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Resumo

O café € uma das culturas mais importantes do pais e, dentre as diversas doencas que acometem sua
producéo, a ferrugem do cafeeiro, cujo agente etiolégico Hemileia vastatrix, € mais prejudicial. Uma
das principais formas de controle utilizadas séo os fungicidas sistémicos feitos a base de triazéis. Em
virtude disso, objetivou-se sintetizar 1,2,3-triazéis (4e-4h) derivados do glicerol, um subproduto do
biodiesel, e avaliar sua atividade antifingica frente a inibicdo do desenvolvimento de H. vastatrix. Os
compostos foram sintetizados por uma rota sintética executada em quatro rapidas etapas, sendo
obtidos com rendimentos satisfatérios (65%-84%) e caracterizados pelos métodos de Infravermelho e
Ressonancia Magnética Nuclear de H e de 13C. Os derivados foram avaliados quanto ao potencial
antifangico na inibicdo de germinagédo de urediniosporos de H. vastatrix, nas concentra¢fes de 10, 25,
50, 75 e 100 ppm, numa série de cinco repeticbes. O DMSO foi utilizado como controle negativo. Os
triazéis 4e, 4g e 4h foram mais eficientes na redug¢do do nimero de urediniosporos de H. vastatrix,
sendo promissores no manejo da ferrugem do cafeeiro.

Palavras-chave: Café. Hemileia vastatrix. “click chemistry”.
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra - Quimica.
Introducéo

A cafeicultura representa um papel importante no Brasil, uma vez que o pais esta entre os maiores
produtores, exportadores e consumidores dessa commodity no mundo. As duas espécies mais
cultivadas e de maior importancia e interesse econémico sdo a Coffea arabica L. e a Coffea canephora,
popularmente conhecidas por café arabica e café conilon, respectivamente (Alfonsi et al., 2019; IBGE,
2022). O café é produzido em mais de 70 paises e é fundamental para a subsisténcia de milhares de
pessoas. No Brasil, a cafeicultura € um setor econémico que representa importancia significativa para
a formacdo do Produto Interno Bruto (PIB) nacional, colaborando com a geracdo de empregos e
movimentando significativamente a economia brasileira (Navarro et al., 2021; Zhang et al., 2019).

A producao de café pode ser acometida por uma série de doencas e pragas que afetam os frutos e
podem levar a perdas substanciais. A ferrugem do cafeeiro é considerada a doenca principal e mais
prejudicial que pode ocorrer a cafeicultura. Causada pelo fungo Hemileia vastatrix, a doenca pode
reduzir a produgdo em mais de 50% e se manifesta através de necrose por manchas marrons
circundadas por halo de cor amarela na parte superior das folhas, e pustulas de coloracdo amarelo-
alaranjada na parte inferior (Alfonsi et al., 2019; Gichuru et al., 2021).

Os métodos de controle da ferrugem do cafeeiro visam impedir o progresso da doenca e que
ocorram danos prejudiciais. S&o realizados principalmente através da aplicacdo de fungicidas
sistémicos a base de cobre, triazdis e estrobilurinas (Belan et al., 2020; Hinnah et al., 2020). Os triazdis
sdo 0 maior e principal grupo de compostos utilizados para o controle da doenca, dada sua alta
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estabilidade quimica e fitoquimica e baixa biodegradabilidade, caracteristicas que possibilitam seu
amplo uso na agricultura (Li et al., 2018; Jiang et al., 2020).

Os triazois possuem diversas atividades biolégicas que os tornam moléculas promissoras para o
manejo de diferentes organismos, como antimalarica, antitubercular, anticancerigena, antiviral,
analgésica, fungicida, antimicrobiana e anticonvulsivante (Costa et al.,, 2017, 2020; Dheer; Singh;
Shankar, 2017). Os fungicidas a base de triaz6is agem através da inibicdo da sintese do ergosterol e
séo considerados mais eficientes por atuarem tanto como protetores, ao exercer acdo toxica sobre a
formacdo do tubo germinativo e apressério do fungo, quanto como efeito curativo ao impedir o
desenvolvimento haustorio e crescimento micelial (Forcellini et al., 2001; Zambolim et al., 2007; Berry
e Spink, 2009; Zamani-Noor e Knfer, 2018).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi sintetizar quatro novos 1,2,3-triaz6is a partir do glicerol
como matéria prima, um alcool que é gerado como subproduto na producédo do biodiesel, e avaliar a
atividade antifingica frente ao crescimento de Hemileia vastatrix.

Metodologia

A sintese dos quatro novos 1,2,3-triazéis (4e-4h) foi a partir do glicerol como matéria prima, um
alcool gerado como subproduto em excesso na producdo do biodiesel. A rota de sintese utilizada
consistiu em quatro etapas, na qual a etapa principal para obteng¢éo dos derivados triazdlicos foi a
reagao “click” de cicloadigao 1,3-dipolar entre um alcino e uma azida catalisada por cobre (Figura 1)
(Costa et al., 2020).

Figura 1 — Rota sintética dos derivados triazélicos a partir do glicerol.
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Fonte: Proprio autor.

Ap6és a sintese e caracterizagdo quimica, 0s quatro novos compostos foram submetidos aos ensaios
biolégicos para avaliar sua atividade antifingica frente a Hemileia vastatrix. Os compostos foram
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) e agua nas concentrac¢des de 10, 25, 50, 75 e 100 ppm, e testados
numa série de cinco repeticdes. Como controle negativo foi utilizado o DMSO e como controle positivo
o fungicida sistémico comercial Flutriafol, na concentragéo recomendada pelo fabricante.

Para avaliar o potencial dos derivados triazdlicos na inibicdo de germinacédo de uredinidsporos de
H. vastatrix a metodologia foi ajustada de acordo com Capucho et al. (2012). Placas de petri com meio
de cultura agar-dgua e placas contendo o meio de cultura e os triaz6is foram preparadas.
Posteriormente, foram feitos discos de 5mm de diametro contendo o meio de cultura agar-agua e triazol
gue foram depositados nas placas contendo o meio de cultura agar-agua. Foram pipetados e
depositados 20 yL de uma suspenséo contendo 5x10* urediniosporos/mL de H. vastatrix em cada um
dos discos. As placas foram seladas e acondicionadas em estufa de tipo BOD a 22°C por 48 horas, na
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auséncia de luz. Ap6s as 48 horas, a avaliagdo foi feita através da contagem dos urediniosporos em
um microscoépio optico (BN500, LEICA, Alemanha). O procedimento foi repetido para cada composto
sintetizado.

Resultados

A sintese dos novos derivados triazélicos ocorreu em quatro etapas, de acordo com arota de sintese
apresentada na Figura 1, na qual o glicerol foi utilizado como material de partida. A etapa chave para
a sintese dos compostos foi através da reacéo de cicloadicao 1,3-dipolar entre uma azida organica e
um alcino terminal catalisada por cobre (1), que levou a obtencao dos 1,2,3-triazois-1,4-dissubstituidos
de interesse (4e, 4f, 4g e 4h) com rendimentos satisfatérios de 75%, 84%, 65% e 73%,
respectivamente. Apoés sintetizados, todos os compostos foram quimicamente identificados por
métodos espectroscopicos via Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de *3C (Costa
et al., 2017).

Os derivados triazolicos 4e-4h apresentados na Figura 1 foram avaliados quanto a atividade
fungicida na inibicdo da germinac¢é@o dos urediniosporos de H. vastatrix. As moléculas 4e, 49 e 4h
demonstraram eficicia satisfatdria na inibicdo da germinagédo. Na Figura 2 estdo demonstrados os
valores de porcentagem de esporos ndo germinados para cada tratamento testado.

Figura 2 — Curva de inibicdo da germinacéo de urediniosporos de Hemileia vastatrix apds 48 h de exposicéo
as moléculas 4e, 4f, 4g, e 4h nas concentracdes 0, 10, 25, 50, 75 e 100 ppm.
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Para este teste, o incremento da concentracdo favoreceu uma redugdo na porcentagem de esporos
germinados, com valores de redugdo superiores a 50%, sendo o efeito mais pronunciado para os
triazois 4h e 4g.

Os compostos sintetizados também foram avaliados em relagdo aos valores de DEso, que
caracteriza a dose efetiva para inibir 50% da germinacgé&o de H. vastatrix, sendo apresentados na Tabela
1.
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Tabela 1 — Dose efetiva (DEso) para reduzir 50% da germinac&o dos uredinidsporos de Hemileia vastatrix.
2

Triazol Equacéo R DEso (ppm)
de Y = 32,6582+6,1031Inx 0,8193 16,10
Af Y =72,9025-5,3531Inx 0,8256 1,23
49 Y =-10,9853+15,5728Inx  0,8575 50
4h Y = 28,0118+6,0182Inx 0,7424 36

Fonte: Proprio autor.

De acordo com os dados apresentados, todos os triazdis testados apresentaram concentragéo <50
ppm para inibir 50% o crescimento de H. vastatrix, com destaque para o triazol 4f que exibiu valor de
DEso equivalente a 1,23 ppm, seguido pelo 4e com valor de DEso de 16,10 ppm.

Discusséao

A rota sintética empregada levou a obteng¢do dos intermediérios (1), (2) e (3) com rendimentos
satisfatorios de 63%, 75% e 93%, respectivamente, conforme descrito previamente na literatura (Costa
et al., 2017; 2020). A quarta e Ultima etapa da sintese consistiu no preparo dos compostos 1,2,3-
triazolicos derivados do glicerol 4e, 4f, 4g e 4h, via reagéo “click chemistry” entre a azida organica (3)
e quatro alcinos terminais distintos, utilizando-se os solventes alcool t-butilico e agua, sulfato de cobre
pentahidratado (CuS04.5H20) como catalisador e ascorbato de s6dio como agente redutor.

Na literatura ha diversas metodologias descritas para a sintese de derivados 1,2,3-triazélicos. No
presente trabalho foi adotada a reagéo de cicloadigdo inserida no conceito de reacdo “click”. Essa
metodologia é a mais empregada por ser simples, rapida, facilmente executada em laboratério, possuir
altos rendimentos e levar & formacgéo exclusiva do regioisdmero 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido (Lima,
2020). Estudos realizados demonstraram que essas caracteristicas estdo associadas ao emprego de
sais de cobre (1) ou (II) na reagdo, uma vez que este catalisador é responséavel por acelerar a reagéo
numa escala de 107 vezes em relagédo ao processo nao catalisado. As caracteristicas desta reacao e
sua aplicacdo no presente trabalho demonstram seu potencial promissor para obtencdo de 1,2,3-
triazéis (Fichtali et al., 2016; Konwar et al., 2016).

No ensaio germinativo, os triazéis 4e, 4g e 4h apresentaram eficacia na reducao da germinacgdo dos
urediniésporos com o aumento da concentracdo, demonstrando uma relacdo de proporcionalidade
entre as variaveis. Dessa forma, a medida que se aumenta a concentracdo do composto, ha aumento
da reducéo da porcentagem de urediniosporos germinados, sendo o efeito mais pronunciado no triazol
4h, na concentracao de 100 ppm, com valor de percentual de inibicdo da germinacao de 57,5%, seguido
pelos compostos 4g (53,4%), 4e (48,5%) e 4f (30,7%). A eficiéncia apresentada dos compostos
triazois, componente principal da membrana fangica, causando alteragdo no funcionamento da
membrana de permeabilidade, sendo téxico para o fungo, assim como atuar como protetores, uma vez
gue desempenham acéo toxica sobre a formacao do tubo germinativo e apressério do fungo (Forcelini,
1994; Lima et al., 2023).

No teste antifungico, os compostos 4e e 4f foram mais eficientes em relagdo a DEso, apresentando
valores mais baixos, enquanto os valores dos compostos 4g e 4h os classificaram como
moderadamente eficientes. Nenhum dos compostos superou a poténcia do fungicida comercial
contendo Flutriafol. Este efeito pode ser atribuido a acdo inibicdo de desmetilagdo causada pelos
triazéis, uma vez que ao entrarem em contato com células flingicas fazem com que ocorra acimulo de
esterdis, provocando a inibicdo do processo de desmetilacdo do lanosterol, composto intermediario
para formagédo do ergosterol. Os triazéis atuam de forma diferente das estrobilurinas, pois apresentam
maior poder curativo que preventivo, causando inibigdo no desenvolvimento do haustorio e/ou do
crescimento micelial do fungo nos tecidos vegetais (Forcelini, 1994).

Conclusao
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A sintese dos quatro 1,2,3-triaz0is-1,4-dissubstituida (4e-4h) ocorreu a partir de transformacgées de
grupos funcionais no material de partida o glicerol, através da utilizagado da reagéo “click”, a etapa chave
da rota utilizada, sendo obtidos com rendimentos satisfatérios. Isso indica a eficacia da abordagem
sintética adotada e a realizacdo bem-sucedida das transformacdes promovidas, viabilizando sua
aplicacdo na sintese de novos compostos.

Considerando o potencial fungicida que 1,2,3-tridzois apresentam, atrelado aos resultados
satisfatorios obtidos, verifica-se que os novos derivados triazélicos sintetizados a partir do glicerol séo
eficientes sobre a germinacao dos urediniésporos de Hemileia vastatrix. Desta forma, conclui-se que
os triazbis (4e-4h) sdo promissores para serem utilizados no manejo da ferrugem do cafeeiro,
apresentando atividade flingica eficiente frente ao patégeno sem causar fitotoxicidade as plantas. No
entanto, é vital a realizac&o de investigacdes futuras que avaliem o mecanismo de agéo in vivo desses
compostos, com o intuito de desenvolver uma forma alternativa de controle quimico econdmica e
ambientalmente mais viavel contra H. vastatrix.
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