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Avaliacao da atividade de nanoparticulas de prata no
controle de fitopatdégenos

Evaluation of the activity of silver nanoparticles in the
control of phytopathogens

RESUMO

O objetivo do trabalho foi verificar a atividade antifungica dos nanomateriais AgNWs e
AuNBs no controle do fitopatégeno Fusarium oxysporum. Os testes foram realizados em
meio BDA primeiramente nas concentragdes de 5, 25, 45, 65 e 85 pug/placa de nanofios de
prata (AgNWs) em triplicatas, no segundo teste aumentou-se a concentragdo para 10, 30 e
50 mg/placa do material em quintuplicatas e o terceiro teste realizado usou-se nanobastdes
de ouro (AuNBs) em solugdo aquosa. Para este Gltimo teste usou-se 20, 40 e 60 uL/placa da
solucdo de concentracdo desconhecida para a realizagao dos testes em quintuplicatas. Os
testes foram submetidos a irradiacdo de luz ultravioleta e também sem a irradiagdo. Em
paralelo um teste antifungico utilizando um fungicida foi preparado com intuito de
comparacdo com os resultados dos tratamentos. A partir das medidas dos halos de
crescimento dos fungos e calculo da porcentagem de inibigcao durante 8 dias, em todos os
testes ndo houve inibigcdo de crescimento, somente no teste realizado com o fungicida.

PALAVRAS-CHAVE: Nanomateriais. Nanofios. Antifungico.

ABSTRACT

The objective of this work was to verify the antifungal activity of nanomaterials AgNWs and
AuNBs in the control of phytopathogen Fusarium oxysporum. The tests were performed in
BDA medium primarily at concentrations of 5, 25, 45, 65 and 85 pg/dish silver nanowires
(AgNWs) in triplicates, in the second test the concentration was increased to 10, 30 and 50
mg/dish of quintuplicate material. and the third test was performed using gold nanobasts
(AuNBs) in aqueous solution. For this last test, 20, 40 and 60 pL/dish of unknown
concentration solution were used to perform the tests in quintuplicates. The tests were
subjected to ultraviolet light irradiation and also without irradiation. In parallel an antifungal
test using a fungicide was prepared for comparison with treatment results. From the
measurements of fungal growth halos and calculation of the inhibition percentage during 8
days, in all tests there was no growth inhibition, only in the fungicide test.

KEYWORDS: Nanomaterials. Nanowires. Antifungal.
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INTRODUCAO

O controle de doencas em plantacdes é uma das vertentes mais importantes
para agricultura. Um dos grandes problemas é a antracnose, um sintoma
fitopatolégico que resulta da infeccdo das plantas por microrganismos como
bactérias, virus e vdrias espécies de fungos, sendo alguns dos géneros
Colletrotrichum, Sclerotinia e Fusarium. O controle dessas doencas é realizado
principalmente pela aplicagdo de fungicidas sintéticos, no entanto, esses produtos
estdo perdendo sua eficiéncia, ja que os fungos estdo adquirindo resisténcia contra
seu uso e além disso podem acarretar sérios problemas para a saide humana.

Uma das alternativas para o controle dessas doengas esta ligada ao uso de
nanoparticulas metalicas, devido as suas propriedades antimicrobianas, que
podem ser provenientes da sua grande drea superficial e também da interagdo
quimica dos ions metalicos com a estrutura do microrganismo (Aguilar-Mendéz et
al. 2011). Dentre esses materiais destacam-se as nanoparticulas de prata, de
acordo com Woo et al (2009) esses materiais podem causar danos as hifas fungicas
resultando em vazamento de citoplasma e eventualmente levando a morte do
fungo. O objetivo do trabalho foi verificar a atividade antifungica dos
nanomateriais AgNWs e AuNBs no controle do fitopatégeno Fusarium oxysporum.

MATERIAIS E METODOS

REATIVACAO DO FUNGO

O fungo do género Fusarium disponivel na micoteca do laboratério do Grupo
QuimiBio-UTFPR, identificado com Fusarium oxysporum (9886) foi inoculado em
placa de petri contendo meio BDA (batata, dextrose e dgar) por um periodode 7 a
10 dias.

AQUISICAO DO MATERIAL

Os materiais para os testes foram cedidos pelo grupo de Dispositivos
Fotbnicos e Materiais Nanoestruturados — UTFPR, Campus Londrina, em
colaboragdo com o Prof. Dr. Sidney Alves Lourenco, sendo eles nanofios de prata
(AgNWs) suspensos em etanol e solugdo de nanobastdes de ouro (AuNBs) em
agua, ambas com concentragdes desconhecidas.

TESTE ANTIFUNGICO 1

Para o primeiro teste foram pegos 200 pL da suspensao de AgNws para realizar
a secagem do etanol na estufa a 50°C, apds secar o etanol adicionou-se agua.
Foram entdo determinadas as concentracBes de 5, 25, 45, 65 e 85 ug/placa da
solucdo de AgNWs em agua para o teste. O teste foi realizado em triplicata e em
meio de cultivo BDA, com e sem a irradiacdo de luz ultravioleta. Apds a mistura do
material com o meio, metade dos testes foram deixados por uma hora sob luz UV.
Foram retirados pedacos de 5mm de diametro contendo o micélio fungico de uma
placa de petri com o fungo puro e inoculados nos meios de tratamento e de
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controle. Foram realizadas medidas do diametro (cm) do micélio por um periodo
de 8 dias, para monitorar o crescimento do fungo.

TESTE ANTIFUNGICO 2

Para o segundo teste foram pegos alguns mLs da suspensdao de AgNws para
realizar a secagem do etanol na estufa a 50°C, apds secar o etanol adicionou-se
agua. Foram ent3o determinadas as concentracdes de 10, 30 e 50 mg/placa da
solucdo de AgNWs em agua para o teste. O teste foi realizado em quintuplicata e
em meio de cultivo BDA, com e sem a irradiagao de luz ultravioleta. Apds a mistura
do material com o meio, metade dos testes foram deixados por uma hora sob luz
UV. Foram retirados pedagos de 5mm de diametro contendo o micélio fungico de
uma placa de petri com o fungo puro e inoculados nos meios de tratamento e de
controle. Foi realizado medidas do diametro(cm) do micélio por um periodo de 8
dias, para monitorar o crescimento do fungo.

TESTE ANTIFUNGICO 3

Para o terceiro teste foram pegos 20, 40 e 60 ul/placa da solugdo
desconhecida de AuNBs em agua para o teste. O teste foi realizado em
quintuplicata e em meio de cultivo BDA, com e sem a irradiagdo de luz ultravioleta.
Apds a mistura do material com o meio, metade dos testes foram deixados por
uma hora sob luz UV. Foram retirados pedacos de 5mm de diametro contendo o
micélio fungico de uma placa de petri com o fungo puro e inoculados nos meios de
tratamento e de controle. Foi realizado medidas do didmetro(cm) do micélio por
um periodo de 8 dias, para monitorar o crescimento do fungo.

Neste teste usou-se 0,003g do fungicida Fluazinam disponivel no laboratdrio
gue foi diluido em 100mL de dgua destilada autoclavada, da qual foi pego 0,8 ml
para cada placa do teste. O teste foi realizado em meio de cultivo BDA como um
segundo controle. Foram retirados pedacos de 5mm de didmetro contendo o
micélio fungico de uma placa de petri com o fungo puro e inoculados nos meios.
Foi realizado medidas do diametro(cm) do micélio por um periodo de 8 dias, para
monitorar o crescimento do fungo e comparar com os resultados dos tratamentos
com 0s hanomateriais.

Durante todos os dias de todos os testes o crescimento dos halos do fungo
Fusarium 9886 foi observado e medido com o auxilio de uma régua. O célculo da
porcentagem de inibicdo foi feito a partir da Equacdo (1) (TARIQ; YASMIN; HAFEEZ,
2010).

Diadmetro do tratamento

Taxa de inibicao = (1 — ) X 100% (1)

Diametro do controle

RESULTADOS E DISCUSSAO

O valores médios dos diametros dos halos fungicos estdo dispostos nas
Tabelas de 1 a 3, referente aos trés testes respectivamente.

Péagina | 3



El
ICITE

UTFPR - CAMPUS PATO BRANCO

IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA r PR

UNIVERSIDADE TECNOLOGIGA FEDERAL DO PARANA

11a 13 de Novembro | Pato Branco - PR
CAMPUS PATO BRANCO

Tabela 1 — Média do didmetro dos halos do primeiro teste antifiingico realizado sob
tratamento de 5, 25, 45, 65 e 85 pg/placa de AgNWs.

00N OV WN R

Sem luz UV Com luz UV
5 25 45 65 85 Controle 5 25 45 65 85 | Controle
Ug ug Hg | K8 Mg Mg Mg | U8 Mg Mg

1,1 1,1 10 10 11 1,1 1 10 11 11 11 1,1
25 24 22 20 22 2,2 22 22 23 21 22 2,3
34 33 30 28 30 3,0 32 32 32 29 30 3,2
44 42 39 37 39 39 42 43 42 38 39 4,1
54 51 47 45 438 4,8 52 53 52 46 49 51
64 61 56 53 57 5,8 63 63 63 | 55 59 6,1
73 69 65 59 65 6,6 71 73 71 62 68 6,9
85 80 74 68 75 7,7 82 84 82 72 76 8,0
Fonte: Autoria prépria (2019).

Tabela 2 — Média do diametro dos halos do segundo teste antiflingico realizado sob
tratamento de 10,30 e 50 mg/placa de AgNWs.

Sem luz UV Com luz UV
10mg 30mg 50mg  Controle 10mg 30mg 50mg | Controle
1 1,2 1,2 1,2 1,3 1,2 1,2 1,2 1,3
2 1,9 1,9 1,8 2,0 1,9 1,9 1,8 2,0
3 2,4 2,5 2,4 2,6 2,5 2,4 2,3 2,6
4 3,1 3,0 3,0 3,2 31 3,0 2,9 3,2
5 3,7 3,5 3,5 3,8 3,7 3,5 34 3,7
6 4,3 4,1 4,1 4,5 4,3 4,1 4,0 4,4
7 5,0 4,9 4,9 5,2 4,9 4,9 4,8 5,2
8 57 5,8 5,7 6,0 5,5 5,6 5,6 6,0

Fonte: Autoria propria (2019).

Tabela 3 — Média do diametro dos halos do terceiro teste antifungico realizado sob
tratamento de 20, 40 e 60 plL/placa de AuNBs.

Sem luz UV Com luz UV
20 pL 40 uL 60 pL Controle 20 pL 40 uL 60 pL Controle
1 1,7 1,7 1,7 1,7 1,8 1,8 1,7 1,7
2 2,9 2,9 2,9 2,9 31 3,0 3,0 3,0
3 4,1 4,1 4,0 4,0 4,3 4,2 4,2 4,3
4 4,9 4,9 4,8 4,8 5,2 51 5,0 5,2
5 5,7 5,7 5,6 5,5 6,0 59 5,7 6,1
6 6,5 6,5 6,5 6,5 6,8 6,7 6,5 6,9
7 7,2 7,2 7,3 7,4 7,6 7,5 7,4 7,6
8 8,1 8,0 8,1 8,3 8,4 8,3 8,1 8,3

Fonte: Autoria propria (2019).

A porcentagem de inibigdo de acordo com a Equacgdo 1 foi de 0% para todos

os testes realizados, tanto para os AgNWs, nos dois testes em concentragcbes
variaveis, quanto para os AuNBs, no ultimo teste.
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Como pode-se observar analisando os dados coletados com os teste ndo
mostraram significativa inibicdo do crescimento do fungo Fusarium (9886), ja que
as medidas para cada tratamento em cada teste realizado se mostraram iguais,
tanto em relacdo aos controles, quanto quando comparado com e sem a irradiacao
de luz UV.

O que pode-se observar de mudanca nesse crescimento é a taxa de
crescimento dos teste 1 e 2. Para o primeiro teste obteve-se um crescimento de
aproximadamente 8 cm em oito dias, logo uma taxa de 1cm/dia, enquanto que no
segundo teste em oito dias o crescimento corresponde a cerca de 6 cm resultando
em uma taxa de 0,75cm/dia. Logo percebe-se que com o aumento da concentragdo
do material no meio houve uma redugao da velocidade de crescimento do fungo.

No trabalho de Aguilar-Méndez et al. (2011) os testes foram realizados com
dois diferentes tamanhos de nanoparticulas de prata (AgNPs) em trés diferentes
concentragdes. O teste foi realizado contra o fungo Colletotrichum gloesporioides,
gue mostrou alta inibicdo de crescimento do fungo para os dois tamanhos de
particula, ficando entre 73% a 89% de inibicdo, de acordo com a variagao de
concentragdo, maiores concentragdes de nanoparticulas maior se mostrou a
inibicdo do crescimento do fungo.

Para o teste controle realizado com o fungicida obteve-se os resultados
mostrados na tabela 4 dos quais percebe-se uma inibicdo de crescimento em
relacdo ao controle de aproximadamente 60%.

Tabela 4 — Média do diametro dos halos do teste antifungico realizado com fungicida.
Controle 1,7 29 40 48 55 65 74 383

Média do halo (cm) —
Fungicida 05 09 13 1,7 20 24 28 3,3

CONCLUSAO

Este projeto é de suma importancia econ6mica e ambiental, portanto é
importante a continuidade do mesmo com novos materiais que possuam
propriedades antimicrobianas a serem exploradas.
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