar a bacteriose da mandioca com nanoparticulas
biossintetizadas a partir de extratos vegetais. Foram preparados extratos de 20
plantas diferentes combinados com os sais de sulfato de cobre e nitrato de prata. A
partir dessas solu¢gdes foram montados os antibiogramas para avaliacdo de quais
extratos e nanoparticulas exerceram maior efeito antimicrobiano sobre as colGnias
de Xpm. Os tratamentos também foram submetidos a caracterizacdo por
espectroscopia Uv-vis e potencial zeta. De acordo essas analises as combinacdes
com prata indicam a formacdo das nanoparticulas, ja para as combina¢cbes com
cobre ndo é observado a biossintese de NPMs. Foram testados 846 tratamentos,
considerando como base o controle de estreptomicina a 1000 pg.mL™ que atingiu
uma meédia de inibicdo de 11,08. Obteve-se 80 combinacfes melhores que a
testemunha. Todos associadas ao Cu 100 e 50mM com variados extratos e
concentracfes. O tratamento de cobre com melhor desempenho foi o de coentro a
50 pg.mL? associado ao cobre 100 mM, com inibicdo média de 60,63. Dos
tratamentos a base de prata o mais eficaz foi o de extrato de boldo a 500 pg.mL™
associado a prata a 10 mM, a média de inibicdo atingida por esse tratamento foi de
10,43. Dos tratamentos composto somente pelo extrato aquoso bruto, apenas o
extrato de aroeira apresentou algum potencial de inibir o crescimento de Xpm.

Palavras chave: Sintese verde, controle quimico, bacteriose.
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SILVA, A. S. EFEITOS DE EXTRATOS VEGETAIS E NANOPARTICULAS
BIOSSINTETIZADAS CONTRA Xanthomas phaseoli pv. manihotis Cruz das
Almas, 2020. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia.

ABSTRACT: Cassava is one of the most important sources of food for billions of
people, mainly in developing countries. Cassava production declines as a result of
several factors and the attack by pathogens causes great losses. Among the main
diseases of mandioculture, bacteriosis caused by Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis (Xpm) stands out as one of the most important. The most effective forms of
control are related to preventive measures, however these measures do not
guarantee crop safety. Thus, the search for alternatives to control this disease and
the associations of metallic silver nanoparticles (AgNPs), copper (CuNPs) and plant
extracts are promising. In view of this, the objective of this project is to control
cassava bacteriosis with nanoparticles that are biosynthesized from plant extracts.
Extracts from 20 different plants were prepared combined with the copper sulfate and
silver nitrate salts. From these solutions, antibiograms were assembled to assess
which extracts and nanoparticles had the greatest antimicrobial effect on the Xpm
colonies. The treatments were also subjected to characterization by UV-vis
spectroscopy and zeta potential. According to these analyzes, combinations with
silver indicate the formation of nanoparticles, whereas for combinations with copper,
the biosynthesis of NPMs is not observed. 846 treatments were tested, considering
the control of streptomycin at 1000 pg.mL™, which reached inhibition of 11.08. 80
better combinations were obtained than the control. All associated with Cu 100 and
50mM with varied extracts and concentrations. The copper treatment with the best
performance was coriander at 50 pg.mL™ associated with 100 mM copper, with 60.63
inhibition average. Of the silver-based treatments, the most effective was boldo
extract at 500 ug.mL™ associated with 10 mM silver, the inhibition averagei achieved
by this treatment was 10.43. Of the treatments composed only of the crude aqueous
extract, only the extract of aroeira showed some potential to inhibit the growth of
Xpm.

Keywords: Green synthesis, chemical control, bacteriosis.
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1. INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihotis esculenta Crantz) se configura como uma das mais
importantes fontes de carboidrato para bilhdes de pessoas, especialmente nos
paises em desenvolvimento como o Brasil (IULIANELLI E TAVARES, 2011;
FERREIRA FILHO et al., 2013; CHETTY et al., 2013).

O cultivo da mandioca é comum em todo territorio brasileiro, sendo umas das
culturas de maior representatividade socioeconémica, visto que € conduzido
principalmente por agricultores familiares, os quais tem nessa atividade sua principal
fonte de renda (FERREIRA FILHO et al., 2013).

De acordo com levantamento da Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacédo e a Agricultura (FAO), o Brasil € o quinto maior produtor mundial de raiz
de mandioca com uma producdo de 18,87 milhdes de toneladas (FAO 2017).
Mesmo com elevada area cultivada em diversos paises do mundo, essa cultura é
acometida por problemas que contribuem para a reducéo da producéao.

A cultura da mandioca € afetada por diversos patdgenos, que induzem
podriddes internas ou externas e invadem os tecidos lenhosos do caule. Dentre as
doencas que acometem a cultura, sdo consideradas como de alta relevancia: a
podriddo radicular, a bacteriose da mandioca, o superalongamento, viroses em
geral, dentre outras (SILVA e ANDRADE, 2011; FERREIRA FILHO et al., 2013).
Essas doencas, além de causarem significativa reducéo na produtividade de raizes,
também afetam negativamente o rendimento de manivas, visto que atingem o caule
da planta (OLIVEIRA et al., 2013).

A bacteriose causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm) (sin =
X. axonopodis pv. manihotis) € uma enfermidade importante, endémica em areas
tropicais e subtropicais. Em condi¢cdes climaticas favoraveis, essa bactéria pode
ocasionar a perda de até 100 % do cultivo quando manifestada em variedades
suscetiveis (SILVA e ANDRADE, 2011), afetando severamente a producdo de
mandioca em todo o mundo (MANSFIELD et al., 2012).

As formas mais eficazes de controle dessa doenca estédo relacionadas com
medidas preventivas, como evitar plantios e aquisicdo de materiais de areas
infestadas, empregar variedades mais tolerantes (SILVA e ANDRADE, 2011;
FERREIRA FILHO et al., 2013). Outra medida adotada para o controle da bacteriose
€ a utilizagdo de compostos cupricos (SUNDIN et al., 2016).

A busca por variedades resistentes e outros métodos de controle tem sido
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uma constante no tocante as pesquisas voltadas a doengas de plantas. No entanto,
ndo se dispbe de uma cultivar que seja totalmente resistente a bacteriose
(MASSOLA e BEDENDO, 2005). Nao obstante, as medidas preventivas ndo sao
totalmente efetivas, ficando evidente a necessidade de buscar novas tecnologias
para o controle dessa doencga.

Como uma estratégia de controle a ser aplicada para o0 manejo da bacteriose
da mandioca, vem se intensificando os estudos relacionados a utilizacdo de
nanoparticulas metalicas (NPMs) como agente antibacteriano (SUNDIN et al., 2016).

A nanotecnologia em processos biolégicos tem aplicacdes no meio agricola,
na medicina, cosméticos e eletrbnica (RAI, 2013; SILVA, 2017), em que combina
principios biolégicos com abordagens fisicas e quimicas para produzir
nanoparticulas com fungdes especificas. Elementos como a prata, aluminio, ouro,
zinco, ferro e cobre e outros sdo comumente usados para a sintese de
nanoparticulas (SILVA et al., 2017).

A nanociéncia permeia varios campos com inovacgdes tecnoldgicas e o setor
agricola ndo é excecao. Por muito tempo o0 uso da nanociéncia na agricultura foi
predominantemente tedrico, mas esse quadro estd mudando, e ha a tendéncia em
se prosseguir os estudos relacionados ao emprego da nanociéncia no manejo das
principais doencas de plantas (SAHAYARAJ e RAJESH, 2011).

As NPMs de prata compreendem uma alternativa com alto potencial para
utilizacao contra fitopatdgenos. Nanoparticulas sintetizadas por sistemas bioldgicos,
também conhecidos como sintese verde ou biossintese, sdo minimamente
agressivas ao ambiente e aos seres que nele habitam e varias espécies vegetais
apresentam-se como potenciais para a sua biossintese (SILVA et al., 2017,
IRAVANI, 2011). Na agricultura, o uso de nanoparticulas para o controle de
fitopatdbgenos representa uma importante inovagao tecnoldgica que proporcionara
melhorias na produtividade (FURLANETO, 2011). Dessa forma estudos que
investigue espécies vegetais que possam apresentar capacidade para a biossintese
de nanoparticulas metalicas (NPMs), para o emprego no controle do patdgeno
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis incidente nas culturas de mandioca no pais &

de significativa relevancia.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Controle da bacteriose da mandioca pela aplicagdo de nanoparticulas
biossintetizadas a partir de extratos vegetais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o potencial antimicrobiano de extratos vegetais e possivel

aplicabilidade no controle da bacteriose da mandioca;

e Obter e otimizar o processo de biossintese nanoparticulas de prata e cobre a

partir de extratos vegetais;

¢ Identificar as melhores combinagdes de “extratos vegetais x sal metalico” para
obtencao de nanopatrticulas;

.

e Verificar a inibicdo do crescimento de Xanthomonas phaseoli pv. mahihotis in

vitro pela aplicacdo de nanoparticulas biossintetizadas.
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3.1. AMANDIOCA E SEU CULTIVO

De acordo com a classificacdo botanica, a mandioca (Manihotis esculenta
Crantz) é uma planta dicotileddénea pertencente a familia Euphorbiaceae (AFONSO,
2013), caracterizada como uma planta heli6fila, perene e arbustiva, originaria do
continente americano. Quando houve a colonizagcéo do Brasil pelos portugueses a
mandioca ja era cultivada pelos habitantes locais. E provavelmente a planta
cultivada mais disseminada no territério brasileiro. Embora o local exato de origem
dessa espécie ainda seja controverso, o Brasil € provavelmente o pais onde se
observa a maior variacdo nas formas de utilizacdo da planta e suas raizes
(SANTOS, 2010).

A mandioca é uma planta altamente tolerante a seca, tendo bom
desenvolvimento em solos com baixa fertilidade, onde as raizes sédo o principal
produto do cultivo (VALLE e LORENZI, 2014). Essas raizes, em sua composi¢ao,
apresentam uma significativa quantidade de amido, que representa uma das mais
importantes fontes de carboidrato. Além disso podem conter, em menor, parcela
proteinas, lipidios e minerais como potassio, célcio, fésforo, sédio e ferro, nutrientes
essenciais para na alimentacao de bilhdes de pessoas, essencialmente nos paises
tropicais e em desenvolvimento como no Brasil (IULIANELLI E TAVARES, 2011,
FEREIRA FILHO et al., 2013; CHETTY et al., 2013).

De acordo com o levantamento da Organizacdo das Nacfes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO), a producdo mundial de raiz de mandioca
correspondeu a 291,993 milhdes de toneladas no ano de 2017, com o Brasil na
guinta posicdo com uma producéo de 18,87 milhdes de toneladas, atras somente da
Nigéria, Republica Democratica do Congo, Tailandia e Indonésia. Outros paises
classificados como grandes produtores mundiais sdo Gana e Angola (FAO 2017).

A mandioca é comum em todo territorio brasileiro, sendo umas das culturas
de maior representatividade socioecondmica, visto que seu cultivo se déa
principalmente por agricultores familiares, que tem nessa atividade sua principal
fonte de renda (SOUZA, SILVA e SILVA, 2012; FERREIRA FILHO et al., 2013).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a producéo
brasileira de raizes de mandioca atingiu 20,8 milhdes de toneladas no ano de 2018,
com uma area cultivada colhida de 1,4 milhdes de hectares. Em 2019, a estimativa é
de que a safra seja 1,6 % inferior, sendo estimada em 20,5 milhGes de toneladas

devido a reducdo da éarea plantada observada na maioria dos estados brasileiros.
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Também, pelos produtores estarem migrando para culturas mais rentaveis ou
deixando de colher por aguardarem melhores nos precos (CONAB, 2019).

O Para é o estado com a maior producdo de raiz de mandioca do Brasil
seguido por Parana e Bahia, com safras de 4,23, 3,04 e 2,07 milhées de toneladas
em 2017, respectivamente (EMBRAPA, 2018).

O Brasil além de apresentar o cultivo da mandioca amplamente difundido pelo
pais, para consumo da populacdo local, também exporta parte do que é produzido.
No inicio de 2019 a balanca comercial da exportacdo de raizes apresentou
expectativas positivas em relagdo ao mesmo periodo em 2018. No mercado
internacional o principal comprador de raizes de mandioca em 2019 foram os
Estados Unidos, com 85,51 % do volume exportado, Uruguai com 3,87 %, Argentina
2,98 %, Reino Unido 1,64 % e Cingapura, com 1,63 %. Nesse periodo 15,1
toneladas de raizes foram exportadas, gerando uma receita de US$ 35,5 mil para o
pais (CONAB, 2019).

Além das raizes o Brasil também exporta fécula de mandioca. Entre 0s
principais compradores estdo os Estados Unidos, Bolivia, Espanha seguido por
Portugal e Italia. Esses paises sao responsaveis pela importacdo de
aproximadamente 98,70 % de fécula. Até setembro de 2019 a exportacdo de fécula
gerou uma receita em torno de US$ 3,66 milhdes (CONAB, 2019).

3.2. APLICACOES DA MANDIOCA E FATORES QUE CONTRIBUEM PARA A
REDUCAO DA PRODUTIVIDADE
Existe um grande numero variedades disponiveis de mandioca que sé&o
classificadas quanto ao seu potencial téxico em doces, mansas ou de “mesa’”,
também conhecidas como aipim ou macaxeiras, com baixos teores de &acido
cianidrico. Normalmente sdo empregadas no consumo humano, apds o cozimento, e
animal in natura ou processada. Amargas ou bravas, com maiores teores de acido
cianidrico. Usadas indiretamente na alimentacdo humana, apos processamento nas
industrias de farinha e de fécula (SANTOS 2010; IULIANELLI e TAVARES, 2011).
Para alimentacdo humana a mandioca € comumente utilizada na forma de
farinhas cruas ou torradas, produzidas em diferentes regibes do Brasil, fazendo
parte do habito alimentar do brasileiro. Dentre outras aplicagbes na alimentacdo
destacam-se algumas formas de consumo desse produto: mandioca pré-cozida

congelada pronta para fritar; polvilho doce ou azedo usado na fabricagdo do pao de
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queijo, beijus, farofas prontas; aditivo na fabricacdo de embutidos como balas,
bolachas, sobremesas, sagu, sopas, bolos, pdo; manicoba a partir das folhas, e até
mesmo a agua obtida na prensagem da massa no processo de producdo da farinha
€ aproveitada. Denominada de manipueira, essa agua é utlizada na obtencdo do
tucupi, ingrediente importante para a culinaria da regido Norte, como no preparo do
pato no tucupi (SEBRAE BAHIA 2009, FERREIRA FILHO et al., 2013, SANTOS,
2010).

A mandioca também possui aplicacdes no setor industrial. O amido pode ser
utilizado na mineracdo atuando na separacdo do minério de ferro, e extracdo de
petréleo, evitando o desgaste de brocas de perfuracdo de pocos. Pode ser
empregado também na industria farmacéutica, de papel e celulose, para dar corpo,
acabamento e goma (FERREIRA FILHO et al., 2013; SANTOS, 2010). As
variedades de mandioca doces, que armazenam acucares livres nas raizes, podem
ter aplicacdo na producédo de alcool para as industrias de cosmeéticos e combustiveis
(VIEIRA et al., 2011); e téxtil, para engomagem, estamparia, acabamento e
lavanderia, detergentes biodegradaveis plasticos biodegradaveis (OTSUBO e
PEZARICO, 2002).

A mandioca também €& empregada na alimentacdo animal. Para essa
finalidade s&o utilizadas as raizes, folhas e ramos. As raizes séo fornecidas
integralmente, ou somente as cascas que sobram da raspagem para fazer farinha.
Antes de serem fornecidas aos animais devem ser picadas e colocadas para secar a
sombra, durante um ou dois dias, apdés secagem é chamado raspa de raiz de
mandioca ou feno da parte aérea da mandioca, em caso de conhecimento da
variedade a ser utilizada esse procedimento pode ser dispensado oferecendo o
alimento diretamente aos animais (FERREIRA FILHO et al., 2013, SANTOS, 2010).

Como visto a mandioca é um alimento muito versatil tanto pra aplicacao
industrial quanto na agricultura de subsisténcia. Por isso se configura como um dos
alimentos mais importantes em diversos paises em desenvolvimento.

E ndo diferente de outras culturas, o cultivo da mandioca possui diversos
fatores que limitam sua produtividade. A queda da produtividade da mandiocultura
pode acontecer em decorréncia de diversos fatores, como a competicdo com plantas
infestantes por agua, luz, nutrientes do solo. Outro fator limitante ao cultivo de
mandioca é a presenca de acaros e insetos, mandarova, mosca do broto, percevejo,

cupins, formigas, dentre outros, que ao atacarem a cultura provocam a reducdo da
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producdo e qualidade das raizes, bem como compromete o0s materiais de
propagacéo (FERREIRA FILHO et al., 2013).

Outro fator limitante ao cultivo da mandioca sdo os diversos patdégenos que
induzem podriddes internas ou externas, cancros que invadem os tecidos lenhosos
do caule. Dentre as doengas que acometem a cultura da mandioca, sao
consideradas como mais importantes: podridao radicular, a bacteriose, antracnose,
superalongamento, super brotamento e viroses, responsaveis por grandes prejuizos
econdmicos. A forma mais eficaz de controle dessas doencas esta relacionada com
medidas preventivas, como evitar plantios e aquisicdo de materiais provenientes de
areas afetadas, buscar variedades mais tolerantes, praticar a rotacdo de cultura,
fazer o manejo fisico e quimico do solo e fazer o plantio na época adequada sempre
com material propagativo de qualidade e livre de doencas (SILVA e ANDRADE,
2011, FERREIRA FILHO et al., 2013).

3.3.BACTERIOSE DA MANDIOCA

A bacteriose da mandioca € causada pela bactéria Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis (Xpm) (CONSTANTIN et al., 2016; RACHE et al., 2019). Todas as
espécies que pertencem a esse género sao patdégenos de plantas, encontradas
somente em associacdo com material vegetal ou plantas (AGRIOS, 2005).

Essa bactéria € classificada como gram-negativa, com parede celular
delgada, tem formato de bastonete, aerdbica estrita, com um unico flagelo polar
(monotriquia), e diferente de outras espécies do género Xanthomonas a Xpm néo
produz o pigmento amarelo xantomonadina (FANOU, ZINSOU e WYDRA, 2018).
E um patogeno foliar e vascular, que ocasiona uma ampla expressdo de sintomas
por parte da planta durante o processo de infeccdo (LOPEZ, RESTREPO e
VERDIER, 2006; AQUILES, 2014).

A penetracdo do patégeno na planta hospedeira ocorre pelos estdbmatos
foliares ou via ferimentos causados por vento, transito de pessoas e animais, e a
utilizacdo de ferramentas e equipamentos contaminados (ANJOS et al., 2011;
MANSFIELD, 2012).

Alguns dos sintomas mais caracteristicos da doenca quando as plantas de
mandioca sdo atacadas por Xpm, de inicio, sdo lesbes encharcadas angulares. A
partir dai as manchas desenvolvem-se inicialmente ao longo das nervuras, margem

e ponta das folhas. A medida que a doenca avanca as manchas podem coalescer e
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tomar todo o tecido foliar, que adquire uma coloracdo marrom. Depois que a
infeccdo ja esta estabelecida, a bactéria migra para o xilema e os sintomas evoluem
para exsudacdo de goma nas hastes com murcha das folhas e peciolos, necrose do
sistema vascular e morte descendente da planta (MOSES et al., 2007; SILVA e
ANDRADE, 2011; OLIVEIRA et al., 2016).

Essa doenca foi reportada primeiramente no Brasil em 1912 por Bondar no
estado de Sao Paulo. A partir da década de 1940, e principalmente no decorrer da
década de 1970, essa doenca se disseminou pelas regides de cultivo da mandioca
na América do Sul e Central, pelo Caribe, Asia e Africa. Com os surtos epidémicos
nessas regides surgiram os primeiros escritos relatando a ocorréncia dessa doenca,
e atencOes maiores foram sendo voltadas para essa patologia devido a importancia
da mandioca como alimento de subsisténcia (BRADBURY, 1986; KIMATI et al.,
2005).

Entre as diversas doencas que ocorrem na mandioca a bacteriose figura entre
as principais, e no Brasil ocasiona maiores perdas nas regibes Sul, Sudeste e
Centro-Oeste. Os prejuizos causados pela bacteriose variam principalmente de
acordo com as condi¢des climaticas, suscetibilidade ou tolerancia das variedades,
praticas culturais utilizadas, épocas de plantio e nivel de contaminacdo do material
(SOUZA E FIALHO, 2003; TREMACOLDI, 2016).

Para o caso da bacteriose o regime de chuvas e a temperatura é um fator
limitante para seu desenvolvimento. Exemplo disso, na regido norte a incidéncia
dessa doenca ocorre em baixa intensidade, pois mesmo havendo alto indice
pluviométrico o clima apresenta temperaturas mais elevadas (SILVA e ANDRADE,
2011). Essa bactéria apresenta desenvolvimento 6timo em temperaturas entre 25 e
30 °C (FANOU, ZINSOU e WYDRA, 2018). Em cultivos com variedades
suscetiveis as perdas na producdo podem chegar a 30 %, e em condicdes
climéticas favoraveis ao desenvolvimento da doenca os prejuizos podem ser totais
(SOUZA e FIALHO, 2003; MOSES et al., 2007).

A principal forma de disseminacdo dessa bactéria, a longa distancia, se da
pela utilizacdo de material de propagacédo contaminado, principalmente em novas
areas de plantio (MASSOLA e BEDENDO, 2005; ANJOS et al., 2011). As barreiras
sanitdrias ndo conseguem evitar a entrada de materiais de propagagdo com
problemas fitossanitarios, sendo que muitas cultivares foram introduzidas em outros

estados sem uma prévia avaliacdo (FONSECA et al., 2002).
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J& dentro dos campos de cultivo a principal forma de disseminacdo da
bactéria € por meio da chuva, pelos respingos, que permitem a liberagdo das células
bacterianas presentes nas exsudacdes. Esse fator pode ser verificado durante o
periodo da estacdo chuvosa, onde hd um aumento da severidade da manifestacéo
dessa doenca nas areas de plantio contaminadas. Esse aumento na manifestacéo
da doenca pode ser notado principalmente nas primeiras chuvas apés o periodo
seco, atingindo seu maximo no pico da estacdo chuvosa (HILLOCKS e WYDRA,
2002; MASSOLA e BEDENDO, 2005;).

Para o controle da bacteriose da mandioca sdo recomendadas algumas
medidas preventivas, a fim de controlar a propagacdo do patégeno. Dentro desses
controles MASSOLA e BEDENDO (2005) e MOSES et al., (2007) destacam algumas
medidas de prevencgdao tais como: utilizagdo de manivas sadias; rotacdo de culturas
ou remocao dos restos culturais, seguida de aracdo e pousio por seis meses, ISSO
deve ser feito visando a quebra do ciclo de vida do patogeno; restricdo do
movimento de pessoas dentro das areas afetadas para areas que ndo possui 0
patogeno; realizar a inspecéo fitossanitaria com a erradicacdo das plantas doentes;
utilizar uma cultura intercalar, a fim de reduzir a disseminacédo da bactéria entre as
plantas; fazer o plantio no final do periodo chuvoso, permitindo uma maior
lignificacdo dos vasos no periodo da seca, dificultando a colonizacdo da bactéria.

Visto que somente medidas preventivas ndo sao suficientes para o
estabelecimento de controle de fitopatdgenos, lanca-se méao de uma ampla gama de
compostos agroquimicos que estdo disponiveis no mercado que exercem
mecanismos de controle sobre o patdégeno. E como estratégia de controle a ser
aplicada para o manejo da bacteriose da mandioca, vem se intensificando as
pesquisas utilizando as NPMs como agentes antibacterianos (SUNDIN et al., 2016).
Principalmente com base no principio da nanotecnologia verde, que utiliza um
organismo biolégico ou parte dele para fazer a biossintese das NPMs (MITTAL,
CHISTI e BANERJEE, 2013).

3.4. SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS METALICAS
A sintese verde é a denominacédo atribuida as rotas de sintese que utilizam
produtos quimicos que apresentam baixa toxicidade, baixo custo e sdo

biodegradaveis, para sintetizar materiais nanoestruturados, como as nanoparticulas.
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Sao consideradas nanoparticulas por apresentarem o tamanho em nanoescala,
geralmente de 1 nm a 100 nm (SILVA et al., 2016).

Em geral as nanoparticulas sé@o sintetizadas por meio de métodos quimicos,
fisicos e biolégicos. As sinteses fisicas e quimicas possuem consumo intensivo de
energia, bem como podem envolver substancias quimicas téxicas que geram
residuos prejudiciais, tanto a salde quanto ao ambiente. Ja as técnicas bioldgicas
sdo, atdxicas e mais ecoldgicas (SILVA et al., 2017).

Para classificar um mecanismo como sintese verde de NPMs devem ser
utilizados como fonte priméaria organismos bioldgicos ou partes deles, como tecidos,
biomoléculas, metabdlitos, érgdos ou células de plantas, algas, fungos, bactérias,
residuos agroindlstrias como penas, sangue e escamas (MITTAL, CHISTI e
BANERJEE, 2013; SILVA et al, 2016).

Esses recursos naturais possuem um elevado potencial para utilizacéo
durante a sintese verde de NPMs, por intermédio de processos de oxirreducédo em
meio aquoso (FARAMARZI e SADIGHI, 2013). Esse processo de reducdo pode
ocorrer no meio intra ou extracelular, e nesse caso 0s componentes presentes
nesses organismos, como as biomoléculas e os compostos secundarios, sdo 0s
responsaveis pela reducdo dos compostos que formara as NPMs (SINHA et al.,
2009).

Plantas como o coentro (Coriandrum sativum), mamao-papaya (Carica
papaya), tém sido usadas para a sintese de nanoparticulas. O meétodo de
fitossintese (sintese via plantas) é rapido e rentavel, com processamento mais
eficiente que a sintese por fungos (micossintese). Quando comparada a
fitossintese, a micossintese € mais demorada e a biomassa € dificil de ser
processada. Logo, a fitossintese atrai a atencdo de pesquisadores de todo o
mundo. Séo trés os fatores considerados chaves na sintese de nanoparticulas
metélicas: agente redutor, meio de reacdo e agente estabilizador (DURAN et al.,
2005).

Na biossintese, proteinas de fungos ou plantas agem como agentes de
protecdo e estabilizacdo das nanoparticulas sintetizadas. Sintese verde a partir de
extrato de plantas é a técnica mais simples de sintetizar nanoparticulas, em que
biomoléculas funcionais que reduzem ions metalicos sao produzidas (GADE et al.,

2010; RAI, 2013). A biomassa morta e seca da planta também pode ser usada para
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a sintese de nanoparticulas. Até mesmo compostos bioativos isolados de plantas
como alcaloides, flavonoides e terpenos (SILVA et al., 2017).

Nanotecnologia verde € uma abordagem que esta em sintonia com a busca
por meios mais sustentaveis de producdo em que utilizam métodos e materiais que
visam a geracdo de produtos com menor impacto ambiental (NARAYANAN e
SAKTHIVEL, 2011). Ess tecnologia apresenta a caracteristica de ser menos
agressivo ao ambiente por permitir ser aplicado diretamente no organismo ou fungao
de interesse. E um processo mais simplificado para ocorrer a reducdo e também
podem ser degradados por rotas biologicas; essas caracteristicas conferem a essa
técnica a possibilidade de reduzir os custos de producdo e obter um rendimento
mais elevado (SHARMA, YNGARD e LIN, 2009; THAKKAR, MHATRE e PARIKH,
2010).

Esta tecnologia ainda esta em seu inicio, abrindo possibilidades para a
elaboracdo de novas aplicacbes mais ecoldgica e viavel quando relacionada a
economia, que sao necessidades contemporaneas de uma sociedade que visa

buscar habitos para um desenvolvimento mais sustentavel (RAI, 2013).

3.5. NANOPARTICULAS DE PRATA E COBRE E APLICABILIDADE COMERCIAL

DESSES METAIS

As nanoparticulas de prata ganharam atencdo devido a sua atividade
antimicrobiana, que oferece a possibilidade de sua utilizacdo para fins médicos e
de higiene. As nanoparticulas de prata em diferentes formulacdes e com diferentes
formas e tamanhos exibem atividade antimicrobiana variavel (DURAN et al., 2010).

Parte do fascinio que envolve o0 assunto é atribuido as inUmeras aplicacGes
das nanoparticulas metdlicas, como construcdo de sensores, microeletrénica,
catélise, acdo bactericida, células fotovoltaicas, entre outras (MELO JR. et al., 2012).
As nanoparticulas com dimensdo dentro da faixa de 1-100 nm possuem
propriedades fisicas e quimicas Unicas, incluindo grande relacdo superficie /
massa, alta reatividade e intera¢des Unicas com sistemas bioldgicos (ZHANG et al.,
2008).

As nanoparticulas de prata tém sido muito utilizadas como antimicrobianos
na desinfeccdo de materiais hospitalares, antissépticos para prevencdo da
infeccdo hospitalar, como bacteriostaticos em desodorantes, em materiais

dentarios, proteses internas e cateteres intravenosos, condutores e aditivos
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alimentares. Sua ampla atividade bactericida e custo relativamente baixo na
fabricacdo as tornaram extremamente populares. As nanoparticulas de sais de
prata possuem diversas aplicacdes, mas dentre elas destaca-se o seu potencial
antimicrobiano (MATHIAS, ROMANO e ROMANO, 2014). O mecanismo exato
pelo qual ocorre essa atividade ainda ndo esta totalmente elucidado, mas é
provavel que ocorra por uma ligagdo com a membrana bacteriana e que
consequentemente interfira no metabolismo bacteriano (KIM et al., 2007).

Na utilizacdo das nanoparticulas de cobre existe um grande interesse na
confeccdo de elétrodos modificados, capazes de oxidar hidrazina. Hidrazina é a
diamina mais simples, composto-base para varios derivados que podem ser usados
em solugbes combustiveis, inibidores de corrosdo, catalisadores, pesticidas,
corantes e farmacos (MARK et al., 2005; TKACHA et al., 2014).

O cobre & amplamente utilizado para confeccdo de fios elétricos, para
aumentar a eficiéncia dessa condutibilidade elétrica. Aléem de ser excelente
condutor elétrico o cobre apresenta boa condutividade térmica, e elevam a
resisténcia mecanica (GROZA e GIBELING, 1993; SINGH, 2014).

O cobre também foi amplamente empregado como agente antimicrobiano,
na preparacdo de medicamentos para tratamentos de variadas doencas como:
tuberculose, sifilis, anemia dentre outras, sua utilizacdo para esse fim se deu
principalmente entre os séculos 19 e 20 até o periodo do advento dos antibidticos.
No entanto, ao longo dos anos pela pressdo de selecdo sobre as bactérias
permitiram que uma resisténcia a esses antibioticos fosse desenvolvida, com isso
tem-se novamente atribuido a importancia dos produtos a base de cobre como
antimicrobianos. H& interesse no uso do cobre como material de auto-
higienizacdo, seus efeitos ja foram avaliados na utilizacdo em macanetas, para
impedir a disseminacdo de microrganismos em hospitais, e verificaram que nesses
objetos o0 desenvolvimento microbiano permaneceu despercebido. Baseado nesse
mesmo principio, a ideia de usar vasos de cobre para tornar a agua potavel foi
revivida recentemente, como uma alternativa de baixo custo para os paises em
desenvolvimento (GRASS, RENSING e SOLIOZ, 2011).

No manejo de doencas de plantas o tamanho da particula desempenha um
papel central na atividade antimicrobiana. Nanoparticulas de prata e cobre, com

tamanhos variaveis exercem diferentes niveis de atividade antimicrobiana.

Pequenas particulas exibiram maior atividade antimicrobiana do que particulas
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grandes, isso pode ser em decorréncia de alta penetracdo de particulas quando
estas tém tamanhos menores (DURAN et al, 2010). A avaliacio das
nanoparticulas para o gerenciamento de doencas das plantas até o momento se
concentrou principalmente em doencas causadas por oomicetos e fungos, mas
também foram obtidos resultados promissores para doencas bacterianas (SUNDIN
et al., 2016).

As atividades antimicrobianas da maioria das nanoparticulas resultam de trés
aspectos principais: fotocatdlise, dano fisico as células bacterianas e liberacao de
ions metdlicos téxicos. Durante a fotocatalise sao liberadas as espécies reativas de
oxigénio (ROS). Estas ROS sdo toxicas para as bactérias, pois podem danificar os
constituintes celulares, como DNA, lipidios e proteinas, resultando em efeitos
bactericidas (STORZ e IMLAY,1999).

Utilizando nanoparticulas de prata (Ag) e zinco (Zn) Paret et al., (2013),
verificaram um aumento significativo da atividade fotocatalitica contra
Xanthomonas perfazidas em plantas de tomate, reduzindo a severidade da
mancha bacteriana, quando comparado com os controles tratados com cobre e
0s néo tratados.

As nanoparticulas podem exercer atividade antimicrobiana por meio da
liberac&o de fons, como Ag* e Cu®*, que sdo toxicos para bactérias.

Além das atividades antimicrobianas, também foram sugeridas como
sistemas de entrega varios ingredientes ativos que intensificam a acdo de
pesticidas. A aplicacdo de nanoparticulas na agricultura poderia ampliar
significativamente a selecdo de antimicrobianos. Além disso, a maioria exibem
atividades antimicrobianas por diferentes mecanismos, o que podera reduzir o
risco de desenvolvimento da resisténcia. A aplicacdo de nanoparticulas abre
novas oportunidades para aumentar a eficacia dos antimicrobianos atualmente

disponiveis visando patdégenos dentro das plantas (SUNDIN et al., 2016).

3.6. SINTESE DE NANOPARTICULAS METALICAS POR PLANTAS

A biossintese de NPMs por intermédio das plantas € uma pratica crescente no
meio cientifico. Tal fato ganha por forca devido ao elevado potencial de diversas
plantas em promoverem a formacao das NPMs (IRAVANI, 2011; BAKER et al., 2013;
INGALE, 2013; MITTAL, CHISTI e BANERJEE, 2013).
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Esse elevado potencial das plantas em promoverem a reducdo dos ions
metélicos se deve a sua ampla gama de componentes (MITTAL, CHISTI e
BANERJEE, 2013). Dentre esses compostos sdo reportados os flavonoides,
terpenoides, grupos funcionais tais como o0s alcoois, aldeidos e aminas,
aminoacidos, proteinas de membrana, algumas enzimas, saponinas, polissacarideos
entre outros componentes (AKHTAR et al.,, 2013). Essas moléculas fazem das
plantas uma fonte promissora para o fornecimento de moléculas para rotas de
sintese verde (SINHA et al., 2009; KUMARI, KUMAR e YADAYV, 2012).

Esses compostos além da funcdo de reducdo podem desempenhar o papel
de agentes estabilizantes de NPMs, por meio do recobrimento da superficie da
particula, com isso o crescimento € limitado e dificulta também a agregacdo da
particula (INGALE, 2013). E sabido que essa diversidade de composto sdo 0s
responsaveis pela formacédo e estabilizacdo das NPMs, no entanto o mecanismo
exato de como ocorre a sintese por intermeédio das plantas ainda nao € totalmente
elucidado (DURAN et al., 2011; NARAYANAN e SAKTHIVEL, 2011; AKHTAR et al.,
2013).

Quando se trata de plantas como organismo biolégico que vai atuar na
reducdo dos sais metalicos deve-se considerar que diferentes partes vegetais
podem produzir particulas com caracteristicas distintas. Normalmente se utiliza das
folnas para obter os extratos, no entanto é sabido que ndo somente as folhas
possuem capacidade redutora, sendo desenvolvido estudos com sementes
(LUKMAN et al., 2011; VIJAYARAGHAVAN et al., 2012), cascas (SATHISHKUMAR
et al., 2009, SHAMELI et al., 2012; VELAYUTHAM et al.,, 2013), raizes
(GNANADESIGAN et al., 2012) e até mesmo frutos (QUELEMES et al., 2013) e
flores (MITTAL, CHISTI e BANERJEE, 2013).

H4 na natureza um numero significativo de plantas das mais variadas
espécies que podem atuar na sintese de NPMs. Na literatura cientifica existem
estudos que reportam o potencial redutor de ions metalicos por atuacédo de extratos
de diversas plantas. Alguns exemplos sdo Aloe vera (babosa), Medicago sativa
(alfafa), Syzygium cumini (jameldo), Glycine max (soja), Bauhinia variegata (pata-de-
vaca) entre outras (GARDEA-Torresdey et al., 2002; KUMARI, KUMAR e YADAYV,
2012).
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3.7. EMPREGO DE NANOPARTICULAS METALICAS COMO AGENTES
ANTIMICROBIANOS E PARA A AGRICULTURA

Nanomateriais biossintetizados sao benéficos para a agricultura devido a
preservagao e aumento do tempo de prateleira de frutas e verduras, controle de
fitopatdgenos e também promovem o crescimento de plantas (FAYAZ, 2009).

Tem-se aumentado o interesse em relacdo a sintese verde e ao uso de
nanoparticulas de cobre e outros metais a exemplo a prata, como agentes
potencialmente antimicrobianas contra patégenos de plantas, especialmente, em
decorréncia do desenvolvimento de resisténcia pelos patdogenos aos fungicidas
existentes. Fungicidas tém sido usados h& muitos anos para o controle de
doencas de plantas cultivadas. No entanto, muitos desses produtos possuem
restricbes de uso por inUmeras razdes incluindo questdes de seguranca humana
no que diz respeito ao uso de fungicidas quimicos (MARCATO et al., 2012).

Diante disso o0 emprego de nanoparticulas como agente antimicrobiano tem-
se intensifico, visto que esse método traz uma abordagem diferente para o uso
dos sais metalicos que ja sdo comumente conhecidos como agentes
antimicrobianos tanto em doenca de humanos quanto de plantas.

A seguir abordam-se alguns trabalhos que utilizam desse recurso para o
controle de microrganismos patogénicos.

Jung et al., (2008) trabalhando com Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, verificaram que a presenca de ions de prata observados no citoplasma de
células bacterianas apés o tratamento com nanoparticulas de prata, sugerem que
pode haver uma interacdo com acidos nucleicos que provavelmente resulta em
comprometimento da replicacdo do DNA, tendo efeitos inibitérios e letais sobre
estas espécies.

Antunes et al., (2014) ao trabalhar para sintetizar NPs de Ag, por reducao
guimica, e caracterizacao utilizando as técnicas de espectroscopia de absorcéo
molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET), avaliaram a eficiéncia antimicrobiana NPAg frente a E. coli e
S. aureus. Neste estudo, os antibiogramas revelaram que apenas a solucéo
coloidal de 1000 ppm apresentou atividade antimicrobiana em relagdo as bactérias
testadas.

Kim et al., (2007) ao testarem nanoparticulas de Ag em varias concentragées

utilizando placas de agar Muller Hinton, sobre leveduras, S. aureus e E. coli,



verificaram que em levedura e E. coli as nanoparticulas efetivamente inibiram o
crescimento apresentando atividade antimicrobiana em baixa concentragdes de
Ag. Ja em S. aureus houve menor efeito inibitorio.

Outro estudo utilizando nanoparticula é o de Medda et al., (2015), com o
objetivo de realizar a sintese verde de nanoparticulas de prata empregando extrato
de folha aquosa de Aloe vera, para testar a atividade antifingica dessas
nanoparticulas contra Rhizopus sp. e Aspergillus sp. Os resultados obtidos
mostraram que as nhanoparticulas sintetizadas apresentaram maior atividade
antimicrobiana contra Aspergillus sp. do que contra Rhizopus sp., com inibicao
maxima do crescimento de hifas fangicas. Pela observacdo microscopica revelou-
se que as nanoparticulas causaram reducdo na germinacao de conidios, junto a
outras deformacdes na estrutura da membrana celular. Bem como, inibiu o
processo de brotacdo normal de ambas as espécies testadas, concluindo que a
folna de A. vera é promissora para a sintese de nanoparticulas de prata com
enorme potencialidade para o controle de fungos patogénicos.

Em ensaio in vivo com plantas de milho infectadas com a bactéria Pantoea
ananatis, agente causal da mancha branca do milho Mota (2019), tratou as plantas
com nanoparticulas de 6xido de zinco dopadas com cobre (Cu), manganés (Mn),
ferro (Fe) e niquel (Ni) em variadas concentracdes. Nesse estudo constataram-se
gue as plantas tratadas com nanoparticulas de 6xido de zinco dopadas com Cu na
concentracdo de 5 mg mL™, apresentaram um maior controle sobre a mancha
branca do milho.

Masum e colaboradores (2019), utilizando nanoparticulas de prata
biossintetizadas a partir do fruto fresco de Phyllanthus emblica observaram que as
NPMs de Ag sintetizadas a 20 ug.mL exerceram atividade antimicrobiana sobre o
patdgeno Acidovorax oryzae, cepa RS-2, causador da faixa marrom bacteriana do
arroz. Afetando seu crescimento e por consequéncia a sobrevivéncia celular e a

formacdao de biofilme.
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Em estudo SHENDE, GAIKWAD e BANSOD, (2016), testaram nanopatrticulas

de cobre (NPMs Cu) biossintetizadas a partir do extrato de folhas de Ocimu

m

sanctum, sobre diversos patdogenos de plantas. O efeito antimicrobiano das

nanoparticulas biossintetizadas foi analisado com base na zona de inibigcdo. Nesse

trabalho os autores relatam que a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. punicae

causador da ferrugem bacteriana da roma e o fungo Alternaria carthami agen

te
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causal das manchas foliares em cartamo foram os mais impactados pela acéo
antimicrobiana das nanoparticulas de cobre.

Em todos esses trabalhos verifica-se que a pesquisa sobre a acao
antimicrobiana das nanoparticulas biossintetizadas é promissora, se tornando uma
estratégia de gestdo eficaz e ecologicamente mais viavel. Abrindo espaco para
serem empregados no campo da agricultura, na formulacdo biopesticidas,

inseticidas, entre outros produtos.

3.8. APLICAQAO DE EXTRATOS VEGETAIS COMO AGENTES

ANTIMICROBIANOS E PARA A AGRICULTURA

A busca por uma vida mais saudavel e que cause menor impacto ao ambiente
tem sido intensa por parte da sociedade, e este fato impulsiona a comunidade
cientifica a encontrar alternativas de controle das doencas (SILVA et al., 2009;
SOUZA JUNIOR et al., 2009). Deste modo, a utilizacdo de extratos vegetais tem
alcancado resultados eficientes, e com menores riscos de poluicdo e intoxicacao
aos funcionarios e consumidores (SANTOS et al., 2013).

As plantas apresentam em sua constituicdo metabdlitos secundarios, e a
exploracdo de sua atividade bioldgica, por meio de extratos aquosos e Oleos
essenciais sdo capazes de atuarem como indutores de resisténcia (SANTOS et al.,
2007), e agirem diretamente sobre os microrganismos causadores de doenca,
inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, e ainda pela
capacidade de induzir o acumulo de fitoalexinas (MILANESI et al., 2009). Esta
pratica de manejo minimiza os efeitos negativos do uso de pesticidas e proporciona
a producéo de alimentos mais saudaveis (SOUZA JUNIOR et al., 2009).

Dentre os metabdlitos presentes nos extratos vegetais e que podem ter efeito
sobre o controle de fungos fitopatogénicos e outros organismos destacam-se 0s
flavonoides, clerodanos, diterpenos, triterpenos presentes em carqueja (VERDI,
BRIGHENTE e PIZZOLATTI , 2005), o eugenol, acetato de eugenol, betacariofileno,
acido oleanico, e substancias das classes: triterpeno, ceras vegetais, cetonas,
resinas, taninos e esterodis presentes no cravo-da-india (SILVESTRE et al., 2010) e a
alicina, presente na composi¢cao do alho (CARLI, 2011).

O eucalipto é uma espécie muito explorada no Brasil para a extracao de 6leos
essenciais, pelos compostos quimicos: hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples

e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, acidos orgéanicos entre outros. O
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cineol é o componente mais abundante do eucalipto que tem maior interesse
medicinal e econémico. No Brasil a espécie produtora de Oleo rica em cineol € o
Eucalyptos glébulos (VITTI e BRITO, 2003).

O emprego de extratos, chas ou sucos de plantas, se tornou um tratamento
alternativo, porém, vidvel no combate a muitas pragas (PENTEADO, 2001), entre
as quais incluem as doencas de plantas (SILVA et al., 2009), visto que essas
enfermidades contribuem significativamente para a diminuicdo na producdo de
alimentos (SOUZA JUNIOR et al., 2009).

Avaliando a eficiéncia do extrato de alho (Allium sativum), Souza et al.
(2007), constataram inibicdo do desenvolvimento do fungo Fusarium proliferatum, e
inclusive reduziu a incidéncia de tombamento e podriddo do colmo em plantulas de
milho, aumentando a germinacdo de suas sementes. Dentre as espécies
medicinais com potencial no controle de patdogenos destaca-se também, o cravo-
da-india (Caryophyllus aromaticus) que apresenta atividade nematicida, inseticida,
antiviral, bactericida e fungicida (MAZZAFERA, 2003). O ¢6leo essencial e o extrato
de cravo apresentaram-se como inibidores do crescimento micelial de C.
gloeosporioides (PIERRE, 2009; SILVA et al., 2012).

Utilizando extratos aquosos no controle dos fitopatdgenos Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Colletotrichum sp., Cercospora kikuchii, F. solani e Phomopsis sp.,
Venturoso et al. (2011), constataram inibicdo do crescimento micelial com uso do
extrato de cravo-da-india na concentracdo de 20 %. Os extratos de alho e canela
na mesma concentracdo reduziu significativamente o crescimento de Aspergillus
sp., Penicillium sp., Phomopsis sp. e Cercospora kikuchii. Ao terceiro dia de
incubacéao nao foi constatado crescimento micelial para o fungo Fusarium solani no
extrato de alho e de Cercospora kikuchii, na presenca do extrato de alho e canela.

Ao avaliarem o efeito de extratos de vinte e duas espécies de plantas sobre
0 crescimento micelial e germinacdo de esporos de Colletotrichum
gloeosporioides, Celoto et al. (2008), verificaram que 0 extrato aquoso e
hidroetandlico de meldo de sdo caetano (Momordica charantia) e extrato
hidroetanodlico de eucalipto (Eucalyptus citriodora) foram os mais eficientes na
inibicdo do crescimento micelial.

Haja vista 0 abordado nessa revisao, 0os extratos vegetais vem de encontro
com inquietagfes levantadas pela sociedade em relacdo aos impactos agricolas

no ambiente. Considerando que doengas de plantas € um fator relevante na



agricultura brasileira, faz-se necessario uma busca constante por meios que
ajudem a minimizar ou controlar os microrganismos fitopatogénicos. E que
também contribua para o desenvolvimento de sistemas de cultivo mais

sustentaveis.
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RESUMO: As combinagdes das 20 plantas utilizadas com os dois sais metalicos,
mais 0s controles resultaram num total de 846 tratamentos. Essas combinacgdes
foram avaliadas in vitro sobre Xanthomas phaseoli pv. manihotis para determinacao
da eficiéncia sobre formacao de nanoparticulas e inibicdo do crescimento de Xpm.
Aqueles que apresentaram percentual de inibicdo superior a obtida para o
tratamento controle de estreptomicina 1000 pg.mL™ foram considerados os melhores
tratamentos. No teste de sensibilidade a antimicrobianos os extratos que mais se
destacaram na combinacdo com cobre para inibicdo do crescimento bacteriano de
Xpm foram coentro, aroeira, gengibre, cominho e tansagem. No caso de prata a
melhor combinac&o foi o extrato de boldo a 500 pg.mL™ associado a prata a 10 mM.
Os tratamentos também foram submetidos a caracterizacdo por espectroscopia UV-
vis e potencial zeta. De acordo essas analises as combinacdes com prata indicam a
formacao das nanoparticulas, ja para as combinacdes com cobre ndo é observado a
biossintese de NPs. Os melhores dados obtidos da analise estatistica inicial foram
submetido ao programa SigmaPlot 11.0 para estimar a concentracao 6tima. A partir
dos ensaios avaliando a eficiéncia das melhores concentracdes originais versus as
concentracfes estimadas, foi evidenciado que o extrato de eucalipto estimado
combinado cobre 100mM foram mais eficientes em inibir o crescimento de Xpm.
Todos os extratos explorados figuraram entre os 80 melhores. Demonstrando que as
possibilidades de utilizacdo de plantas como via de sintese biologica para obtencéo

de nanoparticulas sdo iniumeras.
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ABSTRACT: The combinations of the 20 plants used with the two metallic salts, plus
the controls resulted in a total of 846 treatments. These combinations were evaluated
in vitro on Xanthomas phaseoli pv. manihotis for determining the efficiency on
formation of nanoparticles and inhibiting Xpm growth. Those with an inhibition
percentage higher than that obtained for the control treatment of streptomycin 1000
ng.mL™* were considered the best treatments. In the antimicrobial sensitivity test, the
extracts that stood out the most in the combination with copper to inhibit the bacterial
growth of Xpm were coriander, mastic, ginger, cumin and tannin. In the case of silver,
the best combination was the boldo extract at 500 pg.mL™ associated with 10 mM
silver. The treatments were also subjected to characterization by UV-vis
spectroscopy and zeta potential. According to these analyzes, combinations with
silver indicate the formation of nanoparticles, whereas for combinations with copper,
the biosynthesis of NPs is not observed. The best data obtained from the initial
statistical analysis were submitted to the SigmaPlot 11.0 program to estimate the
optimal concentration. From the tests evaluating the efficiency of the best original
concentrations versus the estimated concentrations, it was evidenced that the
estimated combined eucalyptus extract copper 100mM were more efficient in
inhibiting the growth of Xpm. All extracts explored were among the 80 best.
Demonstrating that the possibilities of using plants as a pathway for biological

synthesis to obtain nanoparticles are numerous.

Keywords: Biological synthesizer, plant extracts, bioactive potential
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5. INTRODUCAO

A raiz de mandioca apresenta em sua composicdo um significativo teor de
amido, representando uma das mais importantes fontes de carboidrato, e em
menores quantidades proteinas e minerais para a alimentacdo de bilhGes de
pessoas, essencialmente nos paises tropicais e em desenvolvimento como no Brasil
(IULIANELLI E TAVARES, 2011; FERREIRA FILHO et al., 2013; CHETTY et al.,
2013).

O cultivo da mandioca é comum em todo territorio brasileiro, sendo umas das
culturas de maior representatividade socioecondémica nas regides produtoras. Isso
se da devido ao seu cultivo ser conduzido principalmente por agricultores familiares,
gue tem nessa atividade sua principal fonte de renda (SOUZA, SILVA e SILVA et al.,
2012; FERREIRA FILHO et al, 2013).

N&o diferente de outras culturas o cultivo da mandioca possui diversos fatores
gue provocam queda da produtividade, dentre os quais diversos patdgenos, que
induzem podriddes internas ou externas e cancros, que invadem os tecidos lenhosos
do caule.

A bacteriose da mandioca, causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
figura entre as principais doencas da cultura, e no Brasil ocasiona maiores perdas
nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.

Para o controle da bacteriose sdo recomendadas algumas medidas
preventivas ou o uso de agroquimicos a fim de controlar a propagacao do patdgeno.
No entanto, somente a prevencdo nao € suficiente, e 0s microrganismos
desenvolvem resisténcia aos bactericidas e fungicidas j4 existentes. Visto esse
cenario se faz necesséria a busca por novas tecnologias para o controle sobre esse
patégeno (MASSOLA e BEDENDO, 2005; MOSES et al., 2007; MARCATO et al.,
2012).

Como uma nova estratégia de controle a ser aplicada para o0 manejo da
bacteriose da mandioca, vem se intensificando as pesquisas utilizando as
nanoparticulas como agente antibacteriano (SUNDIN et al., 2016). Principalmente
com base no principio da nanotecnologia verde que utiliza um organismo biolégico
ou parte dele para fazer a biossintese das NPMs (MITTAL, CHISTI e BANERJEE,
2013). A biossintese de NPMs por intermédio das plantas é uma pratica crescente

no meio cientifico. Essa prética ganha forca devido a elevada capacidade de
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diversas plantas em promoverem a formagédo das NPMs (IRAVANI, 2011; BAKER et
al., 2013; INGALE, 2013; MITTAL, CHISTI e BANERJEE, 2013).

Nanotecnologia verde € uma abordagem que esta em sintonia com a busca
por meios mais sustentaveis de producdo em que utilizam métodos e materiais que
visam a geracdo de produtos com menor impacto ambiental (NARAYANAN,
SAKTHIVEL 2011). No manejo de doencas de plantas o tamanho da particula
desempenha um papel central na atividade antimicrobiana. Nanoparticulas de prata
e cobre, com formulacdes, tamanhos e formas varidveis exercem diferentes niveis
de atividade antimicrobiana (DURAN et al., 2010).

Na literatura ha diversos trabalhos que abordam a biossintese de NPMs e
sua acao antimicrobiana. A exemplo disso, Medda et al. (2015), com o objetivo de
realizar a sintese verde de nanoparticulas de prata usando extrato de folha aquosa
de Aloe vera, e avaliar sua atividade antifiungica contra Rhizopus sp. e Aspergillus
sp. revelaram que as NPs apresentou maior atividade antimicrobiana contra
Aspergillus sp. com inibicdo maxima do crescimento de hifas fungicas. Bem como,
inibiu o processo de brotacdo normal de ambas as espécies testadas, concluindo
gue a folha de A. vera é promissora para a sintese de nanoparticulas de prata com
elevada potencialidade para o controle de fungos patogénicos.

Outro trabalho que evidencia esse efeito é o de Shende, Gaikwad e Bansod,
(2016). Que testando nanoparticulas de cobre (CuNPSs) biossintetizadas a partir do
extrato de folhas de Ocimum sanctum, sobre diversos patdgenos de plantas,
relatam que a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. punicae causador da
ferrugem bacteriana da roméd e o fungo Alternaria carthami agente causal das
manchas foliares em cartamo foram os mais impactados pela acdo antimicrobiana
das nanoparticulas de CuNPs.

Visto as propriedades das NPs abordadas at¢é o momento, em que
demonstram que a pesquisa sobre a acdo antimicrobiana das nanoparticulas
biossintetizadas é promissora. Considerando o ganho de resisténcia dos
microrganismos ao longo do tempo o emprego das nanoparticulas biossintetizadas
por vias biolégicas como meio de controle de patdgenos, garante que inimeras
possibilidades possam ser testadas, haja vista a abundancia de recursos vegetais
gue podem ser aproveitados. Essa tecnologia além de se configurar como uma

estratégia ecologicamente mais viavel. Abre espaco para serem empregados no
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campo da agricultura, na formulagdo biopesticidas, inseticidas, entre outros
produtos.

Apesar de haver variados relatos sobre a utilizacdo das NPs de Ag e Cu
como agentes antimicrobianos, ainda n&o s&o abundantes os estudos
direcionados aos fitopatégenos recorrentes no Brasil como a bactéria
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis. Diante do abordado, o objetivo desse
trabalho e aplicar as nanoparticulas de prata e cobre biossintetizadas a partir de
extratos vegetais para controle da bacteriose de mandioca provocada por
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis.

6. MATERIAL E METODOS

6.1. OBTENCAO DOS EXTRATOS E CARACTERIZAGAO

A obtencéo dos extratos vegetais aquosos se deu a partir de folhas secas e
trituradas de orégano (Origanum vulgare), tomilho (Thymus vulgaris), neem
(Azadirachta indica), meldo sdo caetano (Mamordica charantia), eucalipto
(Eucalyptus glébulos), alecrim (Rosmarinus officinalis), mamao-papaya (Carica
papaya), mamona (Ricinus communis), babosa (Aloe vera), losna (Artemisia
absinthium), boldo (Plectranthus barbatus), cavalinha (Equisetum arvense),
tansagem (Plantago major), botbes florais de cravo da india (Caryophilus
aromaticus), bulbos de alho (Allium sativum), sementes de cominho (Cuminum
cyminum) e coentro (Coriandrum sativum), casca de aroeira (Schinus
terebinthifolius) e Barbatimdo (Stryphnodendron barbatim&o) e rizoma de gengibre
(Zingiber officinale).

O material foi seco a 60 °C por trés dias em estufas e triturado em
liquidificador industrial até a consisténcia de po6. As plantas utilizadas foram
adquiridas junto ao comércio local de Cruz das Almas, BA. Como fonte dos metais
foram preparadas solucbes de nitrato de prata (AgNO3) e sulfato de cobre
(CuS0,4.5H,0) para posterior combinacoées.

Para obtencéo dos extratos ao material vegetal foi adicionado 100mL de agua
destilada esterilizada, em temperatura de 90 °C em 0.5 g de material vegetal
permanecendo em infusdo por cinco minutos. Apds, o extrato foi filtrado em papel

filtro para separacao dos residuos solidos (HANDA et al, 2008).
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Os extratos vegetais e as fontes metédlicas foram avaliadas em diferentes
concentracOes, tanto de forma individual como combinadas, para determinacéo de
quais favoreceriam a formacdo de nanoparticulas e controle da bactéria. As
concentragdes do extrato utilizadas nos testes foram: 0; 2,5; 50; 500 e 2.500 pg.mL"
! Para o nitrato de prata e sulfato de cobre: 0; 0,5; 5; 10; 50 e 100 mM. Como
controles foram utilizados tratamentos com &gua destilada e o antibiético
estreptomicina nas concentracdes de 0, 0,1; 10; 100 e 1000 pg.mL™.

Foram utilizados tubos Falcon para as combinacdes, com diluicdo de 1:1. A
partir disso os tubos foram devidamente identificados e acondicionados a
temperatura ambiente por 48 horas. Passado esse periodo essas combinacdes e
concentracOes foram testadas sobre a bactéria Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
(Xpm) para verificar quais apresentardo maior potencial de inibicdo sobre o

desenvolvimento das colb6nias.

6.1.1. Caracterizacéo por espectrofotometria UV-vis e Potencial Zeta.

Os tratamentos foram caracterizados pela avaliacdo de espectroscopia UV-
visivel em espectrofotémetro Thermo Scientific UV-Vis GENESYS ™ 10S. Para
essa analise 2 ml das soluc¢des do tratamentos foram postas em cubetas e lidas no
espectrofotbmetro no comprimento de onda na faixa de 200 a 800 nandémetros. Essa
técnica foi utilizada para monitorar a formacdo das nanoparticulas pela analise do
comprimento de onda, a fim de verificar em qual faixa ocorre a formacao de curvas
ou picos que indiqguem a formacao das nanoparticulas.

A andlise do potencial zeta, foi empregada para avaliar a distribuicdo de
tamanho de particulas em escala nanométrica. Amostras dos melhores tratamentos
advindo dos ensaios de originais versus estimados, foram enviadas para analise no

Departamento de Quimica da Universidade de Séo Paulo.

6.2. SENSIBILIDADE DE XANTHOMONAS AOS ANTIMICROBIANOS E
AVALIACAO
Para determinacdo da acdo de inibicdo microbiana realizou-se um
antibiograma em que colénias de Xpm, proveniente da cole¢cdo de microrganismos
do Laboratorio de Fitopatologia, Embrapa Mandioca e Fruticultura, foram submetidas

in vitro ao contato com as nanopatrticulas obtidas (BAUER et al 1966).
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Para tanto, inicialmente foi vertido 10 mL de agar-agua em placas de Petri
para uniformizacdo da superficie. Apds, colénias da bactéria crescidas em 25 mL
por 24 horas em caldo nutriente (extrato de levedura, peptona e glicose (Y.P.G.))
foram incorporadas em 250 mL do mesmo meio de cultura a temperatura de 35 °C,
e vertidos nas placas previamente preparadas. As placas foram reservadas até que
o0 meio se solidificasse, quando os discos foram distribuidos.

Com o auxilio de uma pinca, discos esterilizados de 0,5 cm de didametro foram
embebidos nas solu¢bes que continham os tratamentos e depois distribuidos nas
placas em pontos equidistantes, cada disco correspondendo a um tratamento.
Concluida esta etapa, placas foram acondicionadas em incubadora B.O.D a 25 °C
por 72 horas e avaliadas.

O ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado, em fatorial
duplo: (20 extratos x 5 concentragdes) x (2 sais x 3 concentra¢des) + 2 controles, e 3
repeticbes para cada tratamento. Foi analisado a capacidade individual de formacao
de nanoparticulas, controle das colbnias bacterianas e determinacdo da melhor
concentracao de extratos e sais para a formacao das nanoparticulas.

A éarea de inibicdo foi mensurada utilizando o Software de analises de
imagens Assess (American Pathological Society). A determinacdo da porcentagem
de inibicdo do crescimento (PIC) da bactéria foi obtida por meio da formula: PIC=
[(didametro do tratamento x100) / didmetro do maior tratamento]. Os resultados
obtidos a partir da aplicacdo dessa formula foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de agrupamento Scott-Knott no Software

estatistico R.

6.3. DETERMINACAO DOS MELHORES TRATAMENTOS

Com os resultados obtidos apés a realizacdo da analise preliminar, antes da
conclusdo final dos experimentos para verificar quais 0s tratamentos que
apresentaram maior potencial bioativo, foi realizado um novo ensaio com os 17
melhores tratamentos originais. Os extratos e sais que apresentaram as melhores
combina¢cdes foram testados em suas concentracdes originais e também nas
concentragfes oOtimas estimadas.

Para estimar essa concentracdo otima os dados de todos os tratamentos
foram submetidos a analise no programa SigmaPlot 11.0 para gerar os graficos de

superficie de contorno.



Depois desse processo foram testados 17 tratamentos originais e 7
estimados, para determinacdo das melhores combinagcfes para obtencdo das
nanoparticulas.

Os tratamentos testados no ensaio de originais versus estimados também

foram submetidos caracterizagao por espectroscopia UV-vis.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. ANALISE DE ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS E POTENCIAL ZETA.

Analisando a mudanca de coloragcéo da reagao entre 0s extratos vegetais e
os sais de cobre e prata sao verificados que para a prata assim que adicionado o
extrato, ocorre uma mudanca gradual na coloracdo. Essa coloracdo se apresenta
mais escura para o0s tratamentos onde a concentracdo de Ag € maior. Essa
mudancga na coloragéo € um indicativo da sintese de nanoparticulas (figura 1 A).

Ja para o tratamento com cobre essa mudanca de tonalidade ndo é
verificada. Ocorrendo apenas uma leve alteracdo de cor nas combinagdes com a
concentracdo do extrato a 500 e 2.500 ug. mL™ sugerindo que a mudanca de cor
esta apenas relacionada com a pigmentacédo extra obtida pela adicdo do extrato
(figura 1 B).

Esse aspecto pode ser um indicativo da n&do formacdo ou de formacéo em
baixa quantidade das nanoparticulas nesse meio. No entanto, a analise de
potencial zeta vem a corroborar com essa hipotese, pois de acordo com essa
técnica os tratamentos de eucalipto a 268, coentro a 2,5 e 268, Aroeira a 1.344,
gengibre a 50 e Alecrim a 250 pg. mL™*, combinados com cobre 100 mM n&o
detectou a presenca de nanoparticulas nas amostras. Existe a possibilidade de
realmente ndo ter formado as NPs, mas também esse resultado pode estar
relacionado com a formacao em baixa quantidade, inviabilizando a deteccao pela

analise do potencial zeta.
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Figura 01. Reacdo de mudanca de coloracdo com sal de prata (A) Reacao de

mudanca de colorag&o com sal de cobre (B).

7.1.1. Espectroscopia UV-vis com sal de prata.

Ao fazer caracterizacdo, por espectroscopia de absorcdo molecular na
regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), para obter os perfis espectroscopicos do
extrato de Boldo 500 e Eucalipto 50 pg. mL™ combinados com sal de prata a 10
mM. Foi verificado que nessas combinacdes ha o indicativo da formacdo de
nanoparticulas de acordo com a faixa de absorcdo esperada, vale ressaltar que
essas combinacdes estdo entre as melhores associadas com prata.

O perfil espectroscépico do extrato de boldo a 500 pg. mL™ apresenta picos
de absorcdo em diferentes comprimentos de onda. Para essa combinacdo sao
verificados 3 picos nas faixas entre 470 e 510 nandmetros (nm) (figura 02). Esse
perfil estd de acordo com o abordado sobre o padrdo de mudanca de coloracéo,
ao comparar a combinacao do extrato de boldo e prata com a agua, a prata pura e
o boldo bruto verifica-se que somente a combinacdo apresentou picos de

absorcao.
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Figura 02. Perfil Espectroscépico UV-vis de boldo 500 pg.mL™ com prata 10 mM
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No extrato de eucalipto € verificado essa mesma tendéncia, quando
comparado com a agua, a prata pura e o eucalipto bruto (figura 03). Somente a
combinacao do extrato de eucalipto a 50 com sal a 10 mM apresentou a banda de
absorcédo na faixa esperada. No entanto, nesse tratamento o pico maximo da faixa
de absorcéo estd na faixo de 450 nanbmetros, indicando que houve a formacao

das nanoparticulas.
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Figura 03. Perfil Espectroscépico UV-vis de boldo 500 pg.mL™ com prata 10 mM

Como visto os perfis obtidos para o extrato de boldo e eucalipto séo
diferentes, pois apresentam bandas de absorcdo em faixas distintas. Na
biossintese as diferentes estruturas presentes nas solucdes possibilitam diferentes
modos de vibracédo, essa oscilacdo nas vibracdes resulta em diferentes espectros
de absorcao (BALLOTTIN, 2014).

A presenca de variados picos em uma mesma combinacdo pode estar
relacionada com diferentes morfologias das particulas no mesmo meio. Para o
caso de boldo o perfil mostra faixa de absorcédo entre 470 e 510. De acordo com
Kamat, 2002 e Mock et al.,, 2002, morfologicamente as AgNPs que estdo no
espectro de 400 nm apresenta formatos esféricos, enquanto que as particulas que
apresentam absorcdo no espectro de 500 até 540 nm possuem o formato
pentagonais.

O extrato de eucalipto por apresentar banda de absor¢cao na faixa de 450
nm, sugere que essa caracteristica se deve a geometria das particulas presentes
no meio. De acordo com a literatura faixas em torno de 400-450 nm indica a

presenca de particulas de formato esférico (Noguez, 2007).



Visto isso é possivel sugestionar que as Vvariacbes de perfis
espectroscopicos dentro dos tratamentos testados sdo inUmeras. Ainda assim é
possivel que Varios tratamentos estejam no perfil esperado, principalmente
aqueles que apresentaram melhores desempenho no controle da bactéria
Xanthomonas phaseoli pv. manihotis.

7.1.2. Espectroscopia UV-vis com sal de cobre

Na caracterizagdo por UV-Vis dos extratos de coentro e aroeira a 50 pg. mL’
! com sal de cobre a 100 mM, foi verificado que ndo ha o indicativo da formac&o
de nanoparticulas, visto que os picos de absor¢cdo obtido ndo estdo em
consonancia com os normalmente descrito na literatura para as nanoparticulas de
cobre (CuNPs). Sugerindo que nesse caso pode ter ocorrido algum outro tipo de
reacao.

As combinacbes com o0 extrato de coentro e aroeira estdo entre as
melhores. Na analise final entre todos os tratamentos, foram essas associacdes
gue apresentaram maior potencial bioativo sobre Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis.

No perfil espectroscépico do extrato de coentro 50 pg. mL™ associado a
cobre 100 mM é observado que existe uma banda de absorcdo com pico maximo
na faixa de 300 nm, depois a absorcdo desaparece e ressurge a partir de 580 nm,
com pico maximo em torno 800 nm (figura 04). A espectroscopia do extrato de
aroeira 50 pg. mL™ com cobre 100 mM apresenta esse mesmo perfil (figura 05).
Nesse caso, as combinacdes e o cobre puro, apresentam o mesmo perfil de
absorbancia.

Esse aspecto observado esta de acordo com o fato de que ndo houve
alteracdes na coloracdo. As andlises de potencial zeta também nao indicam
formacado de CuNPs. E se houve pode ter sido em quantidade insuficiente para ser

detectado.
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Figura 04. Perfil Espectroscépico UV-vis de coentro 50 pg.mL™ com cobre 100
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Figura 05. Perfil Espectroscépico UV-vis de aroeira 50 pg.mL™ com cobre 100 mM

Para os dois exemplos apresentados os picos de absorcdo se apresentam
na faixa de 300 nm e 800nm. Os picos maximos de absor¢cdo podem estar até
numa faixa mais elevada, no entanto nado foi feito espectroscopia com
comprimentos de onda maior que 800 nm.

No trabalho realizado por Freitas (2019), analisando a reduc¢ao do nitrato de
prata com propolis verificou que quanto maior a concentracdo do nitrato na
solucdo maior era a absorbancia. Quando testou a reducéo da prata a 50 mM com
prépolis verificou que ndo houve a formacdo de NPs, e a tendéncia da curva foi
manter-se reta, ndo havendo picos de absorcéo.

Dado isso, existe a possibilidade de que nas UV-vis apresentadas, a
elevacdo observada a partir de 580 nm seja em decorréncia do aumento da

guantidade de cobre na solugdo, pois essa elevacéo foi constatada tanto nas



combinagdes com coentro e aroeira, quanto no cobre testado puro. Outra
possibilidade estd relacionada a agregacdo de moléculas solugdo. O que
consequentemente levaria a formacdo de particulas grandes. Em consonancia
com Wang, Rubner e Cohen (2002), quanto maior o tamanho das particulas de
AgNPs, maior € a intensidade da banda de absor¢éo.

De acordo com o descrito na literatura, a banda de absor¢céo que indica a
formacdo de nanoparticulas de cobre geralmente esta na faixa compreendida
entre 500 a 600 nm (WANG et al., 2010; YALLAPPA et al., 2013).

Em pesquisa Eltz (2017), estudou filtros de &cido acrilico e hidrocloreto de
alilamina, impregnados com nanoparticulas metélicas para desinfeccdo de
efluentes industriais. Nesse trabalho verificou-se na analise UV-vis uma banda de
absorcao centrada na faixa de aproximadamente 320 nm. E segundo Rahman et
al., 2009, essa faixa indica a formacdo de nanoparticulas de Oxido de cobre.
Sugere-se que nas combinacdes com o0 cobre 0os compostos organicos também
interagiram com 0s outros componentes presentes na fonte de cobre. Visto que
esses espectros ndo apresentam bandas caracteristicas de CuNPs.

Apesar de as analises de caracterizacdo indicarem que nao houve a
formacdo de NPMs nas combinacbées com cobre, estas foram as que
apresentaram maior potencial bioativo. Sugerindo que a acdo antimicrobiana
nesses tratamentos foi promovida por outros fatores, ndo as CuNPs. No entanto,
vale ressaltar que os melhores tratamentos testados, praticamente triplicaram o
potencial de inibicdo em relacéo ao cobre puro, ha exemplo o coentro 50 pg.mL™

com cobre 100 mM.

7.2. TESTES DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Nos ensaios experimentais foi analisada a capacidade individual de
formacado de nanoparticulas, controle das coldnias bacterianas e determinacdo da
melhor concentracéo de extratos e sais para a formacao das nanoparticulas.

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de Cu e Ag biossintetizadas

a partir de extratos vegetais foi analisada baseado no halo de inibicéo.
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Ao todo foram testados 846 tratamentos. Tomando como base a
testemunha positiva estreptomicina a 1000 pg.mL™. Na analise final obteve-se 80
tratamentos mais eficientes que o antibidtico. Os extratos de coentro e boldo foram
0s que promoveram as melhores combinagcdes com os sais de Cu e Ag

respectivamente (figura 06).

Figura 06. Cada numero marcado nos bioensaios correspondem a uma
concentrac&o: (1A) Coentro 2,5 ug.mL™ + Cu 100mM; (2A) Coentro 50 pg.mL™ + Cu
100mM; (3A) Coentro 500 pg.mL™ + Cu 100mM; (4A) Coentro 2.500 pg.mL™ + Cu
100mM. (1B) Boldo 2,5 ug.mL™ + Ag 10mM; (2B) Boldo 50 pg.mL™ + Ag 10mM; (3B)
Boldo 500 pg.mL™ + Ag 10mM; (4B) Boldo 2.500 pg.mL™* + Ag 10mM. (0C) Agua;
(1C) Estreptomicina 100 pg.mL™; (2C) Estreptomicina 1000 pg.mL™.



Dentre esses 80 tratamentos, 79 s&o composto apenas pelas combinacdes
feitas entre extratos-sais, e somente uma por solucdo de Cu a 100 mM. Esse
grupo é predominantemente integrado por combinagdes com Cu a 50 e 100 mM.
Ressaltando que dentre os 20 extratos testados todos figuram nesse grupo em
variadas concentracdes (Ver tabela 01).

Entre as combinacgdes feitas com Cu a atividade méxima sobre Xpm foi
promovida pela juncédo de coentro 50 pg.mL™ com Cu 100 mM, com média de
inibicdo de 60,63. A que menos inibiu Xpm foi mama&o 2.500 pg.mL™* com Cu 5mM,
com meédia de 0,066. Entre as combinacdes com Ag a que mais inibiu a bactéria
foi boldo 500 pg.mL™ com Ag 10 mM, a que apresentou menor acdo foi maméao
2.500 ug.mL™* com Ag 10 mM com média de 10, 43 e 0,066.

Os extratos vegetais aquosos brutos também foram testados. Dos 20 tipos
experimentados somente o0 extrato de aroeira em suas quatro concentracdes

exerceu uma baixa bioatividade sobre Xpm (figura 07).
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Figura 07. Inibicdo promovida pelos extratos aquosos brutos, estreptomicina e
sais de cobre e prata puro. Destaque para o extrato de aroeira, Unico extrato bruto

a promover alguma inibicdo sobre Xpm.

No teste de sensibilidade a antimicrobianos os extratos que mais se
destacaram na combinacdo com Cu para a formacdo das nanoparticulas foram
coentro, aroeira, gengibre, cominho e tansagem. Essas combina¢cdes
apresentaram um elevado potencial para inibir o crescimento bacteriano de Xpm
(figura 08).

56



57

Potencial de inibicdo de nanoparticulas de cobre
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Figura 08. 13 melhores combinagdes no ranking geral que apresentaram maior

potencial de inibicdo de Xpm.

Para os tratamentos com prata, no teste de sensibilidade a antimicrobianos
0s extratos que mais se destacaram para a formacédo das nanoparticulas, foram
boldo, eucalipto, tansagem, cravo, orégano, alecrim, babosa e meldo Sé&o
Caetano. Essas combinacdes foram as que mais promoveram inibicdo do

crescimento bacteriano de Xpm (figura 09).
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Figura 09. 13 melhores combinagdes com prata que apresentaram maior potencial

de inibicdo de Xpm.
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7.3. MELHORES TRATAMENTOS ORIGINAIS X ESTIMADOS

Baseado na analise inicial, as melhores combinagdes originais foram
testadas contra as concentragcdes estimadas. As concentracdes estimadas foram
obtidas pela analise dos graficos gerados no SigmaPlot (v.11.0).

A analise estatistica dos resultados iniciais obtidos com a montagem dos
antibiogramas mostram que dentre todos os tratamentos testados 0os que eram
advindos dos extratos de coentro, aroeira, cominho, gengibre, tansagem, alecrim e
eucalipto combinadas com o sulfato de cobre a 100 mM, foram o0s que
apresentaram maior potencial inibicdo do crescimento de Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis. A tabela a seguir informa os 17 melhores tratamentos provenientes
das combinagdes dos extratos com o cobre, também os valores para
estreptomicina a 1000 pg.mL™ e Cobre a 100 mM (tabela 02).

Tabela 02. Combinagcdées com Cu com maior potencial bioativo — Tratamentos

originais.
%Inib.

Extrato Conc.Extrato (ug.mL) Sal Conc. (mMol) Estrept Scott-Knott
Coentro 50 Cobre 100 59 A
Coentro 500 Cobre 100 49,4 B
Coentro 2500 Cobre 100 42,1 C
Aroeira 50 Cobre 100 41,9 C
Aroeira 2,5 Cobre 100 41,4 C
Aroeira 500 Cobre 100 39,4 C

Cominho 2500 Cobre 100 37,9 C

Gengibre 500 Cobre 100 37,9 C

Tansagem 500 Cobre 100 36,0 D
Coentro 2,5 Cobre 100 34,9 D

Cominho 500 Cobre 100 34,1 D
Aroeira 2500 Cobre 100 34,1 D

Gengibre 50 Cobre 100 33,2 D
Alecrim 50 Cobre 100 31,8 E

Tansagem 50 Cobre 100 30 E
Alecrim 500 Cobre 100 29,4 E
Eucalipto 2500 Cobre 100 29,2 E
Cobre 100 21,5 F

Estreptomicina 1000 12,3 H

Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste Scott-Knott).
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Em funcdo de nao ter apresentado um elevado potencial de inibicdo em
relacdo ao cobre, as combinagcdes com prata e os extratos brutos ndo foram
utilizadas na realizacdo dos ensaios de comparacao entre originais e estimadas.

Os dados de inibicdo obtidos para as diferentes combina¢des foram avaliados
por meio de analises de superficie de resposta e superficie de contorno, com o
objetivo de estimar por meio de regressdo, as provaveis melhores combinacdes
entre extratos e sais metalicos capazes de promover a maior inibicdo in vitro. Os
gréficos de superficie de resposta e superficie de contorno foram gerados com
auxilio do software SigmaPlot (v.11.0). A partir da interpretacdo desses gréficos
foram obtidos os seguintes dados de concentra¢cdes 6timas estimadas (tabela 03).
Tabela 03. Concentracdes otimas estimadas para os melhores extratos.

SAL Conc. Sal (mM) Extrato Conc. Extrato

(Mg.mL)
Cobre 100 Coentro 268
Cobre 100 Aroeira 1344
Cobre 52 Cominho 241
Cobre 100 Gengibre 268
Cobre 52 Tansagem 268
Cobre 100 Alecrim 250
Cobre 100 Eucalipto 268

Nesse experimento para determinacdo da concentracdo Otima e qual extrato
promovia maior formacao de NPs e inibicdo, foram testados ao todo 30 tratamentos,
entre combinacdes de extratos-sal, solucdo de cobre puro e testemunhas. As 10
melhores concentracdes originais e estimadas atingidas em relacdo a estreptomicina

1000 pg.mL™ estdo representadas a seguir (figura 10).

Melhores tratamentos de Originais x Estimados

Halo de inibicdo (mm2)

Combinagdes de extratos orginais x estimados com sal de cobre
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Figura 10. Inibicao de crescimento de Xpm com as melhores combinagdes de

Originais x Estimadas.

Dos 30 tratamentos testados 10 apresentaram inibicdo superior a obtida por
Estreptomicina 1000 pg.mL™.

Entre esses 10 os que mais promoveram a inibicdo do crescimento de Xpm
exercendo maior biotividade foram: Eucalipto estimado a 268 pg.mL™ que exerceu
uma inibicdo de em torno de 72,17% do crescimento, coentro original 2,5 pg.mL™,
aroeira estimada 1344 ug.mL™, gengibre original a 50 pg.mL™, coentro estimado a
268 pg.mL™* e alecrim estimado a 50 ug.mL'1, esses tratamentos obtiveram inibicdo
de 44,06%, 28,65%, 19,19%, 16,76% e 13,52% respectivamente.

Em todos os ensaios da pesquisa os tratamentos a base do extrato de
coentro em suas combinagdes apresentaram maior potencial bioativo. Indicando que
esse extrato apresenta uma capacidade elevada para ativar o potencial
antimicrobiano do cobre e promover inibicdo do crescimento bacteriano.

Nesse ranking dos 10 melhores tratamentos € observado que as
combinacgdes originais que em sua totalidade estdo associadas ao cobre 100 mM
sdo maioria. No entanto, ao observar as 5 primeiras colocacfes os tratamentos com
as combinacdes Otimas estimados sdo maioria, indicando que todo o poder
bactericida dos tratamentos inicialmente pode néo ter sido testados, e que ainda a
muito o que ser explorado nesse universo de combinacdes de extratos vegetais com

sais metalicos para obtencao de nanoparticulas.

7.3.1. UV-vis do ensaio de originais versus estimados

Ao realizar a caracterizacdo por espectroscopia UV-vis dos tratamentos de
eucalipto estimado a 268 pg.mL’1, coentro original 2,5 ug.mL™, aroeira estimada
1344 pug.mL™, gengibre original a 50 ug.mL™, coentro estimado a 268 ug.mL™ e
alecrim estimado a 50 pg.mL1 combinados com Cu 100 mM (figura 11). Observa-se
gue ha semelhanca com o perfil espectroscopico dos tratamentos de coentro e
aroeira descritos anteriormente.

Esses foram melhores tratamentos obtidos no ensaio de originais versus

estimados.
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UV-vis dos 6 melhores tratamentos originais x estimados
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Figura 11. Perfil espectroscépico dos 6 melhores tratamentos obtidos pelo ensaio de

originais versus estimados.

Conforme os perfis de coentro e aroeira ja abordados, neste caso também
sugere-se que 0S composto organicos podem estar reagindo com os demais
constituintes da fonte proveniente do cobre, principalmente o oxigénio (WANG et
al., 2010; YALLAPPA et al., 2013). Ja que € possivel formar nanoparticulas de
oxido de cobre a partir do precursor sulfato de cobre (RANGEL, 2014).

Visto que nesta espectroscopia existe um pico de absorcéo na faixa de 300
nm. A partir desse espectro ndo ha absorcao, voltando a ressurgir a partir de 580
nm. A elevacdo da absorbancia nessa faixa, pode estar relacionada com o
aumento da quantidade de cobre no meio (FREITAS, 2019).

Nesse perfil ainda é possivel verificar que na banda referente a aroeira,
apresenta-se uma leve tendéncia de formacao de um pico de absorcéo na faixa de
650 nm. No entanto, isso ndo se mantém, seguindo o espectro dos outros
tratamentos a partir dessa faixa. O extrato de aroeira, em todas as etapas de
experimento se mostrou como um dos melhores para combinar com os sais. E
possivel que essa tendéncia seja um indicio da formacédo de certa quantidade de
CuNPs, mas néo suficiente para ser detectada na caracterizacdo e consideradas

propriamente nanoparticulas.

7.4.DISCUSSAO DO TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
A capacidade redutora dos ions metalicos pelas plantas acredita-se estar
relacionado com os aminoé&cidos, o acido citrico, os flavonoides, os compostos

fendlicos, os terpenoides, as enzimas, o CO; intracelular, as proteinas de



membrana, os peptideos, polissacarideos, saponinas, &cido tanico, entre outros.
Além da constituicao outro fator determinante na sintese verde é a parte da planta
de onde advém o extrato, pois cada parte podem produzir particulas com
caracteristicas distintas (AKHTAR, PANWAR e YUN, 2013). Essa variedade de
constituintes esta presentes nos extratos que apresentaram maiores potenciais
redutores e bioativo.

Uma caracteristica descrita na literatura que indica a possibilidade de uma
espécie vegetal ser eficiente na reducdo de sais metalicos é a presenca de
antioxidantes. Essa propriedade além de atuar de forma eficaz na reducao,
também auxilia no revestimento externo das nanoparticulas que eleva a
estabilidade dos coloides metalicos produzidos (BEYENE et al., 2017).

Baseado nesse aspecto as plantas que apresentaram maior bioatividade
sobre Xpm nos experimentos sao ricas em antioxidantes. E em sua maioria possui
alguma atividade antimicrobiana. A juncéo dessas propriedades se constitui como
fatores determinantes quanto ao potencial de formacado de NPs de Ag e ativacao
do Cu, bem como na agao antimicrobiana.

Dentre as plantas utilizadas para combinar com os sais de Cu e Ag para
formacdo das NPs muitas sdo consideradas especiarias e existem inumeras
especiarias que exercem atividade antioxidante e antimicrobiana (HINNENURG,
DORMAN e HILTUNEN, 2006). No entanto, essa atividade pode variar muito. Essa
variacdo se da por diferencas de composicdo quimica entre as ervas,
especialmente com relacdo a presenca de compostos antioxidantes. O emprego
de diferentes processos de extracdo e época em gue a planta é coletada, esse
ultimo é um dos fatores de maior importancia, influenciam na quantidade dos
constituintes ativos da planta (SCHWOB et al, 2004).

O extrato aquoso de coentro apresenta propriedade antioxidante. Essa
habilidade de retardar a oxidacdo é atribuida aos seus constituintes fenélicos e
aos carotenoides como derivados do &cido cafeico, flavondides, terpenos e outras
moléculas com igual atividade (MELO et al, 2003, (WANGENSTEEN,
SAMUELSEN e MALTERUD, 2004). Pesquisadores portugueses também
relataram atividade antimicrobiana do 6leo essencial de coentro sobre as bactérias
gram-negativa Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium e
Pseudomonas aeruginosa (SILVA et al, 2011). Essa atividade pode estar ligada ao
seu principal principio ativo linalol (SHOBANA; NAIDU, 2000; SUHAJ, 2006).
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Analisando os melhores tratamentos que foram a base coentro, aroeira,
gengibre, cominho e tansagem. E verificado que em todos ha uma variagdo na
concentragdo do extrato, mas ndo no sal. Indicando a influencia dos extratos no
potencial bioativo. Destaca-se que a melhor combinac&o; coentro 50 pg.mL™ com
Cu 100 mM, nado foi a mais alta testada, contudo a mais efetiva. No caso do
coentro quanto mais aumentou a quantidade de extrato no meio, menos efetivo foi
o efeito. Sugerindo que néo existe necessariamente um efeito aditivo.

E possivel que aumento da quantidade de metabolitos da planta no meio
possa promover algum tipo de agregacao e essa agregacao pode ter impedindo a
formacdo das NPs, mas pode ter permitido liberar ions de cobre no meio. Esses
compostos em excesso podem ajudar a formar agregados organicos e quelar o
cobre. Se a quantidade desses compostos for baixa demais, ndo reduzira o sulfato
de cobre. E como néo fica cobre livre dos demais constituintes, ndo forma as
nanoparticulas. Caso haja extrato demais e poucas moléculas de cobre pra ser
reduzida, os compostos organicos reduziram tudo e depois por ainda estar reativo
no meio, voltard agregando as moléculas, formando algum tipo de particulas
maiores.

Sobre esse aspecto é possivel aferir que para uma formacédo e acado mais
eficientes das nanoparticulas ndo se considera o efeito aditivo (+ extrato e + sal).
Pelo contrario quando o meio apresenta uma quantidade de extrato e sal que nao
favoreca a formacédo das nanoparticulas a tendéncia € que inicie o processo de
reducdo, mas em decorréncia desse desequilibrio de substancias e reacdo dos
grupos quimicos os ions podem voltar a se agregar novamente (SHAHIDI,
JANITHA e WANASUNDARA, 1992) nao exercendo efeito efetivo sobre o
microrganismo.

Sobre a capacidade bioativa da aroeira estudos demonstram que essa
planta possui elevada atividade como sequestradoras de radicais livres. Isso
porque a casca de aroeira possui diversas classes de metabdlitos secundarios,
como taninos, saponinas, flavonoides e terpenos (HERINGER et al.,, 2007;
BENDAOUD et al., 2010; PAWLOWSKI et al., 2012; CARVALHO et al., 2013).

Os extratos também foram testados separadamente sem a combinacdo
com os sais de Cu e Ag. E dentre os 20 extratos testados somente aroeira
apresentou alguma acdo antibacteriana sobre Xpm. Essa atividade pode estar

relacionada com as diversas substancias presentes no extrato de aroeira que
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apresentam atividade antimicrobiana, como a terebinthona, o acido
hidroximasticadiendico, o acido terebinthifélico e o acido ursélico (MARTINEZ,
1996).

Assim como aroeira 0 gengibre também apresenta propriedades
antioxidantes devido a presenca de compostos flavondéides, alcalbides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, carotendides e compostos fendlicos. Os principais acidos
fendlicos presentes no gengibre sdo acido salicilico, cafeico, galico e ferulico que
sdo os responsaveis pelas propriedades antioxidantes (BEAL, 2006).

Alguns desses compostos presentes em mais abundancia no gengibre o
gue atua como antioxidante e antimicrobiano é o geraniol (SINGH et al, 2008
MESOMO et al, 2013, MAJOLO et al, 2014), a-curcumeno, geranial e canfeno
(MESOMO et al, 2013, MAJOLO et al, 2014, neral, 1,8-cineol (MAJOLO et al,
2014) e zingerona (SHOBANA; NAIDU, 2000; SUHAJ, 2006).

Sobre o cominho a literatura apresenta ampla evidéncia para as atividades
biologicas e biomédicas do cominho, essas propriedades sdo usualmente
atribuidas ao seu contetudo e acdo de seus constituintes ativos, como terpenos,
fendis, alcaloides e flavonoides (MNIF e AIFA 2015). O principal principio ativo do
cominho com capacidade antioxidante € o cuminaldeido (SHOBANA; NAIDU,
2000; SUHAJ, 2006). Na tansagem o0s principais constituintes quimicos que
confere a ela atividade antioxidante sdo os compostos fendlicos derivados do
acido 12 cafeico, os flavonoides, alcaloides, terpenos, e a vitamina C
(POURMORAD, HOSSEINIMEHR, SHAHABIMAJD, 2006; SOURI, 2007, REINA
2013).

No eucalipto a capacidade antioxidante esta relacionada com o contetudo
dos metabdlitos secundarios (BOOM et al, 2018). Nessa planta os metabolitos
secundarios constituem uma mistura complexa entre o0s hidrocarbonetos,
compostos oxigenados. Nele ha presenca de muitos terpenos, dentre esses o
principio ativo mais abundante € o monoterpeno eucaliptol, mas também a intensa
presenca de a-pineno, B-Mirceno, Linalool, a-terpineol (ALARCON, CONDE e
MENDEZ, 2019).

O extrato de mamao foi o que apresentou a menor capacidade de formacgao
de NPMs e de inibicho do crescimento de Xpm. Em estudo VIEIRA e
colaboradores (2001), testou extrato de broto de mamao obtidos nos solventes de

agua, acetona e etanol sobre E. coli e Staphylococcus aureus e foi verificado que
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0s extratos da folha do mamoeiro ndo apresentaram atividade microbicida. Em
relacdo aos compostos antioxidantes 0 maméao apresenta esses compostos, no
entanto, em abundancia eles estéo localizados no fruto e n&o nas folhas que foi a
fonte utilizada nesse trabalho.

O sal de cobre apresenta diferentes mecanismos de agao antimicrobiana,
agindo dentro e fora das células. Uma das caracteristicas do cobre é a facilidade
para aceitar ou doar elétrons, o que |Ihe confere uma elevada capacidade de
oxidacao e reducdo. Essa propriedade propicia que os ions de cobre alterem
proteinas dentro das células, interferindo no funcionamento normal. O cobre
também pode inibir o transporte eletrénico das interagdes que ocorrem na parede
celular, essa interferéncia desordena as estruturas helicoidais do DNA.

De acordo com o exposto o cobre sozinho ja apresenta uma capacidade
alta de agcao antimicrobiana sobre microrganismos. E nesse trabalho foi verificado
gue a associacao do cobre permite que sua bioatividade seja ainda mais elevada.
As caracterizacdes indicaram que nao houve a formacéo, ou formacédo em baixa
guantidade das nanoparticulas. Contudo, as associa¢cdes principalmente com o
extrato de coentro permitiu que acdo antimicrobiana do cobre praticamente
triplicasse.

Uma possivel explicacdo para esse fato é que a presenca dos variados
metabolitos dos extratos, principalmente aqueles que apresentaram maior
potencial de inibicdo, propiciou que ions toxicos de cobre ficassem livres no meio.
Aumentando os ions livres, aumentou a bioatividade. Em estudo com a bactéria
Xanthomonas campestris pv. juglandis Lee et al., (1993), verificou que o efeito
inibitério do cobre sobre bactéria era dependente da concentracdo de ions livres
de cobre na solucéo.

As atividades antimicrobianas da maioria das nanoparticulas esta associada
a danos fisicos causados a célula e também a liberacdo de ions toxicos, os ions
liberados pelas particulas quando penetram as células bacterianas, faz com as
células se esforce para expulsa-los, nesse processo as células sofrem danos
podendo danificar os constituintes celulares, como DNA, lipidios e proteinas,
resultando em efeitos bactericidas (BILAL et al., 2017, STORZ e IMLAY,1999).

Ainda assim nesse experimento as nanoparticulas de prata nao

apresentaram acao antimicrobiana elevada em relagcdo ao cobre, esse fator pode
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estar relacionado com as condi¢cbes das plantas utilizadas para a obtengcao dos
extratos.

A acdo antimicrobiana de AgNPs podem variar devido a fatores externos
como estagio de desenvolvimento da planta utilizada, condicdo de preparo, idade
das folhas utilizadas. Esses fatores influenciam no desempenho da biossintese das
NPs a exemplo disso Farooqui et al., (2010), avaliando a obtencdo de AgNPMs a
partir do extrato aquoso de Clerodendrum inerme sob diferentes condigdes.
Verificaram que as NPMs obtidas com o extrato das folhas frescas apresentou maior
rendimento em relagdo as obtidas a partir das folhas secas ao sol e no forno. As
NPMs advindas das folhas frescas apresentaram tamanhos menores, e para a agcao
antimicrobiana ser mais efetiva quanto menor for a particular, maior sua bioatividade.

Um outro estudo que aponta que as folhas secas nao foram eficientes na
biossintese de AgNPs é relatado por Tripathy et al., (2009), nesse trabalho foram
testadas folhas de Azadirachta indica, secas a sombra em diferentes periodos para
biossintetizar AgNPs. E constataram que o extrato preparado com folhas secas néo
produziu nenhuma banda de absorbancia na faixa visivel de 440 a 460 nm,
confirmando a ineficiéncia das folhas secas na formacao de nanoparticulas.

Visto essas condicdes pode-se sugerir que a utilizacdo de material vegetal
seco diminui significativamente a atividade de reducdo de componentes presentes
nos extrato. Nao favorecendo a formacdo de AgNPMs o que consequentemente
pode ter reduzido a bioatividade dos tratamentos a base de Ag sobre a bactéria

Xpm.

8. CONSIDERACOES FINAIS

O eixo central desse trabalho foi avaliar a capacidade de inibicdo da
bactéria Xanthomonas phaseoli pv. manihotis e formacdo de nanoparticulas de
cobre e prata biossintetizadas a partir de extratos vegetais. Apesar de as
caracterizacdes indicarem que nas combinacdes com cobre a formacdo de NPs
nao foi efetiva, essas foram as que apresentaram os maiores potenciais bioativo.

Essa bactéria é um patdogeno que em condicdes favoraveis pode provoca
elevadas perdas no cultivo da mandioca. As bactérias sao microrganismos de
reproducdo répida, essa caracteristica também pode conferir a elas maior

capacidade em desenvolver resisténcia aos bactericidas ja conhecidos, por
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pressdo do ambiente. Ao levantar essa questdo a busca por tecnologias que
atuem no controle de microrganismos fitopatogénicos devem ser uma constante.

Nesse trabalho s&o apresentadas diversas possibilidades com potencial
aplicacdo contra essa bactéria. Foi prospectada variadas plantas comumente
utilizadas no consumo dos brasileiros e que apresentam potencial para a formacao
de nanoparticulas e consequente acéo antimicrobiana.

Dos extratos avaliados destaque-se o0 coentro que em todos 0s ensaios,
figurou entre os melhores extratos para biossintese e consequente inibicdo do
crescimento da bactéria. Além do coentro, a aroeira, gengibre, cominho, tansagem
e eucalipto estimado foram o0s que exerceram maior controle do crescimento
bacteriano de Xpm.

De modo geral todas as plantas testadas exibiram alguma capacidade
bioativa quando combinada com os sais de cobre e prata. Com destaque para o
sal de cobre, pois foi nessas combinacdes que maior acao bioativa foi expressa. O
gue nao significa que o sal de prata também ndo possa exercer elevada atividade
antimicrobiana sobre outros patdégenos, ou até mesmo em combinacdes com
outras plantas, em condicbes diferentes de extracdo, tempo de reacdo, juncao
com outras plantas, bem como concentracdes diferentes.

A realizacdo desse projeto amplia as possibilidades de utilizacdo dessa
tecnologia, principalmente voltada para o meio agricola, visto que aqui no Brasil
ainda ndo € recorrente a utilizacdo desse meio para controle dos fitopatdgenos
incidentes no pais.

Em acordo com o0s objetivos propostos os resultados alcancados com a
realizacado desse trabalho sdo promissores, haja vista a quantidade de combinacdes
gue promoveram a biossintese das nanoparticulas e inibic&o in vitro do crescimento
bacteriano de Xpm. Tendo em conta que sdo raros o0s estudos utilizando
nanoparticulas de prata e cobre no controle dessa bactéria o conhecimento
produzido nesse trabalho contribui significativamente para esse cenario.

Esses resultados podem ser precursores de estudos futuros para a otimizacao
do tratamento de plantas, elaboracdo de produtos com acdo antibacteriana,
fungicida, além de contribuicdo para uma agricultura que provoque menos impacto

ao ambiente.
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ANEXOS

Anexo 01 — Tabela
Essa tabela mostra os 80 melhores tratamentos a partir da estreptomicina
1000ug. mL™ dentre os 846 tratamentos. Esses foram os que apresentaram maior

potencial para inibir o crescimento in vitro de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis.

Tabela 01. 80 melhores combinagdes com maior potencial bioativo sobre Xpm.

Conc.Extrato

Extrato (mg/L™) Sal Conc. Sal (mMol) Média
Coentro 50 Cobre 100 60,63 A
Coentro 500 Cobre 100 51,10 B
Coentro 2500 Cobre 100 43,80 C
Aroeira 50 Cobre 100 41,80 C
Aroeira 2,5 Cobre 100 41,27 C

Gengibre 500 Cobre 100 39,53 D
Aroeira 500 Cobre 100 39,33 D

Cominho 2500 Cobre 100 37,83 D

Tansagem 500 Cobre 100 36,93 E
Coentro 2,5 Cobre 100 36,53 E

Gengibre 50 Cobre 100 34,90 E

Cominho 500 Cobre 100 34,07 E
Aroeira 2500 Cobre 100 34,00 E
Alecrim 50 Cobre 100 31,73 F

Tansagem 50 Cobre 100 30,93 F
Alho 50 Cobre 100 29,43 G
Alecrim 500 Cobre 100 29,33 G
Eucalipto 2500 Cobre 100 29,10 G
Cavalinha 500 Cobre 100 27,47 G
Boldo 2,5 Cobre 100 27,10 G
Tansagem 2,5 Cobre 100 27,00 G
Boldo 2500 Cobre 100 26,83 G
Barbatimao 2500 Cobre 100 26,70 G
Tansagem 2500 Cobre 100 26,27 G
Boldo 25 500 Cobre 100 26,03 G
Barbatimao 2,5 Cobre 100 25,80 G
Eucalipto 500 Cobre 100 25,03 G
Losna 2500 Cobre 100 25,03 G



Alho
Barbatiméo
Cavalinha
Cavalinha
Boldo
Alho
Babosa
Cobre
Mamona
Cominho
Eucalipto
Maméao
Maméao
Barbatimao
Alho
Cominho
Cravo
Alecrim
Tomilho
Losna
Neem
Orégano
Alecrim
Coentro
Orégano
Losna
Cravo
Eucalipto
Babosa
Cravo
Neem
Neem
Neem
Cravo
Coentro
Losna
Cavalinha
Cravo
Tomilho

Coentro

2,5
50
2500
50
50
2500
2,5
100
2500
50
50
2500
500
500
500
2,5
2500
2500
500
500
2500
50
2,5
500
2500
2,5
50
2,5
2500
500
50
2,5
500
2,5
50
50
2,5
500
2,5
2500

Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre

Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre

100
100
100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
50
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
50
100
100
50
100
50

24,83
24,53
24,40
24,33
23,17
22,07
21,60
21,55
21,50
21,40
21,20
21,00
19,47
19,30
19,20
19,07
18,50
18,27
17,97
17,50
17,07
16,97
16,63
16,13
15,97
15,90
15,63
15,63
15,50
15,50
15,37
14,83
14,53
14,50
14,43
13,63
13,57
13,03
13,00
12,87
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Babosa
Tomilho 70
Tansagem

Gengibre

Tomilho

Gengibre
Orégano
Orégano
Meldo SC
Babosa
Meldo SC
Mamona 80

Estreptomicina

500
2500
500
2,5
50
2500
2,5
500
50
50
500
2,5
1000

Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre
Cobre

100
100
50
100
100
100
100
100
100
100
100
100

12,80
12,60
12,40
12,37
12,30
12,13
12,13
12,13
12,00
11,90
11,90
11,40
11,09

A XX XXX XXX XXX

~
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Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste Scott-Knott).



