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RESUMO

OLIVEIRA, Shirlene Oliveira. Mestre em Agronomia. Universidade Estadual do Oeste do
Parana, Marco - 2019. Biossintese de nanoparticulas de prata com extrato de aveloz e seu
efeito na conservacio e fisiologia de morango. Orientador: Gilberto Costa Braga.

Fitomoléculas presentes no extrato de Euphorbia tirucalli (aveloz) podem reduzir ions de prata
a nanoparticulas em um processo denominado sintese verde. Nanoparticulas de prata (AgNPs)
tem eficiente acao antimicrobiana contra bactérias e fungos, mas pouco tem sido estudado sobre
sua aplicacdo na agricultura, em especial contra fitopatdogenos pos-colheita, e isso pode ser
vantajoso para a conservacdo e extensdao da vida util de morangos armazenados. O objetivo
deste trabalho foi realizar a sintese verde de AgNPs com extrato de aveloz (Av), e avaliar seu
efeito na conservacao e fisiologia pos-colheita de morangos. Na sintese verde o nitrato de prata
(AgNO:3) foi reduzido com Av para produzir Av-AgNPs. A morfologia e o tamanho das Av-
AgNPs foram analisados por microscopio eletronico de varredura. A composi¢do quimica foi
determinada por Energy Dispersive X-ray Spectrometry, e a dispersdo percentual dos tamanhos
foi realizada através da difratometria a laser. A atividade antifungica in vitro das Av-AgNPs foi
testada contra Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer. Compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante do extrato de aveloz e das Av-AgNPs foram analisados. Morangos foram tratados
com Av-AgNPs (imersdao) e armazenados (5 °C) por 12 dias. Taxa respiratoria, indice de
degradacao, perda de massa fresca, firmeza, coloragdo, compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante dos frutos foram avaliados. De acordo com os resultados, a sintese de Av-AgNPs
foi confirmada com absor¢do maxima a 449 nm e apresentaram tamanhos entre 40 ¢ 90 nm.
Av-AgNPs mostraram inibi¢do do crescimento de B. cinerea, mas foram menos efetivos para
R. stolonifer. O conteudo de compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante da solugao
de Av-AgNPs foram menores do que o extrato vegetal de aveloz. Compostos fendlicos totais,
atividade antioxidante, perda de massa fresca, coloracdo e firmeza dos morangos nao foram
influenciados por Av-AgNPs. Morangos tratados mostraram menor taxa respiratoria do que o
controle, e ndo mostraram sinais de degradacao microbioldgica até 9 dias de armazenamento.
Este estudo mostrou que a sintese verde de AgNPs com extrato de aveloz produziu
nanoparticulas com tamanhos inferiores a 100 nm, e que as Av-AgNPs foram eficazes contra a
degradacao microbioldgica dos morangos durante o armazenamento, que foi decisivo para sua

melhor conservagao.

Palavras chave: Fragaria x ananassa Duch. Euphorbia tirucalli. Sintese verde. Pos-colheita.



vil

ABSTRACT

OLIVEIRA, Shirlene Oliveira. Master in Agronomy. Universidade Estadual do Oeste do
Parand, February - 2019. Post-harvest physiology and conservation of strawberry treated
with biosynthesis of silver nanoparticles using aveloz extract. Advisor: Gilberto Costa Braga
Phytomolecules in Euphorbia tirucalli (hazel) extract can reduce silver ions to nanoparticles in
a process called green synthesis. Silver nanoparticles (AgNPs) have efficient antimicrobial
action against bacteria and fungi, but little has been studied about their application in
agriculture, especially against postharvest phytopathogens, and this may be beneficial for the
conservation and extension of shelf life of stored strawberries. The objective of this work was
to perform green synthesis of AgNPs with hazelnut extract (Av), and to evaluate their effect on
conservation and postharvest physiology of strawberries. In green synthesis silver nitrate
(AgNOs3) was reduced with Av to produce Av-AgNPs. The morphology and size of Av-AgNPs
were analyzed by scanning electron microscope. The chemical composition was determined by
Energy Dispersive X-ray Spectrometry, and percentage size dispersion was performed by laser
diffraction. The in vitro antifungal activity of Av-AgNPs was tested against Botrytis cinerea
and Rhizopus stolonifer. Total phenolic compounds and antioxidant activity of hazelnut extract
and Av-AgNPs were analyzed. Strawberries were treated with Av-AgNPs (dipping) and stored
(5 ° C) for 12 days. Respiratory rate, degradation index, fresh mass loss, firmness, color, total
phenolic compounds and antioxidant activity of the fruits were evaluated. According to the
results, the synthesis of Av-AgNPs was confirmed with maximum absorption at 449 nm and
presented sizes between 40 and 90 nm. Av-AgNPs showed inhibition of B. cinerea growth, but
were less effective for R. stolonifer. The total phenolic content and antioxidant activity of the
Av-AgNPs solution were lower than the hazelnut plant extract. Total phenolic compounds,
antioxidant activity, fresh weight loss, color and firmness of strawberries were not influenced
by Av-AgNPs. Treated strawberries showed lower respiratory rate than control, and showed no
signs of microbiological degradation until 9 days of storage. This study showed that the green
synthesis of AgNPs with hazelnut extract produced nanoparticles smaller than 100 nm, and that
Av-AgNPs were effective against microbiological degradation of strawberries during storage,

which was decisive for their better conservation.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch. Euphorbia tirucalli. Green synthesis. Postharvest.
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1 INTRODUCAO

O morango (Fragaria * ananassa Duch.) ¢ uma das frutas mais apreciadas e
consumidas no mundo. Por ser um 6rgdo ndo climatérico, o morango ¢ colhido em plena
maturidade a fim de garantir seus atributos sensoriais (aparéncia visual, firmeza, sabor e cor) e
sua qualidade nutricional (polifendis, vitaminas e minerais) (DHITAL et al., 2017). Entretanto,
devido a elevada taxa respiratdria, textura macia, alta sensibilidade a choques e vibragdes
mecanicas 0 morango se mostra altamente perecivel e com uma curta vida util pdés-colheita
(SOGVAR etal., 2016). Deterioragao por fungos como Botrytis cinerea, perda de massa fresca,
lesdes fisicas e perda de firmeza durante a etapa pds-colheita estdo entre os principais problemas
para a comercializacdo e consumo do morango que, além de resultar em varias mudangas nas
suas propriedades fisico-quimicas, pode conduzir a perdas pos-colheita significativas (LIU et
al., 2018).

Embora os fungicidas sintéticos ainda sejam utilizados no manejo de patdégenos do
morango, a preocupacdo com o meio ambiente e os riscos associados a saude leva a busca de
abordagens alternativas (AHMED et al., 2016). Atualmente, a nanotecnologia tem potencial
para se tornar uma das abordagens inovadoras para o controle de fitopatdgenos devido as suas
caracteristicas, como elevada reatividade quimica e alta condutividade elétrica (GE et al., 2014).

Entre todas as nanoparticulas metélicas, a prata tem sido usada em intimeras aplicagdes,
pois apresenta elevada atividade antimicrobiana e € seguro ao consumo humano, apesar de
serem utilizadas na forma de metal livre puro ou como um composto (HUANG et al., 2015).
Os processos de sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido amplamente pesquisados,
uma vez que sua aplicagdo ¢ amplamente demandada pelas industrias de cosmética, terapéutica
e farmacéutica (YIN et al., 2019). Comumente, as AgNPs sdo sintetizadas por uma variedade
de métodos quimicos e fisicos, algumas vezes levando a producdo de subprodutos nao
ecologicamente corretos (GE et al., 2014). Microrganismos (fungos e bactérias) também tém
sido utilizados como sendo um método de biossintese de AgNPs, entretanto apresenta
desvantagem, pois depende da etapa de manutencdo de culturas microbianas (RAJA;
RAMESH; THIVAHARAN, 2017).

Outro método denominado “sintese verde” de AgNPs tem como base o uso de extrato
de plantas ou biomassa de plantas como doadores de compostos redutores para a sintese das
AgNPs, e tem sido uma alternativa ecologica contra métodos quimicos e fisicos (AHMED et
al., 2016). Estudos com sintese verde de AgNPs mostraram resultados bem-sucedidos com o

uso de extratos plantas, como Jatropha curcas (BAR et al., 2009),



Euphorbia nivulia (VALODKAR et al., 2011), Hevea brasiliensis (GUIDELLI et al., 2011), E.
antiquorum  (RAJKUBERAN et al., 2017), E. confinalis (MUKARATIRWA-
MUCHANYEREYI et al., 2017) e E. tirucalli (KALAISELVI et al., 2019), sendo neste ultimo
estudo utilizado o latex puro da planta como extrato. Tais estudos confirmaram as propriedades
antimicrobianas das AgNPs sintetizadas.

Neste estudo, a sintese verde de AgNPs com extrato integral de partes aéreas de E.
tirucalli foi proposta. A planta E. tirucalli, comumente conhecida como aveloz, pertence a
familia Euphorbiaceae e ¢ capaz de armazenar quantidades abundantes de latex que possui
numerosas propriedades farmacologicas (KUSTER et al., 2015). Esse latex tem sido usado
como alternativa a medicina tradicional em muitos paises, incluindo India, Brasil, Indonésia e
Malésia (GUPTA et al., 2013; ORLANDA; VALE, 2015) para o tratamento do cancer de
prostata, asma, lepra, ictericia entre outros (MITTAL, CHISTI; BANERJEE, 2013). Este latex
também tem atividades antibacterianas, inseticidas ¢ nematicidas (MWINE et al., 2013;
KALAISELVI et al. 2019).

Estudos anteriores comprovaram que os principais componentes ativos em E. tirucalli
sdao conhecidos isomeros de triterpenos (C3oHs00), como euphol, tirucallol, glut-5-en-3-b-ol,
cicloeupordenol, euphorginol, lanosterol, cicloartenol e outros (KALAISELVI et al., 2019). O
latex de E. tirucalli ¢ composto de hidrocarbonetos, em grande parte de triterpenodides Cso
(MALI; PANCHAL, 2017). O extrato bruto desta planta tem potencial adequado para
aplicacdes bioldgicas, mas nenhum relato foi encontrado sobre sua utilizacdo como matriz para
a sintese de AgNPs. Assim, o presente trabalho objetivou a sintese verde de AgNPs utilizando
extrato de E. tirucalli e avaliar sua atividade antimicrobiana e seu efeito fisiologico em

morangos armazenados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar com foco em varias areas tecnoldgicas,
como cosmética, téxteis, Optica, mecanica, eletronica, medicina, energia, engenharia,
agricultura e mais recentemente industria de alimentos. O prefixo nano (do grego ando) ¢ usado
para indicar a ordem de grandeza de 10 ou bilionésimo (SUH et al., 2009; FRANCISCO;
GARCIA-ESTEPA, 2018).

A nanotecnologia tem como objetivo a manipula¢do de atomos, moléculas e demais
particulas, de ordem de grandeza nanométrica, para criar novos materiais com estruturas com
diferentes propriedades (CARBONE et al., 2016). A principal caracteristica que confere
propriedades especificas aos nanomateriais € o seu pequeno tamanho, o que aumenta sua area
de superficie para atingir maior reatividade (YIN et al., 2019).

Essas caracteristicas sdo observadas devido aos efeitos quanticos, ou seja, os elétrons
que se movem dentro de uma nanoparticula (NP) s6 podem possuir certas energias (niveis
permitidos de energia). A medida que o tamanho é reduzido, esses niveis de energia mudam,
resultando em mudancas de suas propriedades cataliticas, elétricas, magnéticas ou Opticas,
quando comparadas as formula¢des convencionais do mesmo material de origem (YIN et al.,
2019; FRANCISCO; GARCIA-ESTEPA, 2018).

Tais propriedades conferem maior flexibilidade, maleabilidade e condutividade térmica
e elétrica as NPs (GE et al., 2014), o que lhes permite transportar diferentes ingredientes e reagir
contra condi¢cdes ambientais, organica e inorganica (SINGH et al.,, 2019). Atualmente,
pesquisas tem avangado na area de nanotecnologia para encontrar solugdes para os problemas
relacionados ao meio ambiente, saide humana, energia, patogenos, medicamentos e mais
recentemente a industria de alimentos (SINGH et al., 2019).

Nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido largamente estudadas no campo da
nanotecnologia devido as suas propriedades antimicrobianas, tais como antibacteriano, antiviral
e antifungico, com grande estabilidade e baixo custo de obtencdo, o que as torna amplamente
utilizadas em produtos de consumo, incluindo plasticos, sabonetes, adesivos, metais e téxteis
(CARBONE et al., 2016).

A prata (Ag) possui atividade biocida contra mais de 650 organismos patogénicos

(bactérias, fungos e virus) e o avango da ciéncia moderna e da nanotecnologia ajudou a renovar



a sua importancia. As aplica¢des das AgNPs continuam a ser amplamente estudadas, devido as
suas notaveis caracteristicas antimicrobianas, que estdo associadas com a oxidag¢ao e libertagdo
lenta de ions prata (Agt) para o ambiente, tornando-as um agente antimicrobiano ideal
(ARVIZO et al., 2012).

Os ions Ag" apresentam amplo espectro antimicrobiano contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, fungos, protozodrios e certos virus. Seus efeitos podem ser notados
na desestruturacdo da parede e membrana celular, em organelas como ribossomos e
mitocondrias, na desnaturagdo de proteinas, destruicdo da bomba de protons, bloqueio de
processos metabolicos, respiragdo, ¢ por causar danos ao DNA e na sua capacidade de
replicagdo, de forma a ocasionar a morte de microrganismos (XIA et al., 2016; MARCHIORE
etal., 2017).

Segundo Shinde, Lokhande e Lokhande (2014) as propriedades antimicrobianas
dependem da dimensdo, forma e suas interacdes com estabilizadores, que diferem por forma de
preparagdo. Os métodos convencionais de sintese de AgNPs tém muitas limitagdes. Tais
processos sao geralmente lentos, t€ém custo elevado e envolvem a utilizacdo de agentes
redutores quimicos, que representam perigo ao ambiente (RAJA; RAMESH; THIVAHARAN,
2017).

Além disso, nos processos de reducao quimica, hé dificuldade de separar impurezas na
solucdo, como o anion do precursor, agente redutor residual e seu produto de oxidagdo. Destaca-
se ainda que AgNPs contendo impurezas ndo podem ser utilizadas na industria alimentar (XU
et al., 2013). Dessa forma métodos alternativos de obten¢do de AgNPs como o de sintese verde
tem se tornado motivo de pesquisa entre a comunidade cientifica.

Emamifar et al. (2010), utilizaram uma matriz polimérica de polietileno de baixa
densidade (LDPE) contendo NPs de Ag e 6xido de zinco (ZnO), para preservar e estender o
prazo de validade de suco de laranja, e observaram que essa combina¢do de NPs combinada
com o tratamento térmico (55-65 °C) foi eficaz contra fungos (leveduras e bolores). Esses
autores ainda verificaram que a atividade antimicrobiana de AgNPs permitiu diminuir
acentuadamente a temperatura de pasteurizag¢do do suco de laranja em 10 °C.

AgNPs podem agir como catalisadora da absor¢do e decomposi¢ao do etileno emitido a
partir do metabolismo dos frutos, que tem sido postulado como um bloqueador de etileno. O
amadurecimento de frutas e vegetais causado pelo gas pode ser portanto, retardado com a
extensdo da vida 1til do produto (HUANG et al., 2015).

Em estudo com embalagem pléstica polimérica de polietileno de baixa densidade a

preservacao da aparéncia e qualidade sensorial de amoras armazenadas (MOTLAGH;



MOSAVIAN; MORTAZAVI, 2013) e para a manutencao da qualidade de morangos durante o
armazenamento prolongado (YANG et al., 2010), foi observado em nano-embalagens, obtidas
com PEBD (polietileno de alta densidade) combinado com AgNPs, manutencao das qualidades
sensoriais, fisico-quimicas e fisiologicas dos frutos de amoras e morangos em um nivel mais
alto em comparagdo com as embalagens normais realizadas com sacos de polietileno.

Mahdi, Vadood e Nourdahr (2012) avaliaram o efeito antimicrobiano de embalagens
pléasticas de PVC com AgNPs em carne picada, durante o armazenamento a temperatura de
refrigeragdo (4 °C) e, ap6s 7 dias de estudo, os autores observaram efeito inibitério do
crescimento microbiano na carne, constatando também maior controle contra o crescimento de
Escherichia coli em relacdo a Staphylococcus aureus.

Outros estudos com melao minimamente processado, realizado por Fernandez, Picouet
e Lloret, (2010), mostrou que absorventes carregados com Ag reduziram a carga microbiana do
fruto durante armazenamento. Em estudo realizado por Khalaf et al. (2013) com filmes de
revestimento comestiveis incorporados com AgNPs e NPs de 6xido de zinco (ZnONPs) na
conservagao de carne de peru, os autores constataram que amostras de carne revestidas com
filme baseado em AgNPs demonstraram diminui¢ao significativa na populacdo de bactérias
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus durante 7 semanas de armazenamento.

Com o avango da utilizacdo e comercializagdo de nanotecnologias, cresce também a
preocupacdo com a seguranga para o consumidor, uma vez que poucos estudam o risco de seu
uso (HUANG et al., 2011). Devido ao tamanho reduzido, as propriedades dos nanomateriais
sdo diferentes das suas formas convencionais, sugerindo que sua toxicidade ainda ndo seja
completamente compreendida (CARBONE et al., 2016). E importante quantificar as exposigdes
humanas a nanometais como um procedimento importante para determinar riscos potenciais
futuros (CUSHEN et al., 2014).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (AESA) declarou que ¢
necessaria uma avaliagdo de risco prudente, caso a caso, para substancias deliberadamente
projetadas no tamanho das particulas que exibem propriedades funcionais, fisicas e quimicas
que diferem significativamente daquelas em maior escala até disponivel sobre nanociéncia e
nanotecnologias (HUANG et al., 2015).

A AESA também forneceu um documento de orientagdo sobre a avaliacao potencial dos
riscos dos nanomateriais para fins relacionados com os alimentos, que apresenta requisitos para
a deteccdo, identificacdo e caracterizacdo de nanomateriais. As recomendagdes ndo devem
exceder 0,05 mg L! em 4gua e 0,05 mg Kg! em alimentos. Isto implica que as avaliagdes dos

perfis de migracao de Ag sdo necessarias para garantir a eficacia antimicrobiana, respeitando a



legislagdo atual. A AESA publicou no ano de 2011 um documento (CARBONE et al., 2016),
onde sdo indicados testes de genotoxicidade, absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excre¢ao

requeridos aos fabricantes de produtos com AgNPs.

2.2 SINTESE VERDE E CARACTERIZACAO DE AgNPs

Os métodos fisicos de producdo de AgNPs requerem alto consumo de energia e o
método quimico pode apresentar residuos toxicos nas particulas geradas e a sua nao utilizagao
em aplicacdes bioldgicas. A sintese verde de AgNPs tem ganhado forgas no meio cientifico
devido as suas caracteristicas, tais como o uso de recursos naturais, rapidez, baixo impacto
ambiental, utilizacdo em larga escala e formagdo controlada e definida do tamanho das
particulas (BEHRAVAN et al., 2019). A biossintese de AgNPs ocorre devido a varias
moléculas presentes no extrato vegetal, como enzimas, proteinas, flavonoides e terpenoides que
atuam como agentes redutores de Ag na reagcdo (RAJA; RAMESH; THIVAHARAN, 2017).

Extratos de plantas podem atuar tanto como agentes redutores, quanto como agentes
estabilizadores na sintese de NPs (RASAEE; GHANNADNIAA; BAGHSHAHIB, 2018).

Sabe-se que a matriz do extrato vegetal influencia as caracteristicas das NPs, pois
diferentes plantas contém diferentes concentragdes e combinagdes de agentes redutores
organicos (SABRE, MIRTAJANI; KARIMZADEH, 2018).

Tipicamente, uma biorreducao mediada por extrato de planta envolve o extrato aquoso
com uma solugdo aquosa de sal de nitrato de prata (AgNO3). A reagdo ocorre a temperatura
ambiente e geralmente ¢ concluida em poucos minutos. A reagao ocorre a temperatura ambiente
e geralmente ¢ concluida em poucos minutos, mas devido ao numero de substancias quimicas
envolvidas, o processo de biorreducao ¢ relativamente complexo (KALAISELVI et al., 2019).
E valido ressaltar ainda que a natureza do extrato vegetal, sua concentragio, a concentragio do
sal metalico, o pH, temperatura e tempo de contato sao conhecidos por afetar a taxa de produgao
das NPs, sua quantidade e outras caracteristicas (RASAEE; GHANNADNIAA;
BAGHSHAHIB, 2018).

A sintese verde de AgNPs produzem grandes quantidades de NPs que sdo livres de
contaminacdo ¢ tém tamanho e morfologia bem definidos (CHAHARDOLI; KARIMI;
FATTAHI, 2018). De acordo com Mittal, Chisti e Banerjee (2013), AgNPs produzidas com
extratos vegetais apresentam ions de 5 a 60 nm com formatos esféricos.

A banda de absor¢do plasmonica de superficie de AgNPs ¢ diretamente afetada pelo

tamanho e pela forma das NPs. Durante a reagao de redugao da Ag ocorre mudanca de coloragao



da solu¢do, de incolor (solugdo de AgNOs3), para amarelo (solucdo de AgNPs) (RASAEE;
GHANNADNIAA; BAGHSHAHIB, 2018). O estado de agregacdo das NPs pode ser
determinado pela analise da coloragdao da solucao de AgNPs. Pequenos agregados produzem
mudangas na coloragdo que podem variar de amarelo, passando por laranja, violaceo e até
elevados estados de agregacdo, com coloragdo acinzentada (RASHEED et al., 2017).

Virias plantas vém sendo estudadas como matéria prima para a sintese verde de AgNPs,
devido a importancia crescente da utilizacao das NPs para uso antimicrobiano. Na Tabela 1 sao

listados alguns artigos, com as plantas que exibiram atividade de reducdo da Ag em AgNPs.

Tabela 1 - Plantas utilizadas na biossintese de AgNPs.

Planta Tipo de Tamanho Referéncia
AgNPs
Acalypha indica Ag 20 a 30 nm Krishnaraj et al. (2010)
Allium sativum Ag 4 a22nm Ahamed et al. (2011)
Boswellia ovalifoliolata Ag 30 240 nm Ankamwar et al. (2010)
Camellia sinensis Ag 30240 nm Vilchis-Nestor et al. (2008)
Catharanthus roseus Ag 48 a 67 nm Ponarulselvam et al. (2012)
Coleus aromatico Ag 44 nm Vanaja e Annadurai (2013)
Garcinia mangostana Ag 35 nm Veerasamy et al. (2011)
Gelidiella actrosa Ag 22 nm Vivek et al. (2011)
Moringa olefera Ag 57 nm Prasad e Elumalai (2011)

Fonte: Adaptado de Mittal, Chisti e Banerjee (2013).

Recentemente, tem surgido um interesse pela familia Euphorbiaceae devido ao seu
grande potencial terapéutico e antimicrobiano. Isso se deve ao fato de que diversos metabolitos
secundarios com carater redutor estdo presentes nas espécies vegetais pertencentes a essa
familia, de sorte que varios estudos t€m sido relatados sobre a utilizagdo das espécies desta
familia para a biossintese de AgNPs. At¢ o momento se encontram na literatura estudos com J.
curcas (BAR et al., 2009), E. nivulia (VALODKAR et al., 2011), H. brasiliensis (GUIDELLI
et al., 2011), E. antiguorum (RAJKUBERAN et al., 2017), E. confinalis (MUKARATIRWA-
MUCHANYEREYTI et al., 2017), e mais recentemente com o uso do latex de E. tirucalli
(KALAISELVIetal., 2019). A Figura 1 mostra exemplos de plantas da familia Euphorbiaceae,

descritas na literatura e que ja foram usadas para sintese de AgNPs.
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Figura 1- Plantas da familia Euphorbiaceae usadas na biossintese de AgNPs.

As NPs sdo geralmente caracterizadas por seu tamanho, forma, area de superficie e
dispersividade (BEHRAVAN et al., 2019). A homogeneidade dessas propriedades ¢ importante
em muitas aplicagdes. As técnicas comuns de caracterizagdo de NPs sdo: espectrofotometria
UV-visivel, espalhamento dindmico de luz, microscopia eletronica de varredura, microscopia
eletronica de transmissdo, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier,
difracdo de raios X e espectroscopia de energia dispersiva (MITTAL; CHISTI; BANERJEE,
2013).

A espectroscopia UV-visivel ¢ uma técnica comumente usada nos comprimentos de
onda de luz de 300-800 nm para confirmar a formagao de NPs de metal na faixa de tamanho de
2 a 100 nm (RAJA; RAMESH; THIVAHARAN, 2017). Medidas espectrofotométricas de
absorcdo nas faixas de comprimentos de onda de 400 a 450 nm sdo utilizadas na confirmagao
de formagao das AgNPs (KALAISELVI et al., 2019). A microscopia eletronica de varredura ¢
utilizada para verificagdo morfologica das AgNPs em escala nanométrica a micrométrica

(RAJKUBERAN et al., 2017).
2.3 EXTRATO DE Euphorbia tirucalli (AVELOZ)
A espécie de E. tirucalli ¢ uma planta nativa de regides temperadas, originaria da Africa

e América, foi trazida para paises tropicais, incluindo o Brasil, onde ¢ encontrado no estado do

Amazonas, na regido nordeste, ¢ também no litoral do Estado de Sao Paulo (ALVES;



NEPUMOCENQO, 2012). Esta planta possui uma grande capacidade de aclimatagdo, tendo em
vista sua ampla distribuicdo geografica em paises tropicais. No Brasil ¢ encontrado
principalmente na regido Nordeste, porém pode ocorrer também nos demais estados (ALVES;
NEPUMOCENQO, 2012; TRINDADE; LAMEIRA, 2014).

A mesma ¢ conhecida popularmente como “aveloz”. Sua classificagdo taxondmica
consiste em dominio: Eukaryota, reino: Plantae, sub-reino: Tracheobionta, divisdo:
Magnoliophyta, super-divisdo: Spermatophyta, classe: Magnoliopsida, subclasse: Rosidae,
ordem: Malpighiales, género: Euphorbia, familia: Euphorbiaceae, espécie: E. tirucalli (MALI,
PANCHAL, 2017). Representada por 334 géneros e aproximadamente 8000 espécies
(TRINDADE; LAMEIRA, 2014).

Botanicamente, E. tirucalli ¢ um arbusto, ou pequena arvore que pode crescer até 12
metros de altura. As folhas sdo pequenas oblongo-lineares, pontiagudas e oblanceoladas, 1,3 a
2,5 cm de comprimento e 2 cm de largura. O latex ¢ uma seiva cdustica branca e leitosa.
(MALI; PANCHAL, 2017). Apresenta tronco e ramos lenhosos de cor marrom-claro ou
acinzentado, do qual surgem os ramos jovens que sao verdes e cilindricos (ORLANDA; VALE,
2015). Plantas da familia Euphorbiaceae armazenam quantidades abundantes de latex em um
orgao laticiferos, por isso sdo classificadas como plantas suculentas (KUSTER et al., 2015).

Na literatura, em diversas culturas ¢ descrito o uso popular do aveloz medicinalmente
como analgésico, anti-inflamatorio, emético, laxativo, impoténcia, estimulante do sistema
imune, tratamento de cancer, antiescorpionica, ofidica, purgativo, antirreumatico, antiasmatico,
antiespasmodico, antibidtico, antivirdtico, expectorante, fungicida, antissifilitico, tratamento de
carcinomas - epiteliomas benignos e cauterizante de verrugas (ORLANDA; VALE, 2015).
Sendo realmente eficazes como agentes terapéuticos, devido aos seus constituintes quimicos
ativos.

Orlanda e Vale (2015) realizaram uma triagem fitoquimica do extrato da parte aérea do
aveloz, e na fracao etandlica das partes aéreas da espécie vegetal, através de reagdes quimicas
cromogénicas ou de precipitacao, foram indicados a presenga de agticares redutores, alcaloides,
compostos fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas, esteroides e triterpendides. Mali e
Panchal (2017) confirmaram que essa planta contém flavonoides, diterpenos, esterdides,
alcalodides e taninos como importantes fitoconstituintes.

Composicdes diferentes vém sendo estudadas de E. tirucalli, a planta inteira apresenta
cerca de 7,4% de acido citrico, succinico € maldnico (VUONG et al., 2015). Em trabalhos
realizados por Kuster et al. (2015) foi observado que os principais constituintes ativos

encontrados em E. tirucalli sdao conhecidos como C3oHs0O, tais como euphol e tirucallol
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(KALAISELVI et al., 2019). O latex fresco contém alcool terpénico, taraxasterol e tirucallol
(MALIL PANCHAL, 2017). Os principais constituintes do latex da haste de E. tirucalli sdo a
agua (53,8-79,9%), tigliane (ésteres de forbol) e ingenane (ésteres de ingenol). Latex fresco
contém alcool terpénico, taraxasterol e tirucallol (VUONG et al., 2015).

Os constituintes ativos encontrados em E. tirucalli sdo responsaveis pelos seus efeitos
antimicrobianos, antifingicos e antibacterianos relatados em véarias pesquisas com essa planta.
Estudos tém comprovado que o latex de E. tirucalli compreende caracteristicas contra pragas
como Brevicoryne brassicae (Aphids) (MWINE et al., 2013), Aedes aegypti ¢ Culex
quinquefasciatus (Mosquitos) (RAHUMAN et al., 2008). Também contra microrganismos
Staphylococcus aureus (Bacteria) (MALI; PANCHAL, 2017), e Lymnaea natalensis
(Mollusks) e Biomphalaria glabrata (TIWARI; SINGH, 2006). A toxicidade do latex ¢
dependente da dosagem para nematoides parasitas como Hoplolaimus indicus, Helicotylenchus
indicus e Tylenchus filiformis (MALL; PANCHAL, 2017).

A atividade antimicrobiana do extrato vegetal de E. tirucalli foi testada por Ibrahim et
al. (2018), quando observaram que os efeitos antimicrobianos do extrato vegetal sdo altos contra
bactérias gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella sp, Proteus mirabilis e Shigela
dysenteriae) e moderados a baixos contra bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureuse, Micrococcuus sp.) e Candida albicans. Esses autores relataram que a
atividade antibacteriana e antifiingica dos extratos vegetais contra os microrganismos testados
sugere a presenca de compostos antibidticos de amplo espectro na planta.

Viérios estudos demonstram que o latex de E. turucalli ¢ adequado para vérias aplicacdes
biologicas. Kalaiselvi et al. (2019) utilizaram o latex da planta para a sintese de AgNPs e
também avaliaram a atividade nematicida sobre nematoide Meloidogyne incognita, os autores
observaram que a concentragdo de 3% do extrato de latex foi eficiente na redugdo dos Ag' e na
formacao de AgNPs, que apresentou efeito nematicida forte em cultivo de tomate pela reducao

da infec¢do por nematoides sem causar toxicidade as plantas.

24  MORANGO

O morango ¢ uma espécie herbacea pertencente a familia Rosaceae com mais de 20
espécies, possuindo folhas trifolioladas e flores brancas. A por¢do vermelha comestivel do
morango ndo ¢ botanicamente um fruto, mas sim um receptaculo carnoso, sendo os frutos
verdadeiros, os aquénios individuais localizados na parte externa (VERGAUWEN; SMET,
2019).
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O mesmo ¢ classificado como pseudofruto, pertencente ao grupo de cultivo de pequenas
frutas, ¢ considerado um produto de elevado retorno financeiro ao produtor (ANTUNES, 2018).
A espécie Fragaria ananassa, conhecida como morango de jardim, ¢ um hibrido entre as
espécies F. chiloensis e F. virginiana, combinando o tamanho dos frutos da primeira com o
sabor adocicado da segunda espécie (VERGAUWEN; SMET, 2019).

De acordo com as Organizagdes das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacao,
a produgdo de morango na industria global foi de 11 milhdes de toneladas no ano de 2014. Os
Estados Unidos sdo o maior produtor mundial com 12,2% da produ¢@o mundial, seguidos pelo
México, Turquia e Espanha (RODRIGUEZ-GUITIERREZ et al., 2019).

Com a maior produ¢do de morangos do mundo nos Estados Unidos cerca de 80 % da
producao vao para o mercado de produtos frescos (DHITAL et al., 2018). A produgao brasileira
de morango ¢ a maior da América do Sul, respondendo por 155 mil toneladas, em 4.300 hectares
de cultivo em 2017, e esta entre os 20 maiores produtores mundiais, sendo os Estados de Minas
Gerais, Rio Grande do Sul e Sao Paulo as principais regides produtoras, em termos de
comercializacdo o mercado de morangos fresco também ¢ o principal destino da produgao
brasileira, estima-se que cerca de 90% da producao tem esse destino de mercado (ANTUNES,

2018).

2.5  COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Compostos fendlicos sdo antioxidantes abundantes caracterizados pela presenca dos
grupos hidroxila em anéis aromaticos e podem ser classificados como fendis simples, acidos
fendlicos, flavonoides, xantonas, estilbenos e lignanas, sendo cada um dotado de diferentes
mecanismos de a¢do, de acordo com sua particularidade estrutural, conferindo propriedades
antioxidantes aos compostos (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019).

Antioxidantes sdo substancias que combatem a oxidagdo promovida por oxigénios ou
peroxidos (radicais livres), ou seja, previnem reagdes de oxidacdao causadas pelos radicais
livres, que sdo conhecidos também como espécies reativas do oxigénio (EROs). EROs sao
moléculas com um ou mais elétrons ndo pareados formados durante o processo normal do
metabolismo aerdbico em constante busca por um elétron livre para emparelhar, causando
oxidagdo em outras moléculas como lipideos, proteinas e acidos nucleicos, espalhando cadeias
de oxidagdo (VALERO; SERRANO, 2010).

O consumo de frutas de modo geral, esta associada a prevencdo de doencas cronicas e

do envelhecimento precoce, € 0 morango tem sido considerado como uma excelente fonte de
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antioxidantes, como compostos fendlicos, principalmente antocianinas, e acido ascorbico
(AVALOS-LLANO; MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-FORTUNY, 2018).

Os efeitos a saude humana como alimento funcional do morango se devem a
combinagdo entre nutrientes fitoquimicos e as fibras. Possuem vitaminas do grupo B, vitamina
C, vitamina E, potassio, acido fblico, carotendides e flavonodides e especificos como a
pelargonodina, quercetina e catequina ou o tilirdsico que ¢ um flavanoide glicosidico e possui
atividades  anti-inflamatorias, antioxidantes, anticarcinogénico e hepatoprotetoras
(GIAMPIERI et al., 2012; GOTO et al., 2012 ).

Os fitoquimicos de morangos sdo representados principalmente pela extensa classe de
compostos fendlicos. A classe principal de compostos fendlicos € representada pelos
flavonoides (principalmente antocianinas, como flavonois e acidos fenolicos. A alta capacidade
antioxidante dos morangos ¢ devida principalmente a presenc¢a de acido ascoérbico, elagitaninos
e antocianinas (LAFARGA et al., 2019).

Compostos fendlicos sdo substancias aromaticas hidroxiladas, variando de polimeros a
pequenas moléculas, sendo classificados geralmente em fenois e polifendis. Inserido no termo
fenol, encontra-se os fendis simples, fendis acidos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos
e lignanas. Dentre os compostos fendlicos, o principal composto encontrado em 6rgaos vegetais
sdo as antocianinas, sendo a malvidina, a antocianina mais abundante em frutos de morango
com 150 a 750 mg Kg™' de peso fresco (ARAUJO, 2011).

Sabe-se que as antocianinas sdo os compostos fendlicos de maior representatividade nos
morangos, € estudos determinaram seu conteudo em torno de 150 a 600 mg de antocianinas por
Kg de morangos frescos, ja tendo sido relatado valores até 800 mg Kg™! por peso fresco. Dentre
os mais de 25 tipos de antocianinas presentes nas diversas variedades de morango, a
pelargonidina-3-glicosideo ¢ a principal quanto a quantidade, enquanto a cianidina-3-glicosideo
¢ a mais constante, embora esteja presente em menores propor¢des (GIAMPIERI et al., 2012).

Os frutos de morango também possuem pequenas quantidades de outros compostos
fendlicos, sendo os flavonois derivados da quercetina, os mais abundantes. Os flavondis podem
ser encontrados na forma de catequinas, taninos ou procianidinas, de acordo com sua estrutura,
as quais sao dotadas de propriedades antioxidante, antimicrobianas, antialérgicas, além de inibir
a atividade de algumas enzimas (GIAMPIERI et al., 2012).

Estudos apontam que o morango apresenta niveis de compostos fenolicos 2 a 11 vezes
superior a outros frutos, como maca, péssego e¢ tomate (GIAMPIERI et al., 2012). Na literatura

¢ descrito que o acido ascorbico € responsavel por cerca de 30% da atividade antioxidante (AA)
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de diferentes cultivares de morango e as antocianinas por 25% a 40%, confirmando que estes
compostos sdo, de fato, responsaveis pela alta AA dos frutos (TULIPANTI et al., 2008).

A composi¢ao dos morangos varia ao longo de seu crescimento e estidgio de
desenvolvimento e, na maioria dos casos, a polpa verde apresenta niveis mais altos de
compostos fenélicos e capacidade antioxidante do que a polpa madura (PILJAC-ZEGARAC;
SAMEC, 2011). A quantidade de antocianinas também muda, mas com tendéncia oposta, ou se
seja, as antocianinas acumulam-se no estadio vermelho (JIN et al., 2011).

A atividade antioxidante também varia com a mesma tendéncia de compostos fendlicos
no fruto, a atividade antioxidante total diminui gradualmente durante a pds-colheita e esta
diminui¢do esta estritamente associada a uma forte diminui¢do nos taninos, enquanto o0s
antioxidantes ndo fendlicos polares, como a vitamina C, aumentam ligeiramente ap6s a colheita,
sem afetar a tendéncia decrescente (JIN et al., 2011).

O armazenamento afeta positivamente a capacidade antioxidante dos morangos, porque
as reacdes complexas que ocorrem dentro deles durante o periodo pds-colheita podem facilitar
a formagdo de compostos com maior capacidade antioxidante, mesmo quando atributos como
paladar e olfato ja se deterioraram significativamente (PILJAC-ZEGARAC; SAMEC, 2011).
Em geral, a atividade antioxidante total aumenta durante o armazenamento, ou permanece
estavel, mas um tempo de exposi¢ao mais longo € uma temperatura mais alta de armazenamento

aumentam a capacidade antioxidante (GIAMPIERI et al., 2012).

2.6 DEGRADACAO POS-COLHEITA DO MORANGO

O fruto de morango ¢ altamente perecivel e suscetivel a ataques de fungos e bactérias
durante 0 armazenamento a temperatura ambiente, as perdas por deterioracdo de morango
podem chegar a 40% (SOGVAR et al., 2016). O mofo cinzento causado por Botrytis cinerea é
uma das principais doencas pds-colheita que limita o tempo de armazenamento de morangos
(LAFARGA et al., 2019).

Tradicionalmente, fungicidas tem sido amplamente utilizados para prevenir o
decaimento pds-colheita de frutos de morango. No entanto, os consumidores preocupam-se com
os efeitos potencialmente nocivos dos residuos quimicos, além do impacto ambiental causado
pelos fungicidas sintéticos. Assim, € necessario buscar novas estratégias para controlar a
degradagdo pos-colheita em frutos de morango (JIN et al., 2017).

Considerados principais organismos que ocasionam a deteriora¢gdo dos morangos,

algumas espécies de fungos e bactérias frequentemente sao identificadas sobre a superficie do
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morango. O mofo cinzento causado por B. cinerea € o principal responsavel pela decomposicao
fingica em morangos e o principal contribuinte para as perdas pos-colheita gerais (LAFARGA
etal., 2019).

Tournas e Katsoudas (2015) identificaram ambos, B. cinérea € Rhizopus stolonifer,
como principais microrganismos de deterioragdo em morangos responsavel pela podriddo negra
pos-colheita (ZHANG et al., 2015). Varias leveduras e bactérias também foram relatadas em
superficie de morangos. Estudos realizados por Jensen et al. (2013) identificaram 9 géneros
dos quais espécies dos géneros Candida, Crypyococcus € Rhodotorulaforam eram dominantes.
No mesmo estudo, os autores isolaram grande nimero de bactérias incluindo as do género

Curtobacterium, Serratia, Pseudomonas, Enterobacter € Rahnella.

2.7 ATRIBUTOS DE QUALIDADE DO MORANGO

O morango ¢ considerado um fruto de clima temperado e muito atrativo por sua
coloracdo vermelha-brilhante, odor caracteristico, textura macia ¢ o sabor levemente
acidificado. O sabor caracteristico € resultado da relagdo entre seus teores de acidez ¢ actcares,
dentre os quais predominam a glicose, a frutose e a sacarose. Possui elevado teor de &cido
ascorbico, 60-70 mg 100 g'! (NIZIOL; MISIOREK; RUMAN, 2019).

O morango ¢ classificado como fruto ndo climatérico, porém apresenta alta taxa
respiratoria e baixa producio de etileno (< 0,1 uL Kg'! h''), ou seja, a estimulagdo para o
amadurecimento ndo corre por aplicagdo de etileno (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
Contudo, possui grande suscetibilidade a lesdes mecanicas e doengas, e elevada taxa de perda
de agua. Esse conjunto de fatores contribui para a rapida deterioragdo, o que resulta em menor
periodo de conservagao pds-colheita (FLORES-CANTILLANO, 2003).

O ponto de colheita do morango para fins industriais ¢ quando o fruto apresenta 90-
100% da superficie vermelha, e até 75% para a comercializacdo in natura (FLORES-
CASTILHO, 2003). Injirias mecanicas tornam o morango mais suscetivel ao ataque de
patogenos, além de causar avancos na deterioragdo fisioldgica e na perda de massa fresca,
conduzindo a rapidas perdas pos-colheita (SOGVAR et al., 2016; BARIKLOO; AHMADI,
2018; YAN et al., 2019). Nesse aspecto a temperatura durante o armazenamento ¢ fator de
grande importancia para conservacao de morangos. Temperaturas baixas sao mais adequadas
para a reten¢do da qualidade do fruto, uma vez que ha reducdo da atividade microbiana e

respiratéria (ANDRADE JUNIOR et al., 2016).
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O morango conserva boa qualidade por até dois dias quando armazenado sem
refrigeragdo, e essa curta vida util ¢ devido a degradagdo nas suas propriedades de brilho, sabor
e aroma caracteristicos. Desta forma, sdo exigidos métodos de conservagao pds-colheita para
prolongar a vida de prateleira desses frutos, e com isso manter os atributos sensoriais €
nutricionais por mais tempo. (BARIKLOO; AHMADI, 2018; MATAR et al., 2018).

O intenso metabolismo do morango ¢ responsavel pela alta perecibilidade, e indica a
recomendacao do uso de armazenamento refrigerado. A refrigeragdo tem por objetivo reduzir
a taxa respiratoria, de forma a reter textura, cor, brilho e aroma do morango, além de prevenir
a degradacdo por patdogenos, cuja temperatura recomendada para o armazenamento ¢ de 0 °C e

90-95% de umidade relativa do ar (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

2.8 PERDA DE MASSA FRESCA, FIRMEZA, COR, SOLIDOS SOLUVEIS E TAXA
RESPIRATORIA EM MORANGOS

A qualidade de morangos ¢ dependente de atributos, como coloragdao, firmeza e
compostos quimicos, sendo a coloragdo, uma das mais importantes caracteristicas visuais para
a aceitagdo do consumidor, a qual ¢ resultado da acumulagdo de antocianinas, um composto
fendlico com propriedades antioxidantes. (ORNELAS-PAZ et al., 2013). O sabor € 0 aroma sao
definidos pelo balanco entre sélidos soluveis e acidez titulavel, porém, frutos mais adocicados
sdo, de forma geral, mais aceitos pelo consumidor, e tal caracteristica ¢ gracas aos solidos
soluveis presentes, os quais podem variar em quantidade entre as diferentes cultivares de
morango (CAO et al., 2015).

Frutos sdo 6rgaos vegetais metabolicamente ativos € ndo sessam o processo respiratorio
apos a colheita, isso ocorre devido ao consumo de componentes como aglicares e acidos
organicos, que servem de substrato respiratorio (KERBAUY, 2012; KESHRI et al., 2019). A
respiracdo corresponde as reagdes oxidagdo de compostos organicos (acidos organicos e
carboidratos) que sao transformados em agua e dioxido de carbono com produgao de energia
quimica utilizada para a biossintese de novos compostos necessarios a sobrevivéncia dos frutos
(CHITARRA, 2005).

De acordo com a intensidade das reagdes bioquimicas, os tecidos podem atingir
rapidamente a senescéncia, tornando-se mais susceptiveis a perda de umidade e ao
desenvolvimento de microrganismos (CHITARRA, 2005). Portanto o controle da respiragao ¢
condi¢do primordial para a manutengdo da qualidade e para o prolongamento da vida util do

morango. Frutos ndo climatéricos, como morango apresentam atividade respiratoria baixa e
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constante apods a colheita (CHITARRA et al., 2005). Diretamente relacionado a taxa respiratéria
dos frutos esta a temperatura, onde baixas temperaturas sdo capazes de manter baixas taxas de
respiracao pelos frutos de modo geral (KERBAUY, 2012; KESHRI et al., 2019).

A firmeza ¢ um importante atributo de qualidade que auxilia a avaliar a qualidade e
maturacdo do fruto, e esta, quando em niveis adequados, pode reduzir injirias mecanicas
causadas durante o transporte do fruto em sua pos-colheita. E realizada por equipamento
denominado penetrometro/texturdmetro, com valores expressos em Newton (JANTRA et al.,
2018).

O tempo em que um fruto leva para iniciar o processo de perda de firmeza depende da
espécie e de fatores pré e pos-colheita, porém, durante o armazenamento este processo tende a
ser retardado (GOLDBERG; AGRA; BEN-ARIE, 2019).

A coloragao dos alimentos, de forma geral, ¢ um dos atributos de maior importancia
para atrair a aten¢ao do consumidor. Em morangos, a cor vermelha brilhante ¢ gragas a presenca
de antocianinas, a qual faz parte do grupo dos compostos fendlicos, porém trata-se de um
composto de facil degradagdo durante armazenamento (BERMEJO-PRADA; OTERO, 2016).

A perda de coloragdo esta associada, principalmente, a oxidagdes catalisadas por
enzimas, como polifenoloxidade, peroxidase e demais, que agem na degradag¢do de compostos
fendlicos, as quais também sofrem influéncia de fatores ambientais como temperatura, luz, O»
e pH (WANG; ZHANG; WU, 2015; BERMEJO-PRADA; OTERO, 2016).

A perda de massa em produtos frescos ¢ mensurada pela quantidade de d4gua ou de massa
perdida por unidade de tempo, ou seja, ocorre devido a perda de 4gua através da respiragdo e
transpiracao, gerando danos econdmicos quantitativos e qualitativos na comercializagdo do
produto (SANCHES et al., 2016; BOVI et al., 2018).

A transpiracdo ¢ um processo fisico no qual a 4gua permeia para o ambiente através dos
estomatos e epiderme, ou até mesmo por lenticelas, dependendo do fruto. Esta relacionada com
o déficit de pressdo do vapor entre a atmosfera e o fruto. Orgdos vegetais com epidermes
injuriadas tendem a perder mais dgua, devido a maior producdo de etileno, e consequentemente,
a maior taxa de respiragdo (VALERO; SERRANO, 2010).

Segundo os mesmos autores, durante o periodo pos-colheita, a turgidez ¢ uma das
principais condigdes responsaveis pela aparéncia de frescor dos frutos, condi¢cdo esta que pode
ser mantida por maior tempo quando o fruto ¢ armazenado sob temperatura e umidade relativa
adequada, quando associada a coloragdo, desempenha importante papel na escolha do

consumidor no momento da compra destes produtos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

A espécie vegetal foi coletada no municipio de Santa Helena, estado do Parana,
localizado na regido Sul do Brasil, com coordenadas geograficas latitude de 24°51°68” S e
longitude 54°20°26” W no periodo de novembro de 2017. A identificacdo botanica da espécie
em estudo foi realizada pelo Herbario UNOP, Unioeste-Campus Cascavel, e confirmada como
pertencente a familia Euphorbiaceae, cujo nome cientifico ¢ Euphorbia tirucalli Linneau
(aveloz) conforme caracteristica das folhas e galhos do material vegetal contido na exsicata. A

exsicata encontra-se depositada no herbario dessa institui¢do, sob registro 02/2019.

3.2  PREPARO DO EXTRATO DE AVELOZ

Partes aéreas de aveloz recém coletadas da planta foram secas em estufa de ar circulante
a 60 °C por 48 horas. Depois, o material seco foi moido em moinho de facas (Tecnal, 680) e,
em seguida, foi peneirado em peneira granulométrica (350 mm). Foi preparado extrato aquoso
adicionando 5 g de aveloz seco e moido em 100 mL de 4gua destilada, que depois foi aquecida
a 80 °C e mantida por 10 minutos sob agitacdo constante em agitador magnético (Fisaton, 735
a). Depois, o extrato foi centrifugado a 1,600 g (Excelsa Baby II, 206 R) por 20 minutos e entdo
foi filtrado através de papel filtro qualitativo (porosidade de 3 pm) e imediatamente utilizado
como agente redutor e estabilizante na sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs)

(SABRE, MIRTAJANI; KARIMZADEH, 2018; KALAISELVI et al., 2019).

3.3  SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese verde de AgNPs foi baseada na metodologia de Sabre, Mirtajani; Karimzadeh
(2018), utilizando o extrato de aveloz. O volume de 5 mL do extrato aquoso de aveloz foi
adicionado a 95 mL de solucdo aquosa de nitrato de prata (AgNO3) 3,0 mM e submetido a
agitacdo constante (agitador magnético) a 50 °C no escuro durante 1 hora. Esta proporcao de
mistura de AgNOs foi fixada por confirmagdo da reagdo de biossintese através de testes
preliminares com espectroscopia de varredura UV-Vis (Shimadzu, UV 1800). Devido a

excitacdo da ressonancia plasmonica de superficie (RPS) das AgNPs, a cor da solucao foi
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inicialmente alterada de amarela para vermelho castanho e finalmente em marrom, indicando a

formagao de Av-AgNPs.

3.4  CARACTERIZACAO DAS Av-AgNPs

A biorreducdo de ions Ag (I) para Ag (0) e formagdo de AgNPs foi indicada por
espectroscopia. O espectro de absor¢ao da mistura foi determinado no espectrofotometro UV-
VIS no modo varredura em intervalo de 300 a 700 nm e resolu¢ao de 1 nm. As leituras de
varredura foram realizadas durante 60 minutos, com intervalos de 15 minutos desde o inicio do
tempo de reagdo, ou seja, a cada 15 minutos uma amostra era recolhida do béquer e realizada a
leitura. A solucdo de Av-AgNPs foi filtrada através de filtro de papel Whatman (0,45 pum) e
posteriormente foi acondicionada em frasco ambar morfologica e de tamanho.

A morfologia e o tamanho das Av-AgNPs foram caracterizados através de micrografias
de superficie da amostra seca, que foram obtidas em microscopio eletronico de varredura
(MEV) (Tescan, Vega3) no Laboratério de Microscopia Eletronica de Varredura, UFPR, setor
Palotina. Apds agitagao em banho de ultrassom por 30 minutos e a temperatura ambiente, uma
aliquota da solugdo de Av-AgNPs foi espalhada em um suporte de amostra em uma fita de
carbono dupla face, sendo posteriormente seco ¢ metalizado com uma fina camada de ouro na
superficie (pulverizacao catodica). As micrografias foram obtidas no modulo de elétrons
secundarios (SE) com detector de elétrons secundarios.

A composi¢ao quimica das microrregides das amostras foi analisada por EDS (Energy
Dispersive Spectroscopy) com o detector de raios X (Oxford Instruments, X-act). A distribui¢ao
de tamanhos (%) das particulas de Av-AgNPs foi determinada usando um analisador de
tamanho de particulas Nanoptic 90 Nano Laser (Dandong Bettersize Instruments Ltd., China)
(RAJKUBERAN et al., 2017; RASAEE; GHANNADNIAA; BAGHSHAHIB, 2018; SABRE,
MIRTAJANI; KARIMZADEH, 2018). Ambas as analises também foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia da UFPR (ELLENDERSEN et al., 2018).

3.5  ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DAS Av-AgNPs

Estruturas fungicas dos patdégenos Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer foram isoladas
diretamente da superficie lesionada de morangos doentes. Os isolados foram repicados e
multiplicados isoladamente em placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA)

previamente autoclavadas a 120 °C durante 15 minutos. Apds repicagem em fluxo laminar, as
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placas foram encaminhadas para cdmaras BOD reguladas a 25 + 0,5 °C e 12 horas de
fotoperiodo, onde permaneceram durante 7 dias para crescimento e esporulacao dos fungos.
Para se avaliar o efeito de Av-AgNPs sobre o desenvolvimento de B. cinerea ¢ R.
stolonifer, trés volumes de Av-AgNPs (1 mL; 2 mL e 3 mL) foram testados. Estes foram
adicionados em meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) fundente, de modo a se obter as
respectivas concentragdes (307,8 png; 615,6 pg e 923,4 ng) conforme metodologia descrita por
Nascimento et al. (2013). Como controle foram utilizadas placas contendo apenas meio de
cultura BDA, vertidos em placas de Petri (9 cm de diametro) e depois de sua solidificagao, os
discos de micélio do patdgeno, de 5 mm de didmetro e 7 dias de idade, foram transferidos para
o centro das placas. Essas foram vedadas com filme plastico, e incubadas a uma temperatura de
25 °C. Observagdes foram realizadas diariamente até o final do ensaio, quando % da superficie
da placa no controle foram colonizadas pelos patégenos (STANGARLIN et al., 1999). Medidas
de diametro radial das colonias de cada placa foram consideradas na avaliacdo do crescimento

dos micélios (NASCIMENTO et al., 2013).

3.6 ENSAIO DE Av-AgNPs NO ARMAZENAMENTO POS-COLHEITA DE
MORANGO

Amostras de morango ‘Albion’ foram adquiridas diretamente com o produtor, no
municipio de Marechal Candido Rondon, localizada na Regido Oeste do Parana (altitude de
420 m, latitude de 24°33” 24°° S e longitude 54°3° 24> W). Os frutos de morango foram
colhidos em estddio de maturacdo comercial (80% de cor vermelha) e rigorosamente
selecionados para obtencdo de amostras experimentais uniformes no tamanho, forma e cor, sem
sinais de danos mecanicos ou sintomas de doenga (SOGVAR et al., 2016).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema de
parcelas subdivididas no tempo. Os morangos foram tratados com Av-AgNPs por imersao (1
minuto), sendo posteriormente secos ao ar a temperatura ambiente por 1 hora. Um grupo
controle constituido de frutos imersos em agua destilada também foi considerado. Em seguida,
os frutos foram acondicionados em bandejas de isopor (6 frutos por bandeja) e embalados com
filme PVC flexivel. Cada bandeja constituiu uma unidade experimental. Posteriormente, as
unidades experimentais foram armazenadas a 5 °C e 70 % de UR em camara climatica por 12
dias. Avaliagdes foram realizadas em intervalos de 3 dias para perda de massa fresca, cor e
degradagdo, ou em intervalos de 4 dias para firmeza, solidos soluveis totais, compostos

fendlicos totais, atividade antioxidante e taxa respiratéria. Para cada periodo de avaliacao foram
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consideradas 4 repeti¢des (unidades experimentais). Um total de 288 morangos foi utilizado

no ensaio.

3.7  PERDA DE MASSA FRESCA, FIRMEZA, COR, INDICE DE DEGRADACAO E
SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS DOS MORANGOS NO ARMAZENAMENTO

A PMF (%) foi determinada por meio de pesagem em balanca semi-analitica das
bandejas contendo os frutos de morango, considerando-se a massa inicial dos frutos e as massas
de cada periodo de avaliacdo conforme Sogvar et al. (2016).

A firmeza dos frutos foi determinada em analisador de textura digital de bancada
(Brookfield, CT3), utilizando haste metalica dotada de placa de deformacgdo (30 mm de
diametro), com deslocamento e velocidade de deformacio de 10 mm e 3,0 mm s™'. A firmeza
foi expressa em Newton (N) (LIU et al., 2018).

A coloracdo da epiderme dos frutos foi determinada utilizando analisador de cores
(Instrutherm, ACR — 1023). Os dados analiticos obtidos de R, G ¢ B referem-se a: R (red -
vermelho), G (green - verde), B (blue - azul), sendo entdo os dados transformados para valores
da Comissdo Internacional de Luminosidade (CIELAB) L*, a* e b* que foram determinados
para cada morango. As medi¢des de cor foram realizadas a temperatura ambiente em duplicata.
O parametro L* indica luminosidade (100 = branco, 0 = preto) com referéncia ao escurecimento
dos frutos, o parametro a*, indica vermelho quando positivo e verde quando negativo e o b*
indica amarelo quando positivo e azul quando negativo.

Na determinagao do indice de degradacao dos frutos foi utilizada uma escala empirica
com seis notas para estimar a severidade de infec¢do, sendo: 0) fruta sadia; 1) 1% a 20% da
superficie da fruta infectada; 2) 21% a 40% da superficie da fruta infectada; 3) 41% a 60% da
superficie da fruta infectada; 4) 61% a 80% da superficie da fruta infectada; e 5) > 81% da
superficie da fruta infectada e mostrando esporulacao. O indice de degradacao (DI) foi baseado
no indice de McKinney de acordo com Feliziani; Romanazzi (2015) que considerou a
incidéncia e severidade de degradacdo e foi expressa como a média ponderada de degradagdo
através da porcentagem do nivel maximo de dano observado, calculado através da equagao

abaixo:

DI = [z %] x100 (1)
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Onde d significa nota de intensidade de degrada¢do da escala empirica pontuada do fruto
e f a sua frequéncia; N significa o numero total de frutos examinados (saudaveis e/ou
infectados); e D € a nota mais alta de intensidade de degradacao que ocorreu na escala empirica.

Uma amostra combinada de trés morangos frescos foi utilizada para medi¢gdes de SST,
que foi analisado do suco extraido dos frutos e mensurado com o auxilio de refratdmetro digital
(Atago, PAL-1), com leituras em triplicata e resultados expressos em °Brix (POZZAN;
BRAGA; SALIBE, 2012).

3.8  TAXA DE RESPIRACAO

A taxa respiratoria (mL de CO2 Kg' h') foi analisada em cromatdgrafo gasoso
(Finnigan, 9001) equipado com detector de ionizagao de chama (FID) e coluna capilar Restek
RT-QPlot (30 m, 0,53 mm id). A temperatura do forno, injetor (splitless), detector e metanador
foram 120, 100, 250 e 350 °C, respectivamente. O portador de N2, H» e os fluxos de ar foram
30, 40 e 175 mL min’!, respectivamente. Morangos (6 frutos), foram colocados em frasco de
pléstico hermético (500 mL e tampa com septo de silicone). Apds 60 minutos uma amostra de
100 nL do headspace do frasco foi coletada através de uma seringa gastight (Hamilton, EUA),
que foi imediatamente injetada no cromatografo (DE FRANCA et al., 2018).

3.9  COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.9.1 Preparo do extrato

Os extratos foram preparados na proporg¢ao 1:10 (amostra: solvente; m: v), onde 1 g de
cada amostra de morango fresca (macerada com N> até ficar com aspecto de pd) e de aveloz
previamente seco € moido foi submetida a extracdo em 10 mL de solugdo de etanol 80% (etanol:
agua; 80:20), seguidos de homogeneiza¢ao em Vortex (Labnet International, VX 200) por 1
minuto. Posteriormente as amostras foram transferidas para um banho ultrassonico (Unique,
USC-2850 a) por 20 minutos. Depois, os extratos foram centrifugados a 20.000 g (MPW 350-
350R), (4 °C) durante 20 minutos e, em seguida, filtrados em filtro de papel qualitativo

(porosidade de 3 pm) e armazenados a -18 °C. As extragdes foram realizadas em triplicata.

3.9.2 Compostos fenolicos totais (CFT)
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O contetido de compostos fenolicos totais (CFT) dos extratos de morango, aveloz e da
solucdo de Av-AgNPs foram determinados pelo método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela (1999) com adaptagdes de Rotili et al.
(2018). Aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionada a 2,5 mL da solu¢do de Folin-Ciocalteau:
agua (1:10 v/v) e permaneceu em repouso durante 3 minutos. Em seguida foram adicionados
2,0 mL da solugdo de carbonato de sodio, so6dio: dgua (m: v) e deixado em repouso por 15
minutos de incubagdo no escuro a 50 °C. Depois as amostras foram retiradas e colocadas em
banho de gelo e procedeu-se a leitura de absorbancia a 760 nm em espectrofotometro. Uma
curva de calibracao foi construida utilizando como padrao o 4cido galico (y =0,0995x — 0,0035;
R?0,997) e os resultados foram expressos em equivalente acido galico (mg EAG mL™! amostra)

(Figura 2). Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 2- Curva de calibragdo do 4cido galico para calculo do teor de compostos fenolicos.

3.9.3 Atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante (AA) dos extratos de morango, aveloz e da solu¢ao de Av-
AgNPs foram medidas por meio das suas capacidades de sequestro de radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), sendo determinado conforme George et al. (2005). Em 3,0 mL de
etanol 80% foram adicionados 0,5 mL do extrato e 0,3 mL da solu¢ao de DPPH (0,5 mmol L-
) e deixados em repouso por 60 minutos no escuro. Apds as amostras foram lidas em
espectrofotometro UV-visivel Shimadzu (UV-1800) em absorbancia de 517 nm. O controle
contendo 3,5 mL de etanol e 0,3 mL da solu¢do DPPH, foi utilizado. A Equacdo da curva de
calibragdo do DPPH foi y=-101,34x + 53,149; onde y corresponde a concentracdo de DPPH

no meio, x € a absorbancia medida no comprimento de onda de 517 nm das amostras de extratos
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em nm e o coeficiente de correlagdo R? = 0,999. Os resultados foram expressos em mg g™ do
peso seco, em equivalente Trolox (ET), calculados por meio do ajuste da curva de calibracao
para Trolox nas concentragdes que variaram de 20,0 a 200,0 mg EqTrolox mL™! (Figura 3). As

analises foram realizadas em triplicata.

55
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y =-101,34x + 53,149
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Figura 3 - Curva de calibragdo do Trolox para célculo da atividade antioxidante pelo método
DPPH.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e aos parametros, cujo
teste F foi considerado significativo, foi aplicado teste de Tukey em nivel de significancia de
5% de probabilidade de erro (P < 0,05), com o auxilio do software estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2014). Os resultados foram apresentados como média e seus desvios padrdes, €

seus contrastes estimados pela diferenca minima significativa (DMS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA

Nesse estudo a adi¢dao do volume de 5 mL extrato de aveloz ao frasco contento 95 mL
da solucdo de AgNOs na concentragdo de 3 mM, no escuro, sob agitagdo constante a 50 °C
durante 60 minutos, conduziu a uma alteragao na cor da solu¢do de amarela claro para vermelho
purpura e finalmente marrom escuro, o que indicou a formacao de Av-AgNPs na mistura da
reacao (Figura 4) (RASHEED et al., 2017).

Essa mudanca de cor observada ocorre devido a um fendmeno conhecido como
excitacdo de ressonancia plasmonica de superficie (RPS). Nesse processo as NPs metalicas
como a prata exibem propriedades Opticas que se modificam proporcionalmente ao tamanho e
forma das NPs. A oscilagdo coletiva de elétrons livres nas AgNPs, devido ao seu potencial
elétrico ¢ entdo absorvido pela luz visivel e transmitidos a um nivel de energia mais alto, porém
o elétron ¢ instavel em um estado excitado e retorna ao nivel de energia base, quando isso
acontece simultaneamente um foton ¢ emitido (BEHRAVAN et al., 2019). Dessa forma a
espectroscopia UV-vis ¢ uma das técnicas mais amplamente utilizadas para a confirmagado de
formagdo de AgNPs na faixa de tamanho de 2-100 nm (SABRE, MIRTAJANI;
KARIMZADEH, 2018).

Figura 4 - Mudanga de cor da reagdo de sintese de Av-AgNPs, a partir da mistura de extrato de
aveloz com AgNOs, apds 15 minutos (amarela claro) (a); apds 30 minutos (vermelha
purpura) (b); ap6s 60 minutos de reacao (verde-escuro) (c).

Fonte: OLIVEIRA, S. S.; Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon 2019.



25

A sintese de AgNPs ¢ confirmada quando a solucao exibe pico méximo de absor¢do na
faixa de 420-500 nm devido a RPS na superficie da prata. Essas caracteristicas de RPS na
sintese verde de AgNPs através do extrato de aveloz foram detectadas no comprimento de onda
de 449 nm (Figura 5). O que esta de acordo com os espectros relatados na literatura para AgNPs

(RAJ; MALIL TRIVEDI, 2018; PIRTARIGHAT; CHANNADNIA; BAGHSHAHI, 2019).
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Figura 5- Espectroscopia UV-vis de formagdo de Av-AgNPs na concentragdo de 3 mM de sal
AgNO3, volume de 5 mL de extrato de aveloz em diferentes intervalos de tempo (15 —
60 minutos) a 50 °C no escuro.

Os resultados revelaram que o aumento do tempo de incubagdo do AgNOs3 com o extrato
vegetal de aveloz resultou em aumento da intensidade dos picos de absorcao (Figura 5), o que
indicou aumento da redugdo AgNOs pela solugdo do extrato de aveloz e, com isso, aumento da
concentracdo de AgNPs na mistura reacional (RASAEE; GHANNADNIAA; BAGHSHAHIB,
2018). A biossintese de Av-AgNPs foi iniciada aos 15 minutos e concluida apés 60 minutos.
Esses resultados corroboram com Behravan et al. (2019) que ao investigarem o efeito de
parametros como concentragdo de AgNOs (0,5; 1; 3 e 10 mM), extrato aquoso de Berberis
vulgaris (3; 5; 10; 15; 30 mL) e tempo de contato da reagdo (1; 2; 6; 12 e 24 h) na sintese de
AgNPs, os autores constataram que as condigdes O6timas para a preparacao dessas AgNPs foram
de 3 mM de AgNOs, 5 mL de extrato aquoso, a temperatura ambiente e tempo de 1 h, nessas
condicdes a biossintese exibiu absor¢do maxima com pico eletronico de RPS na banda de 450
nm.

Apesar das vantagens da sintese verde, o controle do tamanho e forma das NPs ¢ um

desafio importante. Para superar este problema, as condi¢des de reacdo podem ser melhoradas
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alterando o pH, temperatura, periodo de incubacdo, irradiagdo, concentracdo de AgNOs por
meio da variagdo de fitoquimicos, o que afeta a reducado e a ligacdo do Ag durante o processo
de sintese (POURMORTAZAVI et al., 2015).

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) tem sido utilizada para
identificar a morfologia e tamanho das AgNPs bioreduzidas (AHAMED et al., 2011). A
micrografia de superficie obtida através do MEV mostrou que as Av-AgNPs sintetizadas eram
uniformes e esféricas (Figura 6), o que esta de acordo com a literatura para AgNPs obtidas a
partir de sintese verde. Estudos demonstram que bandas de absor¢do na faixa 400-450 nm
correspondem a NPs metélicas esféricas. A presenca de um unico pico (Figura 5) corrobora
com a forma esférica das Av-AgNPs formadas (RASAEE; GHANNADNIAA;
BAGHSHAHIB, 2018).
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SEM WV 300V WD 4.54 mm ] VEGAI TESCAN
SEM MAG: 500 kx Det: SE
SEM MAG: S0.0 kx  Date{m/dy). 1011718 UFPR - Setor Palotina

Figura 6- Micrografias de superficie (MEV-EC TESCAN, VEGA3) da amostra contendo
nanoparticulas de prata (AgNPs) apos sintese verde com extrato de aveloz (Av).
Fonte: OLIVEIRA, S. S.; Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon 2019.

O formato das AgNPs sintetizadas por extratos de plantas vegetais exibe diferentes
formas, como esféricas, hexagonais e triangulares, ¢ sdao dependentes das composi¢des
quimicas do extrato da planta (RASAEE; GHANNADNIAA; BAGHSHAHIB, 2018).

Os tamanhos médios das AgNPs foram em torno de 44,50 e 88,90 nm, mas majoritaria

(84, 60%) tinham tamanhos entre 56,00 e 76,20 nm (Figura 7). Na imagem também pode ser
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observado que NPs maiores de AgNPs sdo formadas devido a agregagdo de AgNPs durante a
preparacdo da amostra (KALAISELVI et al., 2019). As micrografias de MEV-EC foram

tomadas com 1 pm (baixa resolugéo) e 100 nm (alta resolu¢éo), como mostrado na Figura 6.
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Figura 7- Distribuicao granulométrica das Av-AgNPs (difracao de laser).

Distribuigiio de tamanho das

A andlise semi-quantitativa da composi¢ao quimica da amostra de Av-AgNPs, que foi
realizada por energy dispersive spectroscopy (EDS), mostrou um percentual de 6,41 % para o
ion metalico Ag (Tabela 2). Os demais elementos quimicos encontrados foram C, O, Mg, Si,

Mn e Cu, mas O foi majoritério (36,80 %) entre todos.

Tabela 2- Composicdo quimica percentual das microrregides da solugdo de Av-AgNPs
biossintetizadas com extrato de aveloz (Av).

Elementos quimicos Distribuicao (%)
C 27,23+1,57
0] 36,80+0,69
Cu 12,50+0,78
Mg 11,91+0,18
Ag 6,41+0,39
Si 3,15+0,36
Mn 2,01+0,36
Total 100

Em seus estudos, Raj, Mali e Trivedi (2018) também constatam a presenc¢a de compostos
organicos associados com Ag, como os atomos de O, C, Cl e Cu em AgNPs biossintetizadas

por Enicostemma axillare. De acordo com Behravan et al. (2019) uma fina camada de
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agregados organicos formada é responsavel por caracteristicas como a dispersdao das AgNPs
em uma solu¢do aquosa bioreduzida, mesmo em escala macroscopica. Os elementos quimicos
como Ag, C, O, Mg, Si, Mn e Cu estavam presentes em 6,41%; 27,23%; 36,80%; 11,91%;
3,15%; 2,01% e 12,50% respectivamente.

A presenca de Ag ¢ certamente devida a formag¢dao de AgNPs enquanto a presenca de
atomos de C, O, Mg, Si, Mn e Cu pode ser atribuida ao extrato da planta de aveloz, como
mostrado na Tabela 2. A andlise do espectro EDS também revelou que as Av-AgNPs estavam
na forma metalica.

Em estudo realizado por Kalaiselvi et al. (2019) sobre sintese de AgNPs mediada por
latex de aveloz, os autores identificaram por espectroscopia no infravermelho grupos funcionais
potenciais dos grupos metil, éter, cetona, e C=C, os autores sugeriram que e€sses grupos
organicos t€m contribui¢ao na reducao dos ions de Ag e no encapsulamento das Av-AgNPs
biossintetizadas.

Orlanda e Vale (2015) realizaram triagem fitoquimica do extrato hidroetandlico de
aveloz e constataram a presenca de acucares redutores, alcaloides, compostos fenolicos,
flavonoides, taninos, saponinas, esteroides, diterpenos e triterpenodides, que também foi
confirmado por Mali e Panchal (2017). Kalaiselvi et al. (2019) afirmou que os principais
constituintes ativos encontrados em aveloz sao conhecidos como grupos organicos C3oHsoO,
com destaque para euphol e tirucallol, que estdo presentes em grande parte no latex produzido
em laticiferos nessa planta. Neste estudo os metabolitos secundérios presentes na planta
também desempenham um papel vital nas alteracdes morfoldgicas das Av-AgNPs. Entre os
metabolitos secundarios, euphol e tirucallol foram os principais compostos presentes no extrato
de latex de aveloz envolvidos na biorreducdo das AgNPs (IBRAHIM et al., 2018;
KALAISELVI et al., 2019).

Rasaee et al. (2018), usando extrato de Satureja hortensis cultivadas sob diferentes
tratamentos de NaCl, verificaram que a maioria das AgNPs sintetizadas tinha forma esférica,
com a presenga de algumas NPs com formato triangular, as caracteristicas das bandas de RPS
exibiram pico de absor¢dao em 450 nm ap6s 2 horas de incubagdo da reagdo. Esses autores
revelaram ainda que a analise fitoquimica do extrato da planta revelou a presenca de
hidrocarbonetos, fenois/polifendis, flavonoides/flavondis, alcaloides e polipeptidios.

Os flavonoides e outros compostos fenolicos presentes no extrato de folhas sao
poderosos agentes redutores que podem ser sugestivos para a biossintese de ions AgNPs. Os
extratos vegetais podem desempenhar um duplo papel, como agentes redutores e como

estabilizadores de AgNPs biossintetizadas.
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42  COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT) E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA)
DPPH DO EXTRATO DE AVELOZ E DAS Av-AgNPs

Compostos fenodlicos sdo substancias produzidas pelo metabolismo secundario das
plantas, que em muitas espécies vegetais sdo utilizadas como mecanismos de defesa contra
patogenos. Tais compostos estdo entre os que mais possuem atividade antioxidante no vegetal,
onde sua biossintese ¢ aumentada em situagdes de estresse fisioldogico (VUOLO; LIMA;
MAROSTICA JUNIOR, 2019).

Uma analise antioxidante comparativa entre extrato de aveloz e solugdo de Av-AgNPs
foi feita. O conteudo de compostos fenolicos totais (CFT) e a atividade antioxidante (AA) do
extrato de aveloz e da solu¢ao de Av-AgNPs sao mostrados na Tabela 3. O contetido de CFT
do extrato de aveloz (0,912 mg EQAG mL™") foi significativamente maior (P < 0,01) quando
comparado a solugdo de Av-AgNPs (0,032 mg EQAG mL™!). Da mesma forma, a AA do extrato
de aveloz (2,980 mg EqTrol mL™) foi maior do que das Av-AgNPs (0,014 mg EqTrol mL™),
indicando que houve reducdes maiores do que 90% dos atributos antioxidantes nas amostras.
Extratos vegetais contém grande variedade de compostos fendlicos com atividade antioxidante
que atuam como agentes redutores e estabilizadores nas reagoes de sintese verde de AgNPs. De
acordo com Rasaee; Ghannadniaa; Baghshahib (2018) diferentes graus de hidroxila¢ao das
estruturas quimicas de compostos fenodlicos sdo responsaveis por sua alta capacidade
sequestradora de radicais que, consequentemente, reflete sua elevada capacidade de reduzir
Ag" a AgNPs. De fato, neste processo ocorre a transferéncia de elétrons do composto fendlico
para os ions Ag* reduzindo-os a Ag’, conduzindo a uma redugio da atividade antioxidante do

composto fenolico.

Tabela 3. Atividade antioxidante e compostos fendlicos totais do extrato de aveloz e da solugao

de Av-AgNPs.
Amostra AATE CFT**
(mg EqTrol> mL") (mg EqAGP mL™")
Extrato de aveloz' 2,980 £ 0,282 0,912 £ 0,025
Av-AgNPs 0,014 £ 0,002 0,032 + 0,001

! Partes aéreas secas de aveloz extraidas com solvente dgua.

2 Solugdo de AgNPs biossintetizadas a partir da mistura de AgNO3 3 mMol com o extrato de aveloz.
Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Equivalente Trolox?. Equivalente acido galico®.
** Significativo a P<0,01.
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Esses resultados diferem do encontrado por Abdel-Aziz et al. (2014) ao avaliar o
conteudo de CFT e AA do extrato de folha de Chenopodium murale contra AgNPs sintetizadas
pelo mesmo extrato, esses autores encontraram conteudo de CFT maior em AgNPs sintetizadas
(80,83 £ 0,15 mg EAG g!), quando comparado ao extrato de folhas de C. murale isolado (74,9
+ 0,23 mg EAG g'), além disso, as AgNPs sintetizadas também apresentaram AA maior
(65,43% £ 0,18) do que o extrato de C. murale (59,43% £ 0,15). No entanto, foi ainda observado
que AA foi dependente das concentragdes de extratos da planta adicionados na sintese de
AgNPs, tendo em vista que a AA foi maior nas concentragdes maiores de extrato usadas na
sintese.

Fafal et al. (2017) ao sintetizar AgNPs usando extrato de partes aéreas de Asphodelus
aestivus Brot, verificaram que o conteudo de CFT foi maior na amostra do extrato vegetal
isolado (72,17 £ 9,69 mg EAG mL™! do que nas AgNPs sintetizadas (17,33% + 1,29 mg EAG
mL1). Contudo, no extrato isolado de A. aestivus a AA foi menor (31,82% = 4,04) quando
comparada as AgNPs sintetizadas (67,54% + 5,49). Wang et al. (2018) também constatou que
a AA de AgNPs mediada por extrato vegetal de Psidium guajava L. foi mais alta (52,53% +
0,31 ug mL") do que o controle positivo com 4cido ascorbico (25,47% = 0,19) pelo método
DPPH. Segundo esses autores, compostos antioxidantes, tais como fendlicos, flavonoides e
polissacarideos, nas superficies das AgNPs, contribuiram para a sua maior AA.

Nesse estudo, a menor quantidade de CFT e menor AA encontrada nas Av-AgNPs pode
estar relacionada a consumo dos fitoquimicos presentes no extrato pela reacdo de sintese de
AgNPs, assim como também pela reducdo de compostos presentes na solugdo final de Av-
AgNPs apds serem filtradas por filtro de papel Whatman (0,45 um) antes da realizacdo das
analises para CFT e AA, o que contribuiu para os menores valores encontrados na solugao de

Av-AgNPs.

43 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE Av-AgNPs CONTRA Botrytis cinerea ¢ Rhizopus

stolonifer

A atividade antimicrobiana de AgNPs sdo conhecidas h4 véarios anos, seu largo
espectro antibacteriano vem sendo alvo de intensas pesquisas nas ultimas décadas, porém seu
efeito antifingico ainda ¢ pouco estudado. Nesse aspecto, a atividade antifingica de Av-AgNPs
foi testada in vitro contras dois fungos, B. cinerea e também R. stolonifer, pois ambos
ocasionam grandes problemas na pos-colheita de morangos, o que acarreta consideraveis perdas

economicas (WANG et al., 2018).
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Os resultados demonstraram que o efeito inibitorio foi dependente da dose de Av-
AgNPs, que mostrou inibigdo total para B. cinerea com 3 mL (923,4 pg), embora tenha sido
constatada também reducdo do crescimento das colonias com menores doses de Av-AgNPs, 1,0

e 2,0 mL (307,8 e 615,6 ng), respectivamente, quando comparado ao controle (Tabela 4).

Tabela 4- Atividade antifingica in vitro das Av-AgNPs contra B. cinerea e R. stolonifer.
Crescimento micelial (cm)
Av-AgNPs dose B. cinérea (inibicdo)  R. stolonifer (inibicio)

1,0 mL (307,8 ng) 1,9 + 0,5 (60,4%) 3,5+0,1 (49,3%)
2,0 mL (615,6 pg) 1,4 £0,1 (70,8%) 3,2+ 0,1 (53,6%)
3,0 mL (923,4 ug) 0,0 = 0,0 (100%) 2,7+ 0,0 (60,9%)
Controle 48 +04 6,9 +0,1

Os dados sdo apresentados como média = desvio padrao. DMS B. cinerea =0,34; DMS R. stolonifer =
0,20.

R. stolonifer foi menos sensivel a acdo de Av-AgNPs, uma vez que este fungo teve
inibi¢do parcial de crescimento do seu micélio (2,7 cm), enquanto B. cinerea foi totalmente
inibido (Figura 8). Wang et al. (2018) também avaliaram a atividade antifingica de AgNPs
sintetizadas com extrato de Psidium guajava contra Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger
e Rhizopus oryzae e também constataram efeito inibitorio contra o crescimento das colonias

fingicas.

R stolonifer

Figura 8- Atividade antifungica de Av-AgNPs no crescimento micelial de B. cinerea em
diferentes doses [(a) controle; (b) 1 mL (307,8 pug); (c¢) 2 mL (615,6 pg); (d) 3 mL
(923,4 ng)]. R. stolonifer [(a) controle; (b) 1 mL (307,8 pg); (¢) 2 mL (615,6 pg); (d)
3 mL (923,4 ng)].

Fonte: OLIVEIRA, S. S.; Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon 2019.
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Fernandez et al. (2016) avaliaram a atividade antifingica de AgNPs obtidas pela
biossintese com leveduras de Rhodotorula glutinis contra fungos fitopatogénicos causadores de
doencas pds-colheitas em frutas de pomo, tais como B. cinerea, Rhizopus sp., A. niger,
Penicillium expansum e Alternaria sp. Nesse estudo foi usado um controle positivo prepado
com fungicida Iprodione na concentragio de 500 ppm L™ ¢ também um controle negativo com
acetona e agua. Os resultados mostraram que AgNPs obtidas pela biossintese na concentragao
de 3 ppm foram eficazes em inibir o crescimento de colonias de fungos de modo similar ao
controle positivo com fungicida, excecdo encontrada apenas para Rhizopus sp., porém,
resultados nesse mesmo trabalho demonstraram ndo haver atividade antifungica do extrato da
levedura isolado, bem como do controle negativo de acetona e agua.

Wang et al. (2018) também avaliaram a atividade antifingica de AgNPs sintetizadas por
Psidium guajava (P-AgNPs) contra trés estirpes fungicas: Saccharomyces cerevisiae, A. niger
e R. oryzae. Esses autores verificaram que o extrato aquoso de folhas de P. guajava nao
apresentou efeito inibitorio contra nenhuma das cepas selecionadas, enquanto P-AgNPs
apresentou efeito inibitério no crescimento das colonias fingicas confirmando seu efeito
antifingico.

A atividade antimicrobiana de AgNPs se deve pela atragdo eletrostatica entre a
membrana celular carregada negativamente dos microrganismos, incluindo bactérias, virus e
fungos, e as AgNPs carregadas positivamente (KIM et al., 2007). As AgNPs também podem
levar a desnaturacdo da proteina e destruigdo da bomba de protons por ligacdo com proteinas
da superficie de fungos, aumentando a permeabilidade da membrana plasmatica e ruptura da
membrana celular. Xia et al. (2016) sugeriram que AgNPs danificam o sistema de transporte,
causando fluxo de ions intracelulares e acimulo de Ag', que podem bloquear processos
fisiologicos, como a respiracdo. Além disso, esses autores relataram que as células bacterianas
em contato com AgNPs podem absorver esses Ag', o que poderia facilitar a geragdo de espécies
reativas de oxigénio e, consequentemente, causar a morte celular. As AgNPs também podem
causar danos ao DNA e danificar a capacidade de replicacao dessas células (XIA et al., 2016;

WANG et al., 2018).

44  ENSAIO Av-AgNPs NO ARMAZENAMENTO POS-COLHEITA DE MORANGO

4.4.1 Indice de degradacio e taxa respiratéria dos morangos durante o armazenamento
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Com ataque de microrganismos, ocorre reducdo da qualidade e de vida de prateleira das
frutas, resultando em defeitos ou doengas superficiais com destruicdo dos tecidos, o que torna
o produto menos atrativo ou nao comercializavel. Esses danos sdo indesejaveis em morangos,
pois sua forma de comercializagdo ¢ preferencialmente in natura, que se da énfase especial a
qualidade do produto. Danos mecanicos, aliados as mudangas fisiologicas e fisicas predispdem
ao ataque de patogenos. O crescimento de fungos produz um nimero varidvel de efeitos
deteriorativos que incluem descoloragdo, produ¢ao de odores desagraddveis e reducdo na
qualidade do produto (CHITARRA; CHITARRA, 2005). De forma geral a taxa de respiracao
aumenta em tecidos injuriados por patdogenos (DHITAL et al., 2018).

Os resultados do indice de degradagdo mostrados (Figura 9) sugerem que o tratamento
com Av-AgNPs inibiu a degradacao dos morangos até 9 dias de armazenamento, enquanto os
frutos do controle comegaram a mostrar sinais de degradacdo a partir de 3 dias de
armazenamento. Adicionalmente, morangos tratados com Av-AgNPs exibiram sinais de
degradagdo microbiologica somente aos 12 dias de armazenamento (0,83%), que foi muito
menor do que nos frutos do controle (13,33%). Estes resultados fornecem uma evidéncia
positiva para as caracteristicas antimicrobianas das Av-AgNPs contra fungos patogénicos do

morango, pois a deterioracdo nos frutos durante o armazenamento foi inibida.
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Figura 9- Indice de degradacio dos morangos tratados com Av-AgNPs sintetizadas com extrato
de aveloz, durante armazenamento.

De acordo com Xia et al., (2016) os Ag" apresentam amplo espectro antimicrobiano

contra fungos. Seus efeitos podem ser notados na desestruturagao da parede e membrana
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celular, em organelas como ribossomos e mitocondrias, na desnaturacdo de proteinas,
destruicdo da bomba de prétons, bloqueio de processos metabolicos, respiragdo, e por causar
danos a0 DNA e na sua capacidade de replicacdo, de forma a ocasionar a morte de
microrganismos patogénicos (MARCHIORE et al., 2017).

Emamifar et al. (2010) utilizando uma matriz polimérica de polietileno de baixa
densidade (LDPE) contendo AgNPs e o0xido de zinco (ZnO), para preservar e estender o prazo
de validade de sucos de laranja observou que essa combinagdo de NPs combinada com o
tratamento térmico (55-65 °C) foi eficaz como antimicrobiano contra fungos (leveduras e
bolores) em relagdo as demais matrizes poliméricas ativas contendo NPs de ZnO. A atividade
antimicrobiana de AgNPs permitiu diminuir acentuadamente a temperatura de pasteurizagao do
suco de laranja em 10 °C.

Yang et al. (2010) investigaram o uso de embalagens plasticas adicionadas com AgNPs
na qualidade de morangos durante o armazenamento e encontraram que esse tratamento
manteve a qualidade sensorial, fisico-quimica e fisioldgica dos morangos em um nivel mais
alto em comparagdo com as embalagens controle. Motlagh, Mosovian e Mortazavi (2013) em
estudo similar também encontraram resultados similares para amoras armazenadas. Outro
estudo com meldo minimamente processado, realizado por Fernandez, Picouet e Lloret, (2010),
mostrou que absorventes carregados com Ag reduziram a carga microbiana do fruto durante
armazenamento.

Morangos tratados com Av-AgNPs mostraram taxa respiratdria significativamente
menor do que o controle durante todo periodo de armazenamento (Figura 10). Neste caso, estd
menor atividade respiratoria exibida pelos frutos tratados evidencia que houve menor estresse
fisiologico, e isso esteve fortemente associado ao efeito inibitorio da degradacgdo

microbioldgica devido as Av-AgNPs (Figura 9).
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Figura 10- Taxa respiratoria dos morangos tratados com Av-AgNPs sintetizadas com extrato
de aveloz, durante armazenamento.

Além disso, AgNPs podem agir como catalisadora da decomposicdo do etileno
produzido a partir do metabolismo dos frutos, essa caracteristica também pode ter contribuido
para reducdo da atividade respiratoria dos frutos tratados com Av-AgNPs (HUANG et al.,
2015). De forma geral a taxa de respiracdo aumenta em tecidos vegetais injuriados por
fitopatdgenos (DHITAL et al., 2018).

Estes resultados fornecem uma evidéncia para as caracteristicas antimicrobianas das
Av-AgNPs contra fungos patogénicos pos-colheita de morangos, pois a deterioragdo nos frutos
durante o armazenamento foi reduzida. AgNPs podem agir como catalisadora da absor¢ado e
decomposic¢ao do etileno emitido a partir do metabolismo dos frutos, que tem sido postulado
como um bloqueador de etileno, essa caracteristica também pode ter contribuido para redugao
da atividade respiratoria dos frutos tratados com Av-AgNPs (HUANG et al., 2015). Entretanto,
seu potencial uso no controle de fitopatégenos em pos-colheita ainda é pouco estudado. O
aumento na composi¢ao de CO2 em morangos ndo tratadas pode ser atribuido a produgdo de
COa,, etanol e acidos organicos produzidos por microrganismos deteriorativos, de forma geral

a taxa de respiracdo aumenta em tecidos vegetais injuriados por fitopatogenos, (DHITAL et al.,
2018).

4.4.2 Perda de massa fresca, firmeza e sdlidos soluveis totais dos morangos no

armazenamento

Os resultados de perda de massa fresca, firmeza e solidos soluveis totais dos morangos

tratados com Av-AgNPs sdo mostrados na Figura 11. Tanto a perda de massa fresca, como a
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firmeza dos morangos nao foram influenciados pelo tratamento com Av-AgNPs, pois tiveram
seus resultados estatisticamente similares aos controles (Figuras 11a e 11b). A perda de massa
fresca média total dos morangos foi de 14%, enquanto a sua firmeza média reduziu de 40,97N
para 33,18N no periodo, ou seja, uma redu¢do de aproximadamente 19%. O morango tem
elevada taxa de respiragdo e de transpiracao, que favorece tanto a perda de massa fresca, como
areducdo da firmeza do morango, que sdao consequéncias desfavoraveis para a comercializa¢ao
deste fruto, pois contribuem para sua rapida senescéncia (DHITAL et al., 2018). Entretanto,
esses resultados ndo foram influenciados pela atividade respiratdria dos frutos, uma vez que
morangos tratados com Av-AgNPs mostraram taxa respiratoria menor do que o controle (Figura
10). A Figura 11c também mostra que ndo houve efeito significativo das Av-AgNPs sobre SST
dos morangos durante o armazenamento, pois eles ndo mostraram diferengas significativas em
relagcdo ao controle. O contedo de SST manteve valores similares entre o inicio (9,68 °Brix +

0,21) e o final (9,61 °Brix £ 0,36) do armazenamento.
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Figura 11- Perda de massa fresca (a) firmeza (b) e solidos soluveis totais (c) dos morangos
tratados com Av-AgNPs sintetizados com extrato de aveloz, durante armazenamento.

A PMF observada nos frutos de morango ¢ um processo inevitdvel e normal que ocorre

durante o armazenamento do produto fresco, e estd associado, principalmente, a evaporagdo da
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umidade através do tecido vegetal e, em menor escala, a perda de reservas de carbono através
da respiragdo. A répida perda de adgua prejudica a aparéncia de frescor de frutos, e € um dos
principais fatores que contribuem para a perecibilidade do morango (SOGVAR et al., 2016;
DHITAL et al., 2018). A perda de firmeza nos morangos ocorre em virtude do aumento da
atividade de enzimas envolvidas na degradagdo de paredes celulares, como pectinametilesterase
e poligalacturonase (WEI et al., 2018). Durante o armazenamento a firmeza diminui o que
contribui para o curto periodo de vida pos-colheita e suscetibilidade a contaminagao por fungos
no morango além de exercer influéncia importante sobre a aceitabilidade do consumidor de
frutas frescas (SOGVAR et al., 2016). Mudangas no teor de SST sao devido a solubilizacao de
poliuronideos e hemiceluloses da parede celular em morangos maduros, e geralmente sdo
acompanhados de sabor agradavel e de maior aceitacdo por consumidores (DHITAL et al.,

2017).

4.4.3 Cor dos morangos durante o armazenamento

A cor dos morangos foi avaliada através de parametros numéricos a* e L* CIELAB, e
os resultados sdo mostrados na Figura 14. O parametro a* representa a coordenada de cor entre
o vermelho (+a*) e o verde (-a*), ou seja, quanto maior o valor positivo de a*, mais vermelha
¢ a amostra. Os resultados mostram que nao houve variagdes significativas do parametro a*
entre frutos tratados e o controle durante o armazenamento dos morangos (Figura 12a), ou seja,
a colorag@o vermelha dos frutos trados com Av-AgNPs foi similar a coloragdo de frutos nao

tratados.
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Figura 12 - Parametros CIELAB a* (a) e L* (b) dos morangos tratados com Av-AgNPs
sintetizadas com extrato de aveloz, durante armazenamento.

O parametro L* fornece um valor numérico de luminosidade para a amostra, que varia
de zero (escuro) a 100 (claro). De acordo com a Figura 12b, no 6° dia de armazenamento
morangos tratados com Av-AgNPs mostraram valores L* (32,19 + 4,41) significativamente
maior do que os morangos do controle (26,5 + 2,24), indicando que Av-AgNPs inibiram o
escurecimento dos frutos. Embora os resultados do 9° e 12° dia tenham mostrado variagdes nao
significativas, os valores médios de L* dos morangos tratados com Av-AgNPs também foram
maiores do que seus controles, e isso reforca a hipotese de que Av-AgNPs sdo importantes para
inibir o escurecimento do morango. Os resultados de L* indicam que Av-AgNPs aplicados em
morangos pode ser importante para retardar a deterioragdo da pigmentacdo vermelha durante o
armazenamento. A cor vermelha atraente de morangos geralmente desaparece durante o

armazenamento, prejudicando sua aparéncia. A cor vermelha ¢ substituida por pigmentos
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acastanhados apos alguns dias de armazenamento (GOSSINGER et al., 2009). Esse processo
comumente ¢ acompanhado por formac¢do de cor marrom ou descoloragdo resultante da perda

de antocianinas causada por oxidacao ou outras reacdes quimicas (WANG, et al., 2015).

4.44 Compostos fendlicos totais (CFT) e atividade antioxidante (AA) dos morangos

tratados com Av-AgNPs

Morangos contém alta concentragdo de antocianinas, flavonoides e acidos fendlicos.
Muitos destes compostos exibem uma ampla gama de efeitos biologicos, incluindo antioxidante
e antifingico (DHITAL et al., 2018). A conservacdo e a extensdo desses compostos
fitoquimicos durante o armazenamento do morango tem sido um grande desafio para os
pesquisadores, pois € objetivo manter e conservar a AA durante o periodo pds-colheita desse
fruto (LIU et al., 2018).

No entanto, os morangos sdo altamente pereciveis, deterioragdes fisioldgicas ocorrem
em morangos metabolicamente ativos, mesmo na auséncia de microrganismos em virtude de
processos catabdlicos de senescéncia celular. Os compostos fendlicos sao os principais
compostos antioxidantes que podem eliminar os radicais de oxigénio, evitando o estresse
oxidativo para manter a qualidade dos morangos (LIU et al., 2018). Maiores teores de CFT em
pos-colheita podem estar relacionados a estresses abioticos, que induzem o metabolismo
secundario do fruto para o aumento da produgao desses compostos.

De maneira geral houve redugdo tanto do conteudo de CFT quanto da AA dos morangos
durante o armazenamento (Figura 13a e 13b). Contudo, no 4° e no 12° dias de armazenamento
os frutos tratados com Av-AgNPs mostraram conteudos de CFT (1,75 e 0,86 mg EqAG g! do
peso seco, respectivamente) significativamente menores do que os seus controles (2,06 ¢ 1,14
mg EqAG g'! do peso seco, respectivamente). Uma forte associagdo entre os resultados de CFT
e AA foi observada, isto ¢, morangos tratados com Av-AgNPs mostraram AA (0,40 e 0,22 mg
EqTrol g!' do peso seco) significativamente menores (P<0,05) do que seus controles (0,46 e
0,26 mg EqTrol g do peso seco) nos mesmos periodos de armazenamento. Esses resultados
indicam que morangos tratados com Av-AgNPs foram menos induzidos a sintese de compostos
fendlicos do que aqueles do controle, e consequentemente exibiram menor atividade

antioxidante, conforme mostrado na Figura 13b.
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Figura 13- Compostos fendlicos totais (a) e atividade antioxidante (b) dos morangos tratados
com Av-AgNPs sintetizadas com extrato de aveloz, durante armazenamento.

Morangos tratados com Av-AgNPs mostraram menor degradagdo e menor taxa de
respiragdo (Figura 9 e Figura 10), e isso foi determinante para os menores niveis de CFT
demandados pelos frutos (Figura 13a), muito provavelmente porque houve menor estresse
celular por fitopatogenos. Compostos fendlicos sdo importantes antioxidantes celulares que
agem para o equilibrio de radicais de oxigénio e controle do estresse oxidativo. De fato, o
aumento do conteudo de compostos fenolicos durante a etapa pods-colheita ocorre quando ha
estresses abiodticos ou bidticos que induzem o metabolismo secundario do fruto para o aumento

da producao desses compostos (LIU et al., 2018).
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5 CONCLUSAO

A sintese verde de AgNPs com extrato aquoso de aveloz produziu Av-AgNPs com
tamanhos inferiores a 100 nm, mas majoritariamente entre 40 ¢ 90 nm. Os resultados mostraram
que Av-AgNPs tem agdo antifingica contra B. cinerea mais eficaz do que contra R. stolonifer.
Devido a sua acdo antifingica, Av-AgNPs reduziu a degradagdo do morango. Av-AgNPs nio
interferiram na perda de massa fresca, firmeza e SST dos frutos. Porém, manteve a coloragao
vermelha dos morangos por mais tempo e reduziu seu escurecimento durante o armazenamento.
Além de influenciar os menores conteidos de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante. Este estudo mostrou que o extrato de aveloz pode ser utilizado para a sintese verde
de Av-AgNPs. Além disso, as Av-AgNPs sintetizadas se mostraram eficazes contra B. cinerea
e contra a degradacao pos-colheita dos morangos, € podem ser uma alternativa promissora para

a sua conservagao e extensao de sua vida util.
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