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RESUMO

A espécie Myrcia glomerata (Myrtaceae) foi investigada em dois estudos distintos, visando
explorar suas propriedades biologicas e potenciais aplicacées. No primeiro estudo (Capitulo
1), o extrato etanolico das folhas foi obtido por extracéo assistida por ultrassom, uma técnica
sustentavel. A analise fitoquimica revelou a presenca de diversos compostos bioativos, como
esteroides, triterpenoides, alcaloides, fendis, taninos, flavonoides e xantonas. O extrato
demonstrou atividade antimicrobiana significativa, além de potencial antioxidante e efeito
alelopético negativo sobre a alface, sem impacto relevante no capim-amargoso e no milho.
Esses resultados indicam seu potencial para o desenvolvimento de produtos naturais com
aplicacBes antimicrobianas e antioxidantes, embora estudos adicionais sejam necessarios
para esclarecer seu efeito alelopatico. No segundo estudo (Capitulo 2), o extrato aquoso
de M. glomerata foi utilizado na sintese verde de nanoparticulas de 6xido de cobre
(NPsCu0), visando aplicacBes sustentaveis em saude e agricultura. As NPsCuO de M.
glomerata apresentaram tamanho hidrodinamico de 212,4 nm, potencial zeta de -20,8 mV e
indice de polidispersividade (PDI) de 0,15. No entanto, os ensaios de atividade antioxidante,
antimicrobiana e alelopética ndo demonstraram resultados expressivos, sugerindo a
necessidade de investigacbes mais aprofundadas para melhor compreender seu potencial
biotecnoldgico. Em sintese, a espécie M. glomerata se destaca por suas propriedades
bioativas promissoras, especialmente no extrato etandlico, com elevada atividade
antimicrobiana e antioxidante. As NPsCuO sintetizadas a partir dessa espécie também
demonstraram efeitos bioldgicos relevantes, ainda que com desempenho mais discreto nas
condigdes avaliadas, indicando caminhos promissores para otimizagdes futuras. Ambos 0s
estudos ressaltam a importancia de futuras pesquisas para o desenvolvimento de alternativas
sustentdveis e inovadoras a partir dessa espécie vegetal.

Palavras-chave: Myrcia glomerata, nanoparticulas de 6xido de cobre, extracdo assistida por
ultrassom, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana, alelopatia.
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ABSTRACT

The species Myrcia glomerata (Myrtaceae) was investigated in two separate studies, aiming
to explore its biological properties and potential applications. In the first study (Chapter 1),
the ethanolic extract of the leaves was obtained by ultrasound-assisted extraction, a
sustainable technique. Phytochemical analysis revealed the presence of several bioactive
compounds, such as steroids, triterpenoids, alkaloids, phenols, tannins, flavonoids and
xanthones. The extract demonstrated significant antimicrobial activity, in addition to
antioxidant potential and a negative allelopathic effect on lettuce, with no relevant impact
on sourgrass and corn. These results indicate its potential for the development of natural
products with antimicrobial and antioxidant applications, although additional studies are
needed to clarify its allelopathic effect. In the second study (Chapter 2), the aqueous extract
of M. glomerata was used in the green synthesis of copper oxide nanoparticles (CuONPS),
aiming at sustainable applications in health and agriculture. The CuONPs from M. glomerata
showed a hydrodynamic size of 212.4 nm, zeta potential of -20.8 mV and polydispersity
index (PDI) of 0.15. However, the antioxidant, antimicrobial and allelopathic activity assays
did not show significant results, suggesting the need for further investigations to better
understand their biotechnological potential. In summary, the species M. glomerata stands
out for its promising bioactive properties, especially in the ethanolic extract, with high
antimicrobial and antioxidant activity. The CuONPs synthesized from this species also
demonstrated relevant biological effects, albeit with more modest performance under the
evaluated conditions, indicating promising pathways for future optimizations. Both studies
highlight the importance of future research for the development of sustainable and
innovative alternatives from this plant species.

Keywords: Myrcia glomerata, copper oxide nanoparticles, ultrasound-assisted extraction,
antioxidant activity, antimicrobial activity, allelopathy.
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INTRODUCAO

A busca por plantas e vegetais com propriedades medicinais, visando alivio e cura
de doengas, pode ser considerada uma das primeiras formas de utilizacdo de produtos
naturais. Destaca-se, que as civilizacdes Chinesa, Greco-romana e Egipcia se sobressairam
no uso desses recursos na medicina, bem como em mecanismos de defesa e controle de
pragas (Viegas JR et al., 2006; Piccirillo & Amaral, 2018).

Os compostos provenientes do metabolismo secundarios das plantas, podem ser
conhecidos como compostos bioativos ou aleloquimicos. Quando liberados no meio,
apresentam a capacidade de promover interferéncias em outros organismos e
microrganismos, que estdo no seu entorno, tais interferéncias, podem ser observadas nas
fases de germinagéo e desenvolvimento inicial das plantas, quando esses compostos séo
liberados no solo (alelopatia) (Brass, 2009; Hiller & Schock, 2011). De tal modo, os
compostos bioativos presentes nas plantas, também possuem capacidade antimicrobiana e
antioxidante, tendo destaque os fenolicos, carotenoides e flavonoides (Silva et al., 2010).

Os antioxidantes, auxiliam na protecdo e manutencdo da satde, gerando beneficios
na restauracao do equilibrio fisiol6gico e modulacdo das vias biolégicas (Smeriglio et al.,
2019). Antioxidantes enddgenos, tem func¢des no equilibrio da producédo de antioxidantes e
sua manutencdo, por serem proteinas que protegem os tecidos contra danos provenientes do
estresse oxidativo (Singh et al., 2019; Jawed et al., 2019). J& na industria, a oxidacao lipidica
é um dos problemas mais enfrentados, uma vez que, provoca nos produtos odores e sabores
ruins (Santos et al., 2020). Dessa forma, a busca por alternativas que substituam a utilizacao
de antioxidantes sintéticos na industria é necessaria, além de produtos naturais como fonte
de antioxidantes para a saide humana e animal.

J& os antimicrobianos, estdo relacionados principalmente, a resisténcia bacteriana,
que s&o resultado, de cepas de microrganismos, com capacidade de multiplicacdo em altas
concentragfes de antimicrobianos, tal capacidade, € decorrente do uso excessivo e sem 0
devido controle, dos agentes antimicrobianos (Wannmacher, 2004). Sendo assim, a busca
por antimicrobianos de origem natural, que possam inibir o crescimento de microrganismos
com resisténcia aos antimicrobianos € de extrema importancia.

Mediante ao panorama apresentado até o momento, a disseminacdo de estudos
voltados para os nanomateriais vem recebendo destaque, por apresentarem, dentro das suas

variadas capacidades, a de interagd0 com 0s extratos vegetais atraves da sintese verde. De
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tal forma, os nanomateriais apresentam dimensfes na escala de nanémetro (nm), com
tamanho de 0,1 e 100 nanémetros (Mohanraj & Chen 2006) e sua sintese em laboratorio,
pode ser dividida em dois métodos, sendo eles, quimicos e fisicos. Os métodos quimicos
(bottom up), tem o envolvimento de espécies moleculares em reac¢des quimicas, resultando
no crescimento de aglomerados, como exemplos, sintese eletroquimica, uso de elementos
bioldgicos, hidrotermal e solvotermal, j& os fisicos (top down), fazem utilizacao de processos
fisicos, com fotolitografia, moagem e témpera, irradiacdo, difusao e outros (Ju-Nam & Lead,
2008; Carvalho, 2013).

Dentro da ampla quantidade de tipos de nanoparticulas, se tem as metalicas, como
zinco e a prata, que possuem alta atividade antimicrobiana, ja sendo utilizadas pela inddstria
em geral e industria de alimentos (Nano & Me, 2011). As nanoparticulas de prata apresentam
atividade antimicrobiana, por conta de terem grande area superficial, proporcionando um
contato melhor com os microrganismos (Morones et al., 2005; Song et al., 2006). Outro
exemplo, sdo as nanoparticulas de cobre, que por sua vez sdo micronutrientes de grande valia
para as plantas (Ahamed et al., 2014), podem atuar como inibidoras ou estimuladoras nas
plantas, de acordo com a concentracdo escolhida para aplicacdo nas mesmas (hormese)
(Anderson et al., 2018; Wang et al., 2019; Vanti et al., 2020; Juarez-Maldonado et al., 2021).

Entretanto, a elevada demanda de nanoparticulas pela industria, acende um alerta
quanto a preocupacdes voltadas ao meio ambiente, fazendo com que se busque, sintese de
nanoparticulas e desenvolvimento de métodos mais sustentaveis, dando destaque assim, para
a sintese verde de nanoparticulas, que substitui 0 uso de reagentes convencionais, por
extratos vegetais, ndo gerando residuos toxicos (Sharma et al., 2010). Os compostos
presentes na totalidade da planta, com exemplos, enzimas, flavondides e aminoacidos,
apresentam acdo redutora e estabilizadora, tornando a sintese verde, um método de baixo
custo de producéo e alto rendimento (Mittal et al., 2013).

A familia Myrtaceae, tem cerca de 132 géneros e 5.950 espécies, sendo distribuida
em regides tropicais e subtropicais do planeta (Farag et al., 2018). Seus 0leos essenciais e
extratos vegetais, recebem destaque quanto as suas propriedades aromaticas e medicinais
(Bida et al., 2019), tendo suas atividades bioldgicas descritas com frequéncia, como
exemplo: acdo antibacteriana e anticancer (Dias et al., 2019), antioxidante (Maggio et al.,
2019; Santana et al., 2022), antimicrobiana (Santana et al., 2022), antiparasitaria (Gevu et
al., 2019), entre outras.

Nativa do Brasil, a espécie Myrcia glomerata (Cambess.) G.P.Burton & E.Lucas que

é estudada no presente trabalho, tem presenca no dominio fitogeografico de Mata Atlantica,
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forma de vida arbdrea, caule com crescimento simpodial, folha adaxial com nervura-central
completamente canelado, aplanado, com formato da folha eliptica, ovada, espatulada e
oblonga (Santos et al., 2023).

Existem poucos estudos sobre a espécie em questdo, mas devido, as diversas
atividades bioldgicas expressadas pela familia Myrtaceae e pelo género Myrcia, deter
diversas propriedades terapéuticas, tais como a presenca de atividade antioxidante,
antiflamatoria, citotoxica (Stefanello et al., 2011) e o uso para controle de diabetes, pela
medicina popular, de espécies como a Myrcia salcifolia, Myrcia multiflora e Myrcia
shaerocarpa (Russo et al., 1990), a espécie, a ser estudada, se destaca para o
desenvolvimento de pesquisas voltadas para a compreensdo e entendimento de suas
atividades biologicas.

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial biotecnologico
do extrato etandlico e da biossintese verde de nanoparticulas de 6xido de cobre (NPSCuO)
da espécie Myrcia glomerata, destacando seu perfil fitoquimico, potencial antioxidante,

antimicrobiano e alelopatico, visando possiveis aplicacdes sustentaveis com a espécie.
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RESUMO

A familia Myrtaceae apresenta diversas atividades bioldgicas descritas na literatura, mas a
espécie Myrcia glomerata € escassa em estudos. Dessa forma, o objetivo do estudo foi
determinar a composicdo quimica do extrato etanolico de folhas de M. glomerata e avaliar
seu potencial antioxidante, antimicrobiano e alelopético, explorando as potencialidades desta
planta. As folhas foram submetidas a extracdo assistida por ultrassom, uma técnica
considerada verde, utilizando etanol como solvente. Foi determinada, entdo, a composicéo
fitogquimica do extrato e avaliado o potencial antimicrobiano pela técnica de microdilui¢éo
em caldo, potencial antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS, determinagdo dos
compostos fendlicos totais e potencial alelopatico. A prospeccdo fitoquimica revelou a
presenca de esteroides livres, triterpenoides pentaciclicos livres, alcaldides, fendis, taninos
pirogalicos, flavondides, flavonas e xantonas. O extrato apresentou atividade antimicrobiana
elevada para todas as cepas bacterianas testadas, atividade antioxidante, presenca de
compostos fendlicos e efeito alelopatico negativo sobre a alface e ndo significativo no capim-
amargoso e milho. Os resultados indicam caracteristicas promissoras para o0
desenvolvimento de produtos naturais, que possam atuar como controle de microrganismos
resistentes e como alternativa de antioxidante natural, sendo necessarios estudos futuros
mais detalhados sobre o efeito alelopatico da espécie.

Palavras-chave: Atividades bioldgicas, extrato etanélico, Myrcia glomerata.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas com propriedades medicinais para beneficios a saide humana e
como mecanismo de defesa e controle de pragas na agricultura, ultrapassa geracdes ao longo
das civilizacdes (Viegas JR et al. 2006; Piccirillo & Amaral 2018). Atualmente, hd um
crescente avanco em relacdo a pesquisas que visam descobrir espécies de plantas nativas
com propriedades antioxidantes, antimicrobianas e alelopaticas, para se solucionar
problemas quanto a substituicdo de produtos sintéticos e praticas sustentaveis na area da
agricultura e salde. Tais propriedades, como antioxidantes e antimicrobianas, sdo
desempenhadas pelos compostos bioativos, que estdo presentes nas plantas como
fenilpropanoides, alcaloides, isoprenoides, compostos fenolicos, carotenoides e flavonoides
(Iriti et al. 2010; Silva et al. 2010; Mishra et al. 2018).

Os compostos bioativos, conhecidos também por aleloquimicos, atuam de formas
diversificadas nos organismos e a sua eficacia é influenciada por fatores como interagdes
com a microbiota humana, além da biodisponibilidade e da forma de extracdo para o
isolamento dos compostos, que também gera influéncia sobre seu rendimento e potencial
(Mercado-Mercado et al. 2019; Stéphane et al. 2022).

Dentre as atividades expressadas pelos compostos bioativos, tem-se a atividade
antioxidante que € sua capacidade de atuar na defesa do organismo contra o0 estresse
oxidativo, resultado da producdo elevada de radicais livres e de fatores exdgenos, que
resultam em problemas na homeostase do organismo (Rahaman et al. 2023). Os radicais
livres geram danos celulares, ocasionando o aparecimento de doencas como cancer e
envelhecimento precoce (Jawed et al. 2019; Singh et al. 2019; Nair et al. 2022). Além disso,
na industria, a oxidacéo lipidica ocasiona odores e sabores ruins aos produtos (Santos et al.

2021).
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Neste sentido, antioxidantes naturais se sobressaem aos sintéticos, visto a crescente
preocupacdo quanto aos efeitos adversos dos sintéticos e seus potenciais efeitos nocivos a
salde (Bisht 2018; Santos et al. 2020; Shahzad et al. 2021). Tendo em vista tais problemas,
se reforca a busca por antioxidantes naturais, que é impulsionada pela necessidade de
alternativas mais seguras e eficazes para a promogao da satde humana (Bisht 2018; Shahzad
et al. 2021).

Além disso, os antimicrobianos convencionais que atuam na inibicao do crescimento
e/ou morte de microrganismos tém sua eficacia cada vez mais comprometida devido as
bactérias terem desenvolvido mecanismos para suportar o efeito dos medicamentos, gerando
a resisténcia antimicrobiana (Micoli et al. 2021; Varela et al. 2021). O uso indiscriminado e
inadequado de medicamentos, formagéo de biofilme, entre outros, sdo alguns dos fatores que
tém resultado no aparecimento de cepas bacterianas mais resistentes, comprometendo assim
a eficacia dos tratamentos e gerando demanda por novas abordagens terapéuticas
(Wannmacher 2004; Rao et al. 2018; Varela et al. 2021; Lai et al. 2022).

Algumas formas das bactérias adquirirem tal resisténcia sdo por meio de mutacdes
ou por obtencdo de genes de resisténcia de outras bactérias, podendo causar resisténcia
imediata aos medicamentos e sendo impulsionada também por competicdo entre espécies
bacterianas e interac6es hospedeiro-patogeno (Moravej et al. 2018; Lai et al. 2022). Dessa
forma, plantas nativas que apresentem propriedades antimicrobianas, devido aos seus
compostos bioativos, sdo solu¢bes promissoras para se solucionar tal problema, contribuindo
no controle de infecgdes e inibindo o crescimento de microrganismos patogénicos (Micoli
et al. 2021).

Ja no ambito ambiental, os compostos bioativos quando liberados pelas plantas no
meio onde estdo inseridas, podem promover interferéncias positivas ou negativas aos

microrganismos e organismos presentes no seu entorno, tal interferéncia, € denominada de
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‘alelopatia’ e pode ser observada em fases como as de germinagdo e desenvolvimento inicial
de plantas (Brass 2009; Huller & Schock 2011). Os compostos bioativos com potencial
alelopético, sdo de grande valia quando se trata de buscar por métodos e alternativas naturais
para o controle de espécies invasoras, reduzindo-se a utilizacao de herbicidas e promovendo
sustentabilidade.

Mediante ao panorama apresentado, a espécie Myrcia glomerata (Cambess.)
G.P.Burton & E.Lucas, conhecida popularmente por guamirim enfeitado, é o objeto de
estudo do presente trabalho, nativa do Brasil, tem forma de vida arborea, est4 presente no
dominio fitogeogréfico de Mata Atlantica e é pertencente a familia Myrtaceae, que apresenta
cerca de 132 géneros e 5.950 espécies (Farag et al. 2018; Santos et al. 2024). A familia
Myrtaceae € 0 género Myrcia apresentam diversas atividades bioldgicas descritas na
literatura, como atividade antimicrobiana (Santana et al. 2022), anticancer (Dias et al. 2019),
antioxidante (Maggio et al. 2019), citotoxica, antiflamatoria e controle de diabetes (Russo et
al. 1990; Stefanello et al. 2011) além de efeito fitotdxico e citotoxico sobre alface e cebola
(Vasconcelos et al. 2022), mas a espécie em questdo, Myrcia glomerata, € escassa em
estudos.

Além disso, ressalta-se que a escolha do método e do solvente utilizado na extracéo
de plantas é essencial para preservar e isolar os compostos bioativos. Neste contexto, 0 uso
da extracdo assistida por ultrassom se mostra vantajosa em termos de tempo, custo e
simplicidade (Wang & Weller, 2006; Grosso et al. 2015). Ainda, a escolha do etanol como
solvente também se destaca por sua caracteristica polar e apolar, além de ser seguro, atoxico
e renovavel (Cabana et al. 2013; Fernandez-Agullé et al. 2013).

Dessa forma, a busca por plantas nativas com propriedades bioldgicas contribui para
0 avango no desenvolvimento de produtos naturais e praticas agricolas sustentaveis,

promovendo solugdes mais ecoldgicas nos setores agricola, alimenticio e farmacéutico.
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Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo contribuir no sentido de explorar
as potencialidades do extrato etanolico de folhas de Myrcia glomerata, que poderiam levar
a substituicdo de compostos antimicrobianos, antioxidantes e alelopaticos nos mais variados

setores, como agricola, alimenticio e farmacéutico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local da realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no periodo de marco de 2023 a junho de 2024 no
Laboratorio de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI), Laboratorio de Fisiologia Vegetal
(LAFEV) e Laboratorio de Processos de Separacdo da Universidade Estadual do Oeste do

Parana (UNIOESTE), Campus de Cascavel e Toledo — PR.

2.2 Coleta, identificacdo e obtencdo do material vegetal das folhas de Myrcia glomerata

As folhas de M. glomerata foram coletadas no parque ecologico Paulo Gorski,
localizado no municipio de Cascavel — PR, (24°57°33.54”S e 53°26°31.96”W), entre 0S
meses de marco a julho de 2023. A exsicata foi entregue para identificacdo no Herbério da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (Herbario UNOP) e tem como nimero de registro
UNOP10732.

Apos a coleta, as folhas de M. glomerata foram secas em estufa de circulacéo de ar
a 35+5°C, por 48 horas. Posteriormente, as folhas foram moidas em moinho de facas do tipo
Willey® com granulometria de 0,42 mm. O material vegetal resultante foi armazenado em
recipiente de vidro, devidamente fechado e armazenado em abrigo de luz até o uso para a

elaboracdo do extrato (Weber et al. 2014; Bandeira et al. 2024).
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2.3 Extracéo assistida por ultrassom (UAE)

O solvente utilizado para a realizacdo da UAE foi o etanol (EtOH), por ser um
solvente atoxico e renovavel. O planejamento experimental utilizado foi o fatorial completo
23, avaliando trés fatores (amplitude, temperatura e massa) em dois niveis (-1 e 1), com
triplicata no ponto central (nivel 0). A amplitude variou entre 20%, 50% e 80%, temperatura
entre 40, 50 e 60 °C e massa entre 2, 3,5 e 5 g para um volume de solvente fixo em 50 mL
(Klein et al., 2018; Santos et al., 2019). As respostas avaliadas da melhor condicéo foram:
rendimento (X0 - % peso), concentracdo de compostos fendlicos totais (TPC) e a atividade
antioxidante (DPPH e ABTYS).

A extracdo teve inicio com a acomodacdo da mistura nas proporcdes previamente
definidas em uma célula de extracdo encamisada (250 mL) pela qual &gua circulava para
manter a temperatura constante com uso de banho ultra-termostatico (Marconi Ma 184). Um
processador ultrassénico do tipo sonda com 13 mm de diametro e poténcia nominal de 750
W (Sonics, VCX 750) foi utilizado para sonicar a mistura (EtOH/biomassa) na frequéncia
de 20 kHz e com a sonda inserida a 1 cm de profundidade na mistura. Os ensaios foram
conduzidos em modo continuo, ou seja, a poténcia dissipada no ambiente foi mantida
constante durante o processo de extragao.

Os ensaios do planejamento experimental foram realizados com um tempo fixo de
15 minutos. Posteriormente, para a condi¢do 6tima dentre as investigadas realizou-se uma
cinética da extracdo para a avaliacdo dos tempos de 1 a 15 minutos.

O rendimento do extrato vegetal, foi calculado utilizando a Equagéo (1).

massa do extrato (g)

Rendimento (%) = x 100 (1)

massa vegetal seca e moida (g)
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Os resultados obtidos para esses ensaios sdo apresentados no “Supplementary

Material” para apoiar a escolha das condi¢des utilizadas.

2.4 Prospeccdo fitoquimica

Os testes de prospecgdo fitoquimica foram realizados com o extrato etandlico de M.
glomerata, segundo a metodologia descrita por Matos (1997) e Batista et al. (2024). Os testes
tém como base a formacao de precipitados apds se colocar os reagentes e/ou mudancas de
cor. Os testes realizados foram para a identificacdo dos seguintes grupos de compostos:
alcal6ides, antocianidinas, antocianinas, cumarinas, esteroides, flavonoides, saponinas,

taninos e triterpenoides.

2.5 Microrganismos utilizados e preparagdo do indculo

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico de M. glomerata foi realizada de
acordo com a metodologia de Scur et al. (2014), com adaptaces de Bandeira et al. (2022).
Os microrganismos que foram utilizados, fazem parte da colecdo American Type Culture
Collection (ATCC) e da Colecdo de Culturas Cefar Diagnostica (CCCD). As bactérias
Gram positivas foram: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis
(ATCC 19433), Listeria monocytogenes (ATCC 1911) e Bacillus subtillis (CCD-04); Gram
negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Proteus mirabilis (ATCC 25933), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Salmonella
enterica Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella enterica Typhimurium (ATCC 14028).

Os microrganismos, foram recuperados em caldo de enriquecimento BHI (Brain

Heart Infusion Broth) e incubados por um periodo de 24 horas a 36+1°C. Dado o tempo de
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incubacdo, as cepas foram repicadas em meio Agar Nutriente (AN) e padronizadas em
solucéo salina (0,85%), resultando na concentracéo final de 1x10° UFC/mL de acordo com

a escala de McFarland a 0,5.

2.6 Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Determinagdo da

Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico de M. glomerata foi avaliada
seguindo as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2018) com
modificacOes de Bandeira et al. (2022) e a Determinacdo da Concentracédo Inibitéria Minima
(CIM) foi realizada pelo método de microdiluigdo em caldo.

O extrato etandlico de M. glomerata, foi solubilizado em Tween 1% e diluido em
caldo MH enriquecido 2X (Muller-Hinton). Em placas de microdiluigéo de 96 pocos, com
fundo redondo, 150 pL de caldo MH enriquecido 2X foram adicionados em todos 0s pocos
e 300 pL de extrato foram acrescentados no primeiro poco para a realizacdo das diluicdes
seriadas de 200 - 0,09 mg/mL. Em cada poco, foi adicionado 20 pL do in6culo dos
microrganismos (1x10° UFC) e as placas foram incubadas por um periodo de 24 horas a
35+2°C. Para o controle positivo foi utilizado o antibidtico comercial Gentamicina (200
mg/mL). Para o controle negativo, o in6culo foi adicionado em caldo MH enriquecido 2X,
para analisar a viabilidade do microrganismo testado. Foi feito também o controle de
esterilidade do extrato e do diluente (Tween 1%) para analisar se houve possivel
interferéncia do diluente no teste.

Como revelador colorimétrico, foi utilizado 20 pL de solucéo de Cloreto de Trifenil
Tetrazolium (TTC) a 0,5%, em cada pogo da placa. A presencga de coloracéo avermelhada

nos pocos é indicativo de efeito negativo da acdo inibitdria do extrato etandlico. O teste foi



27

realizado em triplicata, podendo assim determinar a menor concentragdo do extrato capaz de
inibir o crescimento microbiano.

O teste de CBM seguiu a metodologia descrita por Weber et al. (2014) com
modificagbes. Concluido o teste CIM, antes da adi¢do de TTC a 0,5%, foi retirada uma
aliquota de 2 pL de cada poco e inoculada em placas com MH. As placas foram incubadas
durante 24 horas com temperatura de 36x£1°C observando se houve crescimento bacteriano
na placa, para entdo determinar qual foi a menor concentracdo do extrato etandlico capaz de
causar a morte dos microrganismos.

A CIM e CBM do extrato etanolico, foram classificadas de acordo com Pandini et al.
(2015), sendo a atividade enquadrada em uma das quatro classes: elevada (<12,5 mg/mL),

moderada (12,5 a 25 mg/mL), baixa (50 a 100 mg/mL) e muito baixa (>100 mg/mL).

2.7 Determinacéo da atividade antioxidante

O extrato etandlico de folhas de M. glomerata foram avaliados com relacdo ao seu
potencial antioxidante seguindo os testes de DPPH (método de captura do radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) e ABTS (método de captura do radical 2,2’-azino-bis (3-
ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) seguindo a metodologia modificada de Ziwei et al.
(2021). A leitura das absorbancias foram realizadas em microplaca (microplaca fundo chato
estéril 96 pocos) e correlacionadas com uma curva padrdo de Trolox construida na faixa de
concentracdo de 200 a 11,71 pmol/L, expressando os resultados em pmol de trolox

equivalente por grama de extrato (umol Trolox g ext. ).

2.7.1 DPPH
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Para o ensaio de atividade antioxidante DPPH, foi utilizado uma solugéo de extrato
na concentracao de 25 pg/ml para a realizagéo do teste e uma solucéo de 0,12 g/L de DPPH.
Utilizou-se uma curva padrdo com Trolox nas concentragcdes de 200 a 11,71 pmol/L,
resultando em um R?=0,9708.

Ap0s a adicdo dos reagentes, as placas ficaram no escuro por 30 minutos, e apos esse
tempo foi realizada a leitura da absorbancia na leitora de microplacas a 515 nm. O resultado

foi expresso em pumol de Trolox por g de extrato (umol Trolox g ext. 1).

2.7.2 ABTS

Para o ensaio de atividade antioxidante ABTS foi utilizado uma solucéo de extrato
na concentracao de 25 pg/ml para a realizacao do teste e uma solugéo de estoque ABTS a 7
mmol/L, sendo misturada com uma solugédo de persulfato de potassio a 2,45 mmol/L, para
geral o radical ABTS™. O radical ABTS, foi mantido no escuro por 12-16 horas. Ap6s 0
tempo, foi ajustado a absorbancia entre 0,700 nm a 0,750 nm no momento do ensaio.

A curva padrdo com Trolox foi realizada pelo preparo de uma solucdo estoque de
Trolox na concentragdo de 2000 pmol/L, com um R? = 0,964. Ap6s a montagem da
microplaca de 96 pogos, a mesma ficou no escuro por 10 minutos e apos o tempo foi feita a
leitura da absorbancia a 750 nm na leitora de microplacas. O resultado foi expresso em pmol

de Trolox por g de extrato (umol Trolox g ext. ).

2.8 Determinacao dos compostos fendlicos totais (TPC)

A seguinte metodologia tem como referéncia Bobo-Garcia et al. (2015) com

modificagdes. Foi utilizado uma solucdo de extrato na concentragéo de 250 pg/ml para a
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realizacdo do teste. A solugéo de Folin-Ciocalteau foi feita pela diluicdo de 2 ml do reagente
em 8 ml de &gua destilada e a solucdo de carbonato de sddio, foi feito com o preparo de 25
ml de uma solugéo a 100 g/L.

Para a curva padrdo com &cido galico, utilizou-se concentra¢@es de 200 a 1,56 pg/ml,
resultando em um coeficiente de determinagdo (R?) de R? = 0,999. Apods adigdo de todos 0s
reagentes, a placa permaneceu no escuro por duas horas e leu-se a leitura de absorbancia a
750 nm. O resultado foi expresso em g de acido galico equivalente (GAE) por mg de extrato

(ug GAE/mg ext.).

2.9 Alelopatia e andlise estatistica

2.9.1 Teste de potencial alelopatico (germinacao)

A avalicdo do potencial alelopatico foi realizada através do preparo de uma solugéo
padrédo na proporgdo de 1000 mg.L™ do extrato etandlico de M. glomerata e, em seguida,
realizaram-se as dilui¢ces nas concentrages de 500 mg.L?, 250 mg.L %, 125 mg.L?, 62,5
mg.L™?, testemunha com &gua destilada e a testemunha com o diluente Tween 0,1%, que é
um surfactante organico, anfifilico (polar e apolar), capaz de solubilizar substancias
hidrofobicas em agua (Nitschke & Pastore 2002; Grippa et al. 2010).

O processo de avaliacdo do potencial alelopatico foi realizado utilizando como
bioindicadora diasporos de Lactuca sativa (alface) adquiridas em uma agropecuéria local da
cidade de Cascavel-PR e sementes da invasora, Digitaria insularis, conhecida popularmente
como capim-amargoso, adquiridas na Cosmos Agricola Producdo e Servicos Rurais Ltda. de

Engenheiro Coelho-SP.
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Os diasporos de alface foram colocados em Placas de Petri, contendo trés folhas de
papel filtro. Ja para a sementes de capim-amargo, foi realizado previamente a superacao da
dorméncia das sementes por sete dias em geladeira, com meio Umido, a 5-10 °C (Brasil,
2009). Apos os sete dias da superacdo da dorméncia, as sementes foram acondicionadas em
novas Placas de Petri contendo 6 ml das suas respectivas concentracdes de extrato e
repeticdes.

Cada tratamento teve 4 repeti¢des com 25 diasporos de alface e sementes de capim-
amargoso, separadamente. As folhas de papel filtro utilizadas nas Placas de Petri foram
umedecidas com 6 ml de agua destilada para a testemunha e 6 ml da mistura de agua destilada
com Tween 0,1% para a testemunha do diluente utilizado e 6 ml para o extrato etanolico
proveniente das folhas de M. glomerata, referente a cada tratamento (1000 mg.L, 500 mg.L°
1 250mg.L?, 125 mg.L?, 62,5 mg.L™1). Na sequéncia, as Placas de Petri foram acondicionas
em cadmara de germinacdo B.O.D, tendo temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 horas,
ambos fatores controlados.

O experimento foi mantido por sete dias para alface e quatorze dias para o capim-
amargoso, com avaliacdo diaria do numero de diasporos e sementes germinadas. Foram
consideradas diasporos e sementes germinadas, as que apresentaram comprimento de raiz
primaria igual ou superior a 2mm (Hadas 1976), posteriormente foram calculadas as
variaveis: porcentagem de germinacao (PG%); tempo médio de germinacédo (TMG) segundo
Edmond & Drapala (1958); indice de velocidade de germinacdo (IVG%) segundo Silva &

Nakagawa (1995), frequéncia (FR) e sincronizacdo (U) segundo Labouriau & Agudo (1987).

2.9.2 Desenvolvimento Inicial
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As sementes de milho hibrido da Biomatrix sementes, cultivar BM880PRO3, safra
22/23, foram pré-germinadas em rolos de papel germitest, autoclavados e umedecidos com
agua destilada 2,5 vezes o0 peso do papel seco e foram mantidas em camara de germinacgao
por trés dias, com temperatura de 25+2 °C e fotoperiodo de 12 horas, ambos fatores
controlados. Posteriormente, em sete caixas gerbox, foram adicionados 250 ml referentes a
cada tratamento (1000 mg.L%, 500 mg.L %, 250 mg.L 2, 125 mg.L™?, 62,5 mg.L?, testemunha
com agua destilada e a testemunha com Tween 0,1%) e encaixado 40 plantulas de milho pré-
germinadas entre os espacos da tela, para as raizes poderem ficarem em contato com 0s
tratamentos referentes, por 24 horas, em temperatura e luz ambiente, com aeracao.

Apo6s o tempo de aeracdo das raizes, foram autoclavados novos rolos de papel
germitest e embebidos com agua destilada em todos os tratamentos, conforme a propor¢édo
de 2,5 vezes o peso do papel seco, para acomodarem as 10 plantulas que foram transferidas
das caixas gerbox.

Em recipientes de 2000 ml, foi adicionado 2,5 vezes o peso do papel germitest seco
com agua destilada em todos os tratamentos e acondicionado os rolos de papel germitest, na
vertical. Os recipientes foram mantidos por sete dias em camara de germinacéo, a 25+2 °C
e fotoperiodo de 12 horas, ambos fatores controlados.

Posteriormente aos sete dias, foi realizada as medi¢des de comprimento médio de
raiz e parte aérea das dez plantulas e para o peso de massa seca de raiz e parte aérea foram

utilizadas apenas cinco plantulas.

2.9.3 Anélise estatistica utilizada nos testes de germinacao e desenvolvimento
inicial:
Os ensaios de potencial alelopatico (germinagdo) e desenvolvimento inicial foram

realizados em cdmara de germinacao e foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
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(DIC). Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo programa RStudio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento do extrato etanolico via extracao assistida por ultrassom (UAE)

Dentre as condicdes do planejamento experimental e da cinética realizada para as
extracOes assistidas por ultrassom, a que apresentou 0 maior rendimento foi a condicéo que
utilizou 5 minutos, com 2 g de massa para 50 mL de solvente, 60 °C e 80% de amplitude de
ultrassom. Nessa condicdo, o rendimento de extracdo de folhas de Myrcia glomerata foi de
11,95%. Com o mesmo solvente do presente estudo, etanol, Santos et al. (2021) obteve
18,42% de rendimento para folhas de Myrcia palustris e Toledo et al. (2023) obteve 19,42%
para folhas de Eugenia involucrata, espécie pertencente a mesma familia (Myrtaceae).
Apesar de superiores, esses rendimentos foram obtidos pela técnica de maceracdo dinamica,
requerendo um tempo de 24 horas, enquanto os resultados da presente pesquisa foram
obtidos em apenas 5 minutos, evidenciando a vantagem da técnica de extracdo assistida por
ultrassom na economia de tempo e energia.

De fato, resultados mais satisfatorios foram obtidos em extracdo assistida por
ultrassom do que com maceracao dindmica quando as duas técnicas foram comparadas para
a mesma planta, como é o caso das folhas de Syzygium aromaticum (Myrtaceae) (11,95%
em comparacao a 4,56% nas mesmas condicdes de tempo e temperatura) (Frohlich et al.
2022). Ainda, nota-se que ao comparar o rendimento da presente pesquisa com o do estudo
mencionado (Frohlich et al. 2022), os resultados ficam coerentes.

As variagdes de rendimento observadas entre as espécies sdéo comuns de ocorrerem,

devido a certas varidveis como o0 método de extracdo escolhido, tempo de extracéo,
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temperatura, horario da coleta, sazonalidade, fatores climaticos e principalmente o tipo de
solvente escolhido para as extracBes, que por conta de suas caracteristicas quimicas como
solubilidade e polaridade, acabam por gerar influéncia na extracdo dos compostos da planta
e no rendimento dos extratos (Cabana et al. 2013; Fernandez-Agullé et al. 2013; Dirar et al.

2019).

3.2 Prospecgéo fitoquimica

A prospecgdo fitoquimica do extrato etandlico de M. glomerata do presente estudo,
revelou a presenca dos seguintes constituintes: esteroides livres, triterpenoides pentaciclicos

livres, alcaldides, fendis, taninos pirogalicos, flavonoides, flavonas e xantonas (Tabela I).

Tabela 1. Prospeccéo fitoquimica do extrato etandlico (EtOH) de folhas Myrcia glomerata obtido por
extracdo assistida por ultrassom.

Classes de Metabolitos EtOH

Saponinas -
Esteroides e triterpenoides -
Esteroides livres +

Triterpenoides pentaciclicos livres +++

Alcal6ides ++

Fendis ++

Taninos pirogalicos ++
Cumarinas -

Flavondides ++
Flavonas +
Flavonoides e xantonas +

(+++) elevada presenca; (++) moderada presenca; (+) baixa presenga; (-) auséncia.

Resultados semelhantes sdo observados com a espécies Myrcia glomerata, em que
dentre os varios extratos testados, o etandlico demonstrou a presenca de saponinas,
esteroides livres, alcaldides, flavonas, flavonois, flavondides, xantonas e taninos (Batista et
al. 2024). A presenca de saponinas, esteroides, flavonas, flavonois, xantonas, flavononas e
taninos foram observados no extrato etandlico de Myrcia palustris (Santos et al. 2021). Na

espécie Eugenia involucrata (Myrtaceae) foi possivel observar em seu extrato etanolico a
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presenca de saponinas, esteroides, flavonas, flavonois, xantonas e taninos (Toledo et al.
2023).

J& no extrato etandlico de Myrcia oblongata, observou-se a presenca Unica de
triterpenoides (Santana et al. 2022). Vale ressaltar, que a familia Myrtaceae é abundante no
quesito compostos fendlicos (taninos, flavonois, flavonas etc.) além de triterpenoides,
esteroides etc (Takao et al. 2015).

Proveniente do metabolismo secundério das plantas, os compostos bioativos podem
ter sua sintese influenciada por fatores externos como a temperatura, época de coleta do
material vegetal, disponibilidade hidrica, condi¢cGes do solo, entre outros. Tais fatores,
exercem um papel importante na determinac&o do perfil fitoquimico e potencial bioativo que
pode ser obtido no extrato (Brass 2009; Lin et al. 2020).

Além disso, o processo de extracdo dos compostos é fisico-quimico de transferéncia
de massa e o rendimento total do extrato, € influenciado dependendo das condigdes
escolhidas para se realizar a extragdo, como a relacdo solido-solvente, temperatura, tempo
de extracdo, polaridade, solubilidade, entre outros (Poirot et al. 2006; Cabana et al. 2013;
Fernandez-Agullo et al. 2013).

O uso de solventes com diferentes polaridades (etanol, acetona, metanol, entre
outros) no processo de extracdo é importante, uma vez que, detecta variages na constitui¢éo
quimica dos extratos, além de apresentarem extratos com maior riqueza de compostos. O
etanol por exemplo, que é o solvente utilizado no presente trabalho, adentra com maior
facilidade na membrana celular para realizar a extragdo dos compostos intracelulares do
material vegetal, tal feito, é resultado das suas caracteristicas fisico-quimicas (Tiwari et al.

2011; Cabana et al. 2013; Fernandez-Agullo et al. 2013).

3.3 Atividade antioxidante e compostos fendlicos totais



35

A capacidade antioxidante do extrato etandlico de M. glomerata foi determinada
pelos ensaios de sequestro de radicais livies DPPH e ABTS além da determinacdo dos
compostos fendlicos totais (TPC), onde seus respectivos resultados sdo expressos na tabela
I1. Os ensaios antioxidantes demonstram de forma confiavel a capacidade que o extrato tem

de sequestrar radicais livres (Cabana et al. 2013).

Tabela Il. Resultado dos testes de DPPH, ABTS e Compostos Fendlicos Totais com o extrato etandlico
de Myrcia glomerata.

Extrato DPPH (umol ABTS (umol Compostos Fenolicos Totais
Trolox g ext. Y) | Trolox g ext. 1) (ug GAE/mg ext.)
Etandlico M. glomerata 1874 4318 360,57

Os resultados observados na presente pesquisa sdo satisfatorios quanto ao seu
potencial antioxidante. Batista et al. (2024), utilizando a espécie Myrcia glomerata, dentre
todos os extratos testados, foi o etanolico que apresentou o maior percentual de atividade
antioxidante, onde houve presenca de fenolicos totais, 117,85 mg GAE/qg e elevada atividade
antioxidante com 98,72% e valor IC50 de 0,45 mg/mL™2. O percentual de 82,29% no
sequestro de DPPH, IC50 de 0,29 mg/mL™ foi observado no extrato etandlico de Myrcia
palustris, sendo que o extrato se destacou dentre os testados, por apresentar a maior atividade
antioxidante, sendo classificada como alta (Santos et al. 2021). J& no estudo de Santana et
al. (2022), foram observados resultados contrarios ao do presente estudo, onde o extrato
etanolico de Myrcia oblongata, ndo apresentou atividade antioxidante, seu percentual de
sequestro de DPPH foi abaixo de 30%. Ambos os testes dos autores citados, foram realizados
pelo método de redugdo com o radical livre DPPH.

N&o ha relatos na literatura de testes de sequestro do radical ABTS com extratos de
Myrcia glomerata, no entanto, é possivel realizar comparagdes com outras matrizes vegetais.
O extrato das folhas de cravo (Syzygium aromaticum — Myrtaceae) por exemplo, apresentou

atividade antioxidante de 1790 umol de Trolox g* de extrato no teste de DPPH e presenca
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de compostos fendlicos totais de 339,63 ug GAE.mg* de extrato visto que, a obtencéo do
extrato foi via extracdo assistida por ultrassom com o solvente etanol, demonstrando que 0s
valores da pesquisa estdo coerentes com o presente estudo (Frohlich et al. 2022).

Vale ressaltar que, quando comparado os valores obtidos com DPPH e ABTS, o
ABTS apresenta resultados superiores, isso ocorre porque cada método reage a um
determinado tipo de composto. O DPPH sequestra compostos hidrofébicos, enquanto o
ABTS dissolve compostos hidrofébicos e hidrofilicos, o que resulta em maiores valores.
Tais caracteristicas, evidenciam a importancia de se associar mais de um método de
sequestro de radicais livres, como por exemplo os mencionados acima (Pulido et al. 2003;
Cheng et al. 2007; Pérez-Jiménez et al. 2007).

A atividade antioxidante observadas nas espécies vegetais, estd relacionada a
presenca dos compostos fenolicos no extrato pela sua capacidade de reparar danos celulares
provenientes dos radicais livres e bloquear a propagacdo dos mesmos em oxidagdes lipidicas
(Sucupira et al. 2012). Além disso, os flavonoides séo produzidos em altas quantidades pelas
plantas e apresentam capacidade antioxidante por conta do seu esqueleto carbdnico, que
favorece o estabelecimento dos radicais livres e 0s taninos, responsaveis pelos sabores
adstringentes e pela estabilizacdo dos radicais livres (Jing et al. 2012; Aquino et al. 2017).
De fato, a prospeccdo fitoquimica (Tabela 1) e a quantificacdo dos fenolicos totais (Tabela
I1) apontou a presenca desses compostos no extrato de folhas de M. glomerata.

Estes resultados sdo promissores com relacdo ao uso do presente extrato em
substituicdo a antioxidantes sintéticos, mas evidenciam o potencial antioxidante da espécie
M. glomerata, tornando-a uma possivel candidata para o desenvolvimento de antioxidantes
naturais.

As diferencas entre as espécies, quanto as suas capacidades antioxidantes se devem

ao fato de que, mesmo apresentando compostos fendlicos, os mesmos podem estar em
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diferentes quantidades e/ou formas moleculares, o que pode interferir na capacidade de

sequestrar radicais livres DPPH e ABTS (Aquino et al. 2017; Pontes et al. 2018).

3.4 Atividade antimicrobiana

Segundo a classificagdo estabelecida por Pandini et al. (2015), o extrato etandlico das
folhas de M. glomerata apresentou elevada agao bactericida e bacteriostatica frente a todas
as cepas padrOes testadas, demonstrando atividade bactericida moderada apenas para
Salmonella enterica Typhimurium (Tabela I11).

Tabela I11. Valores da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragédo Bactericida Minima

(CBM) do extrato de folhas de Myrcia glomerata; obtido por extracéo assistida por ultrassom com

solvente etanol frente a bactérias padroes (ATCC’s).

Bactérias CIM (mg.mL™1) CBM (mg.mL™1)

Gram Positiva

Staphylococcus aureus 0,78 1,56
Enterococcus faecalis 6,25 12,5

Listeria monocytogenes 0,78 12,5
Bacillus subtillis 3,12 3,12

Gram Negativa

Escherichia coli 3,12 3,12
Salmonella enterica Enteritidis 6,25 12,5

Salmonella enterica Typhimurium 6,25 25
Pseudomonas aeruginosa 1,56 3,12
Proteus mirabilis 6,25 6,25

Klebsiella pneumoniae 1,56 3,12
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elevada (12,5 mg/mL), moderada (12,5 a 25 mg/mL), baixa (50 a 100 mg/mL) e muito baixa (>100
mg/mL) (Pandini et al. 2015).

Os resultados obtidos no presente estudo foram satisfatorios, Batista et al. (2024),
avaliando a atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo em caldo de extratos de
Myrcia glomerata obtidos com diferentes solventes, verificaram que o etanol foi 0 mais
vantajoso, apresentando os melhores resultados, corroborando com o presente estudo, com
valores de CIM e CBM variando de 0,39 a 25 mg/mL, sendo classificado como atividade
elevada a moderada (Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae), dependendo da cepa
testada, demonstrando atividade antimicrobiana contra todas as cepas testadas no presente
estudo. Santos et al. (2021) também relataram atividade antimicrobiana elevada a moderada
(Klebsiella pneumoniae), variando de 1,56 a 25 mg/mL, com extrato etandlico de Myrcia
palustris, inibindo todas as cepas testadas. JA& um exemplo com outro género, mas
pertencente a mesma familia (Myrtaceae) é a espécie Eugenia involucrata, que com seu
extrato etanolico apresentou atividade antimicrobiana de elevada a moderada para as

mesmas cepas que foram testadas no presente estudo (Toledo et al. 2023).

Por outro lado, resultados adversos foram observados por Santana et al. (2022), que
obteve resultados de moderados a baixos quanto a atividade antimicrobiana do extrato
etanolico de Myrcia oblongata, tendo valores elevados para inibicdo de crescimento
bacteriano (CIM) de Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae, ambos na
concentracdo de 12,5 mg/mL, tal resultado pode estar ligado ao método de extracdo

escolhido e perfil fitoquimico que muda entre as espécies.

As comprovadas propriedades antimicrobianas desempenhadas pelos compostos
secundarios das plantas, sugerem que a ac¢do antimicrobiana exercida pelos extratos esta
relacionada ao seu perfil fitoquimico, principalmente quando ha a presenca de flavonoides,

alcaldides e esteroides. Os flavondides, conhecidos por estarem presentes no extrato do
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presente estudo (Tabela I), por serem substancias fendlicas e hidroxilados, causam danos
celulares irreversiveis na parede da bactéria, por agirem nas células microbianas formando
complexos com proteinas extracelulares e solUveis, que aderem na parede celular bacteriana

ocasionando sua perfuracao e reducdo (Sher 2009; Samy & Gopalakrishnakone 2010).

J& os taninos, também presentes de acordo com a Tabela I, tém a capacidade de inibir
bactérias gram-positivas responsaveis pela deterioracdo dos alimentos, patdgenos
transmitidos por alimentos contaminados e bactérias gram-negativas (Samy &
Gopalakrishnakone 2010; Gyawali & lbrahim 2014). Esse efeito antimicrobiano pode ser
atribuido a formacdo de complexos entre os taninos e as proteinas e enzimas dos
microrganismos, o que resulta na inativacao de suas funcdes e na inibi¢do do transporte de
elétrons através da membrana (Sher 2009; Samy & Gopalakrishnakone 2010; Gyawali &
Ibrahim 2014). Assim, o extrato etandlico de M. glomerata desempenha um papel
significativo ao impactar o crescimento e/ou a morte dos microrganismos patogénicos
testados, devido ao seu perfil fitoquimico que inclui compostos com propriedades
antimicrobianas, sendo uma potencial alternativa a antibidticos convencionais aos quais as

cepas ja possuem resisténcia.

3.5 Potencial alelopatico (germinacéo)

O ensaio de germinacao de diasporos de alface sob extrato etandlico de M. glomerata,
demonstrou o efeito alelopatico negativo do extrato sobre a planta bioindicadora (Tabela
V).

Tabela IV. Resultados do ensaio de germinacéo com diasporos de alface (Lactuca sativa), submetidos ao

extrato etandlico de Myrcia glomerata.

Tratamentos PG TMG IVG CMPA CMR (cm) U

(%) (sementes/dia) (cm)
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Testemunha 89a 1,645¢ 16,417 a 0,835a 3,6ab 1,25ab
(Agua)
Testemunha 90a 2,007 be 14,407 ab 0,757 ab 4,005 a 1,612 a
(Agua + Tween
0,1%)
62,5 mg.L* 90 a 2,267 ab 10,855 bc 0,857 a 2,845h 1,06 ab
125 mg.L™* 80 a 2,667 a 8,807 c 0,792 ab 3,2ab 1,495 ab
250 mg.L? 9% a 1,997 bc 13,757 ab 0,792 ab 3,782 ab 1,12 ab
500 mg.L! 85a 2,342 ab 10,887 bc 0,585 bc 3,517 ab 1,46 ab
1000 mg.L™? 98 a 2,317 ab 11,335 be 0,502 ¢ 3,875a 0,795 b
CV (%) 8,45 10,83 13 12,8 12,42 27,47

Porcentagem de Germinagéo (PG%), Tempo Médio de Germinagdo (TMG — sementes/dia), Indice de
Velocidade de Germinagédo (IVG), Comprimento Médio de Parte Aérea (CMPA/cm), Comprimento
Médio de Raiz (CMR/cm) e Sincronizagdo (U). Valores acompanhados de letras iguais, ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A porcentagem de germinacdo ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao
controle (4gua destilada), mas houve aumento no tempo médio de germinacao e diminuicéo
na variavel indice de velocidade de germinacdo, nos tratamentos com o extrato quando
comparados ao controle, com exce¢do da concentragdo 250 mg.L? que ndo diferiu do

controle.

A varidvel comprimento médio de parte aérea, apresentou reducdo nos tratamentos
com as maiores concentragdes (500 e 1000 mg.L™), ja o comprimento médio de raiz e
sincronizacao do processo germinativo, ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacéo
ao controle. Os resultados obtidos, corroboram com Ferreira & Aquila (2000), onde afirmam
que a germinacgdo é a variavel menos afetada quando comparada a outras variaveis como

tempo médio de germinacdo e velocidade de germinacao.



41

Vale ressaltar, que a maioria dos estudos sobre alelopatia, particularmente aqueles
que investigam a germinacéo e o desenvolvimento inicial, utilizam extratos aquosos devido
a sua semelhanca com as condi¢es naturais. Estudos que empregam extratos etandlicos,
como o presente trabalho, s&o menos frequentes. Compostos bioativos, como flavonoides e
polifendis, costumam ser solubilizados em solventes polares como o etanol. Devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas, o etanol é eficaz na penetragdo da membrana celular e na
extragdo desses compostos das células vegetais, por isso a escolha desse solvente para o

presente estudo (Tiwari et al. 2011; Toledo et al. 2023).

Os resultados obtidos no presente estudo sé@o semelhantes aos observados com o
extrato aquoso das espécies Eugenia involucrata e Eugenia uniflora, que ndo demonstraram
interferéncia na porcentagem de germinacao de diasporos de alface (Huller & Schock 2011).
Em contraste, o extrato de Eugenia pyriformis causou inibicao significativa na porcentagem
de germinacéo (Huller & Schock 2011). Quanto a variavel velocidade de germinacdo, todas
as trés espécies apresentaram um decréscimo a partir do quarto dia, sendo a reducdo mais

pronunciada e significativa para Eugenia pyriformis. (Huller & Schock 2011).

Resultados divergentes ao do presente estudo, foram observados com o extrato
aquoso e etanodlico de Myrcia vittoriana, que demostraram efeito fitotoxico observado na
germinacdo e desenvolvimento inicial da alface (Vasconcelos et al. 2022). Os extratos
aquosos de Eugenia uniflora também apresentaram efeitos fitotoxicos na germinacdo da
alface e no desenvolvimento inicial do milho (Boiago et al. 2018). Os compostos bioativos
presentes no extrato etandlico de M. glomerata, como os taninos e flavonoides, geralmente
estdo envolvidos em efeitos alelopaticos, por apresentarem funcdes relacionadas a defesa da
planta contra patdgenos e herbivoria, inibi¢do de crescimento, prote¢do contra radiagdo UV,
entre outras, refletindo assim nos resultados obtidos do presente estudo (Shirley 1996; Taiz

& Zeiger 2013).
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J& os resultados referentes a frequéncia relativa de germinagdo dos diasporos de
alface em cada um dos tratamentos testados (Figura 1), verifica-se graficos unimodais com
desvio a direita, j& na menor concentragdo, 0 que indica acdo do extrato etandlico de M.
glomerata na germinacdo da alface, com leve desvio & medida que se aumenta as

concentragfes do extrato utilizado, indicando atrasos na germinacdo da espécie

bioindicadora.
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Figura |I. Frequéncia relativa de germinacdo de diasporos de alface (Lactuca sativa) submetidas ao
extrato etandlico de Myrcia glomerata.
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E importante destacar que as variaveis de frequéncia relativa e sincronizacdo do
processo germinativo séo parametros inversamente relacionados, uma vez que, quanto maior
for o valor de sincronizagcdo, menor sera da frequéncia, ocasionando um processo
germinativo com maior uniformidade em determinado momento (Bufalo et al. 2012).
Portanto, mesmo que a porcentagem de germinacao da alface ndo tenha sido afetada pelo
extrato etanolico, se observa uma anélise mais detalhada com a presenga das outra variaveis
analisadas (Tabela 1V), evidenciando que a presenca dos aleloquimicos e/ou compostos
bioativos no extrato de M. glomerata geram interferéncias significativas na bioindicadora

(alface).

O ensaio de germinacdo com o extrato etanélico de M. glomerata sobre sementes de
capim-amargoso demonstrou que ndo houve interferéncia significativa do extrato nas
sementes da planta invasora, em nenhuma das variaveis analisadas (Tabela V).

Tabela V. Resultados do ensaio de germinagdo com sementes de capim-amargoso (Digitaria insularis)

submetidas ao extrato etandlico de Myrcia glomerata.

Tratamentos PG (%) TMG (sementes/dia) IVG U
Testemunha 41a 5,727 a 2,742 ab 2,207 a
(Agua)
Testemunha 49 a 5,292 a 3,735a 2,352 a
(Agua + Tween
0,1%)
62,5 mg.L* 40 a 5,132a 2,797 ab 1,990 a
125 mg.L*? 36a 4915a 2,697 ab 1,812a
250 mg.L? 42 a 4,935a 2,647 ab 2,027 a
500 mg.L? 39a 5,140 a 2,997 ab 1,765 a
1000 mg.L* 25a 5,445 a 1,487 b 1,920 a
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CV (%) 42,98 16,95 24,58 19,34

Porcentagem de Germinacdo (PG%), Tempo Médio de Germinagdo (TMG — sementes/dia), indice de
Velocidade de Germinacdo (IVG) e Sincronizacdo (U). Valores acompanhados de letras iguais, ndo

diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A espécie em questdo, apresenta alta producdo de sementes, envoltas por pilosidades
que proporcionam a disseminacdo de suas sementes pelo vento e por longas distancias,
desenvolvimento rapido em solos distroficos (baixa fertilidade) e reproducdo por sementes
e rizomas, resultando na formacéo de touceiras (Melo et al. 2015). Tais caracteristicas e as
concentracdes de extratos testadas no presente estudo, podem estar relacionadas a
dificuldade da acdo alelopéatica do extrato etandlico de M. glomerata sobre as variaveis

analisadas.

Poucos sdo os estudos encontrados na literatura, que envolvam a aplicacdo de
extratos vegetais, principalmente etandélicos, de plantas do género Myrcia sobre sementes de
capim-amargoso, para se avaliar 0s processos germinativos. Todavia, vale ressaltar que,
capim-amargoso, € uma espécie exotica e naturalmente € pouco encontrada em locais com
espécies nativas, evidenciando a importancia de estudos voltados na busca por maneiras
sustentaveis de se fazer o controle de espécies invasoras, como a utilizacdo de extratos

vegetais com potencial alelopatico sobre as mesmas.

Resultados contrarios ao do presente estudo, quanto a germinacdo de capim-
amargoso na presenga do extrato aquoso de Eucalyptus camaldulensis (Myrtaceae)
demonstram que o extrato suprimiu a germinacgéo da invasora (Junior et al. 2018). O extrato
aquoso de Eucalyptus camaldulensis, também proporcionou influéncia negativa na

germinacdo das sementes de capim-amargoso (Sousa et al. 2011).
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Quanto aos resultados de frequéncia relativa de germinacdo das sementes de capim-
amargoso em cada um dos tratamentos testados (Figura I1), com o extrato etandlico de M.
glomerata, é possivel observar que por se tratar de uma espécie invasora, naturalmente
apresenta uma germinacgdo desuniforme, com tendéncia polimodal, que néo foi alterada na

presenca dos extratos.

S&o escassos estudos que relatam dados de frequéncia relativa de germinacdo de
sementes de capim-amargoso e alface, tendo influéncia de extratos vegetais de plantas do
género Myrcia e até mesmo da familia Myrtaceae. No entanto, vale ressaltar que o processo
germinativo ndo é sincronizado, mas se distribui ao longo do tempo, como o observado

(Figuras I e 1) (Oliveira et al. 2017).
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Figura Il. Frequéncia relativa de germinacdo de sementes de capim-amargoso (Digitaria insularis)

submetidas ao extrato etanélico de Myrcia glomerata.

3.6 Desenvolvimento inicial

Quanto as variaveis analisadas no ensaio de desenvolvimento inicial com a cultivada
milho, submetidas ao extrato etanélico de M. glomerata (Tabela V1), observou-se que 0s
parametros comprimento médio de parte aérea (MPA) e raiz (MR), massa seca de parte aérea

(MSPA) e raiz (MSR) ndo diferiram estatisticamente do controle com &gua, em nenhuma
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das concentragdes testadas, evidenciando auséncia de efeito alelopatico pelo extrato

utilizado.

Tabela VI. Resultados do ensaio de desenvolvimento inicial com plantulas de milho (Zea mays)
submetidas ao extrato etandlico de Myrcia glomerata.

Tratamentos MPA (cm) MR (cm) MSPA (mg) MSR (mg)
Testemunha 13,5125 ab 19,4525 bc 223,425 a 180,7 ab
(Agua)
Testemunha 14,0175 a 24,885 ab 179,9 a 233,975 a
(Agua + Tween
0,1%)
62,5mg.L* 15,0025 a 25,9525 a 247,875 a 252,225 a
125 mg.L*! 14,055 a 19,2775 bc 228,025 a 248,275 a
250 mg.L™! 10,6575 b 14,6075 c 182,95 a 153,35 b
500 mg.L™! 12,8725 ab 21,845 ab 195,35 a 232,875 a
1000 mg.L*? 14,2175 a 21,0325 ab 210,225 a 227,9 ab
CV (%) 9,3 12,57 14,37 15,75

Comprimento Médio de Parte Aérea (MPA/cm), Comprimento Médio de Raiz (MR/cm), Massa Seca de
Parte Aérea (MSPA/mg) e Massa Seca de Raiz (MSR/mg). Valores acompanhados de letras iguais, hdo

diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados semelhantes, sdo observados em um estudo utilizando extrato aquoso de
Eucalyptus urophylla, onde foi observado a auséncia de interferéncia do extrato sobre as
variaveis testadas (massa fresca e seca de plantulas, comprimento de plantulas, porcentagem

de germinacéo e indice de velocidade de germinagéo) (Lino et al. 2020).

Ja resultados contréarios, sdo observados com o0s extratos aquosos de Eugenia uniflora
que apresentaram efeitos fitotoxicos no desenvolvimento inicial do milho (Boiago et al.

2018). Ja um estudo utilizando extrato etandlico de Eugenia dysenterica no desenvolvimento
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inicial do milho, mostrou reducdo no crescimento primario da raiz e crescimento do

coledptilo nas maiores concentragdes testadas de 2000 e 4000 mg/L (Malheiros et al. 2016)

A permeabilidade e o tamanho do tegumento das sementes, influenciam na atuacdo
dos compostos bioativos, que podem causar alteragcdes na germinacgao e no crescimento das
plantas devido aos efeitos promovidos nos processos bioquimicos e fisiolégicos das
sementes (Imatomi et al. 2013). Essas alteragcbes foram observadas nos resultados com
diasporos de alface, sendo constatado um efeito negativo. No entanto, no desenvolvimento
inicial de milho e capim-amargoso, o extrato ndo apresentou efeito significativo sobre as
espécies testadas, ressaltando que, mesmo as sementes de capim-amargoso sendo pequenas,
elas apresentam caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas das invasoras, dentre elas a
dorméncia e capacidade de germinacdo em solos de baixa fertilidade, além da permanéncia
nos bancos de sementes do solo por longos periodos, até terem as condigcfes ideais para
superarem a dorméncia e germinarem (Mendonga et al. 2014; Melo et al. 2015).

Dessa forma, o extrato etandlico de M. glomerata apresenta atividades bioldgicas e
caracteristicas promissoras para o desenvolvimento de produtos naturais, que possam atuar
nas questdes de resisténcias bacterianas e como alternativa de antioxidante natural. Quanto
aos testes alelopaticos, fica nitido a presenca de efeito fitotoxico negativo do extrato,
dependendo da espécie utilizada no teste, sendo o presente estudo o primeiro a ser feito com
a espécie M. glomerata, evidenciando a necessidade de estudos futuros utilizando-se de
outras formas e solventes para obtencdo dos extratos, com diferentes concentragdes,
bioindicadoras, invasoras e cultivadas, além de estudos anatbmicos das raizes das plantulas,
para se verificar as possiveis interferéncias que 0s extratos possam vir a ocasionar nas células

vegetais.

4 CONCLUSAO
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A prospeccdo fitoquimica do extrato revelou a presenca de esteroides livres,
triterpenoides pentaciclicos livres, alcalbides, fenois, taninos pirogalicos, flavondides,
flavonas e xantonas. O extrato etanolico, apresentou elevada atividade bacteriostatica e
bactericida frente a todas as bacteérias testadas, além de atividade antioxidante expressa pelos
testes de DPPH e ABTS.

Quanto aos ensaios de germinagdo com a bioindicadora (alface) e a espécie invasora
(capim-amargoso), 0 extrato apresentou interferéncia negativa sobre a alface e sem
interferéncias significativas sobre o capim-amargoso e no desenvolvimento inicial com a
cultivada milho. Esses resultados destacam o potencial do extrato etandlico tanto como
agente antimicrobiano quanto como modulador de crescimento vegetal, abrindo novas

perspectivas para sua aplicacdo em diferentes contextos farmacoldgicos ou agroecolégicos.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL (Capitulo 1 — Qualificacéo)

This supplementary material intends to show how the ultrasound-assisted extraction
conditions were chosen.

Firstly, a complete 22 factorial experimental design was performed to investigate the
effects of temperature, amplitude, and sample weight on the extract yield according to Table
I. Four replicas were performed in the conditions of the center point, in addition to replicas
performed in random assays from the experimental design to determine the error. The ranges
were defined based on the results of de Souza et al. (2023), Frohlich et al. (2022), and Alves

et al. (2022) for ultrasound-assisted extraction of leaves.

Table SlI. Levels and conditions used to evaluate temperature, amplitude, and sample weight on the
extract yield.

Coded values -1 0 1
Temperature (°C) 40 50 60
Amplitude (%)** 20 50 80

Sample Weight (g)* 2 3.5 5

*All sample weights were used with a fixed volume of 50 mL of ethanol. **Percentage of the nominal
power (750 W).

The assays were performed as described in item (2.3) for a fixed time of 15 min. The
extract yields were statistically evaluated using Statistica software with a 5% significance.

The yield results obtained for each assay are displayed in Table SII.

Table SlI. Yield results obtained for the complete 22 factorial experimental design to investigate the
effects of amplitude, temperature, and sample weight on extract yield.

Assay Amplitude (%) Temperature (°C) Sample weight Yield (%)
9)

1 20 40 2 15.61
2% 20 40 5 12.82+0.04
3* 20 60 2 16.96+0.11

4 20 60 5 14.55
5% 80 40 2 17.93+0.23

6 80 40 5 15.93

7 80 60 2 19.10
8* 80 60 5 16.46+0.35

g** 50 50 35 16.87+0.10

*Assays that were chosen randomly to be performed in duplicate. **Center point — performed in
quadruplicate.

The highest extract yield was achieved on assay 7 (19.10%), using the highest levels
of amplitude (80%) and temperature (60°C), and the lowest sample weight (2 g); the lowest

sample weight results in the highest ratio of solvent to sample. To statistically analyze these
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Figure SIl. Contour plots obtained for the response extract yield when evaluating the effects of
amplitude, temperature, and sample weight on extract yield.

Those results agree with the achievements of de Souza et al. (2023) for ultrasound-
assisted extraction of Echinodorus macrophyllus, and Alves et al. (2022) for Monteverdia
aquifolia leaves.

From this analysis, assay 7 would be the most advantageous since it enabled the
highest extract yield. No further optimization was performed because the experiments were
already being performed in the highest conditions possible for amplitude and temperature
that the equipment could handle. Regarding sample weight, lowering this variable even
further would imply a high volume of solvent needed, which is not economically viable.

To confirm if assay 7 is indeed the best one, the antioxidant activity and total phenolic
content of all extract samples were performed, as previously described (item 3.3). The results
are presented in Table SIII for the antioxidant activity expressed as pmolTE g lextract, total

phenolic content expressed as pmolGAE glexwract, and also antioxidant activity and total
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phenolic content yields, expressed as umolTE gicaves, and pumolGAE gicaves, respectively,

which ponders the results obtained together with the extract yield.

Table SIII. Antioxidant activity and total phenolic content obtained for the extracts from the complete
28 factorial experimental design.

Assay | A(%) | T(°C) | W(g) DPPH ABTS TPC DPP | ABT | TPC
H S Yield
Yield | Yield
1 20 40 2 1858 3541 306 290 553 48
2* 20 40 5 2069+227 | 3123+320 28518 265 400 37
3* 20 60 2 1736+149 2815+53 291+21 294 477 49
4 20 60 5 1841 2848 306 268 414 45
5* 80 40 2 1479+1561 | 2297+1239 26119 265 412 47
6 80 40 5 1666 2865 288 265 456 46
7 80 60 2 1756 2975 293 335 568 56
8* 80 60 5 1671158 | 26361345 | 310423 275 434 51
g** 50 50 3.5 1687+£129 | 30134216 | 306+26 285 508 52

As shown by Table SllII, assay 7 resulted in intermediate results for antioxidant

activity and total phenolic content. However, when pondering yield and those results (that

is, yield of antioxidant activity and yield total phenolic content), assay 7 still presents the

highest results. Thus, the conditions of 60°C, 80%, and 2g of sample weight for 50 mL of

ethanol were chosen as the best ones to perform the extractions. However, time still needed

investigation. A time of 15 min was used in the previous assays, and a kinetic study was

conducted to verify if this time could be reduced or needed to be prolonged. The results are

shown in Table SIV.

Table SIV. Kinetic results when different times were evaluated on the condition of extraction with 80%
amplitude, 60°C, and sample weight of 2 g to 50 mL of ethanol.

Time Yield DPPH ABTS TPC DPPH ABTS TPC
(min) Yield Yield Yield
1 11.98 2894 5048 316 347 605 38
2 13.85 2868 5116 300 397 709 42
3* 15.93+0.09 285131 5190+360 279+3 454 827 44
5 16.66+0.02 2893117 5499+164 282+9 482 916 47
7 17.75 3000 5716 274 533 1015 49
10 17.19 2723 4982 280 468 856 48
12 17.82 2651 5188 240 472 925 43
15 19.10 1687+129 3013+£216 | 30626 322 575 58

From Table SIV, one can realize that the extract yield continues to increase as the

extraction time increases. However, the rate of increase is slower as time goes by. Another

observation is that from 5-7 min, there is a decrease in the antioxidant activity and total
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phenolic compounds. Thus, when considering antioxidant activity yield and total phenolic
compounds yields, the best results are achieved with 5 or 7 min, being 5 min the one chosen

as the most advantageous due to economic reasons associated with the use of shorter times.
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A nanotecnologia esta emergindo com a biossintese de nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuQ), as quais
sdo sustentaveis apresentando menor toxicidade ao meio ambiente. Entre os diversos métodos de biossintese,
0s extratos vegetais sdo amplamente preferidos por serem de grande disponibilidade e baixo custo. As plantas
apresentam metabélitos secundarios, como compostos fenélicos denominados flavonoides e taninos, que atuam
como agentes redutores e estabilizadores. Este estudo utilizou o extrato aquoso de Myrcia glomerata, uma
planta nativa com propriedades biolégicas pouco exploradas, para sintetizar NPsCuO via sintese verde.
Portanto, o objetivo foi avaliar as propriedades antioxidantes, antimicrobianas e alelopaticas das NPsCuO de
M. glomerata, sintetizadas via sintese verde, visando aplicagfes em salde, agricultura e sustentabilidade. O
extrato aquoso das folhas foi utilizado para a biossintese das NPs. Foi determinado, o potencial antimicrobiano
(microdiluicdo em caldo), potencial antioxidante (DPPH e ABTS), determina¢do dos compostos fendlicos
totais e potencial alelopatico. A caracterizacdo das NPsCuO de M. glomerata apresentou tamanho
hidrodindmico de 212,4 nm, PDI de 0,15 e potencial zeta de -20,8 mV. As NPsCuO de M. glomerata
mantiveram atividade antioxidante, baixa ou auséncia de atividade antimicrobiana e sem interferéncia sobre a
germinacdo da alface e capim-amargoso, havendo reducdo no comprimento médio da raiz do milho na maior
concentracdo (100 pug/ml) no ensaio de germinacéo e desenvolvimento inicial. Sendo assim, o presente estudo
demonstrou que as NPsCuO sintetizadas a partir de M. glomerata apresentaram resultados significativos em
relagdo aos ensaios realizados, sendo necessario estudo futuros para uma compreensdo mais detalhada do
potencial biotecnoldgico dessas NPsCuO.

Palavras-chave: Nanoparticulas de Oxido de Cobre, Atividades Bioldgicas, Sintese Verde, Myrcia glomerata.

Nanotechnology is emerging with the biosynthesis of copper oxide nanoparticles (CuONPs), which are
sustainable and present lower toxicity to the environment. Among the various biosynthesis methods, plant
extracts are widely preferred due to their high availability and low cost. Plants exhibit secondary metabolites,
such as phenolic compounds known as flavonoids and tannins, which act as reducing and stabilizing agents.
This study used the aqueous extract of Myrcia glomerata, a native plant with poorly explored biological
properties, to synthesize CUONPs via green synthesis. Therefore, the objective was to evaluate the antioxidant,
antimicrobial, and allelopathic properties of M. glomerata CuONPs, synthesized via green synthesis, aiming
at applications in health, agriculture, and sustainability. The aqueous extract of the leaves was used for the
biosynthesis of the NPs. The antimicrobial potential (broth microdilution), antioxidant potential (DPPH and
ABTS), total phenolic compounds determination, and allelopathic potential were determined. The
characterization of M. glomerata CUONPs showed a hydrodynamic size of 212.4 nm, a PDI of 0.15, and a zeta
potential of -20.8 mV. The CuONPs from M. glomerata maintained antioxidant activity, low or no
antimicrobial activity, and did not interfere with the germination of lettuce and sourgrass, with a reduction in
the average root length of corn at the highest concentration (100 pg/ml) in the germination and initial
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development assay. Thus, the present study demonstrated that the CuUONPs synthesized from M. glomerata
showed significant results in relation to the conducted assays, necessitating future studies for a more detailed
understanding of the biotechnological potential of these CUONPs.

Keywords: Copper Oxide Nanoparticles, Biological Activity, Green Synthesis, Myrcia glomerata.

1. INTRODUCAO

As nanoparticulas (NPs) sdo particulas na escala de nanémetros, geralmente entre 1 e 100 nm,
sendo classificadas dentre uma das dimensdes quando comparadas a materiais a granel e que possuem
propriedades inovadoras, como controle de distribuicdo, tamanho e morfologia (Selmani et al. 2022).
Essas caracteristicas permitem aplicages em diversos campos, incluindo industrias farmacéutica,
alimenticia, cosmética, médica, agricola e ambiental (Adrah et al. 2023; Tomar & Singh, 2023).
Meétodos tradicionais de sintese incluem abordagens quimicas (bottom-up) e fisicas (top-down), mas
ambos apresentam desafios relacionados ao uso de reagentes toxicos e altos custos. A sintese verde
surge como alternativa sustentavel, destacando-se por reduzir impactos ambientais ao utilizar
extratos vegetais como agentes redutores e estabilizadores (Fracassetti et al. 2023; Mekuye & Abera,
2023).

A sintese verde utiliza compostos bioativos presentes nos extratos vegetais, como enzimas,
aminodcidos, flavonoides, alcaloides, vitaminas, polissacarideos, entre outros, para reduzir e
estabilizar as nanoparticulas durante a formag&o. Esses compostos também auxiliam no controle do
tamanho e da morfologia das NPs, que sdo fundamentais para aplicac@es especificas (Sharma et al.
2010; Mustapha et al. 2022; Ponce et al. 2023; Behera et al. 2023). As vantagens desse método
incluem sustentabilidade, baixo custo, alto rendimento e a possibilidade de conferir propriedades
bioativas adicionais as NPs provenientes dos extratos vegetais (Mittal et al. 2013; Corciova &
Ivanescu, 2018; Behera et al. 2023).

Entre os diferentes tipos de nanoparticulas, as de 6xido de cobre (NPCuQ) se destacam por suas
propriedades Unicas, como alta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (Hafeez et al. 2019; Karuppannan et al. 2021; Maheo et al. 2022; Sarfraz et al. 2023). Além
disso, possuem capacidade fotocatalitica para degradar corantes organicos, como vermelho congo e
azul de metileno (Nwanya et al. 2019; Khan et al. 2020; Yasin et al. 2022; Maheo et al. 2022), elevada
atividade antioxidante (Maheo et al. 2022; Yasin et al. 2022), e aplica¢cdes em remedia¢do ambiental
(Meena et al. 2023). Também apresentam acdo antifingica, por exemplo, contra Alternaria
brassicae, um patégeno foliar (Gaba et al. 2022), além de funcionarem como micronutriente
essencial no crescimento e desenvolvimento das plantas (Festa & Thiele, 2011; Printz et al. 2016).

Embora as propriedades das NPsCuO tenham gerado interesse crescente na industria,
preocupacfes sobre seus impactos ambientais sdo levantadas. O descarte inadequado dessas
particulas pode interferir em comunidades microbianas nativas, ciclos bioldgicos e de nutrientes dos
ecossistemas, resultando em desafios ambientais (Viswanath & Kim, 2016; Doskocz et al. 2017;

Mangla et al. 2021). Por isso, a busca por alternativas sustentaveis, como a sintese verde, tem
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recebido incentivos significativos, especialmente para a aplicacdo das NPs como agentes
antimicrobianos, antioxidantes e promotores de crescimento vegetal.

Nesse contexto, a espécie nativa brasileira Myrcia glomerata G.P.Burton & E.Lucas (Myrtaceae),
conhecida como guamirim-enfeitado, apresenta potencial inexplorado para a sintese verde de
NPsCuO. O género Myrcia, apresenta propriedades bioldgicas descritas na literatura, como
atividades antioxidantes, anti-inflamatorias, citotdxicas e de controle de diabetes (Russo et al. 1990;
Stefanello et al. 2011). Ja a planta estudada, tem na sua composicao fitoquimica compostos fenélicos
(taninos, flavonoides, alcaloides, xantonas), saponinas, esteroides livres e antocianinas (Batista et al.
2024). No entanto, estudos envolvendo a sintese de NPSCuO com essa planta sdo escassos,
justificando a relevancia do presente trabalho.

Diante disso, o0 objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
alelopéticas de nanoparticulas de 6xido de cobre de Myrcia glomerata, sintetizadas via sintese verde,
visando aplicacbes em salde, agricultura e sustentabilidade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta, identificacdo e obtencdo do material vegetal das folhas de Myrcia glomerata

As folhas de M. glomerata foram coletadas no parque ecoldgico Paulo Gorski, localizado no
municipio de Cascavel — PR, (24°57°33.54”’S ¢ 53°26°31.96”W), entre os meses de margo a julho de
2023. A exsicata foi entregue para identificacdo no Herbario da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (Herbario UNOP) e tem como nimero de registro UNOP10732.

Apos a coleta, as folhas de M. glomerata foram secas em estufa de circulagao de ar a 35+5°C, por
48 horas. Posteriormente, as folhas foram moidas em moinho de facas do tipo Willey® com
granulometria de 0,42 mm. O material vegetal resultante, foi armazenado em recipiente de vidro,
devidamente fechado e em abrigo de luz até o uso para a elaboracao da sintese das nanoparticulas de
oxido de cobre (NPsCuO) e extrato etandlico de M. glomerata (Weber et al. 2014, Bandeira et al.
2024).

2.2 Obtencdo do extrato etanolico

O solvente utilizado para a realizagdo da extragdo assistida por ultrassom (UAE) foi o etanol
(EtOH), por ser um solvente atoxico e renovavel. A amplitude utilizada para as extragdes foi de 80%,
tempo de 5 minutos, temperatura 60 °C e massa de 2 g para um volume de solvente fixo em 50 mL
(Klein et al. 2018; Santos et al. 2019). As respostas avaliadas foram: concentracdo de compostos
fendlicos totais (TPC) e a atividade antioxidante (DPPH e ABTS).

A extracdo teve inicio com a acomodacdo da mistura nas proporcdes definidas em uma célula de
extracdo encamisada (250 mL) pela qual a agua circulava para manter a temperatura constante com

uso de banho ultra-termostatico (Marconi Ma 184). Um processador ultrassénico do tipo sonda com
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13 mm de didmetro e poténcia nominal de 750 W (Sonics, VCX 750) foi utilizado para sonicar a
mistura (EtOH/biomassa) na frequéncia de 20 kHz e com a sonda inserida a 1 cm de profundidade
na mistura. Os ensaios foram conduzidos em modo continuo, ou seja, a poténcia dissipada no

ambiente foi mantida constante durante o processo de extracao.

2.3 Biossintese e caracterizacdo das nanoparticulas de éxido de cobre (NPsCuO)

A sintese verde das nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO) foi realizada com base na
metodologia de Pelegrino et al. (2020, 2021) e Kohatsu et al. (2021) com modificagdes, utilizando-
se do cha de Myrcia glomerata. Uma solucdo aquosa de CuSO, foi adicionada por gotejamento a
uma suspensao de chéa de M. glomerata (1,5 g para 100 mL), preparada com &gua destilada aquecida
entre 65 °C e 80 °C. O pH final da suspensdo foi ajustado para 5,4 usando NaOH (1 mol L?). A
mistura foi homogeneizada durante 30 minutos com o agitador magnético e, em seguida, centrifugada
e lavada trés vezes com agua destilada. O precipitado escuro formado pelas nanoparticulas de CuO
foi liofilizado e armazenado no dessecador protegido da luz (Pelegrino et al. 2020). A caracterizacdo
das NPsCuO de M. glomerata foi realizada por espalhamento de luz dindmico (DLS) para verificacao
do tamanho hidrodindmico (nm), potencial zeta (mV) e indice de polidispersividade (PDI).

Para a utilizacdo nos ensaios, as NPsCuO de M. glomerata foram dispersas com auxilio de um
banho ultrassénico (UltraSonic Clean 1400) com frequéncia de 40 kHz. As concentracfes das
nanoparticulas foram ajustadas em tubos conicos Falcon de 50 ml e mantidas em dispersdo no

equipamento por 6 horas.

2.4 Microrganismos avaliados e preparacao do inéculo

A recuperacdo dos microrganismos seguiu a metodologia de Scur et al. (2014) com adaptacGes
de Bandeira et al. (2022). As bactérias utilizadas, fazem pertencem a colegdo American Type Culture
Collection (ATCC) e da Colecdo de Culturas Cefar Diagnéstica (CCCD). As bactérias Gram
positivas foram: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Listeria monocytogenes (ATCC 1911) e Bacillus subtillis (CCD-04); Gram negativas: Escherichia
coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis (ATCC 25933),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Salmonella enterica Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella
enterica Typhimurium (ATCC 14028). As bacteérias, foram recuperados em caldo de enriquecimento
BHI (Brain Heart Infusion Broth) e incubadas por um periodo de 24 horas a 36x£1°C. Ap6s o0 periodo
de incubac&o, as cepas foram repicadas em meio Agar Nutriente (AN) e padronizadas em solugio

salina (0,85%), resultando na concentracao final de 1x10* UFC/mL.

2.5 Determinagao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Determinacdo da Concentragéo
Bactericida Minima (CBM)
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A atividade antimicrobiana das NPsCuO de M. glomerata foi avaliada seguindo as normas do
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2018), e a Determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo (metodologia em
processo de publicacao).

O preparo das suspencdes das NPsCuO de M. glomerata ocorreu pesando 2000 pg/ml de
nanoparticulas sélidas em um tubo falcon e posteriormente sendo acondicionadas em um banho
ultrassdnico para dispersao delas por um periodo de 6 horas, para entdo serem usadas nos ensaios.

Em placas de microdiluicao de 96 pogos com fundo redondo, foram adicionados 100 pL de dgua
peptonada a 1%. Em seguida, 100 pL da suspencdo de nanoparticulas de éxido de cobre (NPsCuO)
de M. glomerata foram acrescentados no primeiro poco realizando dilui¢des seriadas de 2000 a 15,62
ug/mL. Para cada poco, foi adicionado 100 pL do inéculo de microrganismos (1x10* UFC), e as
placas foram incubadas por 24 horas a 35£2°C. Como controle positivo foi utilizado o antibi6tico
comercial Gentamicina (200 mg/mL). O controle negativo, constituiu na adicdo do in6culo
bacteriano em agua peptonada a 1%. Foram realizados controles das NPsCuO de M. glomerata e do
meio de cultura (dgua peptonada a 1%) para avaliar possiveis interferéncias no teste.

Apobs incubacdo, foi adicionado 20 uL de solucdo de Resazurina a 0,02% como revelador
colorimétrico, em cada pogo da placa. A presenca de coloracdo rosa nos pogos indicou auséncia de
acdo inibitdria das NPsCuO de M. glomerata. O ensaio foi conduzido em triplicata para determinar
a menor concentracdo de NPsCuO de M. glomerata capaz de inibir o crescimento microbiano.

O ensaio para determinagdo da CBM foi realizado conforme a metodologia descrita por Weber et
al. (2014) com modificagdes. Apos a finalizacdo do teste de CIM, foi retirada uma aliquota de 2 pL
de cada pogo da placa de microdiluigdo, antes da adi¢do de Resazurina a 0,02%. As aliquotas foram
inoculadas em placas de &gar MH e incubadas a 36+1°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacéo,
foi avaliado o crescimento bacteriano em cada pogo. A CBM foi definida como a menor concentragao
de nanoparticulas de éxido de cobre (NPsCuO) de M. glomerata capaz de inibir completamente o

crescimento bacteriano nas placas, indicando a morte dos microrganismos testados.

2.6 Determinacédo da atividade antioxidante

As NPsCuO e extrato etanélico de Myrcia glomerata, foram avaliadas quanto a sua capacidade
antioxidante utilizando os ensaios de DPPH (método de captura do radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) e ABTS (método de captura do radical 2,2’-azino-bis (3-ethylbenz-thiazoline-6-
sulfonic acid)) de acordo com a metodologia modificada de Ziwei et al. (2021). As leituras das
absorbancias foram realizadas em microplacas (microplaca fundo chato estéril 96 pogos) e
correlacionadas com uma curva padrdo de Trolox com concentragcbes de 200 a 11,71 pmol/L,
expressando os resultados em pmol de Trolox equivalente por grama de nanoparticula de 6xido de

cobre ou extrato etanélico (umol Trolox g NPCuO ou Ext. ™).
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2.6.1 DPPH

Uma solucéo de 25 pg/ml de extrato etandlico de M. glomerata e uma suspenséo de NPsCuO de
M. glomerata na concentracdo de 300 pg/ml foram preparadas para realizacdo do ensaio de atividade
antioxidante. A solucdo de DPPH foi preparada na concentracdo de 0,12 g/L.

Apos a adicdo dos reagentes, nanoparticulas e extrato, as placas foram incubadas no escuro por
30 minutos. Em seguida, a absorbancia foi medida em uma leitora de microplacas a 515 nm. Os
resultados foram expressos com pmol de Trolox equivalente por grama de nanoparticula de 6xido de

cobre ou extrato (umol Trolox. g NPCuO ou Ext. 1).

2.6.2 ABTS

Para 0 ensaio de atividade antioxidante ABTS, preparou-se uma solucéo de 25 pg/ml de extrato
etanolico de M. glomerata e uma suspenséo de NPsCuO M. glomerata na concentracéo de 200 pg/ml,
uma solucdo estoque de ABTS a 7 mmol/L, misturada com persulfato de potassio a 2,45 mmol/L
para gerar o radical ABTS*. A solucdo do radical foi mantida no escuro por 12 a 16 horas e sua
absorbéncia foi ajustada entre 0,700 e 0,750 no momento do ensaio.

Apds adicionar os reagentes, nanoparticulas e extrato, a placa foi incubada no escuro por 10
minutos e a absorbéncia foi medida a 750 nm. Os resultados foram expressos com pumol de trolox
equivalente por grama de nanoparticula de 6xido de cobre ou extrato (umol Trolox. g NPCuO ou
Ext. ).

2.7 Determinacdo do Compostos Fendlicos Totais (TPC)

A metodologia utilizada foi baseada em Bobo-Garcia et al. (2015) com modificages. Preparou-
se uma solucdo de 250 pg/ml de extrato etandlico de M. glomerata e uma suspencdo de NPsCuO de
M. glomerata a 1000 pg/ml. A solucéo de Folin-Ciocalteau foi preparada diluindo 2 mL do reagente
em 8 ml de agua destilada e a solugdo de carbonato de sédio foi feita com 25 ml de uma solugdo a
100g/L.

A curva padrao foi preparada utilizando acido galico nas concentracdes de 200 a 1,56 pg/ml,
resultando em um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9831. Apés a adicdo dos reagentes,
nanoparticulas e extrato, a placa foi incubada no escuro por 2 horas. A absorbancia foi medida a 750
nm e os resultados foram expressos como micrograma de &cido galico equivalente (GAE) por

miligrama de nanoparticulas de 6xido de cobre ou extrato (ug GAE.mg NPCuO ou Ext. ™).

2.8 Efeito alelopatico e analise estatistica
2.8.1 Ensaio de efeito alelopatico (germinacao) sobre alface, capim-amargoso e milho
A avalicdo do potencial alelopatico foi realizada através do preparo de uma solucdo padrdo na

proporcéo de 100 pg/ml das suspengdes de NPsCuO de M. glomerata e, em seguida, feita as diluicGes
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nas concentracdes de 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/mil, 6,25 pg/ml e a testemunha com &gua destilada,
todas as concentrac6es foram utilizadas para as trés espécies utilizadas no presente teste.

O processo de avaliacdo do efeito alelopatico foi realizado utilizando como bioindicadora
diasporos de Lactuca sativa (alface) adquiridas em uma agropecuaria local da cidade de Cascavel-
PR, sementes da invasora, Digitaria insularis, conhecida popularmente como capim-amargoso,
adquiridas na Cosmos Agricola Producdo e Servicos Rurais Ltda. de Engenheiro Coelho-SP e
sementes de milho (Zea mays L.) adquiridas na Agrobélia em Corbélia-PR, cultivar BM880PRO3,
safra 22/23, Biomatrix sementes.

Os diasporos de alface foram colocados em placas de petri, contendo trés folhas de papel filtro,
posteriormente, ficaram em contato com suas respectivas concentra¢fes de NPsCuO de M. glomerata
e testemunha durante o periodo de avaliacdo. Ja para as sementes de capim-amargoso, foi realizado
previamente a supera¢do da dorméncia das sementes por sete dias na geladeira, em meio Umido, a 5-
10 ° C (Brasil 2009), as sementes foram embebidas por 2 horas nas suas respectivas concentracoes
de suspenc@es de NPsCuO de M. glomerata e acondicionadas em novas placas de petri contendo 6
ml de 4gua destilada em todos os tratamentos. E as sementes de milho, foram acondicionadas em
papel germitest, embebido com as respectivas concentracbes de NPsCuO de M. glomerata e
testemunha, contendo duas folhas abaixo das sementes e uma acima das mesmas.

Cada tratamento foi composto de 4 repetigdes com 25 sementes cada para os diasporos de alface,
sementes de capim-amargoso e milho, separadamente. As folhas de papel filtro utilizadas nas placas
de Petri foram umedecidas com 6 ml de agua destilada para a testemunha e 6 ml das dispersfes de
NPsCuO de M. glomerata correspondente a cada tratamento. Os papéis germitest foram umedecidos
com 2,5 vezes o peso do papel seco utilizando a testemunha e as respectivas concentracfes das
dispersdes de NPsCuO de M. glomerata. Importante destacar que, os diasporos de alface e as
sementes de milho permaneceram em contado com as NPs durante o tempo da avaliagdo, ja as
sementes de capim-amargoso foram embebidas nas respectivas concentragdes de NPs, por 2 horas.
Na sequéncia, as placas de petri e o rolos de papel germitest foram acondicionas em camara de
germinacdo B.O.D, tendo temperatura de 25+2° C e fotoperiodo de 12 horas, ambos fatores
controlados.

Os experimentos foram mantidos por sete dias para alface e milho, quatorze dias para o capim-
amargoso, com avaliacdo diaria do nimero de diasporos e sementes germinadas, as que apresentaram
comprimento de raiz primaria igual ou superior a 2mm (Hadas 1976), posteriormente foram
calculadas as variaveis analisadas: porcentagem de germinacdo (PG%); tempo médio de germinacéao
(TMG) segundo Edmond & Drapala (1958), indice de velocidade de germinacgdo (IVG%) segundo
Silva & Nakagawa (1995), comprimento médio de parte aérea (CMPA) e raiz (CMR).

2.8.2 Desenvolvimento inicial
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Foram utilizadas sementes de milho hibrido da Biomatrix sementes, cultivar BM880PRO3, safra
22/23. As sementes foram pré-germinadas em rolos de papel Germitest, previamente autoclavados
e umedecidos com &gua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. Os rolos foram
mantidos em camara de germinacdo com temperatura controlada de 25+2°C e fotoperiodo de 12
horas, por trés dias.

Posteriormente, 10 plantulas foram acondicionadas em novos rolos de papel Germitest, cortados
ao meio devido ao pouco volume das concentra¢fes de NPs, foram autoclavados e embebidos com
agua destilada para a testemunha, ou com as respectivas concentra¢cdes de NPsCuO de M. glomerata
(100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL e 6,25 pg/mL), utilizando-se uma proporgéo de 2,5
vezes 0 peso do papel seco. Esses rolos foram utilizados para acomodar as plantulas transferidas dos
rolos de papel Germitest originais.

Em recipientes de 2000 mL, foi adicionado uma quantidade de agua destilada para a testemunha
ou das respectivas concentracdes de NPsCuO de M. glomerata equivalente a 2,5 vezes o peso do
papel Germitest seco. Em seguida, os rolos de papel Germitest foram acondicionados nesses
recipientes. Os recipientes foram mantidos em cdmara de germinag&o por cinco dias, sob temperatura
controlada de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Apos os cinco dias, foram realizadas medic¢6es do comprimento médio da raiz (CMR) e da parte
aérea (CMPA), bem como do peso de massa seca da raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA) das dez

plantulas.

2.8.3 Analise estatistica utilizada nos testes de germinagéo e desenvolvimento inicial

Os ensaios de efeito alelopatico (germinacéo) e desenvolvimento inicial foram realizados em
camara de germinag&o e foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade pelo programa RStudio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das nanoparticulas

Apos a sintese verde das NPCuO utilizando o extrato aquoso de M. glomerata, as nanoparticulas
apresentaram um tamanho hidrodindmico médio de 212,4 nm, PDI de 0,15 e potencial zeta de -20,8
mV (Figura I). O tamanho hidrodinamico influencia diretamente na aplicacdo das nanoparticulas,
com particulas menores sendo mais facilmente absorvidas e internalizadas. O baixo PDI indica boa
homogeneidade das nanoparticulas, essencial para aplicagdes bioldgicas e farmacéuticas. O potencial
zeta negativo, distante de zero, sugere alta estabilidade coloidal, minimizando a agregacdo
(Suttiponparnit et al. 2011; Shao et al. 2015; Danaei et al. 2018).
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Size Distribution by Intensity
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Figura I: Caracterizagdo das nanoparticulas de éxido de cobre (NPsCuO) associada a Myrcia glomerata.

Na literatura, nanoparticulas com tamanhos entre 1 e 100 nm (Mohanraj & Chen 2006) se
classificam dentre uma das dimensdes quando comparadas a materiais a granel (Selmani et al. 2022).
Na prética, os tamanhos das nanoparticulas podem variar significativamente entre estudos. Por
exemplo, nanoparticulas sintetizadas via sintese verde utilizando o extrato aquoso de folhas de
Elsholtzia blanda apresentaram tamanhos variando entre 47,71 e 36,07 nm (Maheo et al. 2022). J&
nanoparticulas de 6xido de cobre sintetizadas com extrato de folhas de Passiflora edulis
apresentaram tamanhos entre 60 e 65 nm (Yasin et al. 2022), valores divergentes em relacdo aos do
presente estudo.

Por outro lado, nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu?, sintetizadas pelo método de
gelificagdo ionotropica, demonstraram um tamanho médio de 173,0 nm, indice de polidispersividade
(PDI) de 0,40 e potencial zeta de 27,4 mV (Gomes et al. 2023), resultados de tamanho hidrodindmico
e PDI mais proximos aos observados nesta pesquisa. As diferengas nos parametros de caracterizagéo
entre estudos podem ser atribuidas ao fato de que nanoparticulas biogénicas sdo mais dificeis de
controlar em termos de tamanho durante a sintese, quando comparadas a métodos convencionais, 0

que justifica a variabilidade observada (Tortella et al. 2024).

3.2 Atividade antioxidante e determinacéo dos compostos fenélicos totais (TPC)
A determinacdo do potencial antioxidante das NPsCuO e extrato etanélico de M. glomerata, foi
realizada por meio dos ensaios de DPPH e ABTS, além da quantificacdo dos compostos fendlicos

totais (TPC), conforme apresentado na Tabela I.

Tabela I: Resultados dos ensaios de potencial antioxidante de DPPH, ABTS e Compostos
Fenolicos Totais (TPC) das NPsCuO e extrato etandlico de Myrcia glomerata.
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Amostras DPPH (umol ABTS (umol Compostos Fendlicos
(Nanoparticula e Trolox. g NP Trolox.g NPou  Totais (ug GAE. mg NP
Extrato) ou Ext. 1) Ext. 1) ou Ext.?)
NPCuO de M. 129,28 168,62 34,45
glomerata
Extrato etandlico de 1874 4318 360,57
M. glomerata

Ao observar os resultados obtidos na presente pesquisa, notasse valores antioxidantes mais
expressivos com o extrato etanolico em comparacdo com as NPsCuO de Myrcia glomerata. 1sso
ocorre, por conta da presenca dos compostos fendlicos que sdo mais facilmente extraidos por
solventes polares, como o etanol, que devido as suas caracteristicas fisico-quimicas tém maior
facilidade em penetrar na membrana celular para realizar a extracdo dos compostos intracelulares do
material vegetal, resultando em valores antioxidantes e de compostos fendlicos totais superiores aos
obtidos com as NPsCuO de M. glomerata (Tiwari et al. 2011; Fernandez-Agulld et al. 2013; Cabana
et al. 2013).

Todavia, mesmo havendo diminui¢do do potencial antioxidante nas NPsCuO de M. glomerata,
esse potencial ainda se mantem nas nanoparticulas, mesmo se fazendo a utilizagéo do extrato aquoso
para a sintese das mesmas, que por ser aquoso tem maior extracdo de compostos hidrossollveis da
planta em comparacao ao etanol que extrai muito mais compostos, como por exemplo os fenélicos
(Sher 2009; Samy & Gopalakrishnakone 2010; Fernandez-Agull6 et al. 2013). Vale ressaltar, que a
relacdo entre o potencial antioxidante com os compostos fenélicos ocorre por conta do seu esqueleto
carbonico, que estabelece os radicais livres que causam os danos celulares (Sucupira et al. 2012; Jing
et al. 2012; Aquino et al. 2017).

Estudos que utilizam de NPsCuO e extrato etandlico de M. glomerata para avaliacdo do potencial
antioxidante sdo escassos, por isso se faz necesséria a comparagdo com outras matrizes vegetais e
nanoparticulas metélicas. Frohlich et al. (2022) utilizando o extrato etandlico de folhas de Syzygium
aromaticum, obtiveram valores antioxidantes e de compostos fendlicos coerentes ao da presente
pesquisa, sendo 1790 pumol de Trolox g? de extrato no teste de DPPH e 339,63 ug GAE.mg? de
compostos fendlicos. Ja com nanoparticulas de prata, biossintetizadas como os extratos de Artemisia
absinthium, Humulus lupulus e Thymus vulgaris obtiveram-se resultados semelhantes ao da presente
pesquisa com as trés espécies testadas no ensaio de DPPH (140+0.00; 110+0.00 e 140+0.00 pmol
Trolox.g! de amostra) e resultados superiores ao da presente pesquisa no ensaio de ABTS com as
trés espécies (550+50; 860+50 e 550+50 pmol Trolox.g™ de amostra) (Balciunaitiene et al. 2021).
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Em um estudo que utilizou nanoparticulas de 6xido de cobre mediadas por quitosana de Elsholtzia
blanda, observou-se alta eficiéncia na atividade antioxidante, com 73% e 89% de eliminacdo dos
radicais DPPH em comparac¢do ao acido ascorbico, conforme avaliacéo pelo ensaio de DPPH (Maheo
et al. 2022). Outro estudo, envolvendo nanoparticulas de 6xido de cobre sintetizadas com extrato de
folhas de Passiflora edulis, também apresentou resultados eficazes de atividade antioxidante no
ensaio de DPPH (Yasin et al. 2022). No entanto, ensaios de atividade antioxidante utilizando o
método ABTS para NPsCuO e extrato etandlico de M. glomerata ou de outras espécies do género

Myrcia ainda ndo foram reportados na literatura, evidenciando a importancia da presente pesquisa.

A diferenca observada nos valores de atividade antioxidante obtidos pelos métodos utilizados na
presente pesquisa, pode ser atribuida as diferengas na capacidade de cada método em reagir com
diferentes tipos de compostos. ABTS (compostos hidrofobicos e hidrofilicos) e DPPH (compostos
hidrofébicos) (Pulido et al. 2003; Cheng et al. 2007; Pérez-Jiménez et al. 2008;). Esses resultados
destacam a relevancia de empregar multiplos métodos antioxidantes para uma avaliagdo mais

abrangente do potencial antioxidante das amostras.

Com relagdo aos valores obtidos de compostos fendlicos totais (Tabela I), observa-se que as
NPsCuO de Myrcia glomerata tiveram uma reducdo de compostos fenélicos em comparagdo com
extrato etanolico, mas ainda assim mantendo um percentual de 3,4% de compostos fendlicos, esses
resultados podem estar relacionados a reduzida quantidade ou até mesmo a auséncia de flavonoides
incorporados nas nanoparticulas de CuO durante o processo de sintese. Esse fenbmeno pode ser
explicado pelo fato de que, na preparacdo da infusdo das folhas de M. glomerata, predominam
compostos sollveis em agua, enquanto compostos bioativos como flavonoides, conhecidos por suas
propriedades antioxidantes, sdo tipicamente sollveis em solventes polares, como etanol e metanol
(Sher 2009; Samy & Gopalakrishnakone 2010;). No estudo de Balciunaitiene et al. (2021) foram
obtidos resultados inferiores ao da presente pesquisa de compostos fendlicos totais com as
nanoparticulas de prata das espécies Artemisia absinthium, Humulus lupulus e Thymus vulgaris
(8,98+0,24; 6,76+0,32 e 44,00+4,54 ug GAE.mg* de amostra).

3.3 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das NPsCuO de M. glomerata apresentou baixa ou auséncia de efeito
bacteriostatico e bactericida contra as bactérias padrdes testadas. Observou-se apenas atividade
bacteriostatica frente as espécies Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica

Enteritidis e Salmonella enterica Typhimurium (Tabela II).

Tabela Il: Valores recorrentes da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) das suspengdes de nanoparticulas de 6xido de cobre
(NPsCuQO) de Myrcia glomerata, frente a bactérias padroes (ATCC's).
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Bactérias CIM (ug/ml) CBM

Gram Positiva

Staphylococcus aureus 2000 -
Enterococcus faecalis - -
Listeria monocytogenes - -
Bacillus subtilis - -

Gram Negativa

Escherichia coli 2000 -
Salmonella enterica Enteritidis 2000 -
Salmonella enterica Typhimurium 2000 -

Pseudomonas aeruginosa - -
Proteus mirabilis - -

Klebsiella pneumoniae - -

Um possivel fator responsavel pela baixa ou auséncia de atividade antimicrobiana das
nanoparticulas de CuO de M. glomerata pode estar relacionado aos compostos bioativos liberados
durante o processo de infusdo, realizado por 30 minutos antes da adicdo dos reagentes. Esse
procedimento provavelmente favoreceu a solubilizacdo de compostos hidrossoltveis, enquanto
bioativos como os flavonoides, conhecidos por suas propriedades antimicrobianas devido a
capacidade de causar danos irreversiveis as paredes bacterianas, sdo predominantemente sol(veis em
solventes polares, como etanol e metanol (Sher 2009; Samy & Gopalakrishnakone 2010;). Essa
caracteristica pode explicar a limitada atividade antimicrobiana observada nas NPsCuO de M.

glomerata sintetizadas por esse método.

Resultados diferentes do presente estudo foram observados por Priya et al. (2023), que avaliaram
nanoparticulas de 6xido de cobre de Morinda citrifolia quanto a atividade antimicrobiana contra
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli pelo método de difusdo em disco. As
nanoparticulas demonstraram eficcia contra os trés microrganismos, sendo mais eficazes contra

Bacillus subtilis. J& no estudo de Calhan & Gundogan (2020) onde também se realizou a sintese
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verde de NPsCuO de Onosma sericeum Willd (Boraginaceae) e avaliando a atividade antimicrobiana
pelo método de microplaca (ensaio de microtitulacdo de Resazurina) das nanoparticulas, observaram
acdo bacteriostatica significativa frente a todos os microrganismos testados, sendo de 500 ug/ml
sobre S. aureus, E. coli, Acinetobacter baumannii e Aeromonas hydrophila e de 250 pg/ml para B.
subitilis.

De forma semelhante, Maheo et al. (2022) relataram alta atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de 6xido de cobre mediadas por quitosana de E. blanda contra Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhi, também utilizando o método de difusdo
em disco. Vale ressaltar, que sdo poucos estudos na literatura que abordam metodologias de
microdiluicdo em caldo, como a feita no presente estudo em ensaios antimicrobianos utilizando de

NPsCuO, fazendo-se necessaria a comparagdo com outras metologias.

As interferéncias na atividade antimicrobiana observadas nesta pesquisa podem estar
possivelmente relacionadas a presenca da enzima polifenol oxidase. Essa enzima degrada polifenois
em extratos aquosos, como na infusdo utilizada. No entanto, ela ndo é ativa em solventes polares
como etanol e metanol. Isso pode ter contribuido para uma possivel degradacdo de compostos
antioxidantes e antimicrobianos durante o processo de preparacdo das nanoparticulas (Tiwari et al.
2011, Toledo et al. 2023).

Outro possivel fator que pode ter atuado nos resultados obtidos € o tamanho das nanoparticulas
utilizadas, que influencia diretamente na interacdo com as membranas microbianas. Nanoparticulas
menores possuem maior &rea de contato devido a relacdo superficie-volume. Essa caracteristica
facilita sua entrada pelas membranas, promovendo desestabilizacdo e ruptura. Esse efeito & mais
pronunciado em bactérias Gram-negativas, cuja membrana externa complexa é mais suscetivel a

nanoparticulas menores (Modi et al. 2023).

3.4 Efeito alelopético (germinacéo)
No ensaio de germinagdo com diasporos de alface em contato com as NPsCuO de M. glomerata,
observou-se que as nanoparticulas ndo apresentaram interferéncias significativas sobre nenhuma das

variaveis analisadas, quando comparadas a testemunha (Tabela I1).

Tabela I11: Efeitos dos diferentes tratamentos com nanoparticulas de 6xido de cobre
(NPsCuO) de Myrcia glomerata sobre a porcentagem de germinagdo (PG), tempo médio
de germinacgdo (TMG), indice de velocidade de germinacgéo (IVG), comprimento médio de
parte aérea (CMPA) e raiz (CMR) de diasporos de alface (Lactuca sativa).

Tratamentos PG T™MG VG CMPA CMR (cm)

(%) (sementes/dia) (cm)
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Testemunha 87a 3,72 a 6,48 a 0,32 a 0,72 a
(Agua)

6,25 pg/ml 90a 3,30 a 7,29 a 0,40 a 1,05a
12,5 pg/ml 88 a 3,32a 7,08 a 0,40a 1,08 a
25 pg/ml 80a 342a 6,34 a 0,33a 0,87 a
50 pg/ml 86 a 321a 7,18 a 0,45a 0,74 a
100 pg/ml 87a 32la 754 a 0,50 a 0,86 a
CV (%) 8.56 8.97 14.25 27.87 28.33

O maior CMPA foi registrado no tratamento com 100 pg/ml (0,50 cm), e 0 maior CMR no
tratamento com 12,5 pg/ml (1,08 cm). Apesar de ndo apresentarem diferenca estatistica em relacdo
a testemunha, esses valores podem apontar tendéncias de aumento de comprimento médio de parte
aérea e raiz na presenca das NPsCuO de M. glomerata que merecem investigagdo em estudos futuros.
Esses resultados indicam que as NPsCuO de M. glomerata ndo afetaram estatisticamente a
germinacdo ou o crescimento inicial de Lactuca sativa, tanto de forma positiva quanto negativa.

Resultados semelhantes aos obtidos nesta pesquisa foram relatados por Pelegrino et al. (2020),
gue observaram em seus ensaios de toxicidade utilizando NPsCuO biossintetizadas com extrato de
cha verde (70,1 nm, PDI 0,26 e potencial zeta de 25,7 mV) nas concentrag@es de 0,2, 2, 20, 40, 80,
150 e 300 pg.ml* sobre alface que, concentragdes baixas de nanoparticulas de até 40 pg.ml? ndo
afetaram e nem promoveram aumento da germinacédo da alface. Ja em concentracGes maiores de 40
ug.ml™ houve inibicdo da germinagdo e crescimento de radicula da alface variando entre 35 e 75%,
sendo estes resultados contrarios ao do presente trabalho (Pelegrino et al. 2020).

Resultados divergentes, também sdo relados por Khaldari et al. (2021) que, apos a realizagdo da
sintese verde de NPsCuO de cha verde (Camellia sinensis L.) e lavanda (Lavandula anguistifolia)
observaram seus efeitos fitotoxicos sobre sementes de alface e tomate, aplicando concentragdes de
nanoparticulas de 4, 40, 400 e 4000 pg.ml?, resultando em efeitos inibitérios pouco expressivos na
porcentagem de germinacdo, taxa de germinacdo, comprimento de broto e raiz nas maiores
concentracdes de nanoparticulas (4, 40 e 4000 ug.ml?), sendo que, na menor concentracdo de 4
ug.ml? houve aumento significativo de raiz e broto nas plantulas testadas.

A auséncia de interferéncia significativa, seja positiva ou negativa, das NPsCuO de M. glomerata
sobre a germinacdo da alface na presente pesquisa pode estar relacionada ao fato de que, a

germinacdo é menos sensivel a presenca dos compostos bioativos e do cobre incorporados nas
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nanoparticulas no momento da sintese, quando comparado a outras variaveis analisadas, como o
desenvolvimento da plantula (Ferreira & Aquila 2000; Silva 2012). Outro possivel fator é o tamanho
das nanoparticulas utilizadas, onde particulas menores tendem a ser mais facilmente absorvidas pelas
membranas celulares, gerando efeitos mais pronunciados, positivos ou negativos, nos organismos
(Modi et al. 2023).

O ensaio de germinacdo com as NPsCuO de Myrcia glomerata em sementes de capim-amargoso
revelou que ndo houve diferenca estatistica significativa em relacdo a testemunha para as variaveis
porcentagem de germinacédo (PG) e tempo médio de germinacdo (TMG). No entanto, foi observada
uma reducéo significativa no indice de velocidade de germinacéo (IVG) no tratamento com 100
pg/mL, quando comparado ao de 50 pg/mL (Tabela 1V), indicando um possivel efeito inibitério em

concentragdes mais elevadas.

Tabela 1V: Efeitos dos diferentes tratamentos com nanoparticulas de éxido de cobre
(NPsCuO) de Myrcia glomerata sobre a porcentagem de germinacao (PG), tempo médio
de germinacdo (TMG) e indice de velocidade de germinacao (IVG) de sementes de capim-
amargoso (Digitaria insularis).

Tratamentos PG (%) TMG (sementes/dia) VG

Testemunha 30a 6,14 a 1,39 ab
(Agua)

6,25 pg/ml 35a 6,46 a 1,59 ab
12,5 pg/ml 36a 487 a 2,00 ab
25 pg/ml 33a 572 a 1,70 ab
50 pg/ml 37a 478 a 2,33 a
100 pg/ml 25a 477 a 1,08 b
CV (%) 25,81 18,53 30,68

Apesar dessa variacdo no IVG, os dados sugerem que, de forma geral, as NPsCuO de M.
glomerata ndo afetaram significativamente o processo germinativo do capim-amargoso. A auséncia
de diferencas estatisticas em PG e TMG reforca que, nas condicdes avaliadas, as nanoparticulas ndo

interferiram de forma relevante na germinacao dessa espécie.
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Esse padrdo de resposta também foi observado nos diasporos de alface (Tabela 1), o que pode
estar relacionado a menor sensibilidade da germinacéo frente a compostos bioativos e ions metélicos,
como o cobre (Ferreira & Aquila, 2000; Silva, 2012). Além disso, o periodo de embebicdo das
sementes (duas horas) pode ter sido insuficiente para permitir absorcéo efetiva das nanoparticulas,
especialmente considerando seu tamanho e a possivel dificuldade de penetracdo pelas membranas
celulares. Outro fator relevante é a biologia do capim-amargoso, uma espécie invasora dotada de
caracteristicas adaptativas, como elevada producdo de sementes, tolerncia a solos pobres e
tegumento piloso. Essa pilosidade, além de favorecer a dispersdo, pode atuar como barreira fisica a
entrada de nanoparticulas, restringindo sua a¢éo (Melo et al., 2015).

Esses resultados sugerem uma possivel tolerancia fisiologica do capim-amargoso as NPsCuO ou
indicam limitacGes metodoldgicas para deteccdo de efeitos mais pronunciados. Estudos futuros com
variagdes no tempo de exposicdo e nas concentracdes aplicadas sdo recomendados para aprofundar
a avaliacdo do impacto das NPsCuO de M. glomerata sobre essa espécie.

No ensaio com sementes de milho, os tratamentos com NPsCuO de M. glomerata ndo
influenciaram significativamente as variaveis porcentagem de germinacdo (PG), tempo médio de
germinacdo (TMG) e indice de velocidade de germinacdo (IVG), quando comparados a testemunha.
Entretanto, foi observada uma interferéncia negativa no comprimento médio de raiz (CMR) na maior
concentragdo avaliada (100 pg/mL), que resultou em uma reducédo significativa no tamanho das

raizes das plantulas em relacéo a testemunha (Tabela V).

Tabela V: Efeitos dos diferentes tratamentos com nanoparticulas de 6xido de cobre
(NPsCuO) de Myrcia glomerata sobre a porcentagem de germinacgédo (PG), tempo médio
de germinacdo (TMG), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e comprimento médio

de raiz (CMR) de sementes de milho (Zea mays L.).

Tratamentos PG (%) TMG (sementes/dia) VG CMR (cm)
Testemunha (Agua) 89a 2,07a 10,92 a 14,91 ab
6,25 pg/ml 90 a 2,12a 10,79 a 14,70 ab
12,5 pg/ml 84a 2,10a 10,16 a 1751a
25 pg/mi 85a 2,07 a 10,37 a 11,08 bc
50 pg/ml 87 a 2,17a 10,32 a 13,20 abc
100 pg/ml 88 a 2,09 a 10,73 a 9,82¢c

CV (%) 8,6 5,05 9,41 14,46
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A reducdo observada no comprimento médio das raizes (CMR) no tratamento com a maior
concentracdo de NPsCuO de M. glomerata (100 pg/mL) pode estar relacionada a um possivel efeito
toxico causado pela exposicdo continua das sementes as nanoparticulas ao longo de todo o periodo
experimental. Embora o cobre seja um micronutriente essencial ao metabolismo vegetal, seu efeito
pode variar conforme a concentracdo, podendo atuar como bioestimulante em baixas doses e como
inibidor em concentracBes elevadas, fenbmeno conhecido como hormese (Anderson et al., 2018;
Vanti et al., 2020; Juarez-Maldonado et al., 2021).

Adicionalmente, é possivel que compostos fendlicos presentes no extrato de M. glomerata
(Tabela 1), incorporados as nanoparticulas durante o processo de sintese, tenham contribuido para o
efeito inibitério observado. Esses metabdlitos secundarios podem exercer agdo alelopatica,
interferindo negativamente no crescimento e desenvolvimento das plantulas, como evidenciado pela
reducéo do CMR (Tabela V) (Shirley, 1996; Taiz & Zeiger, 2013).

No estudo conduzido por Vasconcelos et al. (2022), o extrato aquoso de Myrcia vittoriana
demonstrou efeito fitotoxico sobre a germinacao e o desenvolvimento inicial de plantulas de alface.
De forma semelhante, Boiago et al. (2018) relataram efeitos inibitérios no desenvolvimento inicial
do milho e na germinacdo da alface ap0s o tratamento com extrato aquoso de Eugenia uniflora
(Myrtaceae). Esses achados reforcam que, mesmo extratos obtidos com solventes polares como a
agua, que favorecem a extracdo de compostos hidrossollveis, podem conter quantidades
significativas de compostos fendlicos com potencial alelopéatico. Tais evidéncias corroboram o0s
resultados obtidos no presente estudo, em que o extrato aquoso (infusdo) de M. glomerata foi
utilizado na sintese das NPsCuO, e que também apresentou efeitos fitotoxicos sobre o
desenvolvimento das plantulas.

Resultados semelhantes foram relatados por Yang et al. (2015), que observaram inibigao no
alongamento de raiz de milho (95,73%) e arroz (97,28%) quando submetidas a concentracdo de
NPsCuO de 2000 mg.L™. Ja a varidvel germinacéo, ndo foi afetada pela presenca das NPsCuO nas
cultivadas de milho e arroz, corroborando com os resultados do presente estudo.

Embora as NPsCuO de M. glomerata utilizadas na presente pesquisa apresentem tamanho
médio de 212,4 nm, é possivel que tenham interagido com a superficie das sementes e sido
parcialmente absorvidas pelo tegumento. Essas interacdes podem ter desencadeado alteragdes
bioguimicas e fisiologicas, afetando negativamente o crescimento das plantulas (Imatomi et al.
2013).

3.5 Desenvolvimento inicial
No ensaio de desenvolvimento inicial com as NPsCuO de M. glomerata em pléntulas de milho,
ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos e a testemunha nas variaveis

comprimento médio da parte aérea (CMPA), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz
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(MSR). No entanto, para 0 comprimento médio da raiz (CMR), os tratamentos com 12,5, 25 e 50
pug/mL apresentaram reducdes significativas em comparacdo a testemunha, embora ndo tenham
diferido entre si. Ja a concentracdo de 100 pg/mL resultou ha menor média de CMR, com diferenca
estatistica em relacdo a todos os demais tratamentos, indicando reducdo superior a 50% no

comprimento radicular quando comparada a testemunha (Tabela V1).

Tabela VI: Efeitos dos diferentes tratamentos com nanoparticulas de 6xido de cobre
(NPsCuO) de Myrcia glomerata sobre o comprimento médio de parte aérea (CMPA),
comprimento médio de raiz (CMR), massa seca de parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR) no
desenvolvimento inicial de plantulas de milho (Zea mays L.).

Tratamentos CMPA (cm) CMR (cm) MSPA (mg) MSR (mg)
Testemunha 10,62 ab 1392 a 343,25a 284,25a
(Agua)
6,25 pg/ml 10,33 ab 13,32a 349,75 a 288,50 a
12,5 pg/ml 8,62 b 9,40 b 270,00 a 273,75 a
25 pg/ml 11,27 ab 10,82 ab 329,00 a 329,75 a
50 pg/mi 12,11 a 10,12 ab 351,00 a 267,75 a
100 pg/ml 8,66 b 534c 251,75 a 284,25 a
CV (%) 14,02 16,31 14,27 19,35

Assim como observado no ensaio de germinagdo (Tabela V), as NPsCuO de M. glomerata
interferiram negativamente no comprimento médio de raiz (CMR) das plantulas de milho,
especialmente na maior concentracdo testada (100 pg/mL), que resultou em uma reducdo
significativa dessa variavel em relacdo a todos os demais tratamentos (Tabela VI). Essa redugédo pode
estar associada a uma possivel toxicidade causada tanto pela elevada concentracdo das nanoparticulas
quanto pela presenca de compostos fenolicos oriundos do extrato vegetal utilizado na sintese, os
quais podem exercer efeitos alelopaticos negativos sobre o crescimento radicular (Shirley, 1996; Taiz
& Zeiger, 2013; Anderson et al., 2018; Vanti et al., 2020; Juarez-Maldonado et al., 2021).

A raiz, por ser o primeiro 6rgdo de contato com as nanoparticulas presentes no substrato, tende a
ser mais suscetivel aos seus efeitos toxicos. Isso ocorre, possivelmente, devido a maior absorcdo
direta dos compostos bioativos presentes nas NPsCuO, os quais incluem tanto os fitocompostos de

M. glomerata quanto o ion cobre, podendo atuar de forma sinérgica sobre processos fisiologicos das
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plantas (Andrade et al., 2009). O comprometimento do desenvolvimento normal das raizes pode estar
relacionado a inibi¢do da divisdo celular nas regides meristematicas, processo fundamental para o
alongamento radicular (Carvalho et al., 2014).

Além disso, nanoparticulas metalicas, especialmente as de cobre e éxido de cobre, tém sido
associadas a inducdo de estresse oxidativo em plantas, promovendo aumento na atividade de enzimas
antioxidantes e ocasionando danos as estruturas celulares e ao metabolismo vegetal (Dimkpa et al.,
2012; Musante & White, 2012; Trujillo-Reyes et al., 2014; Rajput et al., 2020). Esses mecanismos
podem explicar a acentuada reducdo no CMR observada na concentragéo de 100 pg/mL.

Os resultados deste estudo evidenciam que as nanoparticulas de 6xido de cobre (NPsCuO)
sintetizadas com extrato de M. glomerata apresentam potencial bioativo, com efeitos modulados pela
concentracdo e pelas caracteristicas fisico-quimicas das particulas. Embora ndo tenham impactado
significativamente as variaveis germinativas de alface e capim-amargoso, foi observada uma reducao
expressiva no comprimento radicular de plantulas de milho na concentracdo de 100 pg/mL,
sugerindo efeito fitotxico em doses elevadas. Essa resposta pode estar relacionada a interagdo entre
os fons de cobre e os compostos fendlicos da planta incorporados durante a sintese, ressaltando a
importancia do controle da composi¢do e da dosagem em formulagdes destinadas ao uso agricola.
Esses achados destacam o potencial das NPsCuO de M. glomerata como ferramenta biotecnoldgica

com aplicagdes seletivas e sustentaveis no manejo de plantas.

4, CONCLUSAO

A presente pesquisa demonstrou que as NPsCuO obtidas por meio da sintese verde com M.
glomerata exerceram efeitos especificos nos bioensaios conduzidos, principalmente no
desenvolvimento inicial de plantulas de milho, indicando atividade dependente da concentracéo. As
variacdes observadas podem estar associadas ao tamanho hidrodinamico das nanoparticulas, a
presenca de compostos bioativos do extrato vegetal e as condi¢des de dispersdo adotadas. Os
resultados contribuem para o entendimento das interacdes entre nanoparticulas vegetais e sistemas
bioldgicos, reforcando seu potencial no desenvolvimento de tecnologias voltadas a agricultura
sustentavel e & formulagdo de produtos funcionais com propriedades antimicrobianas e

bioestimulantes.
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todos os autores, incluindo instituicdo, departamento, rua, numero, CEP, cidade, estado e
pais; 4. Key words (de 4 a 6 em ordem alfabética e separadas por virgulas); 5. Running title
(versdo resumida — e ndo abreviada - do titulo com até 50 caracteres, incluindo
espacos); 6. Secdo dos AABC a qual o artigo pertence; 7. Nome, endereco, telefone e e-mail

do autor para correspondéncia, a quem serdo enviadas as mensagens mais relevantes do
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processo de avaliagdo. Este autor ou autora deve ser indicado com um asterisco apos seu
nome.
N&o cumprir com qualquer dos requisitos acima fara com que o artigo seja devolvido

(unsubmitted) para correcdes.

Abstract

O abstract deve conter até 200 palavras e apresentar as principais descobertas do
artigo, incluindo uma breve introducdo, os objetivos do trabalho e uma concluséo baseada
nas presentes descobertas. Caso 0s autores estejam submetendo uma revisao
convidada/autorizada, o abstract deve abordar o principal tema da reviséo e explicitar a
contribuicdo de tal revisdo a éarea. O abstract ndo deve possuir titulos nem

citacBes/referéncias.

Texto do manuscrito

Todo o texto deve ser escrito com espacamento duplo utilizando a fonte Times New
Roman tamanho 12 ou equivalente, desde que mantida a legibilidade. Por favor, organize
seu texto nas seguintes partes sempre que possivel: 1. Pagina de rosto; 2. Abstract (em
pagina separada, 200 palavras ou menos, sem abreviagdes); 3. Introduction; 4. Materials and
Methods; 5. Results; 6. Discussion; 7. Acknowledgments, se aplicavel; 8. Author
contributions (se o artigo tiver mais de um autor); 9. References; 10. Legendas de figuras e
tabelas, se aplicavel.

Artigos de algumas areas, como por exemplo Ciéncias Matematicas, devem seguir
seu formato padrdo. Em alguns casos, pode ser aconselhavel omitir a secdo (4) e juntar as
partes (5) e (6). Quando aplicavel, a secdo Materials and Methods deve indicar o Comité de
Etica que avaliou os procedimentos para estudos em seres humanos ou as normas seguidas
para tratamentos experimentais em animais.

Todos os procedimentos devem ser detalhadamente descritos. Utilize inglés norte-
americano para escrever o texto. Nomenclaturas da area de Quimica devem ser fornecidos
de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Cepas de
organismos tambéem devem estar identificadas. Informe nomes de fornecedores de reagentes
e/ou equipamentos. Utilize unidades e simbolos de acordo com o Bureau International des

Poids et Mesures (SI) sempre que possivel.

Acknowledgments
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Devem ser incluidos ao fim do texto, antes das referéncias. Agradecimentos pessoais
devem preceder nomes de instituicdes e agéncias. De forma ideal, notas de rodapé devem
ser evitadas, mas, quando necessario, devem estar numeradas. Agradecimentos a
financiamentos, subsidios, bolsas de estudo e dividas com outros colegas, bem como
mencdes a origem do artigo (como uma tese, por exemplo), devem estar nesta secéo. Favor

incluir o nome completo da agéncia de fomento, pais e niUmero do projeto (se aplicavel).

Abreviacoes

Devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no texto, exceto por abreviagdes
padrdo e oficiais. Unidades e seus simbolos devem estar em conformidade com as aprovadas

pelo Bureau International des Poids et Mesures (Sl).

Legendas de figuras

Esta informacdo deve ser fornecida ao fim do manuscrito, apos as referéncias. Todas
as figuras devem conter legenda. A legenda deve possuir uma sentenca introdutéria que
descreve as principais descobertas. Todas as divisdes na figura devem ser identificadas com
letras minusculas, quando aplicavel (1a, 2a, 2b, 3c, 3d, etc.). Quando for o caso da utiliza¢do
de barras de erro, favor informar se um numero que vem apds o simbolo + é um Standard
Error Of Mean (SEM) ou standard deviation of mean (SD). Deve ser informado na legenda

se 0 resultado apresentado representa N experimentos individuais.

Tabelas

Cada tabela deve possuir um pegueno titulo acima da mesma. Notas abaixo da tabelas
também pode ser utilizadas. Tabelas devem ser citadas no artigo em algarismos romanos
(Table I, Table Il, Tables IV and V, etc.). Tabelas devem ser submetidas separadamente em

arquivos editaveis, preferencialmente .doc ou .docx.

Figuras

SO serdo aceitas figuras de alta qualidade (minimo de 300 dpi). Todas as ilustraces
serdo consideradas figuras, incluindo desenhos, graficos, mapas, fotografias, esquemas, etc.
Seu posicionamento tentativo deve ser indicado, assim como todas as figuras devem ser
citadas com seu respectivo nimero ao longo do texto. Figuras devem ser enviadas de acordo

com as seguintes especificacdes: 1. Desenhos e ilustragcdes devem estar em formato .PS/.EPS
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ou .CDR (PostScript ou Corel Draw) e nunca inseridas no texto; 2. Imagens ou figuras em
escala de cinza devem estar em formato . TIF e nunca inseridas no texto; 3. Cada figura deve
ser enviada em arquivo separado; 4. Figuras devem, a principio, ser submetidas no tamanho
em que espera-se que estejam publicadas no periddico, ou seja, largura de 8cm (uma coluna)
ou 16,2cm (duas colunas), com a altura méxima de cada figura e respectiva legenda sendo
menor ou igual a 22cm.

As legendas das figuras devem ser enviadas com espacamento duplo em péagina
separada. Cada dimenséo linear dos menores caracteres e simbolos ndo pode ser menor que
2mm apos reducdo. Figuras coloridas sdo aceitas tanto como figuras em preto e branco. No
entanto, 5 figuras em p/b sdo sem custo aos autores, enquanto cada figura colorida na verséo
impressa serd cobrada dos autores, com a comunicacdo sendo feita durante a fase de
producdo (ap6s o processo de avaliacdo). De modo a padronizar a contagem e cobrancga de
figuras preto e branco, tabelas que ocupem dois tercos da pagina ou que tenham mais que 12
colunas ou 24 colunas serdo consideradas figuras p/b. Manuscritos de Matemaética, Fisica ou
Quimica podem ser redigidos em TEX, AMS-TEX ou LaTeX, desde que o arquivo .BIB seja
enviado junto. Manuscritos sem formulas podem ser enviados em .RTF ou doc/docx para

Windowvs.

Referéncias

Os autores sdo responsaveis pela exatiddo das referéncias, bem como suas respectivas
citagdes. Artigos publicados ou ainda ‘In press’ podem ser incluidos. Comunicagdes pessoais
(Smith, personal communication) devem ser autorizadas por escritos pelos envolvidos.
Referéncias a teses, abstracts de encontros (ndo publicados em jornais indexados) e
manuscritos em preparacdo ou apenas submetidos, mas ndo ainda aceitos, devem ser citados
no texto no formato (Smith et al., unpublished data) e NAO devem ser incluidos na lista de
referéncias.

Referéncias devem ser citadas no texto no formato a seguir sem a aspa simples,
‘Smith 2004, ‘Smith & Wesson 2005’ ou, quando ha 3 ou mais autores, ‘Smith et al. 2006°.
Quando houver dois ou mais artigos cujo nome do primeiro autor e ano de publicagdo sdo
1dénticos, as referéncias devem ser diferenciadas por letras minusculas, como em ‘Smith
2004a', ‘Smith 2004b’, etc.

As referéncias devem ser listadas alfabeticamente de acordo com o nome do primeiro
autor, sempre na ordem SOBRENOME XY, sendo X e Y as iniciais. Se ha mais de 10 autores

na referéncia, usar SOBRENOME XY ET AL., sem listar os demais autores. Referéncias
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devem conter também o titulo do artigo. Os nomes dos periddicos devem estar abreviados
sem itéalico, pontos ou virgulas. Para as abreviacdes corretas, verifique listas das maiores
bases de dados nas quais o periodico esta indexado, ou consulte a World List of Scientific
Periodicals. A abreviacdo a ser usada em referéncias dos Anais da Academia Brasileira de
Ciéncias é An Acad Bras Cienc. Os seguintes exemplos devem servir de guias para sua lista

de referéncias em nossa revista:
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Anexo Il (Capitulo 2- Defesa) - Normas da Revista
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Scientia Plena

Titulo do trabalho
Titulo em inglés

X. X. Sobrenome!*: X. X. Sobrenome?

!Nome do Departamento/Laboratério/Setor, Nome da Instituicdo, CEP, Cidade-Estado, Pais
2Nome do Departamento/Laboratdrio/Setor, Nome da Instituicdo, CEP, Cidade-Estado, Pais

*emaildoautorcorrespondente @XXXX.XXX
(Recebido em dia de més de ano; aceito em dia de més de ano)

O resumo deve ser inserido aqui e ndo pode ultrapassar 250 palavras.
Palavras-chave: Indicar, no maximo, trés palavras-chave, separadas por virgula.

Idem para o resumo em lingua inglesa. Se o trabalho estiver na lingua inglesa, um titulo, resumo e palavras
chave devem ser apresentados em portugués ou espanhol.

5. INTRODUCAO

O trabalho deve ser submetido pelo sistema eletrdnico da revista APENAS em formato “.doc”.
Todo o corpo do texto deve ser redigido em Times New Roman, tamanho 11, justificado e com
espacamento simples. As margens das péginas devem ser de 2,5 cm (superior e inferior) e 3,0 cm
(esquerda e direita). Todos os paragrafos devem apresentar tabulacéo de 0,5 cm. Ao longo do texto
deve ser utilizado o sistema internacional de unidades (SI) para indicacdo de medidas.

As informagOes apresentadas no texto devem indicar as devidas citagbes. Para a citagdo das
referéncias, utilizar o Estilo Vancouver com a numeracéo entre colchetes. Exemplos:

“... obtidos para determinados valores [1], ...”

“Segundo Meneton et al. (2005) [2] ...”

“... para estudos de germinacéo, conforme Silva e Souza (2013) [3].”

“... segundo o tamanho da amostra [4, 5].”

“Pereira (2020) [12] e Carvalho et al. (2022) [17] consideram que as variagdes ...”

Essa numeracdo deve ser sequencial, iniciando em 1. N&o serdo consideradas citacdes de
trabalhos académicos (monografias, dissertacdes, teses, etc.) e de trabalhos apresentados em
eventos cientificos.

N&o usar notas de rodapé.

Na secdo Introducdo, o autor deve descrever o estado-da-arte do problema, além de justificar e
apresentar os objetivos do seu trabalho.

6. MATERIAL E METODOS

A metodologia deve ser descrita com as informagdes necessarias para permitir a repeticdo do
estudo por outro pesquisador. Trabalhos que utilizaram seres humanos como objeto de estudo ou
realizaram experimentacdo animal devem indicar no texto o nimero da aprovagdo do projeto pelos
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respectivos Comités de Etica. Estudos que envolvem a aplicagio de questionarios devem informar a
utilizagdo do “Termo de consentimento livre e esclarecido”. Estudos com captura e/ou coleta de
grupos biol6gicos devem indicar o nimero da licenca de autorizacdo para atividades com finalidade
cientifica (IBAMA, SISBIO ou 6rgéo estadual/municipal).

2.1 Subtitulo nivel 2
2.1.1 Subtitulo nivel 3

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados e Discussdo podem ser apresentados em conjunto ou em subtitulos separados.

Tabelas e Figuras devem ser citadas no corpo do texto (ex: Figura 1; Tabela 1), centralizadas,
com titulo objetivo e autoexplicativo em italico, tamanho 10. Tabelas ndo devem apresentar linhas
verticais secundarias. O texto da discussao deve apresentar as devidas citacoes.

R
> —
Figura 1: Incluir titulo da figura. Fonte: www.gartic.com.br

Tabela 1: Modelo de tabela.

Titulo
Titulo Coluna 1l Coluna 2 Coluna 3
Linha 1 XXX XXX XXX
Linha 2 XXX XXX XXX
Linha 3 XXX XXX XXX
Linha 4 XXX XXX XXX

8. CONCLUSAO

Uma conclusdo deve ser apresentada com as principais contribuicGes do estudo, sem citacao
bibliografica.

9. AGRADECIMENTOS

Apresentar 0s agradecimentos pertinentes, se houver.
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Modelo para livro:
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2015.

Modelo para capitulo de livro:
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Modelo para norma técnica:
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sistemas CAD/CAM para restauragdes dentérias indiretas: métodos de ensaio para avaliacdo de exatidao.
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Modelo para documentos juridicos:
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