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RESUMO

Este trabalho investiga o0 uso de biopesticidas contra os parasitas
fitonemaotoides. Além disso, esta obra aborda o potencial da familia Solanaceae
de torna-se um agente contra pragas rurais e as caracteristicas dos
fitonemaoides. Ademais, é explorado os aspectos quimicos e microbiolégicos
dos inibidores da Carboxipeptidase -substancia presente nas espécies da familia
Solanaceae-. Como também, é evidenciado os maleficios do uso de pesticidas
convencionais para a flora e a saude humana.E tem como objetivo produzir um
biopesticida, a base do tomate (Solanum lycopersicum), capaz de reduzir os
efeitos negativos dos pesticidas convencionais, ndo oferecendo grandes riscos
para a saude. A respeito disso, foi seguido uma metodologia,na qual, foi
adapitada para o ambiente escolar e que foi caracterizida por processos como:
preparagao de uma amostra; testes microbiolégicos; analise de precipitacado
gravimétricas; Afericad de pH. Os resultados obtidos foram parcialmente
satisfatorios, indicando a necessidade de aprimoramentos em alguns processos.
Ainda assim, os achados demonstram que o biopesticida desenvolvido
apresenta potencial promissor, exigindo ajustes metodologicos para maior

eficiéncia.

Palavras chaves: Biopesticidas; Fitonematoides;Solanaceae Solanum; Solanum

lycopersicum; inibidores da carboxipeptidase



ABSTRACT

This work investigates the use of biopesticides against phytonematode parasites.
In addition, it addresses the potential of the Solanaceae family to become an
agent against rural pests and the characteristics of phytonematodes.
Furthermore, it explores the chemical and microbiological aspects of
carboxypeptidase inhibitors—substances present in species of the Solanaceae
family. The study also highlights the harmful effects of conventional pesticides on
flora and human health. Its objective is to produce a tomato-based (Solanum
lycopersicum) biopesticide capable of reducing the negative impacts of
conventional pesticides while posing minimal health risks. To achieve this, a
methodology adapted to the school environment was followed, characterized by
processes such as sample preparation, microbiological tests, gravimetric
precipitation analysis, and pH measurement. The results obtained were partially
satisfactory, indicating the need for improvements in some processes.
Nevertheless, the findings demonstrate that the developed biopesticide shows

promising potential, requiring methodological adjustments for greater efficiency.

Keywords: Biopesticides;  Phytonematodes; = Solanum  lycopersicum;

Carboxypeptidase inhibitors
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1.INTRODUGAO

A agricultura € de extrema importancia para o mercado global quanto para
0 mercado nacional. Por exemplo, o Brasil € um dos maiores exportadores de
cereais, graos, frutas, cana-de-acucar e café. Por conta disso, este setor
econdmico vem crescendo consideravelmente, alcancando numeros altissimos
e tendo grande participagao no PIB (Produto Interno Bruto) nacional. Além disso,
a area agricola € responsavel por gerar muitas oportunidades de emprego em
territério brasileiro (GOMES,2023). Segundo a CNA (Confederacdo da
Agricultura e Pecuaria do Brasil) em parceria com o Cepea (Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada), o agronegoécio emprega 27% da populagao

brasileira.

No entanto, o setor agricola é vitima de um problema gravissimo para o
seu crescimento: invasao de parasitas nematoides em plantagdes agricolas. Os
parasitas nematoides, mais especificamente os fitonematoides, sao
responsaveis por causar perdas consideraveis em plantagbes de algodéo, soja,
batata, tomate, café, entre outras. Essas perdas causam prejuizos tanto para os
agricultores como também para os consumidores (ROLIM et al, s.d). De acordo
com Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN) estes parasitas causam perdas
de R$35 bilhdes anuais aos agricultores brasileiros. Os nematoides tém uma
relagdo parasitaria com uma ampla variedade de cultivos. Eles se alimentam dos
orgaos subterraneos das plantas (raizes, rizomas, tubérculos, bulbos e fruto
hipogeo), causando danos significativos e, consequentemente, impactando a

producao agricola (ROLIM et al, s.d).

Para combater esses parasitas, os agricultores utilizam pesticidas
convencionais, que sao relacionados a problemas de toxicidade, impacto
ambiental e social. (FERRAZ; BROWN, 2016). Estes produtos quimicos
possuem como fungdes principais afastar e eliminar pragas, podendo ir de micro-
organismos como os fungos, até seres de grande porte como as aves, 0s
pesticidas convencionais ndo somente sao nocivos aos seus alvos principais,
mas também a tudo ao seu redor, como a biodiversidade local, rios, lagos,

reservatorios, locais subterraneos (MELO et al, s.d).



Uma alternativa viavel e sustentavel para combater os fitonematoides séo
os biopesticidas. Hoje em dia existem varios tipos de biopesticidas, que s&o uma
alternativa mais sustentavel para substituir os pesticidas convencionais. Como

0s quimicos, os microbianos e os incorporados (MANDIGA; CRAVID, 2023).

Dentre as substancia que tém o potencial de torna-se um biopesticida,
pode se falar dos inibidores de proteases (ICP’s), que s&o utilizados pelas
plantas da familia Solanaceae (Tomates, batatas, berinjelas e pimentdes) como
mecanismo de defesa contra insetos herbivoros e patogenos (AFROZ et al.,
2020; MOLESINI et al., 2017; GOMES, 2023). Portanto, é evidente a
necessidade de um biopesticida para combater os fitonematoides.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo criar um biopesticida,
capaz de combater os fitonematoides, a partir das folhas do tomate (Solanum

lycopersicum).



2.JUSTIFICATIVA

Os fitonematoides, como os do género Meloidogyne, representam uma
das principais ameagas a agricultura global, causando perdas anuais estimadas
entre US$ 80 bilhdes e US$ 157 bilhdes (COYNE; NICOL; CLAUDIUS-COLE,
2018; SILVA et al., 2021). No Brasil, esses parasitas afetam significativamente
culturas de alto valor, como o tomateiro (Solanum Iycopersicum),
comprometendo a produtividade e a qualidade dos frutos (SILVA; OLIVEIRA;
MOITA, 2015).

O controle convencional desses nematoides baseia-se no uso de
nematicidas sintéticos, que, além de onerosos, apresentam riscos ambientais e
a saude humana. Ademais, a eficacia desses produtos pode ser reduzida devido
ao desenvolvimento de resisténcia pelos patdogenos. Nesse contexto, ha uma
demanda crescente por alternativas sustentaveis e acessiveis, especialmente
para agricultores organicos de pequeno e médio porte, que enfrentam restricdes
quanto ao uso de defensivos quimicos (FERRAZ; BROWN, 2016).

Espécies do género Solanum sao conhecidas por produzir compostos
bioativos com propriedades defensivas. Em particular, o tomateiro contém a-
tomatina, um glicoalcaloide com atividade comprovada contra diversos
fitopatdgenos, incluindo nematoides (FRIEDMAN, 2002). Além disso, inibidores
de carboxipeptidase presentes em S. lycopersicum tém demonstrado potencial
na inibicdo de enzimas digestivas de patégenos, interferindo em sua capacidade
de parasitismo (GOMES, 2023).

A utilizacado de extratos foliares de tomateiro, um subproduto agricola de
facil obtencado, para a formulagdo de biopesticidas representa uma estratégia
promissora. Essa abordagem nao apenas oferece uma solugao de baixo custo e
ambientalmente amigavel, mas também se alinha aos principios da agricultura
organica, promovendo a autonomia e a sustentabilidade de pequenos e meédios
produtores.

O desenvolvimento de um biopesticida a partir de folhas de S.
lycopersicum busca reduzir os danos causados por fitonematoides e promover
praticas agricolas mais sustentaveis, fortalecendo a segurancga alimentar e a

economia das comunidades rurais.



3.0BJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Produzir um biopesticida, a base do tomate (Solanum lycopersicum),
capaz de reduzir os efeitos negativos dos pesticidas convencionais de maneira
efetiva e notavel, ndo oferecendo grandes riscos para a saude de seus
aplicadores no campo, a populagdo responsavel por consumir o produto

cultivado e a natureza e sua biodiversidade.

3.2. Objetivos especificos

e Revisar a literatura cientifica sobre fitonematoides, pesticidas
convencionais, biopesticidas, inibidores de carboxipeptidase presentes na
familia Solanaceae;

e Caracterizar o papel dos inibidores de carboxipeptidase no mecanismo de
defesa das plantas contra fitonematoides;

e Pesquisar e selecionar métodos de extracdo de inibidores de
carboxipeptidase em folhas de Solanum lycopersicum;

e Obter e preparar extratos da folha de tomateiro utilizando metodologias
adequadas;

e Desenvolver formulagdes experimentais de biopesticida a base de
extratos de folhas de tomate, com base em referéncias cientificas
confiaveis;

e Realizar testes microbiolégicos para avaliar a eficacia do extrato em
diferentes condigdes;

e Investigar possiveis propriedades adicionais do extrato, como atividade

fungicida.



4.REFERENCIAL TEORICO

4.1. Fitonematoides

Os nematoides sdo microrganismos que se constituem na espécie
conhecida como filo Nematoda. Eles atuam gerando lesdes e causando
infecgdes secundarias a planta, o que facilita no processo de entrada de outros
microrganismos patogénicos na planta, causando enormes prejuizos a
agricultura (FERRAZ; BROWN, 2016; SIKANDAR et al., 2020).

Esses nematoides utilizam estiletes especializados para perfurar células
vegetais e secretar enzimas hidroliticas, como as metalocarboxipeptidases
(MCPs), que degradam proteinas da planta e facilitam sua invasao e colonizagao
(CASTAGNONE-SERENO et al.,, 2011; GODBOLE; KHARAT, 2022; AULD,
2013). As MCPs pertencem a familia M14 das metalopeptidases e atuam
clivando residuos carboxiterminais, sendo, por isso, componentes essenciais na
patogenicidade desses organismos (CASTAGNONE-SERENO et al., 2011;
GODBOLE; KHARAT, 2022; AULD, 2013).

4.2 Pesticidas convencionais

Os pesticidas convencionais sao produtos quimicos comumente
aplicados em plantagbes de grande porte, tais produtos possuem como fung¢des
principais afastar e eliminar pragas, podendo ir de micro-organismos como 0s
fungos, até seres de grande porte como as aves, os pesticidas convencionais
nao somente sdao nocivos aos seus alvos principais, mas também a tudo ao seu
redor, como a biodiversidade local, rios, lagos, reservatorios, locais subterraneos
(MELO et al, s.d). E também para aqueles que o aplicam e possuem contato
direto com o0 mesmo, seu uso afeta em diversos aspectos da sociedade e do
meio ambiente, cerca 30% das intoxicagdes agudas registradas mundialmente
estdo relacionadas a exposi¢cao dos pesticidas, os custos da desintoxicacéo
pode chegar a ultrapassar bilhdes de ddlares (anualmente), também, o seu uso
pode representar uma grande parcela dos gastos em uma producgao (podendo
corresponder em até 20% do custo total) (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018).

Dentre seus tipos existem: Inseticidas; Herbicidas; Fungicidas;

Nematicidas; Bactericidas; Rodenticidas. Os Nematicidas sao responsaveis pelo



controle e eliminagao dos nematoides, tendo como exemplo de nematdides alvos
dos nematicidas, os fitonematoides, que sdo subgrupos de nematoides, o seu
uso tem sido cada vez mais raro por conta de sua alta toxicidade e de seus
impactos negativos na saude humana como irritagdes, intoxicagbes agudas e
problemas crénicos, na saude animal como bioacumulagado e até a intoxicagao
de animais domeésticos proximos as plantagcdes que passam pela aplicagao deste
produto, e também na saude de organismos benéficos para o solo, causando
redugbes na biodiversidade do solo e desequilibrio ecoldgico, também, os
nematicidas possuem um custo alto, dificultando sua acessibilidade para paises
subdesenvolvidos, além do fato de que seu uso constante resulta no aumento
da resisténcia das pragas aos nematicidas, tornando seus uso inapropriado, com
altos custos e principalmente n&o seguro para saude tanto humana, quanto da
natureza (DONG; ZHANG, 2006 apud MARQUES, 2018).

O constante uso desses produtos acaba acarretando a geragdo de
resisténcia contra estes produtos pelo seu principal alvo, acarretando o consumo
cada vez maior desses produtos, aumentando o numero de contaminagdes dos
produtos, causando prejuizos milionarios aos seus produtores (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018).

Os pesticidas convencionais também causam danos nas plantacdes,
como a perda da fertilidade da terra, fazendo com que os agricultores recorram
a ampliacao de seus terrenos de plantagao, o que, dependendo da situacéo e do
local, pode acabar acarretando o desmatamento de matas nos arredores,
afetando o ecossistema e a biodiversidade local, sem contar que acaba por
favorecer a poluicdo da camada de ozbnio, uma vez que sem arvores para
filtrarem o gas carbbnico, os niveis do mesmo acabam por aumentar na
atmosfera. Nao somente isso, mas também as aguas sao afetadas, sendo
contaminadas devido o escorrimento do pesticida convencional para rios, lagos,
aguas subterraneas e até mesmo em reservatorios de agua potavel se € possivel
achar contaminagdo por pesticidas, o produto produzido nas plantacdes
obviamente nao fica de fora disto, uma vez que as plantas cultivadas possuem
niveis de contaminacgéo por pesticidas, levando o risco para as cidades onde o
produto cultivado sera consumido (COUTINHO; ARANTES; LIPORACE, 2023)

O consumo e a exposi¢cao aos pesticidas convencionais podem causar

varios problemas a saude fisica e mental sendo eles: o cancer de préstata, mama
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e cerebral, infertilidade masculina e feminina, transtorno de déficit de atencao e
hiperatividade (TDAH), autismo, doengas renais, comprometimento celular do
figado causando doencgas hepaticas, Alzheimer, depressao, ma formacéo fetal,
hipotireoidismo, reagbes alérgicas e doengas cardiacas (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018).

Os pesticidas convencionais sdo de longe a pior escolha ja feita para o
tratamento de pragas em plantagdes, seu uso € extremamente prejudicial, o que
leva a necessidade de uma opg¢ao mais sustentavel, saudavel e segura o mais

rapido o possivel.

4.3.Biopesticidas

Hoje em dia existem varios tipos de biopesticidas, que sdo uma alternativa
mais sustentavel para substituir os pesticidas convencionais. Como os quimicos,
os microbianos e os incorporados. Uma pesquisa realizada pela USP
demonstrou a eficacia de um biopesticida microbiano. Nessa pesquisa, foi
evidenciado que a bactéria Pediococcus pentosaceus tem propriedades que
agem como um escudo que impede algumas espécies de fungos de produzirem
substancias que seriam prejudiciais para os seres humanos e para as plantas
(OLIVEIRA, 2023). Outro estudo realizado pela Embrapa utilizou o isolado de um
fungo que demonstrou uma grande eficacia no controle de um pulgao da espécie
Myzus persicae. Esse fungo atua diretamente ao entrar em contato com o
pulgdo, seja por meio da planta ou pelo cadaver de outros insetos infectados.
Quando o fungo entra em contato com o seu hospedeiro, ele libera esporos que
penetram no exoesqueleto, causando uma morte por infecgdo. Como os pulgdes
tém uma alta mobilidade, isso permite que o fungo infecte mais do que um
individuo. Ele adquire a capacidade de infectar a colbnia inteira que afeta a
planta. O fungo Beauveria bassiana (fungo mencionado acima) também tem
eficacia contra percevejos e outras pragas (MASCARIN et.al, 2009).

Os ferombnios sexuais sao substancias quimicas que também podem ser
usadas como principio ativo em biopesticidas, sao produzidas pelos insetos para
atrair parceiros. Os feroménios podem ser utilizados para diminuir a populagao
de insetos, pois, uma vez que sao espalhados em grandes quantidades,

confundem os machos, ja que o ambiente fica saturado do cheiro dos

11



feromonios. Como resultado, os machos ndo conseguem encontrar as fémeas
para acasalar, diminuindo drasticamente a populacédo de insetos. Paises como
EUA, Chile e algumas partes da Europa utilizam essa técnica para combater as
tragcas da maca, cujo nome cientifico € Cydia pomonella. Essa é uma das
principais pragas da fruticultura, especialmente em plantagdes de macga, pera,
péssego e noz. Ela € uma mariposa pequena, mas as larvas causam grandes
danos aos frutos (MENDES; BARBOSA, 2024).

Os biopesticidas incorporados sdo aqueles que sao aplicados diretamente
no DNA da planta, esse tipo de biopesticida é do tipo interno, a planta produz
substancias que afastam insetos e demonstram mais resisténcia aos contra-
ataques microbioldgicos. A planta que utiliza esse biopesticida tem genes
adicionados ao seu DNA para produzir certos compostos. Um bom exemplo € o
milho Bt, que incorpora genes da bactéria Bacillus thuringiensis e passa a
produzir toxinas contra determinadas lagartas (MACHADO, 2023). Esse tipo de

biopesticida reduz a necessidade de aplicagcado externa de inseticidas.

4.4 .Familia Solanaceae

A familia Solanaceae inclui diversas plantas, muitas das quais possuem
mecanismos de defesa eficazes. Tomates, batatas, berinjelas e pimentdes, por
exemplo, produzem compostos bioativos como glicoalcaloides, alcaloides,
saponinas e lectinas. Esses compostos desempenham um papel fundamental na
defesa contra herbivoros e patégenos, podendo ser toxicos, interferir na digestao
de proteinas ou até inibir enzimas digestivas, como as proteases (incluindo a
carboxipeptidase). Os compostos bioativos presentes nas plantas da familia
Solanaceae sao essenciais para sua protecdo contra herbivoros, fungos e
bactérias (GOMES,2023).

Plantas da familia Solanaceae, como tomate (Solanum lycopersicum),
batata (Solanum tuberosum) e berinjela (Solanum melongena), produzem
inibidores de proteases como mecanismo de defesa contra insetos herbivoros e
patdgenos. Entre esses, os inibidores de carboxipeptidase (ICPs) ganham
destaque por sua acao especifica contra MCPs, inibindo enzimas-chave
envolvidas na viruléncia dos fitonematoides (AFROZ et al., 2020; MOLESINI et
al., 2017; GOMES, 2023).

12



Dentre os ICPs, destaca-se o ICP-SMEL, isolado da berinjela, que atua
inibindo as MCPs produzidas por Meloidogyne incognita, o nematoide das
galhas. Estudos demonstraram que o ICP-SMEL se liga aos sitios cataliticos das
MCPs com alta especificidade, bloqueando sua atividade e interferindo
diretamente no ciclo de infecgcdo do nematoide, reduzindo sua patogenicidade
(GOMES, 2023; HUANG et al., 2003; JAOUANNET et al., 2012).

4.5.Inibidores da carboxipeptidase

Sao peptideos antimicrobianos, antifungicos e antivirais com a
capacidade de inibir a carboxipeptidase. Comumente encontrado na familia
Solanaceae, especificamente no género Solanum, que abrange vegetais como
Tomate (Solanum lycopersicum), berinjela (Solanum melongena), batata
(Solanum tuberosum) e pimenta (Capsicum annuum) (GOMES,2023). A acao
antimicrobiana deste inibidor, &€ destacada por diversos estudos tanto nacionais
quanto internacionais.

A carboxipeptidase (CP’s) atua na interagao entre patdégenos e vegetais,
onde as proteinas vegetais sdo degradadas para facilitar a invaséao dos parasitas
como os fitonematoides. Isso acontece devido a carboxipeptidase ser uma
enzima protease. Essa substancia atua, quebrando ligagdes peptidicas entre
aminoacidos das proteinas (GOMES,2023).

Os ICP’s (inibidores da carboxipeptidase) proveniente do género Solanum
atuam no sistema de defesa da planta. Isso acontece quando microrganismos,
como fitonematoides, liberam a carboxipeptidase para destruir a protecdo das
plantas.Apés os CP’s serem liberados os ICP's atuam anulando sua
funcdo.Consequentemente impedindo ou dificultando a invasdo dos
fitonematoides (GOMES,2023).

4.6.Métodos de extragcao dos ICP’s

A obtencdo de extratos brutos € o primeiro passo fundamental para a
investigacao de compostos bioativos em matrizes vegetais. A escolha do
solvente e do método de extracdo influencia diretamente o perfil qualitativo e
quantitativo dos compostos obtidos. Métodos seletivos favorecem a extragéo de

grupos quimicos especificos, reduzindo a complexidade da matriz e facilitando
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as etapas subsequentes de caracterizagao e isolamento.

A identificacédo de atividades bioldgicas especificas requer a aplicagédo de
técnicas cromatograficas para o fracionamento do extrato bruto, possibilitando a
obtencdo de fracbes enriquecidas em metabdlitos bioativos para posterior

isolamento e elucidagao estrutural (GOMES, 2023).

Conforme descrito na literatura, as folhas de Solanum lycopersicum
devem ser inicialmente trituradas em agua ultrapura (Milli-Q) a 16% (p/v),
submetidas a congelamento e posterior liofilizagdo, para a concentragao dos

compostos em extrato seco (ANDRINO, 2011).

Este extrato seco é redissolvido em agua ultrapura e submetido a
particdbes sucessivas com solventes organicos imisciveis, tais como
diclorometano, para remocao de compostos apolares, e n-butanol, para extracao
de compostos de polaridade intermediaria, utilizando funis de separacao. As
fragbes aquosas e butandlica resultantes s&o indicadas para avaliacdo da

presenga de compostos antifungicos (ANDRINO, 2011).

Segundo a literatura, a fragao butandlica concentra os compostos com
atividade antifungica contra Moniliophthora perniciosa, agente causador da
vassoura-de-bruxa do cacaueiro. A fracdo é submetida a cromatografia em
coluna com gel de permeagédo Sephadex LH-20, utilizando metanol como fase
movel. As fragdes eluidas sdo analisadas por cromatografia em camada delgada
(CCD) sob luz ultravioleta e agrupadas conforme similaridade quimica
(ANDRINO, 2011).

Fracdes com bioatividade presumida sdo submetidas a técnicas analiticas
avancadas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (HPLC-MS) e ressonancia magnética nuclear de

préton ("H-RMN) para identificagao estrutural dos compostos (ANDRINO, 2011).

Destaca-se a presenga do (glicoalcaloide a-tomatina, metabdlito
secundario presente nas folhas do tomateiro (Solanum lycopersicum), que
apresenta agao inibitoria significativa sobre o crescimento de M. perniciosa. Este
composto reforga o potencial uso do extrato como agente de controle biolégico
alternativo a fungicidas sintéticos (ANDRINO, 2011).

Em fungdo da indisponibilidade de equipamentos laboratoriais
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especializados, metodologias alternativas simplificadas baseadas na maceracao
com solventes polares podem ser adotadas. Com base nos estudos correlatos,
desenvolveu-se um método simplificado que consiste na trituragao das folhas
congeladas do tomateiro (Solanum lycopersicum), seguida de infusdo por 24
horas sob abrigo da luz solar direta. Posteriormente, a solugao é filtrada para
remog¢ao da maior parte dos sélidos e armazenada para uso subsequente
(GOMES, 2023).

4.6.Testes microbiolégicos

O cultivo de microrganismos fungicos em laboratério € uma etapa
fundamental para o estudo da atividade de compostos naturais com potencial
antifungico, como os extratos vegetais. A escolha da técnica de inoculagdo e do
meio de cultura deve considerar as caracteristicas fisioldgicas e reprodutivas do
fungo-alvo, bem como o propdsito do cultivo, seja ele voltado a produgao de
micélio, a esporulagao ou a diferenciagcdo morfoldgica das coldnias (SP LABOR,
2023).

Dentre os meios disponiveis, o0 dgar suco de tomate — também conhecido
como agar V8 — é amplamente utilizado na micologia por sua capacidade de
promover o crescimento vigoroso de fungos filamentosos e estimular a formacgao
de estruturas diferenciais, como clamidoconidios. Segundo Silva et al. (2005),
esse meio apresentou eficacia na diferenciacdo entre isolados de Candida
dubliniensis e Candida albicans, ao induzir caracteristicas morfoldgicas distintas
e favorecer a observacdo microscopica direta dessas estruturas. O meio é
composto por 200 mL de suco de tomate industrializado, 3 g de carbonato de
calcio, 5 g de dextrose e 20 g de agar-agar, completando-se o volume total com
agua destilada até atingir um litro. Apds a mistura dos ingredientes, o meio deve
ser esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e, posteriormente,
distribuido em placas de Petri sob condi¢des assépticas (ALVES et al., 2006).

Para a inoculagdo fungica, sera utilizada a técnica de semeadura por
esgotamento, que permite a distribuigdo progressiva da carga microbiana e a
formagao de colbnias isoladas. Inicialmente, a placa de Petri deve ser dividida
em trés secdes iguais utilizando marcador permanente. Em seguida, realiza-se

a flambagem da alga de platina, respeitando o tempo de resfriamento para evitar
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danos a amostra. A alca é entdo mergulhada na suspensao fungica e utilizada
para fazer estrias na primeira se¢ao da placa. Apdés nova esterilizacado, o
processo € repetido nas seg¢des seguintes, reduzindo gradualmente a
concentragado de microrganismos. Todo o procedimento deve ocorrer proximo ao
bico de Bunsen para minimizar o risco de contaminag¢des externas e garantir a
seguranga microbioldgica, conforme orientagdes da UNIRIO (2019) e UFRGS
(2020) (KAYSER, 2023).

Para testar a atividade antifungica do extrato de folhas de Solanum
lycopersicum (tomateiro), rico em compostos fendlicos e proteinas inibidoras de
carboxipeptidase (PR-6), serdo realizados bioensaios com diferentes
tratamentos. O extrato sera aplicado em quatro momentos distintos: em placa
controle negativa, sem fungos e sem extrato; logo ap6s a semeadura,
representando a aplicacao preventiva; sobre colbnias visiveis, simulando o efeito
curativo; e sobre placas previamente incubadas sem crescimento aparente,
avaliando a acao sobre esporos latentes. A incubacao das placas sera realizada
a 25 °C por um periodo de 48 horas.

A leitura dos resultados sera feita por observacido macroscopica,
considerando aspectos como bordos franjados, rugosidade da colbnia, presenga
ou auséncia de micélio visivel e crescimento radial; e por observacao
microscopica direta com objetiva de 10x e 40x, podendo ser complementada por
coloracao com azul de lactofenol. Essa analise permitira avaliar a presenca de
clamidoconidios e quantificar o impacto do extrato sobre o desenvolvimento
fungico (ALVES et al., 2006).

Considerando a composi¢ao do agar V8 e a versatilidade na indugcao de
estruturas diferenciais, o protocolo proposto apresenta-se como alternativa
pratica, de baixo custo e altamente eficaz para testes preliminares de atividade
antifungica com extratos vegetais. Além de servir como base para
desenvolvimento de biopesticidas naturais, o método contribui para a validagao
cientifica de insumos agricolas sustentaveis com potencial de aplicagdo em

programas de manejo fitossanitario (ALVES et al., 2006).
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5.METODOLOGIA

Considerando as limitagdes estruturais do ambiente laboratorial, propés a
adocao de uma metodologia alternativa e simplificada para a extragcado de
compostos bioativos de origem vegetal. O procedimento iniciou-se com a
utilizagcado de folhas de tomateiro (Solanum lycopersicum), pertencente a familia
Solanaceae, reconhecida por seu potencial fitoterapico e bioquimico (GOMES,
2023). As folhas foram armazenadas em uma geladeira, que visava preservar a
integridade estrutural e funcional dos tecidos vegetais e favorecia a posterior
liberacdo de metabdlitos durante o processamento (SILVA etal., 2015;
FERREIRA; GENTIL, 2012).

Em seguida, as folhas congeladas foram trituradas mecanicamente,
promoveram a ruptura das paredes celulares e facilitaram a solubilizagao dos
compostos intracelulares. O material vegetal obtido foi submetido a infusdo em
solvente polar, como etanol ou metanol, durante 24 horas, sob temperatura
ambiente e em auséncia de luz solar direta, a fim de evitar a degradagédo dos
metabdlitos fotoativos (GOMES). Tal abordagem mostrou-se eficiente para a
extragcdo de compostos fendlicos, alcaloides e inibidores de enzimas, como as
carboxipeptidases, com comprovada acdo na defesa vegetal e atividade
antimicrobiana (MATOS, 2009; SIMOES etal., 2017).

Apods o periodo de infusdo, o extrato bruto foi filtrado por membranas ou
filtros de papel com porosidade adequada, para remoc¢ao das particulas solidas,
resultando em um extrato clarificado (GOMES, 2023). Este foi armazenado sob
refrigeracao (aproximadamente 4 °C) até sua utilizagdo em analises posteriores,
como ensaios bioquimicos e microbiolégicos, visando avaliar a atividade
biolégica dos compostos extraidos (BRUNETON, 2006; SOUSA etal., 2010).

A escolha dessa metodologia fundamentou-se na sua simplicidade,
viabilidade em ambientes com infraestrutura limitada e eficiéncia na obtencgao de
extratos com propriedades bioativas (GOMES). Além disso, representou uma
estratégia de baixo custo e alta aplicabilidade em estudos preliminares com
potencial biotecnolégico (CUNHA etal., 2018; COSTA etal., 2015).

17



6.MATERIAIS E REAGENTES

6.1.Materiais

e Béquer: sera utilizado com o intuito de auxiliar na mistura e
manipulagéo dos solventes e dos extratos vegetais;

e Erlenmeyer: seu uso sera necessario durante a agitagao dos
extratos e dos solventes, seu formato cénico auxilia a evitar a perda
por derramamento ou respingo dos reagentes;

e Balao volumétrico: sera necessario para o preparo das solucdes;

e Pipeta volumétrica e graduada: é essencial para o transporte de
quantidades exatas durante os procedimentos;

e Funil simples: necessario para a filtracdo a vacuo que realizara a
separacao dos residuos sélidos dos extratos;

e Capsula de porcelana: ira atuar como recipiente para a evaporagao
dos solventes e aumento da concentracdo do extrato vegetal,

e Espatula: vai auxiliar no transporte de amostras e reagentes solidos
de forma segura;

e Placas de Petri: sera usado em testes microbioldgicos;

e Almofariz e pistilo: vai atuar na trituragdo manual das folhas;

e Bastao de vidro: auxiliara na mistura uniforme dos extratos e
solventes;

e Manta aquecedora: ira realizar o aquecimento controlado dos
extratos;

e Balao de fundo redondo: servira de recipiente para o aquecimento
dos extratos na manta aquecedora;

e Estufa: ira realizar a secagem das amostras e das vidrarias evitando
contaminacdes;

e Geladeira: ira armazenar o extrato sob refrigeragéo;
6.2.Reagentes

e Etanol 70% ou metanol: sera usado como solvente com o intuito de
extrair compostos bioativos da folha;

e Agua: ir4 ser usada na diluigéo e lavagem
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7.PROCEDIMENTO

O procedimento experimental foi realizado em trés etapas principais, executadas
de forma sequencial. Inicialmente, procedeu-se a extragdo, na qual foram
separados os materiais a serem utilizados e o pote foi devidamente higienizado
com alcool etilico 70%. Em seguida, o banho-maria foi colocado em aquecimento
até atingir temperatura entre 70°C e 80°C, sendo essa monitorada com o auxilio
de um termdmetro. Paralelamente, foram medidos 100 mL de alcool etilico 70%,
os quais foram mantidos em recipiente coberto, a fim de evitar sua volatilizagao.
Posteriormente, tarou-se um béquer e foram pesados 10,00 g de folhas de
tomateiro. As folhas foram maceradas em almofariz com o auxilio de pistilo até
atingirem consisténcia pastosa e, em seguida, foram transferidas para o pote
recém-higienizado. O almofariz e o pistilo foram lavados com aproximadamente
10 mL do alcool previamente separado, sendo esse volume transferido para o
pote, visando o aproveitamento total da amostra. Posteriormente, adicionou-se
o volume restante do alcool ao recipiente, que foi devidamente fechado com sua
tampa. O pote foi levado ao banho-maria até que sua temperatura se igualasse
a da agua, sendo esse processo acompanhado com o auxilio de um termémetro.
Apoés esse periodo, o recipiente foi retirado e deixado em repouso até atingir a
temperatura ambiente. Por fim, o pote foi envolvido com papel aluminio, visando
evitar a fotodegradacado dos compostos bioativos extraidos, permanecendo a
solucdo em repouso por 24 horas. Na sequéncia, realizou-se o teste
microbiolégico. Inicialmente, foi pesada quantidade suficiente de agar para a
preparagao de uma solugao com volume final de 100 mL. Em seguida, o meio
foi levado ao aquecimento em temperatura maxima de 60°C, utilizando-se agua
previamente aquecida, até a completa dissolugdo do agar. Apds a dissolugao, a
solugao foi transferida para um erlenmeyer, o qual foi vedado com papel kraft e,
posteriormente, encaminhado a autoclave, onde passou pelo processo de
esterilizacdo por 20 minutos. Finalizado esse processo, sob condi¢cdes
assépticas em fluxo laminar, foram pipetados 20 mL da solugdo em cada uma
de quatro placas de Petri, permanecendo estas em repouso por
aproximadamente 15 minutos para solidificagdo do meio. Paralelamente, foi
preparada uma solugdo contendo 50 mL de agua e uma amostra de fungo

proveniente de fruta em estado de deterioracdo, a qual foi inoculada nas placas
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de Petri contendo o meio de agar, com o objetivo de promover o crescimento de
fungos e bolores. Para a etapa de semeadura do ativo, inicialmente removeu-se
o invélucro de papel aluminio do recipiente contendo o extrato. Em seguida,
abriu-se a placa de Petri e, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi retirada
uma pequena quantidade do ativo, a qual foi adicionada suavemente sobre as
colénias fungicas presentes no meio. Posteriormente, as placas foram
novamente fechadas e encaminhadas a estufa, onde permaneceram incubadas.
Apés o periodo de sete dias decorridos desde a semeadura, as placas foram
retiradas da estufa para a realizagéo das analises microbiolégicas subsequentes,
permitindo a avaliagdo do crescimento e da acao do ativo sobre as colénias
fungicas. Por fim, realizou-se a etapa de gravimetria de precipitagao.
Inicialmente, foi tarada uma placa de Petri juntamente com um papel de filtro
seco, 0s quais seriam utilizados posteriormente como suporte para o precipitado
e sua pesagem. Em seguida, foi preparada uma solug¢ao de 50 mL de sulfato de
cobre (CuS0O,) a 0,1 mol-L™" e separaram-se 50 mL do extrato obtido a partir das
folnas de tomateiro. Posteriormente, o pH da solu¢do contendo o extrato foi
ajustado até aproximadamente 5, caracterizando um meio levemente acido.
ApoOs esse ajuste, adicionou-se a solucdo de sulfato de cobre ao extrato,
promovendo a formacado de um precipitado insoluvel, sendo a mistura mantida
em repouso por 5 minutos para completa formagao do precipitado. Durante o
tempo de repouso da solugao, foi montado o sistema de filtragdo simples e,
decorrido esse periodo, procedeu-se a filtragao, ficando o precipitado retido no
papel de filtro previamente tarado, disposto sobre a placa de Petri também ja
tarada. O conjunto formado pela placa de Petri, papel de filtro e precipitado foi
entédo levado a estufa a 120°C por um periodo de 3 horas, com o objetivo de
promover a completa secagem do material. Apds esse tempo, o conjunto foi
transferido para um dessecador, onde permaneceu até atingir a temperatura
ambiente. Por fim, realizou-se a pesagem do conjunto, permitindo a

determinacado da massa do precipitado por diferenca.
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8.RESULTADOS E DISCUSSOES

ApoOs o preparo do biopesticida, foram feitas as seguintes analises:
Medicao do pH; Testes microbiolégicos; Gravimetria de precipitagdo. O objetivo
a ser alcangado com essas analises e testes foi de mostrar os aspectos quimicos
e microbioldgicos da amostra. Dessa forma, é importante discutir cada resultado

encontrado.

O pH aferido com o pHmetro (Figura 1) foi de 5.77, em temperatura
ambiente e pressao de 1 atm, o que é plausivel para um extrato vegetal que ira
ser utilizado em plantagdes. A respeito disso, € recomendavel que biopesticidas
a serem utilizados em lavouras, tenham um ph entre 4 e 7 (KORDY; et.al, 2025).

Sendo assim, a amostra obteve um resultado favoravel.

Figura 1- Aferigao do pH.

Fonte: Autoria prépria, 2025

A analise de gravimetria de precipitagdo tinha como intuito quantificar
alcaloides no geral e a a-tomatina ,substancia responsavel pela agao contra os
fitonematoides e fungos. O resultado obtido foi de 1,0212g de a-tomatina em
50mL de amostra. Além disso, o rendimento teérico do processo foi de 19,75%
(como demonstrado na figura 2) sendo este o resultado desejado. No entanto,
devido o método de extracdo nao isolar somente a a-tomatina mas também
outros alcaloides no geral, a concentragdo de a-tomatina no biopesticida é
relativamente pequena, sendo necessario o aprimoramento dos processos

utilizados para um resultado mais satisfatorio.
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Figura 2 -Calculos da analise de gravimetria de precipitacao

Cs0Hs3NOz1 + CUSO4 — [CU(Cs0Ha3NO21)] + SO42
1034,17g — 159,61g — 1097,72g

Xg. — 0,7980g — 1,084g
Rendimento: 19,75%

Quantidade de tomatina em 50mL de amostra: 1,0212g

A amostra da Tomatina ndo é pura, ha uma grande
concentragdo de alcaloides que precipitaram junto dela,
por isso os resultados seriam em condi¢des ideais.

Fonte: Autoria propria, 2025

Os testes microbioldgicos demonstraram a eficacia do biopesticida a base
de tomate. Como pode ser observado nas Figuras 3, houve menor crescimento
fungico na placa de Petri onde foi adicionado os ICPs, enquanto a coldnia
mostrada na Figura 4 apresentou maior proliferagao fungica, onde nao havia a
presenca dos ICP’s. Com base nesses resultados, pode-se afirmar que a

formulagéo apresentou atividade antifungica nas condi¢des testadas.

Figura 3- Placa de fungos com a aplicagédo do biopesticida.

Fonte: Autoria propria, 2025

Figura 4-Placa de Petri sem a aplicagédo do biopesticida.

Fonte: Autoria préopria, 2025
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9.CONCLUSAO

O desenvolvimento do biopesticida a base de folhas de Solanum lycopersicum
demonstrou que os compostos presentes no tomateiro, especialmente os
inibidores de carboxipeptidase e alcaloides como a a-tomatina, possuem
potencial real para aplicagdo no manejo sustentavel de fitonematoides e
microrganismos fitopatogénicos. As etapas experimentais realizadas forneceram
evidéncias de que o extrato obtido apresenta atividade antifungica mensuravel e
compativel com o uso agricola em formulagdes de baixo impacto ambiental.

Os resultados microbioldgicos mostraram reducgao significativa do crescimento
fungico nas placas tratadas com o extrato vegetal, reforcando a capacidade de
inibicao atribuida aos compostos bioativos da planta. Do ponto de vista quimico,
o pH manteve-se dentro da faixa recomendada para aplicagdes agricolas,
enquanto a quantificacdo de a-tomatina e o rendimento do processo revelaram
que, embora o método empregado extraia alcaloides de forma eficiente, ha
necessidade de aprimoramento das técnicas de purificagdo para aumentar a
seletividade e a concentracao dos ICPs.

O conjunto dos dados obtidos confirma a viabilidade inicial da formulagao
proposta e evidencia que biopesticidas derivados de plantas da familia
Solanaceae representam wuma alternativa promissora aos pesticidas
convencionais. Além de reduzirem riscos ambientais e toxicoldgicos, tais
extratos podem se tornar solugdes acessiveis para pequenos e meédios
produtores, fortalecendo praticas agricolas sustentaveis e contribuindo para o
enfrentamento dos impactos causados por fitonematoides em diversas culturas.

Apesar dos resultados positivos, recomenda-se a continuagao desta pesquisa
com métodos de extragdo mais avangados, ensaios microbioldgicos controlados
incluindo diferentes espécies de patdégenos, analises cromatograficas e testes
em condigbes reais de cultivo. Assim, sera possivel validar a eficacia do
biopesticida em larga escala e aperfeicoar sua aplicabilidade no manejo
agroecologico. Desse modo, este trabalho representa um passo fundamental
rumo ao desenvolvimento de alternativas naturais, eficientes e ambientalmente

seguras para o controle de pragas agricolas.
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