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Resumo

Doencas fangicas representam uma grande ameaca a producdo global na agricultura. O café,
commodity de significativo valor econémico, € afetado pela ferrugem do cafeeiro, causado pelo fungo
Hemileia vastatrix. Uma das formas de controle da doenga ocorre por meio de fungicidas a base de
triazéis, devido a ampla bioatividade que apresentam. O objetivo deste estudo foi sintetizar e avaliar a
atividade antifingica sobre H. vastatrix de cinco 1,2,3-triazois derivados do glicerol (4m-4q). Os triazéis
foram sintetizados empregando-se a reacéo click, com rendimentos superiores a 80%. A atividade
antifingica dos compostos de interesse foi avaliada a partir de ensaios in vitro, nas concentracdes de
10 a 100 ppm, sobre a germinagdo de uredinidsporos do patégeno. Dentre os compostos analisados,
os triaz6is 40 e 4m demonstraram ser mais eficazes, com dose efetiva para inibir 50% (DEso) da
germinacao dos esporos de 3 e 4 ppm, respectivamente. Dessa forma, os 1,2,3-triazéis obtidos a partir
do glicerol se mostram como potenciais produtos para controle da ferrugem do cafeeiro.

Palavras-chave: Café. Ferrugem do cafeeiro. Compostos heterociclicos. Cicloadi¢do 1,3-dipolar.
Area do Conhecimento: Ciéncias Exatas e da Terra - Quimica.
Introducéo

O café é um dos produtos agricolas mais importantes para o mercado financeiro global, com o valor
estimado em 70 bilhdes de ddlares, tendo desempenho relevante na sustentacdo de milhdes de
pessoas em desenvolvimento econémico do mundo todo (Rhineyet al., 2021). No Brasil, o Coffea
canephora, popularmente conhecido como café conilon, cuja producdo é predominante no estado do
Espirito Santo, tem uma producdo nacional préxima de 70%, contribuindo com cerca de 15% da
producéo global (Ramos et al., 2023; Venancio et al., 2020).

No entanto, o surgimento de doencas fangicas apresenta uma ameaca na producdo agricola,
ocasionando grandes perdas econémicas. A ferrugem do cafeeiro, causada pelo agente etiolégico
Hemileia vastatrix, € a principal doenca que afeta as plantacdes de café, causando desfolhamento
precoce e uma reducdo consideravel na produtividade de aproximadamente 50% (Belan et al., 2020;
Talhinhas et al., 2017). Os sintomas da doenca apresentam-se como pustulas na cor laranja na face
inferior das folhas, compostas pelos uredinidsporos do fungo, prejudicando o desenvolvimento da
planta e afetando a producé&o cafeeira (Godoy; Bergamim Filho; Salgado, 2005; Talhinhas et al., 2017).

Uma das formas de manejo da ferrugem do cafeeiro € o emprego de fungicidas protetores e
sistémico & base de triazol (Belan et al., 2020; Hinnah et al., 2020). Os triazéis apresentam excelente
potencial biol6gico, sendo encontrados em diversos defensivos agricolas atualmente comercializados,
como o flutriafol e o tebuconazol (Costa et al., 2020). Os triazéis constituem um dos maiores grupo de
compostos usados para o controle de diferentes doencas flngicas causadas em plantas (Jiang et al.,
2020; Li et al.,, 2018). Empregando o conceito da Click Chemistry, os 1,2,3-triaz6is podem ser
sintetizados por meio da reacgédo de cicloadicdo 1,3 dipolar catalisada por cobre entre alcinos e azidas.
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Dentre os métodos disponiveis para obtencédo desses compostos, a reagdo de cicloadi¢cdo-1,3-dipolar
entre uma azida e um alcino terminal catalisada por cobre, também conhecida como reacao click, é a
mais utilizada. Essa reacdo é altamente vantajosa, uma vez que apresenta baixo custo, altos
rendimentos e leva a formacéao exclusiva e seletiva do regioisdmero 1,4-dissubstituido (Dheer; Singh;
Shankar, 2017). Além disso, a Click Chemistry também pode ser aplicada para fusdo de dois ou mais
grupos quimicos em uma Unica molécula hibrida, com atividade biol6gica aprimorada (Ouyang et al.,
2018).

A producéo global de biodiesel destaca a importancia de desenvolver processos para converter e
utilizar residuos e subprodutos, sendo um deles, o glicerol, derivado da transesterificacdo de gorduras
de combustiveis. Esse alcool apresenta potencial para desenvolver novos compostos organicos, como
derivados contendo fragmento 1,2,3-triaz6lico (Yang et al., 2022). Com a demanda tecnolégica de
protecdo de culturas, é enfatizado a importancia de empregar estratégias inovadoras no manejo
integrado de doencas, assim fortalecendo a sustentabilidade agricola e diminuindo o risco de
resisténcia patogénica com o uso indevido de um Unico produto.

Diante disso, objetivou-se com este trabalho sintetizar e avaliar a atividade fungicida in vitro de cinco
compostos triazolicos derivados do glicerol (4m-4qg) sobre a germinacdo dos urediniésporos de H.
vastatrix, visando desenvolver compostos com potencial aplicacéo agricola.

Metodologia
Os cinco 1,2,3-triazdis (4m-4q) foram sintetizados por meio da reacdo de cicloadi¢cdo 1,3-dipolar
entre diferentes alcinos terminal e uma azida orgénica (2) catalisada por cobre, realizada em quatro

etapas utilizando o glicerol como material de partida (Figura 1) (Costa et al., 2020).

Figura 1 - Rota sintética para obtencdo dos derivados triazélicos (4m-4q).
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Fonte: Os autores.

Para o ensaio biolégico, os urediniésporos de H. vastatrix foram coletados de plantacdes de café
para teste in vitro. De modo suave, as puUstulas foram raspadas com escova de cerdas macias e
armazenadas em tubos Falcon de 15 mL. Com intuito de investigar o potencial dos triaz6is (4m-4q) foi
necessario preparar solugées estoques de 100 ppm em dimetilsulféxido (DMSO), sendo diluidas em
agua destilada para atingir concentraces de 10, 25, 50, 75 e 100 ppm. Em seguida, as placas de
poliestireno foram preparadas no meio de cultura &gar-agua, na qual os cinco triazéis foram
adicionados. Logo apds, 20 pyL de uma suspensao contendo 5 x 10 urediniésporos/mL de H. vastatrix
foram pipetados e adicionados sobre discos de 5 mm de didmetro contendo o meio. As placas de Petri
foram seladas e inseridas em uma incubadora de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) a 22 °C por
48 horas, na auséncia de luz. Depois de 48 horas, os urediniésporos foram contados em um
microscépio optico e determinada a porcentagem de germinacéo. Além disso, foi determinada a dose
efetiva para inibir 50% do fungo (DEso) a partir dos modelos logaritmicos (Capucho et al., 2013).
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Resultados

Os 1,2,3-triaz6is (4m-4q) foram sintetizados empregando o conceito da Click Chemistry, utilizando
o glicerol como material de partida. A etapa chave para formacéo dos derivados triazélicos envolveu a
utilizac@o do sulfato de cobre pentahidratado (CuS04.5H20) como catalisador da reacdo entre 0s
alcinos e a azida. A partir dessa reacao, foi possivel obter os cinco 1,2,3-triazéis-1,4-dissubstituidos
(4m-4q) com rendimentos superiores a 80%. Todos os compostos sintetizados tiveram suas estruturas
confirmadas por métodos espectroscopicos de Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de H
e 1C e Espectrometria de Massa (dados ndo mostrados).

Os resultados referentes ao ensaio fungicida estdo representados na Figura 2, na qual observa-se
a porcentagem de germinacdo de H. vastratrix em diferentes concentracdes.

Figura 2 - Porcentagem de germinagao (%) dos derivados triazolicos (4m-4q) em diferentes concentracdes sobre
urediniésporos de H. vastratrix.
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Fonte: o autor.

De maneira geral, os triazéis 4n, 4p e 4g mostraram uma diminui¢éo da porcentagem de germinagao
com o aumento da concentrac@o. Na concentragdo de 10 ppm, pode-se observar que dos cinco triazdis
testados, somente dois obtiveram germinacdo dos urediniésporos abaixo de 30%. O triazol 4p, na
concentracdo de 10 ppm, foi menos efetivo, com porcentagem de germinacdo de 72,39%, sendo
semelhante ao controle negativo (81,99%). Na concentracdo de 50 ppm, somente o triazol 4p
apresentou germinacgdo de esporos superior a 50%. Na maior concentracéo (100 ppm), 0s cinco triazois
demonstraram porcentagem de germinacao de esporos abaixo de 45%. Os triazéis 4q, 4n e 4p se
mostraram mais promissores com apenas 27,64%, 28,65% e 31,58% de esporos germinadores,
respectivamente. Ja os triazois 4m e 40 apresentaram porcentagem de germinacao 39,87% e 40,97%.

Os valores da DEso (Tabela 1), calculados a partir dos modelos logaritmicos, demonstraram que o
triazol 40 e 4m apresentaram valores de DEso de 3 ppm e 4 ppm, respectivamente, sendo mais efetivos
para inibir 50% da germinagéo de esporos. Os triazdis 4n, 4q e 4p apresentaram valores de DEso de
13,50, 30,00 e 34,00 ppm, respectivamente.
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Tabela 1 - Dose efetiva (DEso) para inibir 50% da germinacéo de H. vastatrix dos triazdis 4m-4q.

Triazol Equacao R? DEso (ppm)
4m Y = 41,6286+6,0185Inx 0,9062 4,00
4n Y = 16,3959+12,8084Inx 0,8816 13,50
40 Y = 46,7958+6,0493Inx 0,9239 3,00
4p Y =-18,6926+18,1385Inx 0,8569 34,00
4q Y =-5,7558+16,2926Inx 0,8760 30,00

Fonte: Os autores.

Discusséo

Todos os compostos intermediarios sintetizados (1, 2 e 3) e os 1,2,3-triazbis foram obtidos com
rendimentos satisfatérios variando entre 63% e 94% e devidamente caracterizados, indicando que as
transformag@es quimicas propostas para o glicerol de fato aconteceram e foram bem sucedidas.

O glicerol, composto organico de func¢éo alcool com trés hidroxilas e férmula molecular CsHsOs, é
produzido em quantidade excessiva a partir da reacéo de transesterificac@o para formacao do biodiesel
(Peiter et al., 2016). Uma das estratégias disponiveis para evitar o descarte indevido deste composto,
é utilizar o glicerol como matéria prima indispensavel para o desenvolvimento de derivados organicos
com ampla bioatividade e aplicabilidade em diversas areas, como é o caso dos 1,2,3-triaz6is (Costa et
al., 2020; Lima et al., 2023). Os estudos conduzidos por Costa et al. (2017) e Barcelos et al. (2023)
indicaram a contribuicéo valiosa do glicerol como material de partida para sintese de 1,2,3-triazéis como
potencial fungicida frente a diferentes patégenos, sendo obtidos com rendimentos superiores a 60%.

Embora o cobre apresente elevado potencial de oxidagdo, tendéncia de formacao de complexos
polinucleares e facilidade de trocas de ligantes, a sua insercdo como catalisador ao meio reacional €
descrita como bem sucedida na literatura (Freitas et al., 2011; Oliveira et al., 2022). Nesta reacéo click,
por exemplo, o cobre interfere diretamente na energia de ativacdo da reacdo, causando um aumento
na velocidade reacional de até 107 vezes e influenciando positivamente na obtencdo dos derivados
triazolicos com rendimentos elevados (Kolb; Finn; Sharpless, 2001).

Uma vez sintetizados, os 1,2,3-triazéis podem ser utilizados em ensaios fungicidas no controle de
diferentes patégenos. O desempenho dos fungicidas sdo de extrema importadncia no manejo de
doencgas de plantas, em particular no combate a ferrugem do café Conilon. Todavia, o uso de produtos
de modo Unico e em excesso promovem a resisténcia de populacdes, incentivando a busca por
tecnologias inovadoras para manter o controle de doencas.

Com este estudo pode ser observado a eficacia dos compostos triazolicos contra a germinagéo de
urediniésporos de H. vastatrix. A inibicdo da germinacdo dos esporos pode estar associada a interacao
dos mesmos com o ergosterol nas membranas flingicas. Os triazéis inibem a atividade da lanosterol
14a-desmetilase, de forma que comprometa a sobrevivéncia de fungos como H. vastatrix. Essa enzima
possui um papel importante na biossintese de ergosterol, responséavel por mediar a permeabilidade e
a fluidez das membranas fungicas (Nguyen et al., 2020).

Conclusao

Como concluséo, a reacao click se mostrou eficiente para a obtengéo dos cinco derivados triazélicos
obtidos a partir do glicerol, com altos rendimentos e sendo de facil execucdo. Em relacdo ao teste
bioldgico, todos os triazois foram capazes de inibir a porcentagem de germinacao dos esporos, sendo
os triaz0is 40, 4m e 4n promissores para inibir 50% da germinacdo (DEso) do fungo. Na maior
concentracado testada (100 ppm), o triazol 4q se mostrou mais eficiente para inibir a germinacédo dos
esporos.

Dessa forma, o emprego do glicerol como material de partida para obtencéo de derivados triazélicos
€ capaz de gerar novos compostos com potencial aplicacdo biolégica. Entretanto, novos testes in vivo
e em diferentes concentracdes devem ser realizados a fim de estudar a completa inibicdo da
germinacdo dos esporos e, assim, desenvolver novos produtos a serem aplicados no campo para o
controle da ferrugem do cafeeiro.
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