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RESUMO

CRUZ, Nidria Dias. Biossintese e caracterizacdo de nanoparticulas de 6xido de
cobre (CuO) e 6xido de zinco (ZnO) mediada por extratos foliares de Eucalyptus sp.
2019. 81 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) Programa
de Pos-Graduacao em Ciéncia e Engenharia de Materiais, Centro de
Desenvolvimento Tecnologico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

O género Eucalyptus € amplamente difundido por todo o Brasil, correspondendo a
aproximadamente 70% da area de florestas plantadas. Isso deve-se a questdes de
adaptacao ao clima e qualidade da madeira proveniente das espécies desse género.
Entretanto, diversas partes que compdem essas arvores, como as folhas, possuem
usos restritos, dificultando sua utilizacdo, salvo as espécies as quais possibilitam a
extracdo dos O6leos essenciais. Logo, o objetivo desde estudo foi obter o maior
rendimento em compostos fendlicos através da extracdo aquosa de folhas de
Eucalyptus dunnii e Eucalyptus grandis e, posteriormente, utilizar esses extratos para
a biossintese de nanoparticulas (NPs) de 6xido de cobre (CuO) e 6xido de zinco
(Zn0O). Os melhores parametros de extragdo de fendlicos obtidos através de
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), foram de 80 °C e 75 min para o
E. dunnii e 72,7 °C e 45 min para o E. grandis. Dois métodos de sintese foram
utilizados para obter as NPs. No Método | em que a sintese ocorreu a temperatura
ambiente por 24 h e as particulas foram apenas secas a 100 °C, nao apresentou picos
de difracdo de raio-X, tendo assim comportamento de material amorfo para os dois
oxidos. Constatado isso, realizou-se tratamento térmico em forno tipo mufla a 700 °C
para o CuO e 500 °C para o ZnO, que passaram a apresentar cristalinidade e
didmetros de particulas de 19,88 e 26,47 nm respectivamente. No Método Il, onde se
utilizou maior concentracao de sal precursor e temperatura de 80 °C por 20 min com
agitacdo magnética vigorosa e posterior queima a 500 °C, as NPs apresentaram
comportamento de materiais cristalinos. Os diametros foram de 24,72 e 25,28 nm para
CuO sintetizado com E. dunnii e E. grandis, respectivamente, e 32,24 nm para ZnO
sintetizada com E. dunnii. Através de analises de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) determinou-se que 0s possiveis compostos envolvidos
na sintese e estabilizacdo das NPs sdo fendlicos, acidos carboxilicos, alcoois e
proteinas. As nanoparticulas sintetizadas pelo Método Il com extrato de E. dunnii
foram testadas contra os fungos xil6fagos de podriddo branca Trametes versicolor e
Phanerochaete chrysosporium, as CuO NPs inibiram entre 98-100% do crescimento
do fungo P. chrysosporium em todas as concentracfes testadas, porém o T. versicolor
apresentou certa resisténcia em que a concentracado mais alta inibiu 72,7% e a mais
baixa apenas 10,87%. As ZnO NPs inibiram 100% o P. chrysosporium em todas as
concentracdes, além de apresentarem maior eficiéncia contra o T. versicolor, inibindo
entre 81 e 93% o crescimento do mesmo. Sendo assim, conclui-se que as
nanoparticulas de oxidos biossintetizados através de extratos fenodlicos de folhas de
Eucalyptus sao antifingicos eficientes, podendo ser futuramente utilizados na
preservacao da madeira.

Palavras-chave: sintese verde, 6xidos metalicos, xil6fagos, preservacdo da madeira



ABSTRACT

CRUZ, Nidria Dias. Biosynthesis and caracterization of copper oxide (CuO) and zinc
oxide (ZnO) nanopatrticles using Eucalyptus sp. leaf extract. 2019. 81 f. Dissertation
(Master Degree in Ciéncia e Engenharia de Materiais) Programa de Pds-Graduacao
em Ciéncia e Engenharia de Materiais, Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

The Eucalyptus genus is widely distributed throughout Brazil, corresponding to
approximately 70% of the area of planted forests. This is due to questions of adaptation
to the climate and the quality of wood from species of this genus. However, several
parts that make up these trees, such as leafs, have restricted uses, dificulting to use
them, except for the species that allow the extraction of essential oils. Therefore, the
objective of this study was to obtain the highest yield of phenolic compounds through
the aqueous extraction of Eucalyptus dunnii Maiden and Eucalyptus grandis Hill leafs
and then to use these extracts for the biosynthesis of copper oxide (CuO) and oxide
zinc (ZnO) nanoparticles (NPs). The best phenolic extraction parameters obtained
through Rotational Central Compound Design (RCCD) were 80 °C and 75 min for E.
dunnii and 72.7 °C and 45 min for E. grandis. Two methods of synthesis were used to
obtain the NPs. In Method | in which the synthesis occurred at room temperature for
24 h the particles were only dried at 100 ° C, where were not obtained X-ray diffraction
peaks, having thus behavior of amorphous material for the two oxides. Verified this,
was carried out thermal treatment in a muffle furnace at 700 °C for CuO and 500 °C
for ZnO, which presented crystallinity and particle diameters of 19.88 and 26.47 nm
respectively. In Method II, which was used higher concentration of precursor salt,
temperature of 80 °C for 20 min with vigorous magnetic agitation and later burning at
500 °C, the NPs presented behavior of crystalline materials. The diameters were 24.72
and 25.28 nm for CuO synthesized with E. dunnii and E. grandis, respectively, and
32.24 nm for ZnO synthesized with E. dunnii. Through Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) analyzes it was determined that the possible compounds
involved in the synthesis and stabilization of NPs are phenolic, carboxylic acids,
alcohols and proteins. The nanoparticles synthesized by Method Il with E. dunnii
extract were tested against the xylophagous fungi of the white rot Trametes versicolor
and Phanerochaete chrysosporium. The CuO NPs inhibited between 98-100% of P.
chrysosporium fungus growth at all concentrations tested, however the T. versicolor
showed some resistance to the NPs in which the highest concentration inhibited 72.7%
and the lowest concentration only 10.87%. The ZnO NPs inhibited 100% P.
chrysosporium in all concentrations, in addition to being more efficient against the T.
versicolor, inhibiting between 81 and 93% its growth. Thus, it is concluded that the
nanoparticles of oxides biosynthesized through Eucalyptus leafs phenolic extracts are
efficient antifungal agents, may be used in the future on preservation of wood.

Keywords: green synthesis, metallic oxides, xylophagous, wood preservation
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13

1 Introducéo geral

O Brasil é referéncia mundial em florestas plantadas e a colheita destas
florestas gera residuos, dos quais a maior parte € formada por folhas, galhos e cascas
somando quase 40 milhdes de toneladas no ano de 2014 (IBA, 2015). Muitos estudos
estdo sendo realizados visando o0 aproveitamento desses residuos para a geracao de
energia (cascas e galhos) e manutencgdo dos nutrientes do solo (todos os residuos).

O género Eucalyptus ocupa mais de 72% da area total de florestas plantadas
em territério nacional (IBA, 2017). As folhas deste género, apesar de possuirem
grande importancia para a devolucdo de nutrientes ao solo, representam pequena
parte da massa utilizada para tal fim, além de existirem outros residuos florestais e
industriais podem exercer esse papel com maior eficiéncia (Ferreira, 2012; Paes et
al., 2013). Este fato permite a utilizacdo das folhas para outras finalidades, como a
extracao de 6leos essenciais e compostos fendélicos que possuem diversas aplicacdes
nas industrias de higiene, limpeza, cosméticos e farmacos (CIB, 2008).

Os constituintes das folhas, além de possuirem aplicac6es nas industrias ja
citadas, também séo capazes de mediar a reducdo de sais metalicos em solucao
aquosa, gerando a biossintese de nanoparticulas metalicas. Segundo Rocha (2010),
utilizar a quimica verde aliada a nanotecnologia pode diminuir os impactos a saude
humana e ao meio ambiente, através da utilizacdo de rotas de sintese que néo
necessitem de redutores quimicos, solventes ou surfactantes, eliminando os residuos
toxicos.

Diversos autores que utilizaram extratos vegetais para a biossintese relataram
gue os principais agentes envolvidos na sintese sdo 0os compostos fendlicos, estando
estes presentes na biomassa foliar. ljaz et al. (2017) utilizaram o método de
guantificacdo de compostos fendlicos nas nanoparticulas obtidas através de extratos
de Abutilom indicum, observando que com o acréscimo da concentracdo de
nanoparticulas, aumentava a concentragéo de fenolicos e a atividade antioxidante das
nanoparticulas de o6xido de cobre biossintetizadas, provando assim que estes
compostos podem estar diretamente ligados a sintese.

A biossintese nao utiliza quimicos toxicos, nem necessita de altas pressoes,

gerando nanoparticulas de forma simples e mais barata, podendo produzir grandes
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quantidades em curto periodo de tempo. Nanoparticulas de éxido de cobre (CuO NPs)
e Oxido de zinco (ZnO NPs) tem sido amplamente estudadas por apresentarem
diversas atividades biologicas tais como capacidade antioxidante, antifingica,
antibacteriana e inseticida (MANTANIS et al., 2014; IJAZ et al., 2017; MURALI et al.,
2017).

Na industria da madeira, os fungos apodrecedores representam um grande
problema, pois sdo capazes de degradar totalmente a madeira, causar manchas e/ou
a diminuicdo da resisténcia mecanica desse material, sendo responsaveis por
enormes perdas econdmicas neste setor (MORESCHI, 2013).

Existe uma crescente busca por novos produtos preservantes, para substituir
0s antigos a base de cromo e arsénico, mas que possuam a mesma ou maior
eficiéncia contra agentes xil6fagos como fungos e cupins. Neste sentido, diversos
autores tem testado a eficiéncia de ZnO NPs e CuO NPs contra esses agentes, 0
zinco apresentando agéo inseticida, com a diminui¢édo da perda de massa de madeiras
tratadas além da mortandade de cupins e o cobre com acéo fungicida diminuindo a
perda de massa de madeiras atacadas por fungos apodrecedores (CLAUSEN et al.,
2011; MANTANIS et al., 2014).

Sendo assim, a utilizacéo de extrato das folhas, que séo geralmente ignoradas,
para a sintese de nanoparticulas de éxidos, pode gerar outra fonte de renda para as
florestas plantadas ja existentes, além de produzir material que pode ser aplicado
como preservante da madeira, aumentando a durabilidade da mesma.

O objetivo deste estudo foi biossintetizar nanoparticulas de 6xidos (CuO e ZnO)
utilizando extratos aquosos de Eucalyptus sp. como agentes redutores e
estabilizantes.

Esperava-se obter NPs com diametros menores que 100 nm, com caréter
cristalino e que apresentassem acdo antifangica contra fungos xiléfagos,
apodrecedores da madeira.



15

2 Revisao da Literatura

2.1 Eucalyptus

O género Eucalyptus tem origem na Australia, Tasmania e outras ilhas da
Oceania, abrangendo mais de 700 espécies (WAUGH, 1998; ROCHA, 2000). O Brasil
é atualmente um dos lideres mundiais em florestas plantadas, possuindo mais de 7,84
milhdes de hectares, sendo mais de 72% dessa area do género Eucalyptus (IBA,
2017).

A Figura 1 apresenta o gréafico de crescimento da area plantada (milhdes ha)
de florestas de Eucalyptus no Brasil de 2004 a 2016, demonstrando o constante
crescimento das areas de reflorestamento que avancaram mais de 43,5% em 12 anos
para este género (PINCELLI, 2011; ABRAF, 2013; IBA, 2014, 2015, 2017).

4,75 4,87 51
4,32 451

3,97
3,74
3,46

Aot
N

Area plantada (milhdes ha)

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Ano

Figura 1 - Crescimento da &rea de florestas plantadas de Eucalyptus por ano no Brasil

As espécies de Eucalyptus possuem propriedades fisicas, mecanicas e
quimicas muito distintas. Isso possibilita sua utilizacdo para os mais diversos fins,
como lenha, estacas, moirGes, dormentes, carvao vegetal, celulose e papel, chapas
de fibras, fabricagdo de moveis, geracdo de energia, medicamentos, entre outros
(WILCKEN et al., 2008).
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Na colheita destas florestas € utilizado apenas o fuste que possui interesse
comercial, o qual tem inicio na base da tora até um diametro minimo pré-estabelecido.
O restante da arvore que ndo possui valor é deixado no campo como residuo, estes
sao principalmente galhos, ponteiros, cascas e folhas (BRITO, 1995; PINCELLI,
2011).

Neste contexto, Do Canto (2009) classifica os residuos florestais da seguinte
forma: residuos do manejo florestal e tratos silviculturais (desbastes, desramas e
desbrotas), residuos da colheita florestal (galhos, topos, cascas, folhas e outros
residuos) e residuos do beneficiamento da madeira (residuos de serraria, licor negro
e etc). Esses residuos somam em torno de 30% do peso total da arvore.

No ano de 2016, as empresas do setor de florestas plantadas geraram em torno
de 47,8 milhdes de toneladas de residuos soélidos, 70,5 % deles (33,7 milhdes de
toneladas) séo provenientes das atividades florestais, dos quais 99,7 % sao cascas,
galhos e folhas (IBA, 2017).

Existem diversos estudos com o objetivo de avaliar o aproveitamento de
residuos florestais de Eucalyptus para uso energético, porém muitos utilizam apenas
troncos de dimens@es ndo utilizaveis na industria, galhos e cascas (PINCELLI, 2011;
SANTIAGO, 2013; TEIXEIRA et al., 2016). As folhas sdo geralmente deixadas de lado
nesse processo, permanecendo na area de exploracao a fim de devolver nutrientes
ao solo (PAES et al., 2013).

Ferreira (2012) realizou experimentos com os residuos florestais, os quais eram
compostos cascas, raizes, lenhos, galhos e folhas, tendo como finalidade a devolucdo
de nutrientes ao solo. Apesar das folhas concentrarem a maior porcentagem de alguns
nutrientes (C, N, P, K, S), elas representaram apenas 6,43 % da massa de residuos
aplicadas no solo, sendo que a casca, segundo componente mais rico em nutrientes,
representou 31,43 % da massa. Além disso, Ferreira (2012) observou que a casca foi
0 componente mais significativo na manutencdo dos nutrientes pela degradacéo dos
residuos, aumentando o estoque e a liberagdo dos nutrientes na area de aplicacao.

Paes et al. (2013) utilizaram como adubo, além dos residuos da colheita
florestal, os provenientes do processo de fabricacdo da celulose e as cinzas das
caldeiras de biomassa florestal. A remoc¢é&o das cascas e galhos (maiores que 3 cm

de diametro) resultou em 42 m3.ha'! a menos de madeira do que quando todo o
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residuo vegetal foi mantido. Ainda segundo os mesmos autores, a aplicacao
unicamente dos residuos da producdo de celulose e energia proporcionaram
rendimentos em madeira de 295,1 m3.ha!, cerca de apenas 20 ms.ha' a menos que
o tratamento que fez a aplicacdo desses residuos juntamente com os residuos
florestais (folhas, ponteiras, galhos < 3 cm e serapilheira). Porém, os autores citam
que a retirada das cascas e dos galhos maiores poderia acarretar no
comprometimento do crescimento radicular das arvores e na absorcdo de agua e
nutrientes, pois estes sao capazes de atenuar a compactacédo do solo causado pela
acao dos implementos florestais.

A partir destes estudos, é possivel observar que o manejo dos residuos
florestais tem grande importancia para a devolugcao dos nutrientes e protecao do solo,
porém a existéncia de outros residuos gerados por processos industriais, que podem

ter a mesma agéao, possibilita o0 emprego das folhas para outros fins.

2.1.1 Extratos de Eucalyptus e suas aplicacdes

Segundo a IBA (2014), existem diversos tipos de produtos ndo madeireiros
provenientes do setor de florestas plantadas do Brasil (Tabela 1), os quais podem ser

aplicados em distintos segmentos industriais.

Tabela 1 - Produtos ndo madeireiros de florestas plantadas no Brasil e suas aplicacdes

Principais produtos Segmentos industriais

Oleos; Esséncias; Corantes:;

: Lo - Farmacéutica e cosméticos
Fitoterapicos; Fitocosméticos

Tanino; Gomas; Resinas; Tintas; .y ..
Quimica, construcao civil

Vernizes
Resinas; Fibra natural Automobilistica
Mel e cogumelos Alimenticio

Fonte: IBA, 2014
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Algumas espécies de eucalipto possuem suas folhas utilizadas pela industria
farmacéutica, de limpeza e perfumaria, devido aos 6leos essenciais presentes nas
mesmas (DORAN, 1991).

Sao citadas na literatura aproximadamente 20 espécies de Eucalyptus que
possuem Oleos essenciais de interesse comercial devido aos seus constituintes
quimicos, esses 6leos podem ser medicinais, 6leos para perfumaria e 6leos industriais
(DORAN, 1991). Estes séo responsaveis pelo cheiro da planta e fazem parte dos
mecanismos de defesa contra fungos e insetos (LANGENHEIM, 1994).

Apesar de se encontrar na literatura muitas pesquisas com 0leos essenciais,
existe outra classe de compostos presentes nas folhas de Eucalyptus que podem
despertar interesse por suas diversas aplicacdes, sendo estes 0s compostos
fendlicos.

Os compostos fendlicos presentes nas folhas sdo excelentes agentes
antioxidantes, atividade diretamente ligada a propriedades antitumorais, antivirais e
antibacterianas (BRUM, 2010). Fortes (2016) comprovou a atividade antioxidante de
alguns compostos fendlicos isolados, os quais podem possuir atividade mais elevada
gue antioxidantes comerciais. Almeida et al. (2009) relataram a capacidade de
extratos fendlicos de sequestrar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, as quais
estdo intimamente ligadas aos processos inflamatérios (ALMEIDA et al., 2009).

Além das folhas, as cascas e os frutos de algumas espécies de eucalipto sdo
estudadas como possiveis fontes de compostos bioativos.

Os extratos fendlicos das cascas de E. grandis, E. urograndis e E. maiden
possuem maior atividade antioxidante que o &cido ascorbico, importante antioxidante
comercial, demonstrando que as espécies podem ser fontes alternativas de
compostos fendlicos biologicamente ativos. Isso relaciona-se ao fato de que quanto
maior o rendimento em compostos fendlicos, maior a atividade antioxidante (SANTOS
et al., 2012).

Extratos dos frutos de eucalipto apresentaram atividade antioxidante e elevada
acdo antibacteriana contra bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis (BOULEKBACHE-MAKHLOUF et al., 2013).

Além da utilizagcdo dos extratos desse género com interesse em atividades
biolégicas, j& existem pesquisas quanto a utilizacdo para biossintese de

nanoparticulas metalicas.
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Diversos estudos sintetizaram nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando
extratos foliares de E. globulus, E. oleosa, E. urphylla, E. citriodora, E. robusta, E.
chapmaniana e E. hybrida (Safeda) (DUBEY et al., 2009; SULAIMAN et al., 2013; ALI
etal., 2015; MO et al., 2015; POURMORTAZAV!I et al., 2015). Os métodos de extracéo
utilizados sao principalmente extratos aquosos e aparato Soxhlet com metanol como
solvente.

A principal aplicacdo de AgNPs biossintetizadas diz respeito a acéo
antimicrobiana contra diversos micro-organismos patogénicos que estas apresentam,
incluindo aqueles que apresentam resisténcia aos antibiéticos (SULAIMAN et al.,
2013; ALl et al., 2015).

Wang et al. (2014) sintetizaram nanoparticulas de ferro com extrato aquoso de
Eucalyptus, porém nao identificaram a espécie utilizada. O estudo teve como
finalidade o tratamento de agua residual proveniente da criacdo de suinos, e
apresentou 71,7 % de remocao de nitrogénio e 84,5 % de remocéo de DQO (demanda
quimica de oxigénio), o que demonstra excelente potencial para o tratamento de
aguas eutrofizadas.

A sintese de nanoparticulas de 6xido de zinco foi descrita por Reddy e Mandal
(2017) utilizando extrato foliar de E. globulus, as nanoparticulas obtidas possuiam
forma esférica e diametro entre 10-16 nm e apresentaram excelente atividade

fotocatalitica para degradacao de corantes organicos.

2.2 Nanoparticulas metalicas

Nanoparticulas sdo particulas que possuem uma ou mais dimensfes na
nanoescala (10° m), porém sdo geralmente considerados materiais nanoestruturados
agueles que estdo na faixa entre 1 — 100 nm (MORIARTY, 2001; RAMSDEN, 2009).
Segundo Cao (2004), com a evolucao das técnicas de microscopia, abriram-se novos
leques para as analises de caracterizacdo, medicdo e processamento de
nanomateriais, possibilitando o avanco nas pesquisas de desenvolvimento e novas
aplicacoes.

Segundo Athar (2010), as aplicacbes para nanoparticulas metalicas vem

crescendo constantemente desde o inicio do século XXI. O autor cita algumas delas
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como: aplicagbes meédicas, catalisadores, desinfetantes, explosivos, filtracéo,
protetores solares e cosméticos, revestimento e tecidos.

Dependendo da morfologia, do tamanho, da fase e de outras caracteristicas as
nanoparticulas metalicas podem apresentam propriedades totalmente diferentes das
particulas em tamanhos maiores do mesmo material (MORIARTY, 2001). A
condutividade elétrica, reatividade quimica e atividade biol6gica sdo propriedades
conhecidas por serem alteradas com a reducéo do tamanho (MORONES et al., 2005).
Além disso, ha diversas formas nas quais essas nanoparticulas podem se apresentar,
dependendo do método de sintese e do tipo de material (WANG, 2004; KAR et al.,
2006).

2.2.1 Métodos de sintese de nanoparticulas

Existem duas abordagens para a sintese de nanomateriais, o top-down e o
bottom-up. O top-down se baseia na desconstrucdo de macroestruturas até a
obtencdo de nanoestruturas através de técnicas que cortem, moem ou moldam os
materiais. Enquanto que o bottom-up se baseia nas propriedades quimicas das
moléculas ou &tomos, para reorganizar os mesmo e formar a nanoestrutura
(ALBERNAZ, 2014). A Figura 2 ilustra os processos esquematicos de sintese de
nanoparticulas.

As técnicas de ablacdo a laser, cauterizacdo quimica, pulverizacdo catddica e
abrasdo, por exemplo, sdo todas abordagens do método top-down. No bottom-up
encontram-se as técnicas de sol-gel, reducdo quimica, deposi¢cdo quimica em fase
vapor, pirélise por spray ou laser e a recente reducdo por agentes bioldgicos, ou
biossintese (IRAVANI, 2011; ALBERNAZ, 2014).

O método de reducao quimica utilizando compostos como hidrato de hidrazina,
borohidreto de sddio e etilenoglicol, por exemplo, leva a absor¢cdo desses produtos
guimicos téxicos na superficie das nanoparticulas produzidas, aumentando a

preocupacao com a toxicidade das mesmas (IRAVANI, 2011).
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Figura 2 - Processo esquematico das abordagens de sintese de nanoparticulas
Fonte: Autor, 2017

A presenca de quimicos téxicos, a geracdo de residuos e/ou o alto gasto de
energia envolvidos nos mais diversos métodos de sintese limita a aplicacdo das
nanoparticulas em areas onde esses residuos séo indesejados como na medicina e
indastria de cosmeéticos (SAIFUDDIN et al., 2009; AZEVEDO et al., 2015).

A sintese de nanoparticulas é realizada através de métodos fisicos e quimicos
h&a muito tempo, porém recentemente o interesse por métodos mais amigaveis ao
meio ambiente, que nado utilizam matéria prima cara e nao produzam residuos toxicos
é crescente.Segundo Iravani (2011), o uso de organismos biol6gicos nessa area esta
em constante crescimento devido a facilidade de formagéo das nanoparticulas e a

auséncia de residuos téxicos.
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2.2.1.1 Biossintese de nanoparticulas

A biossintese ou sintese verde possui 0 mesmo principio que a reducdo
quimica, reduzir sais metalicos em solucdo aquosa a nanoparticulas metalicas. Este
processo ocorre através da acao de agentes redutores e estabilizantes, com a funcéo
de tornar as nanoparticulas termodinamicamente estéveis, evitando o crescimento de
grandes aglomerados devido as forcas de Van Der Waals (ROCHA, 2010; ANTUNES
et al., 2013).

A estabilizacdo pode ser eletrostatica ou estearica, sendo a eletrostatica
através de compostos contendo carga que se adsorvem na superficie das
nanoparticulas e a estearica através da adicdo de compostos de alta massa molar
(Figura 3) (ANTUNES et al., 2013).

Aglomerado
metélico

Eletrostéatica Esteérica

Figura 3 - Métodos de estabilizacdo de nanoparticulas

Fonte: Adaptado de MORENO-MANAS e PLEIXATS, 2003

Segundo Asmathunisha e Kathiresan (2013) diversos compostos oriundos de
micro-organismos e/ou vegetais sdo capazes de sintetizar as nanoparticulas, entre
eles estdo grupos carbonila, terpenoides, compostos fendlicos, flavonoides, aminas,
amidas, proteinas, pigmentos e outro agentes redutores.

Geralmente esses processos de sintese através de extratos vegetais utilizam
equipamentos simples, podendo produzir grandes quantidades de nanoparticulas a
baixo custo e em curto periodo de tempo, sem a utilizacdo de solventes ou agentes
redutores toxicos (MENDES, 2015).

Como dito anteriormente a biossintese se encontra dentro dos métodos que

fazem parte da abordagem bottom-up. A formacdo de nanoparticulas através dessa
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abordagem ocorre em algumas etapas, estas sdo: geracdo de atomos, nucleagéo ou
aglomerado inicial, crescimento do aglomerado até determinado volume e
estabilizacio (MORENO-MANAS; PLEIXATS, 2003; HAN et al., 2009). A Figura 4
ilustra o processo de formacdo das nanoparticulas a partir da reducdo de sais

metélicos em meio aquoso com um metal genérico de carga zero.
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Figura 4 - Processo de sintese de nanoparticulas pela abordagem bottom-up
Fonte: Autor, 2017

Diversos autores tém relatado a biossintese de nanoparticulas metalicas como
prata, ouro, cobre e zinco através de extratos de plantas, bactérias, fungos,
cianobactérias e microalgas. Fungos e bactérias podem produzir enzimas como a
nitrato redutase e as hidrogenases, além de compostos como hidroquinonas,
naftaquinonas e antraquinonas que sdo excelentes agentes redutores capazes de
participar da sintese (SAIFUDDIN et al., 2009; JEEVAN et al., 2012; ANTUNES et al.,
2013). Pigmentos como a ficocianina, polissacarideos e proteinas de microalgas e
cianobactérias também ja foram relatados para a sintese de nanoparticulas
(GOVINDARAJU et al., 2008; PATEL et al., 2015).

Extratos vegetais tém se mostrado excelentes agentes redutores e
estabilizantes para a sintese de nanoparticulas metalicas, espécies como Abutilon
indicum, Carica papaya, Hylocereus polyrhizus, Tabernaemontana divaricate,
Ceropegia candelabrum, Corriandrum sativum, Nyctanthes arbor-tristis, Eucalyptus
oleosa, Eucalyptus globulus, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus citriodora e Eucalyptus
robusta ja foram utilizados para sintetizar nanoparticulas de cobre, zinco e prata
(GNANASANGEETHA; SARALATHAMBAVANI, 2013; SANKAR et al., 2014;
SIVARAJ et al., 2014b; ALI et al., 2015; MO et al., 2015; POURMORTAZAVI et al.,
2015; JAMDAGNI et al., 2016; IJAZ et al., 2017; MURALI et al., 2017).
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Sivaraj et al. (2014a) sintetizaram nanoparticulas de CuO de forma esférica e
com didametro de 26 nm através de extratos de Acalypha indica, enquanto Sankar et
al. (2014) obtiveram nanoparticulas em forma de haste e 140 nm utilizando extratos
de Carica papaya. Murali et al. (2017) sintetizaram nanoparticulas de ZnO com extrato
de Ceropegia candelabrum que forma hexagonal e tamanho de 12-35 nm, e
Gnanasangeetha e Saralathambavani (2013) obtiveram nanoparticulas de 66 nm com
morfologia cubica a partir de extrato de Corriandrum sativum.

A biossintese pode ser um excelente método de obtencédo de nanoparticulas
das mais diversas formas e tamanhos, possuindo diversas aplicagfes. As variaveis
do processo (pH, tempo de reacgéo, concentracdo de sal metalico, volume de extrato
e etc) podem ser otimizadas para a obtencdo das nanoparticulas com as

caracteristicas desejadas.

2.2.2 Nanoparticulas de cobre

O cobre € um elemento de transicdo e possui dois estados de oxidacao,
formando o éxido de cobre (1) (Cu20) no estado +1 e o 6xido de cobre (II) (CuO) no
estado +2. O CuO é utilizado como pigmento, em baterias, eletrodos e tintas de
navios, enquanto que suas nanoparticulas podem ser empregadas em diversos
segmentos da industria por possuir diversas propriedades desejadas (RANGEL,
2014).

Sintetizar nanoparticulas de cobre em solucdo aquosa é um problema, pois o
Cu? é facilmente oxidado na presenca de ar e a temperatura ambiente, produzindo
Cu20 em maiores quantidades que CuO (KIM et al., 2004). Segundo Yanase e
Komiyama (1991) a oxidacédo de Cu® em Cu20 é rapida, ocorrendo entdo lentamente
a formacéo de CuO.

As nanoparticulas metalicas, como prata, ouro e cobre, apresentam uma
propriedade denominada Ressonancia Plasménica de Superficie (RPS ou SPR), que
ocorre quando estas sao irradiadas por um feixe de luz e os elétrons de sua superficie
comecam a oscilar, absorvendo parte da luz visivel irradiada. E devido a essa
propriedade que ocorrem as mudancas de coloracdo nas solucdes apds a formacgéo
das nanoparticulas. O espectro de absorcdo da luz UV criado por essa propriedade

varia conforme o tamanho, a forma e a concentracdo das nanoparticulas, podendo
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ocorrer mudancas na intensidade da banda e o desvio do comprimento de onda
méaximo absorvido (PEREIRA, 2009; DANG et al., 2011).

As nanoparticulas de CuO apresentam coloracdo caracteristica em solucdes
coloidais e na literatura é possivel encontrar diversas bandas nas quais estas
apresentam o fendmeno SPR, entra elas estdo 220-225, 570 e 700 nm, dependendo
das variacdes na sintese, no tamanho e na forma geométrica (CHAN et al., 2007).

A Figura 5 demonstra mudanca de coloracéo apods a sintese de nanoparticulas
de CuO a partir do sal precursor CuSO4, onde a coloragao inicial & caracteristica do
sal precursor e a coloracgao final é caracteristica das nanoparticulas em solucao devido
ao fenomeno SPR.

Segundo Roy et al. (2016) a absorcéo da luz UV acompanhou a mudanca de
coloracao, apresentando picos mais acentuados em um mesmo comprimento de onda
ao longo do tempo, demonstrando que conforme as nanoparticulas vao sendo

sintetizadas ocorre 0 escurecimento da solucgéo.

A B C

Figura 5 - Mudanca de coloracdo ap0s a sintese de nanoparticulas de CuO em que (A) é a coloracéo
inicial, (B) apos 6h do inicio da reacao e (C) apds 24 h.

Fonte: ROY et al., 2016

O Oxido de cobre (CuO) ou o6xido cuprico € um composto de estrutura
monoclinica e um semicondutor, € o mais simples composto de cobre e possui
propriedades fisicas e quimica bastante Uteis, podendo ser aplicado em sensores de
gas, catalise, baterias, conversdo de energia solar entre outras. Sua atividade
biolégica vem sendo estudada por ser mais barato que outros metais utilizados para
fins medicinais, ser facilmente misturado com polimeros e possuir elevada

estabilidade de suas propriedades (REN et al., 2009).
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Diversos estudos confirmaram alta atividade antimicrobiana das nanoparticulas
de CuO contra bactérias patogénicas, incluindo algumas que apresentam resisténcia
a antibidticos, dentre elas estdo Escherichia coli, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens, Micrococcus luteus e fungos como Candida albicans, Aspergillus flavus
e Aspergillus niger (REN et al., 2009; RAMYADEVI et al., 2012; SIVARAJ et al., 2014a;
ROY et al., 2016; IJAZ et al., 2017).

As nanoparticulas de cobre além de apresentarem atividade contra patégenos
humanos, também apresentam elevada atividade contra fungos apodrecedores da
madeira como o Trametes versicolor responsavel pela podriddo branca, além de
limitar o crescimento do fungo em painéis de aglomerados comerciais, também foi
capaz de aumentar a dureza do material. Além disso, as nanopatrticulas de CuO foram
mais eficazes que as AgNPs contra o fungo, necessitando de menores concentragdes
do material (TAGHIYARI et al., 2014).

Empresas norte americanas ja produzem preservantes de madeira utilizando
nanoparticulas de carbonato de cobre em larga escala, no ano de 2008 os
conservantes contendo cobre na nanoescala ja faziam parte de 50% do mercado norte
americano de preservantes, tornando-o um dos maiores usos industriais de
nanoparticulas no mundo (EVANS et al., 2008). O produto contendo de carbonato de
cobre em 2008 j& representava de 75 a 90% do mercado norte americano de
preservantes a base de cobre, pois demonstrava menos lixiviacdo, reducdo da
corrosdo aos metais de fixacao e necessitava de menor concentragao para obter bons
resultados (EVANS et al., 2008).

2.2.3 Nanoparticulas de zinco

O oxido de zinco (ZnO), um po6 fino amorfo de cor branca, é um semicondutor
altamente transparente a luz visivel que possui estrutura cristalina hexagonal
(wurtzita). Os nanomateriais de ZnO podem se apresentar de diferentes morfologias
através da variacdo dos parametros de sintese (JANOTTI; VAN DE WALLE, 2009;
MAYRINCK et al., 2014). Dentre essas morfologias estdo nanobarras, nanofios,

nanoesferas, nanoanéis, nanofolhas, nanofitas e nanotubos. As publicacdes
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referentes aos diferentes métodos de sintese vem crescendo a cada ano (MAYRINCK
et al., 2014).

Nanoparticulas de zinco tem sido muito utilizadas na industria de cosméticos
porque sdo capazes de absorver e/ou dispersar a radiacao ultravioleta. Este 6xido
metalico possui amplo espectro de absorcdo da luz UV e elevada fotoestabilidade,
além de nao causar irritabilidade a pele (CUSHING et al., 2004; ZHANG et al., 2012).

O ZnO também pode ser aplicado na fotocatalise, causando a degradacédo de
pigmentos organicos poluentes. As nanoestruturas de ZnO sao altamente estaveis
fisica e quimicamente, possuem baixo custo e baixa toxicidade (MAYRINCK et al.,
2014). Este material possui nhumerosas aplicacdes na industria de produtos florestais
e afins, como estabilizacdo UV em revestimentos de madeira, anti-incrustante em
tintas marinhas, dentre outras. O ZnO pode ser encontrado na natureza na forma de
zincite mineral e esta disponivel comercialmente como pds moidos ou nanoesferas
pirolizadas (CLAUSEN et al., 2011).

As nanoparticulas de ZnO sdo amplamente estudadas quanto a sua acao
antimicrobiana, bactérias como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Salmonella typhi, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis e fungos como Aspergillus
flavus, Aspergillus nidulans, Trichoderma harzianum e Rhizopus stolonifer séo
suscetiveis a sua acdo (GUNALAN et al., 2012; DOBRUCKA; DLUGASZEWSKA,
2015; PRASHANTH et al., 2015; BASHA et al., 2016; TARANATH; PATIL, 2016;
MURALI et al., 2017).

As ZnO NPs também apresentam atividade antioxidante, possuindo 60% de
reducdo de radicais livres com a concentracdo de 100ug.mL* (MURALI et al., 2017).
Além de possuir acdo antimicrobiana e antioxidante, as nanoparticulas de ZnO
também sado eficazes contra insetos, como por exemplo 0s cupins subterrdneos
Reticulitermes flavipes, apresentando de 93 a 100 % de mortalidade dos mesmos sem
lixiviar da madeira tratada (CLAUSEN et al., 2011).

2.3 Oxidos metélicos na preservacgdo da madeira

A madeira, por ser um material de origem biolégica, esta suscetivel ao ataque

de organismos xil6fagos, capazes de degradar os compostos presentes em sua
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parede celular, podendo afetar seu rendimento e qualidade (MANTANIS et al., 2014).
A deterioracdo da madeira é caracterizada, segundo Panshin e Zeeuw (1980) como a
perda de resisténcia mecanica através da destruicdo ou alteracdo de seus
componentes celulares pela acdo de organismos xiléfagos.

A degradacao da madeira é parte importante de ciclos biol6gicos, em que os
fungos basidiomicetos causadores do apodrecimento da madeira e outros agentes
xiléfagos séo responsaveis por degradar esse material e devolver carbono e outros
elementos ao solo e ao ar (KEL et al., 1990).

Os fungos de podriddo branca possuem a capacidade de degradar todos os
compostos organicos presentes na parede celular de plantas, sendo eles celulose,
hemicelulose e lignina. A exemplo, o fungo Phanerochaete chrysosporium produz uma
série de enzimas extracelulares capazes de degradar celulose e hemicelulose
enquanto causam a despolimerizagdo da lignina através de mecanismos oxidativos,
causando grande perda de massa nos produtos madeireiros (KIRK; FARRELL, 1987).

Panshin e Zeeuw (1980) sugerem que as hifas penetram na madeira e
excretam as enzimas responsaveis pela degradacdo dos componentes da parede
celular. A medida que o fungo se desenvolve e causa o apodrecimento da madeira,
esta vai mudando sua coloracdo, podendo ser para mais clara ou mais escura,
dependendo do componente que mais tenha sido degradado (celulose ou lignina),
além da perda de suas propriedades fisicas e mecanicas. A madeira em avanc¢ado
estado de podriddo se torna mole, esponjosa e facilmente desintegrada
(ALEXOPOQULOS et al., 1996).

Elementos quimicos como o cobre, 0 zinco e o boro tem sido muito utilizados
em produtos preservantes da madeira, 0s quais tem por objetivo aumentar a vida util
da mesma, através de suas acfes contra organismos como fungos e cupins. A
pesquisa por novos produtos preservantes se da pela tendéncia de diminuir o uso de
cromo e arsénico devido a problemas ambientais por sua toxicidade (KARTAL et al.,
2009).

Kartal et al. (2009) aplicaram nanoparticulas destes trés elementos na madeira
através de sistema vacuo-pressao e observaram que nanoparticulas baseadas em
zinco e cobre apresentaram baixas porcentagens de lixiviagdo, enquanto as baseadas
em boro lixiviaram em quase 100%. A caracteristica de resisténcia a lixiviagdo, ou

seja, permanecer na madeira tratada mesmo apOs chuvas ou em ambientes
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aquaticos, é extremamente desejavel para que o produto baseado nesses
nanomateriais possa ser aplicado em madeiras que sejam utilizadas em éareas
externas, sem causar danos ambientais e mantendo sua resisténcia a organismos
xiléfagos (CLAUSEN et al., 2011; MANTANIS et al., 2014).

O cobre e o zinco utilizados para o tratamento da madeira sdo elementos que
se complementam. O cobre ndo possui acéo satisfatéria contra cupins, o tratamento
com este material produziu perda de massa de 20% das amostras de madeira e 7%
de mortalidade dos cupins, contra menos de 10% de perda de massa e 31% de
mortalidade apresentado pelo tratamento com zinco (KARTAL et al., 2009). Com os
fungos, essa logica se inverte, apesar do zinco também apresentar acao fungicida, o
cobre é mais eficiente (KARTAL et al.,, 2009; MANTANIS et al., 2014; NAIR et al.,
2017).
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CAPITULO 1 - Planejamento experimental para extracédo de composto fenolicos
das folhas de Eucalyptus sp.

1 Introducéo

Existe uma crescente procura por substituir produtos sintéticos nas mais
diversas areas da indastria, com os antioxidantes ndo é diferente, em razdo disso a
extracdo de compostos fendlicos de subprodutos florestais tem aumentado, o que
contribui para que exista uma valorizacdo desses subprodutos que sdo geralmente
utilizados como biomassa para a geracdo de energia ou para enriquecimento e
protecdo do solo (MOTA et al., 2012; PIWOWARSKA; GONZALEZ-ALVAREZ, 2012;
PROESTOS et al., 2008).

Os fendlicos sdo uma classe de compostos que possuem anel aromatico com
um ou mais substituintes hidrofilicos, incluindo seus grupos funcionais. Eles tém
origem no metabolismo secundéario das plantas e sdo essenciais para o crescimento
e reproducdo das mesmas (KAUR; KAPOOR, 2001; SHAHIDI; NACZK, 2004). Esses
metabdlitos estdo ligados a defesa das plantas e apresentam atividade biologica
contra herbivoros e micro-organismos, podendo ser utilizados como inseticidas e
fungicidas (TAIZ; ZEIGER, 2004; NASS, 2007).

Os compostos fendlicos se encontram em todo o reino vegetal, como em frutas,
folnas e cascas. Esses compostos sdo excelentes antioxidantes pois possuem a
propriedade de doar elétrons e produzir radicais intermediarios estaveis (ANGEL;
GONZALEZ, 1999; CUVELIER et al., 1992). A atividade antioxidante pode auxiliar na
prevencdo de diversas doencas e também na conservacao de alimentos (MAILLARD
et al., 1996; GONZALEZ, 2002).

Apesar de serem compostos com ampla utilizacdo, ndo existe uma metodologia
Gnica para extragdo dos mesmos, cada autor utiliza uma temperatura e tempo
diferente. Kulkarni et al. (2015) utilizaram banho maria a 80 °C por 20 min, Almeida et
al. (2009) utilizaram agitacdo de 500 rpm e 40 °C, Brum (2010) utilizou extrator
Soxhlet, Reddy e Mandal (2017) utilizaram banho maria a 80 °C por 1h, todos para

extracdo de fenolicos das folhas de espécies de Eucalyptus.
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Em razdo disso, o objetivo da realizagdo do planejamento experimental foi
variar a temperatura e o tempo de extragao dentro de uma faixa utilizada na literatura
e escolher 0 ensaio que obteve maior rendimento para a sintese das nanoparticulas.

O planejamento realizado foi utilizado para escolher o melhor ensaio, porém
foram calculados os parametros para determinar se a equacgdo obtida através do
mesmo pode, ou nao, ser utilizada para predizer as respostas utilizando-se

temperaturas e tempos diferentes.
2 Metodologia

2.1 Obtencao e processamento das folhas

As folhas das espécies Eucalyptus dunnii Maiden e Eucalyptus grandis Hill
foram obtidas em uma propriedade particular no interior da cidade de Morro Redondo,
estado do Rio Grande do Sul. As arvores possuem de 4 a 7 anos de idade e
encontram-se na mesma posi¢ao solar.

ApOs coletadas, as folhas foram secas em estufa com circulacéo forcada de ar
por 48 h a 36 °C e moidas em moinho de facas tipo Willey. O p6 néo foi peneirado,
sendo utilizadas todas as granulometrias para a extragéo, e manteve-se 0 mesmo sob
refrigeracdo a 4° C e ao abrigo de luz, para evitar possiveis problemas com

fotodegradacao de compostos organicos.

2.2 Procedimento de extracao

Para a extracdo de compostos fendlicos, adicionou-se em erlenmeyers de 250
mL, 10g de folhas moidas e 100 mL de 4gua deionizada, a extracdo se deu em banho
termostéatico com as condi¢des de cada ensaio (item 2.4).

Apobs o tempo de extracao as solucdes foram centrifugadas a 3200 rpm por 10
min e filtradas a vacuo com papel filtro de celulose, e os extratos transferidos para

frascos com rosca e mantidos a 4°C na auséncia de luz para posterior analise.
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2.3 Quantificacéo de fendlicos totais

Determinou-se o teor de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteau segundo metodologia adaptada de Singleton et al. (1999).

2.3.1 Construcéo da curva padréo de acido galico

A solucéo padréo de acido galico foi preparada diluindo-se 0,059 em 100 mL
de metanol, obtendo-se concentracdo de 50 g.L. A partir dessa solugdo realizou-se
as diluicbes como demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Pontos para construc¢éo da curva padrédo de acido galico

~ V de solucao V de metanol . .
Solucéo padrao (mL) (mL) Conc. Final (g.L™)
0 0 10 0
1 0,5 9,5 0,025
2 1 9 0,05
3 2 8 0,1
4 3 7 0,15
5 4 6 0,2
6 5 5 0,25

Em tubos de ensaio foram acrescentados 0,1 mL de cada diluicdo, 3 mL de
agua destilada e 0,3 mL de reagente Folin Ciocalteu, a solucdo foi agitada e mantida
em repouso por 3 min. ApGs o repouso acrescentou-se 2 mL de carbonato de sodio
7,5% (m/v) e envolveu-se os tubos em papel aluminio que sdo mantidos em banho-
maria por 30 min a 37 °C. As leituras de absorbéncia foram realizadas em
espectrofotometro UV-vis (UV-2600, Shimadzu) com comprimento de onda de 765

nm.

2.2.2 Determinacgao de fendlicos totais nos extratos

Para a quantificacdo dos fendlicos totais as amostras foram diluidas em

proporcao 1:30 para possibilitar a leitura. O procedimento adotado € o mesmo utilizado
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para a construcdo da curva padrao, substituindo-se as diluicdes da solucdo padréo
pela amostra analisada. Para calcular os fendlicos totais utiliza-se a Equacgéo 1.

(1)

Mgeas ) _ Concentragéo em (MYepc)
massa da amostra (g)

Fendlicos totais (
amostra

Em que:
mMgeac = Mg em equivalentes de acido galico

2.4 Planejamento experimental para extracao de fendélicos

Para determinar as melhores condi¢cdes de extracdo de compostos fendlicos
realizou-se o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22. Sendo o
namero de variaveis independentes igual a dois, o planejamento contou com quatro
ensaios, trés pontos centrais (PC) e quatro pontos axiais contendo um total de 11
ensaios que foram avaliados através do software Statistica 7.0 com andlise de
variancia (ANOVA).

As duas variaveis independentes sdo temperatura (X1) e tempo de extracdo
(X2). A variavel dependente (resposta) é a concentragdo de fendlicos em mgeac.g2.

A Tabela 3 apresenta os valores reais e codificados que foram analisados para
determinar melhores condi¢cdes para obter a maior concentracdo de compostos

fendlicos.

Tabela 3 - Niveis codificados e reais das variaveis independentes

ind\elzgi\c/izir?tes Niveis codificados e reais das variaveis independentes
11,4142 1 0 +1 +1,4142

X1 (T °C) 30 37.3 S5 a7 %0

X2 (Tempo em 30 43,2 75 106,8 120

min)

A matriz de combinagfes dos 11 ensaios é apresentada na Tabela 4.
Apés a obtencdo dos resultados através do Software Statistica 7, alguns

calculos adicionais sdo feitos para determinar se o modelo matematico obtido pelo
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planejamento pode ser considerado preditivo para o resultado quando se utiliza outras

variagcfes de tempo e temperatura

Tabela 4 - Matriz de combina¢des do DCCR 22

Ensaio X1 (T °C) X2 (Tempo em min)
1 37,3 (-1) 43,2 (-1)
2 72,7 (+1) 43,2 (-1)
3 37,3 (-1) 106,8 (+1)
4 72,7 (+1) 106,8 (+1)
5 55 (0) 75 (0)
6 55 (0) 75 (0)
7 55 (0) 75 (0)
8 30 (-1,4142) 75 (0)
9 80 (+1,4142) 75 (0)
10 55 (0) 30 (-1,4142)
11 55 (0) 120 (+1,4142)

O primeiro passo foi realizar analise de variancia para poder realizar as
comparagoes entre os valores Fcalculado € Ftabelado, BOX €t al. (1978) determinaram quais
as relagbes entre Fcal/Ftan do modelo e da falta ajuste sdo as ideais para poder
considerar o modelo como preditivo e valido.

Depois, é possivel determinar o erro de ajuste (EA) e o erro relativo (ER) do
modelo obtido, comparando-se os valores experimentais e os calculados através da

equacao gerada pelo modelo. Sendo que:

EA = CFexperimentaI — CFalculada (2)

EA

ER= —— x 100 3
CFexperimental ( )

Em que:

EA = erro de ajuste

CFexperimental = concentracao de fendlicos experimental

CFcalculada = concentracao de fendlicos calculada pela equacgéo obtida

ER = erro relativo
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3.1 Eucalyptus dunnii
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A Tabela 5 apresenta a matriz utilizada para o planejamento experimental e

os resultados de cada ensaio. O ensaio que obteve a maior concentracéo de

compostos fendlicos foi 0 nimero 9, em que a temperatura era de 80 °C e o tempo

de 75 min.

Tabela 5 - Matriz de ensaios utilizada no DCCR (E. dunnii)

Ensaio X1 (T °C) X2 (Tempo em min) CF (mgeac.g?)
1 37,3 (-1) 43,2 (-1) 93,00
2 72,7 (+1) 43,2 (-1) 92,35
3 37,3 (-1) 106,8 (+1) 83,74
4 72,7 (+1) 106,8 (+1) 87,00
5 55 (0) 75 (0) 78,05
6 55 (0) 75 (0) 77,09
7 55 (0) 75 (0) 82,18
8 30 (-1,4142) 75 (0) 89,96
9 80 (+1,4142) 75 (0) 102,48
10 55 (0) 30 (-1,4142) 64,61
11 55 (0) 120 (+1,4142) 57,57

O Coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,84427 indicando que 84,43% da

variacdo da resposta pode ser explicada pelo modelo. A Tabela 6 apresenta os efeitos

e interacdes das variaveis independentes frente a variavel dependente.

Tabela 6 - Efeitos das varaveis independentes (E. dunnii)

Efeito Erro puro t (2) p
Média 79.10653 1,561456 50.66204 0,000389*
Temperatura 2 53950 0,956197 2 65583 0,117340
(linear)
Temperatura ) 4 gq, 1138112 9.79590 0.010261*
(quadratica)
Tempo (linear)  -3,07078 0,956197 -3,21145 0,084809*
Tempo -6,41651 1,138112 -5,63786 0,030050*
(quadratico)
Temperatura X 0,97750 1,352260 0,72286 0,544867
Tempo

Em que: * (p<0,1) valores significativos a 90% de confianga.
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Observando-se a coluna “efeito” na Tabela 6, a variavel temperatura
(quadrética) possuem efeito positivo, indicando que valores mais altos de temperatura
produzem maior concentracdo de fendlicos, este fato se comprova ao notar que os
ensaios que utilizaram temperaturas entre 30 e 55 °C, tiveram como resultados
concentragcdes mais baixas que os que utilizaram 72,7 e 80 °C, com excec¢ao do ensaio
1. Em relacdo ao tempo (linear e quadratico), este possui efeito negativo, indicando
gue os menores valores de tempo podem produzir resultados melhores, ndo sendo
necessario manter a solucdo em altas temperaturas por longos periodos de tempo
para obter bons resultados. Os ensaios 3, 4 e 11 que possuem 0s maiores tempos de
extracdo ndo obtiveram os melhores resultados.

A 90% de confiancga, as variaveis significativas do modelo foram a média, a
temperatura quadratica e o tempo (linear e quadratico), ao se apresentarem
significativas (p<0,1) as variaveis quadraticas indicam que ha curvatura na superficie
de resposta, ou seja, a relacdo entre as variaveis independentes com a dependente
nao é linear.

Através da analise de variancia (Tabela 7) é possivel calcular os valores de F,
Box et al. (1978) determinaram que para um modelo matemético ser considerado
valido e preditivo a relacdo entre o F calculado e o F tabelado (Fca/Ftab) da regresséao
deveria ser superior a 3, a do modelo proposto para a extracao de compostos fendlicos
de E. dunnii foi de 8,46, sendo superior ao exigido. Porém, os autores também
determinaram que a relacéo entre o Fcal/Ftab da falta de ajuste deveria ser inferior a
0,10 para que o modelo seja considerado bem ajustado, a deste modelo apresentou
valor de 1,22, mostrando que possui falta de ajuste, ndo sendo o modelo ideal para

predizer o comportamento dos dados.

Tabela 7 - Andlise de variancia (E. dunnii)

Fonte SQ GL QM Fcalculado Ftabelado®
Regressdo  1255,9793 4 313,9948 26,89741 3,180763
Residuos 70,0428 6 11,6738 Fcal/Ftab = 8,46
Faltade 5 160 3 82,05332 11,218 9,16179
ajuste
Erro puro 14,629 2 7,314433 Feal/Ftap = 1,22
Total 1674,6166

Em que: SQ é a soma dos quadrados, GL sdo os graus de liberdade e QM é o quadrado médio; *F
regresséo (0,1;4;6), F falta de ajuste (0,1;3;2).
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Ainda assim, foram calculados os valores de concentracdo de fendlicos
obtidos pelo modelo, para poder determinar os erros de ajuste e relativo, a partir das

equacdes utilizando todas as variaveis (Eq 3) e apenas as significativas (Eq 4).

CF4=79,1065 + 2,5395X; + 11,1488X,2 - 3,07078X, - 6,41651X,2+ 0,97750X,X, (4)
CF,=79,1065 + 11,1488X,? - 3,07078X, - 6,41651X,> (5)

Através da Tabela 8 pode-se comparar os resultados experimentais e

calculados para a variavel resposta, além dos erros referentes a diferenca entre eles.

Tabela 8 - Comparacéo dos resultados experimentais e calculados (E. dunnii)

Ensaio Exp CF1 Erro de Erro CF» Erro de Erro
(mgeac.gl) (mgeac.g?)  ajuste relativo  (mgeac.g’)  ajuste  relativo
1 93,00 85,35 7,66 8,23 86,91 6,09 6,55
2 92,35 88,47 3,88 4,20 86,91 5,44 5,89
3 83,74 77,25 6,49 7,75 80,77 2,98 3,55
4 87,00 84,29 2,72 3,13 80,77 6,24 7,17
S 78,05 79,11 -1,06 1,36 79,11 -1,06 1,36
6 77,09 79,11 -2,02 2,61 79,11 -2,02 2,61
7 82,18 79,11 3,07 3,74 79,11 3,07 3,74
8 89,96 97,81  -7,85 8,73 101,40 -11,44 12,72
9 102,48 105,00 -2,51 245 101,40 1,08 1,05
10 64,61 70,62 -6,00 9,29 70,62 -6,00 9,29
11 57,57 61,93 -4,36 7,58 61,93 -4,36 7,58

Menor e maior erro
_ 1,36 — 9,29% 1,36 -12,72%
relativo

Em que: Exp € o resultado experimental, CF1 € o resultado obtido pela equacao com todas as variaveis,
CF2 é o resultado utilizando apenas as variaveis significativas, erro de ajuste é a diferenca entre o valor
experimental e o tedrico e o erro relativo é a porcentagem da variacéo do erro de ajuste.

O erro relativo para a equacao utilizando todas as variaveis (CF1) apresentou
variacdo maxima de 9,29%, ou seja, a maior diferenca entre o valor calculado e o

experimental ndo chegou a 10%. Para a equacdo que utiliza apenas as variaveis
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significativas do modelo a variagdo maxima sobe para 12,72%. Portanto, a equacao
que possui todas as variaveis se ajusta melhor para predizer a concentracdo de
fendlicos utilizando outros valores para as variaveis independentes.

ApOs estas analises plotou-se o grafico 3D da superficie de resposta (Figura

6A) e o grafico de contorno (Figura 6B) obtido através da equacdo gerada pelo

modelo.
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Figura 6 - (A) Superficie de resposta e (B) grafico de contorno (E. dunnii)

O grafico apresenta regides de cores diferentes, onde em verde se encontram
0s menores valores da variavel resposta e em vermelho os maiores. A parte central
onde se encontram 0s pontos centrais escolhidos (55°C e 75 min) esta amarelada,
indicando que nao sdo os melhores valores. Se a extragdo fosse otimizada, essa
regido central deveria ser o ponto mais alto do grafico, indicando que o ponto central
€ a melhor resposta do modelo.

A partir do gréfico de contorno (Figura 6B), observa-se que as regides de
coloragdo vermelha mais escura estdo nas duas laterais, e praticamente
centralizadas, indicando que o tempo no ponto central pode ser o ideal, porém a
temperatura deverd ser variada na regidao mais alta (acima de 80 °C), ou na regido
mais baixa (abaixo dos 30 °C).

Neste trabalho, o objetivo era escolher, dentre os ensaios, aquele que

apresentou melhor resposta para a concentracdo de fendlicos, porém atravées da
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superficie de resposta e do grafico de contorno pode-se determinar outros valores de
temperatura e tempo para futuramente realizar um planejamento experimental com o

objetivo de otimizar o processo de extracao.

3.2 Eucalyptus grandis

A Tabela 9 apresenta a matriz de ensaio com os resultados para o E. grandis.
Através dela observa-se que o melhor resultado foi obtido para o ensaio 2 (72,7 °C e
43,2 min).

O coeficiente de correlacéo para o modelo foi de R20,77728, ou seja, 77,73%
da variacdo dos dados pode ser explicada pelo modelo. Este niUmero ja fornece um
indicio de que as condicbes de extracdo de compostos fendlicos variam entre
espécies do género Eucalyptus, pois os modelos para o E. dunnii e E. grandis
possuem a mesma variagcdo de temperatura e tempo e obtiveram resposta muito

diferentes.

Tabela 9 - Matriz de ensaios utilizada ho DCCR (E. grandis)

Ensaio X1 (T °C) X2 (Tempo em min) CF (mgeac.g™?)
1 37,3 (-1) 43,2 (-1) 34,00
2 72,7 (+1) 43,2 (-1) 75,05
3 37,3 (-1) 106,8 (+1) 52,4
4 72,7 (+1) 106,8 (+1) 53,57
5 55 (0) 75 (0) 53,57
6 55 (0) 75 (0) 41,18
7 55 (0) 75 (0) 42,92
8 30 (-1,4142) 75 (0) 35,61
9 80 (+1,4142) 75 (0) 47,74
10 55 (0) 30 (-1,4142) 48,05
11 55 (0) 120 (+1,4142) 56,66

A Tabela 10 apresenta os efeitos de cada variavel independente na variavel
dependente (resposta). Dentre as variaveis consideradas significativas a 90% de
confianca estdo a média, a temperatura linear e a interacdo entre a temperatura e o
tempo. Diferente dos resultados obtidos para o E. dunnii, as variaveis quadraticas nao

apresentaram significancia indicando que nao ha curvatura na superficie de resposta.
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Tabela 10 - Efeitos das varaveis independentes (E. grandis)

Efeito Erro puro t(2) p
Média 45 88991 3.872712 11,84955 0.007047*
Temperatura 7.42185 2371554 3.12953 0,088725*
(linear)
Temperatura -0,42247 2.822736 -0,14967 0,894757
(quadratica)
Tempo (linear) 1,13704 2,371554 0,47945 0,678927
Tempo 4,91763 2 822736 174215 0.223606
(quadratico)
TemTperat“ra X .9.97000 3,353867 -2,97269 0,096980*
empo

Os efeitos das variaveis significativas sdo positivos para temperatura linear,
indicando que temperaturas maiores produziram maiores concentra¢des de fendlicos,
e negativo para a interacao entre as variaveis, indicando que a interacdo entre o tempo
e a temperatura influencia negativamente na resposta.

O valor da relacdo FcalFiab (Tabela 11) da regressé@o no caso do modelo para
E. grandis o valor foi de 2,47, ficando abaixo do ideal. Para a falta de ajuste a relagéao
Fcal/Ftab deveria ser inferior a 0,10, a deste modelo foi de 0,16 ficando pouco acima

do ideal para o modelo ser considerado valido.

Tabela 11 - Andlise de variancia (E. grandis)

Fonte SQ GL QM Fcalculado Ftabelado®
Regressdo  838,2705 2 419,1352 7,683869 3,113118
Residuos  436,3794 8 5454742 FCEg 'Zt;b -
Falta de 198,481 3 66,16046 1,470438 9,16179
ajuste
Erro puro 89,987 2 44,9937 F%‘(')/ Fltgb -
Total 1295,2305

Em que: SQ é a soma dos quadrados, GL sdo os graus de liberdade e QM é o quadrado médio; *F
regresséo (0,1;2;8), F falta de ajuste (0,1;3;2).

Ainda assim, foram realizados os mesmos calculos com as equac¢fes do
modelo obtido, para determinar os erros de ajuste e relativo. A equacéo 6 corresponde
ao modelo com todas as variaveis e a equacgao 7 corresponde ao modelo que utiliza

apenas as variaveis significativas.
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CF,=45,88991 + 7,42185X, - 0,42247X,2 + 1,13704X, + 4,91763X,2- 9,97X,X, (6)
CF,=45,88991 + 7,42185X, - 9,97X;X, 7)

Diferentemente do E. dunnii, 0 modelo obtido para o E. grandis apresenta o
erro relativo mais acentuando (Tabela 12), sendo o méximo para o modelo com todas

as variaveis de 16,34% e apenas com as variaveis significativas de 19,09%.

Tabela 12 - Comparacédo dos resultados experimentais e calculados (E. grandis)

Ensaio =) CF1 Erro de Erro CF» Erro de Erro
(mgeac.g?) (Mmgeac.gl)  ajuste relativo  (mgeac.g?)  ajuste  relativo
1 34,00 31,86 2,14 6,31 28,50 5,50 16,18
2 75,05 66,64 8,41 11,21 63,28 11,77 15,68
3 52,4 54,07  -1,67 3,19 48,44 3,96 7,56
4 53,57 48,97 4,60 8,58 43,34 10,23 19,09
S 53,57 45,89 7,68 14,34 45,89 7,68 14,34
6 41,18 45,89 -4,71 11,44 45,89 -4,71 11,44
7 42,92 4589  -2,97 6,92 4589  -2,97 6,92
8 35,61 34,55 1,06 2,98 35,39 0,22 0,61
9 47,74 55,54 -7,80 16,34 56,39 -8,65 18,11
10

48,05 54,12 -6,07 12,63 45,89 2,16 4,50

11 56,66 57,33 -0,67 1,19 45,89 10,77 19,01

Menor e maior erro
_ 1,19 — 16,34% 0,61 —19,09%
relativo

Em que: Exp é o resultado experimental, CF1 é o resultado obtido pela equagéo com todas as variaveis,
CF2 é o resultado utilizando apenas as variaveis significativas, erro de ajuste é a diferenca entre o valor
experimental e o tedrico e o erro relativo € a porcentagem da variagcéo do erro de ajuste.

Nos dois graficos (Figura 7A e 7B) as regibes em vermelho apresentam os
melhores resultados, estando em temperaturas mais altas e tempos menores ou

tempos maiores e temperaturas menores.
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Figura 7 - (A) Superficie de resposta e (B) grafico de contorno (E. grandis)

Se tratando de material biolégico, temperaturas muito altas podem causar a

degradacdo dos mesmos, portanto temperaturas acima dos 100 °C podem nao ser
viaveis para extracao de fendlicos.

4 Conclusao

Os modelos matematicos obtidos para as duas espécies de Eucalyptus, apesar
de utilizarem as mesmas condi¢Oes de temperatura e tempo em todos 0s ensaios,
resultaram em respostas bem diferentes. O modelo do E. dunnii se ajustou melhor,
sendo capaz de explicar 84,43% da variagdo dos dados, enquanto o modelo do E.
grandis explicou 77,73%.

Esta diferenca comprova o motivo pelo qual foi realizado o planejamento em
separado para as duas espécies, o ensaio que obteve melhor resultado para o E.
dunnii (80 °C e 75 min) n&do foi o mesmo que obteve o melhor para o E. grandis (72,7

°C e 43,2 min), sendo necessaria uma metodologia diferente para cada espécie.
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CAPITULO 2 -Biossintese e caracterizacdo de nanoparticulas de 6éxido de cobre
(CuO)

1 Introducéo

A pesquisa relacionada a sintese de nanoparticulas metalicas utilizando
extratos vegetais tem crescido ano apés ano, ja foram utilizados extratos de flores,
folhas e cascas de diversas espécies para tal fim. A biossintese, ou sintese verde de
nanoparticulas ndo utiliza solventes toxicos, nem condi¢des extremas como elevadas
pressdes e temperaturas (NORUZI, 2015).

O mecanismo exato da sintese de nanoparticulas por extratos de plantas
ainda nao foi elucidado, mas sugere-se que proteinas, aminoacidos, acidos organicos,
vitaminas e ainda metabdlitos secundarios como flavonoides, polifendis,
polissacarideos dentre outros sdo 0s responsaveis por reduzir os sais metélicos e
estabilizar as nanoparticulas, realizando as duas funcées ao mesmo tempo (DUAN
et al., 2015).

Noruzi (2015) sugere que a biossintese utilizando extrato de plantas € mais
adequada para producédo em grande escala do que a utilizacdo de micro-organismos,
segundo o autor as plantas sdo mais seguras e levam menos tempo para realizar a
sintese, jA 0s micro-organismos muitos sdo patogénicos e levam varios dias para
conseguirem reduzir os sais metalicos.

Extratos de diferentes plantas ja foram utilizados para sintetizar CuO NPs para
as mais diversas aplicagcdes, como antifingica, antibacteriana, anticancer e
degradacdo de corantes (SANKAR et al., 2014; SIVARAJ et al., 2014b; SHENDE et
al., 2015; ROY et al.,, 2016). Na preservacdo da madeira as CuO NPs obtidas
comercialmente apresentaram excelente atividade contra fungos de podriddo branca
e parda, mas nao possuem atividade semelhante contra cupins (KARTAL et al., 2009;
MANTANIS et al., 2014).

Apesar de se encontrar na literatura diversos dados relacionados a acao de
CuO NPs contra fungos apodrecedores da madeira, estes sdo geralmente
relacionados a NPs de origem comercial ou sintetizadas quimicamente. Sendo assim,

0 objetivo deste estudo foi produzir CuO NPs utilizando extrato aguoso das folhas de
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duas espécies de Eucalyptus para aplicacdo como agente antifingico na preservacao
da madeira.

2 Materiais e métodos

2.1 Extracdo de compostos fendlicos

Os parametros de extracdo de compostos fendlicos das folhas de E. dunnii e
E. grandis foram determinados conforme descrito no Capitulo 1.

Foram adicionados em enrlenmeyer de 250 mL, 10g de folhas moidas e 100
mL de &gua deionizada e levados ao banho termostatico. Os parametros foram de 80
°C e 75 min para o E. dunnii e 72,7 °C e 43,2 min para o E. grandis.

Transcorrido o tempo de extracdo, os extratos foram filtrados a vacuo com

papel filtro de celulose e armazenados em refrigerador até a utilizacéo na sintese.

2.2 Biossintese de nanoparticulas de CuO

2.2.1 Método |

Para sintetizar as nanoparticulas de CuO o sal precursor foi acetato de cobre
dihidratado (Cu(CHsCOO0)2.2H20) na concentragdo de 0,5 mM. Para tanto, 0,01g de
sal foram adicionados em 80 mL de &gua deionizada, a solucédo foi agitada até
completa solubilizagdo do sal e entdo foram adicionados 20 mL de extrato aquoso de
E. dunnii sob agitacdo magnética constante por 24h, a solucéo foi centrifugada e
lavada 2x com agua deionizada, o precipitado foi seco em estufa a 100 °C. O p6 de
coloracao preta obtido foi dispersado com auxilio de almofariz e pistilo e armazenado
ate realizacao das analises.

Este método de sintese, com poucas diferencas, € utilizado pela maioria dos
artigos de biossintese com extratos foliares, porém, as particulas obtidas tiveram
carater amorfo e ndo apresentaram picos de absor¢éo no espectro UV, em razdo disso

realizou-se tratamento térmico em forno tipo mufla de 700 °C por 4h.
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2.2.2 Método |l

Neste método de sintese, baseado no trabalho de Rehana et al. (2017), foram
utilizados 1,57g de sal precursor e 20 mL de extrato de E. dunnii e E. grandis sob
agitacdo magnética vigorosa e na temperatura de 80°C por 20 min. Transcorrido o
tempo de sintese a amostra foi levada a mufla ainda fria, ligou-se a mesma que possui
taxa de aquecimento de aproximadamente 12°C/min até 500°C na qual permaneceu
durante 2h.

O procedimento de aquecimento da mufla foi adotado para evitar a fervura
imediata e consequente aumento de volume da solucdo, a qual poderia virar dentro
da mufla.

O p6 de coloracéo preta obtido foi dispersado com auxilio de almofariz e pistilo

e armazenado até realizacGes das analises.

2.3 Caracterizacdo das nanoparticulas

2.3.1 Espectroscopia UV-Vis

A técnica foi utilizada para identificar a formacg&o de nanoparticulas através das
propriedades 6pticas de absor¢cdo em banda caracteristica das nanoparticulas de
CuO.

As leituras de absorbéncia foram realizadas na faixa de 200 a 800 nm em
espectrofotometro  UV-vis (UV-2600, Shimadzu) pertencente a Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Pelotas. O extrato também foi analisado para

desconsiderar qualquer interferéncia na banda de absorcéo das nanoparticulas.

2.3.2 Difragéo de raio-X

Para determinar a estrutura cristalina dos dois oxidos realizou-se a analise no
Difratdmetro de Raios X (Bruker, D8 Advance) pertencente ao Centro de Microscopia
da Regido Sul (CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG),
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utilizando radiagéo Cu Ka1 (A=1,5418A), com 40 kV e 340 mA em um intervalo de 10
a 90° com varredura de 0.05°/min.

O arquivo CIF utilizado para identificar os picos cristalinos dos difratogramas foi
obtido da base de dados de acesso livre COD (Crystallography Open Database).
Sendo que a geragdo dos difratogramas, visualizacdo da estrutura tridimensional e
dos planos hkl foi realizada através do software Mercury 4.0.0.

Posteriormente, determinou-se o tamanho de cristalito através da equacao de
Debye-Scherrer (Equacao 8) (KLUG, 1962).

ok
hkI™B.cosB

(8)

Em que:
Dnk,! = diametro do cristalito;
k = fator de forma da esfera (0,89);
0 = angulo de difracao;
B = metade da largura total (FWHM) do pico;

A = comprimento de onda de raios-X.

2.3.3 Microscopia Eletrénica de Transmissao

A morfologia e o tamanho das nanoparticulas de CuO foram determinados
através de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET). A analise foi realizada no
Microscopio Eletrénico de Transmissao (MET) (Jeol JEM-1400, Japdo) operando a
100 kV em alto vacuo. O MET é pertencente ao Centro de Microscopia da Regido Sul
(CEME-SUL) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

A amostra foi preparada através da dispersao das nanoparticulas em agua Milli-
Q em banho de ultrassom por 20 min. Apos a dispersao, pingou-se duas gotas em um
filme de carbono amorfo, sustentado em grade de cobre com 3,0 mm de diametro e
as amostras foram mantidas em dessecador até completa evaporacéo do solvente.

As imagens obtidas foram analisadas através do Software Image J 1.50i.
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2.3.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A analise foi realizada para determinar os grupos funcionais ligados as
nanoparticulas apos a sintese e o tratamento térmico, o que permitiu ter um indicio de
guais sdo 0s compostos responsaveis por estabilizar as mesmas.

O po obtido apds a secagem e/ou tratamento térmico e a amostra de extrato
foram analisados em um equipamento FTIR modelo Jasco 4100 equipado com
refletancia total atenuada (ATR) pertencente ao Laboratorio de Propriedades Fisicas
e Mecanicas da Madeira da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os espectros
de FTIR foram recolhidos com gama de 4000 cm™ até 600 cm™ com resolucéo de 4

cmt.

2.4 Atividade antifungica contra xil6fagos

Para determinar a atividade das nanoparticulas contra fungos xiléfagos foi
realizado um teste rapido em que as nanoparticulas biossintetizadas foram suspensas
em alcool etilico e vertidas sobre o meio de cultivo agar-batata-dextrose (BDA) esteéril
e ja rigido na placa de petri. Apds a secagem do solvente, foi disposto no centro da
placa de petri discos de micélio dos fungos com aproximadamente 6 mm de diametro.

As concentragfes de CuO NPs testadas foram de 1000, 500 e 250 pg.ml?t de
meio e os fungos utilizados foram Trametes versicolor cepa LPF-108 e Phanerochaete
chrysosporium cepa LPF-105.

Os diametros de crescimento dos fungos foram medidos a cada 24h com auxilio
de paquimetro digital até que o fungo da placa controle ocupasse todo o espaco util
(84 mm) de meio de cultivo, e a porcentagem de inibicdo foi calculada conforme a Eq

9 utilizada por Gopalakrishnan et al. (1997).

% inibigéo=1 00 — (diémetro (mm) do tratado x100) (9)

didametro (mm) do controle
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2.4.1 Anélise estatistica

Para determinar se existe diferenca significativa entra as diferentes
concentracbes de NPs testadas, realizou-se a andlise da variancia (ANOVA),
executando-se o teste de comparacdo de médias LSD de Fisher. As analises
estatisticas foram desenvolvidas utilizando probabilidade de erro de 5% com auxilio

do software Statgraphics Centurion.

3 Resultados e discussao

3.1 Caracterizacao

O Método |, apesar de ocorrer a mudanca de coloracao da reacdo para marrom
avermelhado (Figura 8) como muitos autores citam ser indicio da sintese de CuO NPs,
a solucdo ndo apresentou pico caracteristico das mesmas no espectro UV-vis e
apresentou carater amorfo na difracdo de raio X, além de morfologia retangular na

microscopia eletrdnica de transmissao.

0 i:‘ mY\ 0 - "I

Figura 8 - Etapas da reacdo de sintese Método I. (A) acetato de cobre; (B)
imediatamente apds adicdo do extrato; (C) 24 h depois.

. A ressonancia plasmoénica de superficie, fenbmeno pelo qual ocorre a
absorcdo em determinado comprimento de onda depende do tamanho e da disperséo

das nanoparticulas. Em razéo disso, ha na literatura diversas bandas consideradas
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caracteristica das nanoparticulas de cobre como em torno de 220-225nm e em 570 e
700nm (CHAN et al., 2007; DANG et al., 2011; SIVARAJ et al., 2014a; ROY et al.,
2016).

Comparando o espectro do extrato e da solucdo de sintese de nanoparticulas
(Figura 9), além do espectro da agua deionizada, verifica-se que o Unico pico presente

€ do préprio extrato, além da zona de ruido em que até o espectro da agua apresenta

oscilacoes.
5
Extrato E. dunnii
—— Solugao de sintese
e agua deionizada
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Figura 9 - Espectro UV-vis das CuO NPs sintetizadas pelo Método |

Alguns autores indicam que CuO NPs podem absorver em comprimento de
onda em torno de 200 e 300 nm (GNANAVEL et al.,, 2017; NAIKA et al., 2015;
SIVARAJ et al., 2014), porém os artigos de sintese quimica, sem utilizacdo de
extratos, relatam apenas entre 500 e 700 nm (DANG et al., 2011; KUMAR et al., 2013).

Nas micrografias do MET antes do tratamento térmico (Figura 10A) as
nanoparticulas apresentaram morfologia retangular, diferente das morfologias da
maioria dos trabalhos relacionados a biossintese, que é esférica, além de tamanho

médio acima de 100 nm.
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Figura 10 - Micrografias do MET das CuO NPs sintetizadas pelo Método | secas a 100 °C, em que (A)
particulas, (B) matéria organica

A morfologia encontrada é provavelmente referente ao sal precursor que nao
reduziu, Ren et al. (2009) também obtiveram CuO NPs de morfologia retangular
através do método de termo plasma, porém estas possuiam tamanhos entre 22 e 94
nm. Além das particulas também € possivel observar matéria organica presente na
amostra (Figura 10B) proveniente do extrato apos a secagem a 100 °C.

As micrografias da amostra apds o tratamento térmico (Figura 11) demonstram
a morfologia esférica das NPs, porém estas possuem didmetros muito pequenos para

serem medidos, pois 0 equipamento utilizado n&o possui resolucdo o suficiente para

tal.

50 nmb X e X : : : : 0

Figura 11 - Micrografias do MET das CuO NPs sintetizadas pelo Método | apés o tratamento térmico a
700 °C

Observa-se que as NPs aparentam estarem em pequenos aglomerados e
envoltas por algum composto. Esta aglomeracéo de particulas pequenas, formando
morfologias esféricas maiores é semelhante a observada por Karimi e Mohsenzadeh
(2015) e Prabhu et al. (2017) na Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
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A Figura 12 apresenta os difratogramas para as amostras obtidas no Método |
de sintese, onde CuO 100 °C refere-se a amostra seca, sem tratamento e CuO 700

°C refere-se a amostra apés o tratamento térmico.

CuO.Ed 700 °C CuO.Ed 100 °C
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Figura 12 - Difratogramas do CuO sintetizado pelo Método | antes e
depois do tratamento térmico

Os picos de difracdo estdo localizados em 32,57, 35,59, 38,78, 48,79, 53,54,
58,31, 61,56, 65,83, 66,27, 68,12, 72,42, 75,27° e 0s respectivos planos referente a
eles estdo identificados na figura, o padrdo é de particulas esféricas de fase
monoclinica e a estrutura cristalina é cubica de face centrada, foi utilizado como
referéncia o COD ID 7212242.

A amostra sem tratamento térmico possui carater de material amorfo, nédo
apresentando nenhum pico de difracdo caracteristico. Resultados semelhantes estao
presentes na literatura onde, apesar de citar como cristalino o CuO obtido pela
biossintese utilizando Carica papaya como agente redutor, Sankar et al., (2014)
obtiveram difratograma semelhante a amostra de CuO sem tratamento térmico. O
mesmo tipo de difratograma apresentou Wang et al. (2014b) para biossintese de
nanoparticulas de ferro utilizando extrato de Eucalyptus sp, possuindo caracteristicas

de material amorfo quando ndo hé& calcinacdo apos a sintese.
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O didmetro médio de cristalito obtido através da equacao de Debye-Scherrer
para a amostra calcinada a 700 °C foi de 19,79 nm, similiar com os 16,78 nm
encontrados por ljaz et al. (2017) e inferiores aos 26 nm encontrados por Sivaraj et al.
(2014a) e os 46 nm de Sivaraj et al. (2014b).

Na preparacdo da amostra para a analise de MET, o CuO por né&o ser soluvel
em &agua, decanta no fundo do eppendorf utilizado. Em raz&o disso, e para evitar a
concentracdo em demasiado no grid, esperou-se ocorrer a decantacao da maioria das
particulas, para pegar com auxilio da pipeta de pasteur apenas as que permaneceram
em suspensdo por mais tempo. Este pode ser o motivo pelo qual as NPs que
aparecem no MET serem menores que os resultados obtidos pelo DRX, ja que o
diametro médio calculado a partir do difratograma € uma aproximacao e as particulas
gue decantaram podem ser maiores.

A Figura 13 apresenta os difratogramas obtidos pelo Método Il, no qual foram
utilizadas as duas espécies de Eucalyptus, além de comparar com a amostra do

Método | calcinada.
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Figura 13 - Difratogramas do CuO sintetizadas pelo Método Il

Os difratogramas de todas as amostras sado semelhantes, inclusive nas
intensidades dos picos, porém nas duas amostras sintetizadas pelo Método I

apareceu um pico em torno de 28,45° que néo é caracteristico do CuO, indicio de que
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h& algum contaminante, possivelmente seja 0 6xido cuproso (Cu20) estado de menor
oxidacao que o CuO. Antes das solu¢des do Método Il serem levadas a mufla, houve
a formacdo de pd vermelho precitado, outro indicio da sintese de Cu20 que
possivelmente possa continuar neste mesmo estado de oxidacdo apesar do
tratamento térmico.

Os diametros de cristalito obtido para as particulas obtidas com extrato de E.
dunnii e E. grandis foram 24,73 e 25,28 nm respectivamente. Rehana et al. (2017)
utilizando método de sintese semelhante obtiveram particulas biossintetizadas por
extratos de diferentes plantas com diametros entre 9,8 e 10,77 nm.

O diametro médio obtido pelo Método | foi entre 5 e 6 nm menor que o obtido
para o Método Il. Porém, ao realizar andlise de Microscopia Eletrénica de Transmissao
(MET), as particulas sintetizadas pelo Método Il formaram grandes agregados,
impossibilitando a visualizacdo de particulas dispersas e interagindo com o feixe de
elétrons. Isso pode ter ocorrido devido a alta concentracdo de sal precursor, em que
a concentracdo de extrato ndo foi suficiente para estabilizar as particulas obtidas,
causando maior agregacao.

Para determinar os possiveis compostos provenientes dos extratos ligados as
nanoparticulas apds a sintese, foi realizada andlise de FTIR. Os picos encontrados e

as ligacdes as quais eles representam estao identificados na Tabela 13.

Tabela 13 - Grupos funcionais referentes aos picos do espectro FTIR

Pico Identificacdo

3343 — 3295 O-H de grupos fendlicos, alcoois e acidos carboxilicos;
2129 C=C alcino

1738 — 1731 C=0 de acidos carboxilicos, alde|,dos, éster; amidas de enzimas

e proteinas
1640 — 1566 C=0 amidas; N-H de aminas prlmarla.s; C=C de anéis
aromaticos e alcenos;

1423 — 1444 C-H alcanos; Nitro (R-NO2)

1368 — 1359 Nitro (R-NO2)

1219 — 1221 C-N de aminas; C-O éster, e'gerZ alcoois, acidos carboxilicos e

anidridos
1031 - 1044 C-N de aminas alifaticas; C-O de alcoois e fenois

Fonte:(PAVIA et al., 2010)
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A Figura 14 apresenta os espectros do extrato de E. dunnii e a amostras do
Método | antes e depois do tratamento térmico. A Figura 15 apresenta os espectros
das NPs sintetizadas pelo Método I, além do extrato aquoso. Os dois extratos
apresentaram alta semelhanca, apenas deslocando os picos em no maximo 5 cm,

em razao disso escolheu-se por manter apenas um espectro de extrato para nao poluir

o gréfico.
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Figura 14 - Espectros FTIR do CuO sintetizado pelo Método |
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Figura 15 - Espectros FTIR do CuO sintetizado pelo Método Il
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Nasrollahzadeh et al. (2014) sugere que compostos com funcionais O-H e N-O
podem agir como agentes redutores para a sintese de NPs, doando elétrons aos
metais com carga positiva, que ficam com carga zero e se unem, causando o efeito
de nucleacdo, até determinado tamanho em que 0s compostos ainda presentes se
ligam as NPs estabilizando-as.

Através da comparagdo entre 0s espectros se observa que na amostra nao
calcinada ainda havia muita matéria organica presente, e apés a calcinacao poucos
picos restaram, sendo estes 1738 cm™ correspondendo a &cidos carboxilicos,
aldeidos conjugados ou ainda proteinas, 1366 cm de grupos nitro, e 1220 ligacdes
C-O que podem ser de éster, éter, alcoois e acidos carboxilicos.

Os espectros das NPs sintetizadas pelo método Il apresentam diferencas entre
si, 0s picos que restaram apds a sintese sdo praticamente iguais, porém possuem
intensidades diferentes. As CuO NPs sintetizadas com extrato de E. dunnii
provavelmente possuem menos matéria organica ligada, apesar do extrato possuir
maior concentracao de compostos fendlicos, este fato pode indicar que existem outros
compostos organicos ligados a estabilizacdo das particulas, os quais podem estar
presentes em maior quantidade no extrato de E. grandis.

Os picos de maior intensidade presentes nos espectros das NPs sintetizadas
pelo Método Il sdo os mesmos que 0s presentes nas NPs do Método |. Os picos
menos acentuados em 1031 e 1438 cm™ indicam a presenca de compostos
aromaticos.

Autores que obtiveram resultados semelhantes indicam que estes picos nas
nanoparticulas biossintetizadas séo indicios de que compostos fendlicos, flavonoides
e proteinas estao envolvidos na estabilizacdo das particulas, evitando a aglomeracéo
das mesmas (HARNE et al., 2012; ROY et al., 2016; SIVARAJ et al., 2014a).

3.2 Atividade antifangica

Para o teste de atividade antifingica foram utilizados dois fungos de podridédo
branca porque este tipo de fungo tem a capacidade de degradar os dois principais
componentes da madeira, celulose e lignina, e causar grandes perdas para o setor

madeireiro.
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A curva de crescimento do fungo T. versicolor do controle e dos tratamentos

inibicdo do crescimento do fungo.
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Figura 16 - Curvas de crescimentos dos fungos (A) T. versicolor e (B) P. chrysosporium tratados com
CuO

Analisando-se a Tabela 14 nenhuma das concentracfes testadas foi capaz de
inibir completamente o crescimento do fungo T. versicolor, sendo a concentracdo de
1000 pg.mlt o melhor resultado inibindo em 72,7% o crescimento micelial. Porém o

P. chrysosporium foi fortemente inibido em todas as concentragdes testadas.

Tabela 14 - Inibigdo do crescimento de fungos xil6fagos por CuO sintetizado pelo Método Il com
extrato de E. dunnii

Concentragao % inibicdo
(ug.ml 1) T. versicolor P. chrysosporium
250 10,87° (+ 6,55) 97,282 (+ 3,54)
500 64,322 (+ 26,88) 99,542 (+ 0,45)
1000 72,702 (£ 17,33) 1002 (+ 0,00)

Em que: médias seguidas da mesma letra, na coluna, nédo diferem significativamente em 5% de erro,
conforme o teste F (p < 0,05) e LSD Fisher.

O fungo P. chrysosporium apresentou maior susceptibilidade a acdo as CuO
NPs e o desvio padrdo n&o foi muito acentuado, porém o T. versicolor além de ser
mais resistente a acdo das NPs também apresentou desvio padrdo relevante nas
concentracdes de 500 e 1000 pg.mlt. Por essa razdo, ndo houve diferenca

significativa entre estas concentragoes.
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O cobre em pequenas concentragdes pode nédo apresentar acao contra fungos
mais resistentes e acabar agindo apenas como micronutriente, essencial para a
atividade de algumas enzimas, porém em altas concentracdes € toxico para a maioria
das células (PARIL et al., 2017). Outros autores indicam que CuO NPs apresentam
excelente atividade contra fungos de podridao branca, incluindo T. versicolor, neste
estudo o mesmo fungo apresentou relativa resisténcia, claramente relacionada a
concentragdo. Pafil et al. (2017) utilizaram concentracdes de 1000 a 3000 pg.mlt de
CuO NPs em madeiras tratadas, afim evitar a perda de massa pela podridao causada
por T. versicolor, e observaram que na menor concentracdo houve minima perda de
massa relacionada a ele.

Fungos de podriddo parda tem apresentado maior resisténcia a CuO e ZnO
NPs, em que a madeira tratada perde mais de 30% de massa no ensaio de
apodrecimento, as nanoparticulas baseadas em boro sdo mais eficazes, tendo as
madeiras tratadas menos de 10% de perda de massa, porém essas particulas sdo
facilmente lixiviaveis (KARTAL et al., 2009; MANTANIS et al., 2014).

O fungo P. chrysosporium apresentou alta susceptibilidade a nanotubos de
carbono, extrativos de espécies tropicais da Africa, extrativos de espécies brasileiras
e extratos de Streptomyces (SANTANA, 2011; MOUNGUENGUI et al.,, 2016;
SHARMA et al., 2016; MING et al., 2018).

As CuO NPs biossintetizadas neste estudo apresentam relevante atividade
contra fungos de podriddo branca, porém cada fungo possui comportamento préprio
frente a acdo destas. Futuramente deve-se testar concentracbes maiores contra o T.
versicolor, afim de determinar a menor concentracao capaz de inibir completamento o

crescimento deste fungo.
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4 Concluséao

O método mais utilizado na literatura s6 foi capaz de biossintetizar
nanoparticulas de oxido de cobre (CuO NPs) apés o tratamento térmico, apesar de
haver mudanca de coloracéo na solucéo de sintese, a mesma nao apresentou picos
caracteristicos de absorcao no espectro UV-visivel, tinha carater amorfo na anélise de
difracéao de raio-X (DRX) e morfologia retangular com tamanhos acima de 100 nm.

Apos a calcinacdo a 700 °C, o DRX apresentou carater cristalino, com diversos
picos de difracdo caracteristicos do CuO, e diametros de particulas de 19,79 nm. O
segundo método testado, com calcinacdo a 500 °C, também apresentou material
cristalino e didametros menores, entre 24 e 26 nm.

Todas as amostras apresentaram picos referentes ao extrato na analise FTIR,
indicando que mesmo apods o tratamento térmico ainda existe material organico ligado
as nanoparticulas estabilizando-as.

As CuO NPs sintetizadas pelo Método Il utilizando extrato de E. dunnii,
apresentaram excelente atividade antifingica contra o P. chrysosporium, inibindo o
crescimento do mesmo em todas as concentracdes acima de 97%, sendo que na
maior concentracdo o mesmo foi completamente inibido. O T. versicolor apresentou
maior resisténcia as CuO NPs, onde a menor concentracao inibiu apenas 10% e maior
72,7%.

Com estes resultados conclui-se que CuO NPs podem ser sintetizadas
utilizando-se extrato de folhas de Eucalyptus sp., porém o método mais utilizado para
biossintese pode nao ser o ideal neste caso, necessitando de tratamento térmico para
obter material cristalino. Além disso, as CuO NPs sintetizadas podem ser utilizadas

como agente antifangico no tratamento contra fungos apodrecedores da madeira.
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CAPITULO 3 - Biossintese e caracterizagdo de nanoparticulas de 6xido de zinco
(ZnO)

1 Introducéo

A biossintese de nanoparticulas tem atraido grande interesse de pesquisadores
que procuram meétodos mais simples de sintese e que ndo deixem residuos de
solventes e quimicos toxicos, permitindo a aplicacdo destas NPs em areas como a
medicina, cosméticos e alimentos (MAHANTY et al., 2013; DOBRUCKA,;
DLUGASZEWSKA, 2016; MATINISE et al., 2017).

Nanoparticulas de oOxido de zinco ja foram eficientemente sintetizadas com
extratos de vérias espécies vegetais como Trifolium platense, Moringa oleifera,
Nyctanthes arbor-tristis, Ocimum basilicum, Ceropegia candelabrum, Azadirachta
indica e Eucalyptus globulus (SALAM; SIVARAJ; VENCKATESH, 2014; ELUMALAI;
VELMURUGAN, 2015; DOBRUCKA; DLUGASZEWSKA, 2016; MATINISE et al.,
2017; MURALI et al., 2017; REDDY; MANDAL, 2017).

Dentre as aplicacdes das ZnO NPs esta sua acdo contra micro-organismos
como bactérias e fungos. Micro-organismos patogénicos como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Candida
tropicalis sdo suscetiveis sua acado (ELUMALAI; VELMURUGAN, 2015; DOBRUCKA;
DLUGASZEWSKA, 2016).

Além de apresentar acdo antimicrobiana contra patogénicos, as ZnO NPs
também possuem atividade antifiingica contra fungos xiléfagos como Trametes
versicolor e Gloeophyllum trabeum, sendo capazes de diminuir consideravelmente a
perda de massa de madeiras impregnadas (KARTAL; GREEN; CLAUSEN, 2009;
MANTANIS et al., 2014; TERZI et al., 2016).

Apesar de ZnO NPs apresentarem acao contra fungos xil6fagos em estudos
anteriores, todas as particulas testadas eram de origem comercial ou sintetizadas por
meétodos quimicos. Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi biossintetizar ZnO NPs
utilizando extrato de Eucalyptus dunnii para aplicagéo contra fungos apodrecedores

da madeira.
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2 Materiais e métodos

2.1 Extracdo de compostos fendlicos

Os parametros de extracado de compostos fendlicos das folhas de E. dunnii
foram determinados conforme o planejamento experimental descrito no Capitulo |.

Foram adicionados em enrlenmeyer de 250 mL, 10g de folhas moidas e 100
mL de agua deionizada e levados ao banho termostatico a 80 °C por 75 min.

Transcorrido o tempo de extracdo, os extratos foram filtrados a vacuo com

papel filtro de celulose e armazenados em refrigerador até a utilizacdo na sintese.

2.2 Biossintese de nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO)

2.2.1 Método |

Para sintetizar as nanoparticulas de ZnO o sal precursor foi acetato de zinco
dihidratado (Zn(CH3COO)2.2H20). Para tanto, utilizou-se 50 mL de uma solucédo de 5
mM do sal precursor e 50 mL de extrato de E. dunnii, a solucdo foi mantida sob
agitacdo magnética por 24 h, e ap0s esse periodo o precipitado obtido foi centrifugado
e lavado 2x com agua deionizada. Apés a lavagem foi seco em estufa a 100 °C.

O po6 obtido era de coloracdo avermelhada e apresentou carater amorfo na
difracéo de raio X, em razéo disso foi levado ao forno tipo mufla a 500 °C por 2h.

Novamente, esta metodologia de sintese é semelhante a descrita em artigos
relacionados a biossintese de nanoparticulas de ZnO, porém néo resultou particulas

cristalinas e foi necessario realizar o tratamento térmico.

2.2.2 Método I

Neste método de sintese, baseado no trabalho de Rehana et al. (2017), foram
utilizados 1,57g de sal precursor e 20 mL de extrato de E. dunnii sob agitacao
magneética vigorosa e na temperatura de 80°C por 20 min. Transcorrido o tempo de

sintese a amostra foi levada a mufla ainda fria, ligou-se a mesma que possui taxa de
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aquecimento de aproximadamente 12 °C.min! até 500 °C, na qual permaneceu
durante 2h.

O procedimento de aquecimento da mufla foi adotado para evitar a fervura
imediata e consequente aumento de volume da solucdo, a qual poderia virar dentro
da mufla.

O po de coloracao acinzentada obtido foi dispersado com auxilio de almofariz

e pistilo e armazenado até realizacGes das analises.

2.3 Caracterizacdo das nanoparticulas

As metodologias de caracterizacdo das particulas de ZnO foram Difracédo de
Raio-X, Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e
atividade antifungica contra xil6fagos, foram realizadas conforme os itens 2.3.2, 2.3.4
e 2.4 do Capitulo 1.

Evitou-se descrever novamente as metodologias para néo tornar o trabalho
repetitivo. Nao se utilizou da Espectroscopia UV-vis porque outros autores descrevem
a absorcao de ZnO na regido de 300 nm, a mesma regido em que aparece 0 pico
referente ao extrato, causando sobreposicdo (SINGH et al.,, 2011; MURALI et al.,
2017).

3 Resultados e discusséao

3.1 Caracterizacao

O método | de sintese, assim como ocorreu com o CuO, também néo foi capaz
de resultar em material cristalino. A Figura 17 demonstra os difratogramas referentes
a amostra seca a 100 °C e ap6s o tratamento térmico a 500 °C. Todos 0s picos sao
referentes ao 6xido de zinco (ZnO) e estao localizados em 31,77, 34,43, 36,26, 47,54,
56,58, 62,84, 66,35, 67,92, 69,06, 72,56, 76,92, 81,39 e 89,57° caracteristicos da
estrutura cristalina hexagonal tipo wurtzita, foi utilizada como referéncia a ficha COD
ID 2300450.
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Figura 17 - Difratogramas de ZnO sintetizado pelo Método | antes e
depois do tratamento térmico

Diferentemente do que se encontra na literatura para biossintese de CuO NPs,
em que nao é realizado tratamento térmico, a maioria dos autores que sintetizam ZnO
NPs via extrato de plantas utilizam tratamento ap0s a sintese com temperaturas entre
400 e 500 °C (ELUMALAI; VELMURUGAN, 2015; MURALI et al., 2017).

Matinise et al. (2017) observou o0 mesmo padrao de difracdo para amostras
secas a 100 °C e calcinadas a 500 °C, em que a amostra apenas seca apresentou
picos pouco distinguiveis, enquanto a amostra calcinada possuiu alta cristalinidade
com todos os picos sobressalentes.

Os difratogramas das amostras de ZnO sintetizadas pelo Método | e Il (Figura
18) possuem 0s mesmos picos, porém os picos referentes ao Método Il sdo mais
intensos. Matinise et al. (2017) sugerem que este comportamento se deve ao aumento
da concentracédo de ZnO, o que faz com que um maior numero de particulas estejam

orientada no mesmo plano.
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Figura 18 - Difratograma de ZnO obtido pelo Método | e Il

O didmetro médio das particulas obtidas foi de 26,47 nm para o Método | e
32,24 nm para o Método Il, maiores que os 11,6 nm encontrados por Reddy et al.
(2017) utilizando Eucalyptus globulus e os 18 nm de Elumalai e Velmurugan (2015)
utilizando Azadirachta indica, porém menores que os 50, 66 e 70 nm obtidos através
da biossintese com extratos de Ocimum basilicum, Corriandrum e Trifolium pretense
respectivamente (DOBRUCKA; DLUGASZEWSKA, 2015; GNANASANGEETHA,;
SARALATHAMBAVANI, 2013; SALAM et al., 2014).

Além disso, corrobora com os resultados de Matinise et al. (2017) que variaram
a concentracao do sal precursor (nitrato de zinco) entre 0,3444-10,333 g e observaram
gue quanto menor a concentracdo de zinco na sintese, menor o diametro das
particulas obtidas, o qual variou entre 12,27-30,51 nm.

Os espectros FTIR (Figura 19) foram semelhantes aos obtidos para as CuO
NPs, sendo os picos um pouco deslocados. Os espectros para a amostra seca e a
calcinada demonstram também o mesmo padrdo, em que a amostra seca possui mais
picos semelhantes ao extrato, indicando que ainda ha grande presenca de matéria
organica, porém na amostra calcinada, apenas trés picos do extrato permanecem bem

distinguiveis.
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Figura 19 - Espectros FTIR do ZnO sintetizado pelo Método | e Il

Os picos relacionados ao extrato foram identificados na pagina 51 no Capitulo
I, os picos presentes na amostra calcinada s&o provenientes de 1737 cmde ligacdes
C=0 de acidos carboxilicos e aldeidos ou ainda proteinas, 1368 cm™ C-N de grupos
nitro, além de 1212 de ligac6es C-O de éster, alcoois e acidos carboxilicos.

Reddy et al (2017) observaram mais picos remanescentes do extrato de E.
globulus nas ZnO NPs biossintetizadas. Mesmo apds tratamento de 2h a 400 °C ainda
restaram picos referentes a fendis, acidos carboxilicos e alcoois.

Elumalai e Velmurugan (2015) Indica a presenca de polidis, terpendides,
proteinas, alcoois, cetonas e &cidos carboxilicos nas ZnO NPs biossintetizadas
através dos picos remanescentes do extrato de A. indica, além de indicar que as
proteinas podem ser as responsaveis pela estabilizacdo das NPs, formando um

revestimento em torno das mesmas.
3.2 Atividade antifungica
As ZnO NPs biossintetizadas inibiram 100% do crescimento do fungo P.

chrysosporium em todas as concentracdes (Tabela 15), demonstrando excelente

atividade contra este xil6fago. Porém, assim como no caso das CuO NPs nenhuma
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concentracéo foi capaz de inibir totalmente o desenvolvimento do T. versicolor, mas

este foi mais suscetivel a agdo das ZnO NPs.

Tabela 15 - Inibicao do crescimento de fungos xiléfagos por ZnO sintetizado pelo Método Il com
extrato de E. dunnii

Concentracao % inibicdo
(ug.mlt) T. versicolor P. chrysosporium
250 81,072 (£ 9,61) 1002 (+ 0,00)
500 82,742 (+ 3,10) 1002 (= 0,00)
1000 92,722 (£ 6,83) 1002 (x 0,00)

Em que: médias seguidas da mesma letra, na coluna, nédo diferem significativamente em 5% de erro,
conforme o teste F (p < 0,05) e LSD Fisher.

As concentracoes de ZnO NPs testadas apresentaram excelente atividade
contra os dois fungos testados (Figura 20), em que mesmo a menor foi capaz de inibir
em 80% o T. versicolor e 100% o P. chrysosporium. Todas as concentracdes nao
apresentaram diferencga significante entre si, principalmente devido ao desvio padréo
da inibicdo do T. versicolor, que apesar de ser menos acentuado que o obtido para as

CuO NPs ainda chega a quase 10%.

N —m
80+ = Controle - 80 —m— Controle T
——0,005 pg.mL" 4 — 0,005 pg.mL"
He -1 // He -1 y
—4— (0,01 ng.mL [~ A— 0,01 pg.mL
60 —v— 0,02 pg.mL" // 60 —v—0,02 pg.mL"’ /
—_ 7 /
E 7 £ /
£ o £
o /// \g /
840 . B 40 -
© s = A
[a) ./ ) Vi
/// //
20 g P g ? 20 -
/ P = J
™ .. _— N -
gy ee B ¥ * » *
T T T T T T T T T 0 T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5
Tempo (dias) A Tempo (dias) B

Figura 20 - Curvas de crescimentos dos fungos (A) T. versicolor e (B) P. chrysosporium tratados com
Zn0O

Estes resultados diferem do observado por Kartal et al. (2009) em madeiras
impregnadas, em que NPs de CuO sao capazes de inibir a perda de massa por T.

versicolor mais efetivamente que as ZnO NPs. Porém, Mantanis et al. (2014)
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demonstrou que, apesar de obter resultados muito semelhantes, as ZnO NPs foram
mais eficazes que as CuO NPs contra o mesmo fungo.

As diferencas nas atividades antifiungicas podem estar associadas ao diametro
das particulas, Kartal et al. (2009) cita a utilizacdo de NPs em torno de 80 nm e
Mantanis et al. (2014) de 30 nm. Neste estudo as ZnO NPs apresentaram melhor agao
antifingica que as CuO NPs, mas o diametro médio € de 12 nm maior. Possivelmente,
guanto maior as CuO NPs utilizadas, menor a acdo antifingica das mesmas, o que
pode nédo afetar tanto na acdo das ZnO NPs.

O mecanismo de agdo das NPs contra bactérias e fungos néo é bem elucidado.
Alguns autores indicam que, em bactérias, as espécies reativas de oxigénio geradas
pela presenca de NPs causa danos a parede celular, proteinas, lipideos e acidos
nucleicos. Além de serem capazes de reduzir a capacidade de replicacdo do DNA
(NEL et al., 2006).

A acéo fungicida é ainda menos conhecida, He et al. (2011) indicam que ZnO
NPs séo capazes de causar deformacao na estrutura das hifas fangicas de Botrytis
cinerea e danificar os conidios do fungo Penicillium expansum. Através de andlises
de Espectroscopia Raman, identificaram uma maior produgédo de carboidratos e
acidos nucleicos por B. cinerea como reacao ao estresse causado pela presenca das
NPs. Ao contrario, o P. expansum teve as bandas atribuidas a proteinas, lipideos e
carboidratos drasticamente diminuidas, sendo o crescimento do fungo totalmente
inibido.
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4 Concluséao

O Método que nao utiliza tratamento térmico também néo foi capaz de gerar
material cristalino na sintese de nanoparticulas de oxido de zinco (ZnO NPs). As
amostras dos dois métodos apds o tratamento a 500 °C séo cristalinas com forma
hexagonal tipo wurtzita.

As ZnO NPs obtidas apds o tratamento térmico possuem diametro menor que
as sintetizadas pelo Método Il, sendo de 26,47 e 32,24 nm respectivamente.

Através da andlise de FTIR sugere-se que 0s compostos envolvidos na
estabilizacdo das nanoparticulas podem ser &acidos carboxilicos, proteinas e
polifendis.

Os fungos apodrecedores da madeira testados neste estudo apresentaram alta
susceptibilidade as ZnO NPs, ficando em 100% de inibicdo para todas as
concentracOes testadas contra o Phanerochaete chrysosporium e entre 80 e 92%
contra o Trametes versicolor.

Portanto, conclui-se que o extrato aquoso de Eucalyptus dunnii pode ser

utilizado para a sintese de ZnO NPs com caracteristica cristalina e agéo antifangica.
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Consideracdes finais

O método mais utilizado na literatura para a biossintese de nanoparticulas de
oxido de cobre (CuO NPs) com extrato de plantas ndo apresentou picos
caracteristicos de absorcdo na espectroscopia UV-vis e a difracdo de raio-X foi
caracteristica de material amorfo. Porém, apés o tratamento térmico a 700 °C as
particulas apresentaram diversos picos de difragdo caracteristicos de CuO e diametro
médio de 19,79 nm.

O mesmo ocorreu para a sintese de nanoparticulas de éxido de zinco (ZnO
NPs) em que o mesmo método foi utilizado, sendo que as NPs sO apresentaram
carater cristalino apds tratamento térmico a 500 °C e possuem diametro médio de
26,47 nm.

Ao se utilizar o segundo método de sintese, os dois Oxidos apresentaram
carater cristalino e diametro médios entre 24 e 26 nm para as CuO NPs sintetizadas
com os dois extratos de Eucalyptus, e 32,24 nm para as ZnO NPs sintetizadas com
extrato de E. dunnii.

Através das andlises de Espectroscopia de Infravermelho (FTIR), pode-se
afirmar que mesmo apds o tratamento térmico ainda restam compostos provenientes
do extrato presentes nas NPs, podendo estes serem proteinas, acidos carboxilicos,
alcoois e polifendis.

Os dois 6xidos inibiram completamente o crescimento micelial do fungo
Phanerochaete chrysosporium. O fungo Trametes versicolor apresentou relativa
resisténcia, a maior concentragcdo de CuO testada inibiu 72% do crescimento,
enquanto que a de ZnO inibiu 92%, sendo o fungo mais suscetivel a acdo das ZnO
NPs.

Conclui-se gue os dois 6xidos biossintetizados possuem potencial aplicacdo na
preservacdo da madeira, necessitando de estudos mais aprofundados para
determinar suas acOes para inibir a perda de massa causada pelos organismos

xilé6fagos.
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