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RESUMO

TEIXEIRA, A. R. Sintese, caracterizacido e aplicacdo antifiingica de um
complexo organoestanico-sacarinato. Lavras, UFLA, 2007, 49p. (Dissertacdo -
Mestrado em Agroquimica e Agrobioquimica).”

Compostos organoestanicos sdo substincias que sdo utilizadas para
diversos fins, desde catalisadores até biocidas passando por medicamentos
usados para o tratamento do cancer. As aplicacdes destes compostos na
agricultura possuem horizontes promissores, pois, sua degradacdo gera
compostos atéxicos ao meio ambiente e sdo mais efetivos que os biocidas
comuns. O ataque de patégenos na agricultura gera grandes prejuizos a esta
atividade, portanto, existe a necessidade de pesquisar novos compostos para o
combate destes patdgenos. Tendo em vista estas caracteristicas, os objetivos
deste trabalho foram: 1) sintetizar um complexo organoestanico-sacarinato a
partir do dicloreto de difenilestanho com o sacarinato de sédio; 2) caracterizar o
complexo obtido por meio de espectroscopia na regido do infravermelho, ponto
de fusdo e andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio; 3) realizar
testes in vitro aplicando os reagentes e complexo sintetizado em culturas dos
fungos C. coccodes, R. solani e F. oxysporum e verificar se estes influenciam no
desenvolvimento dos mesmos. O composto se mostrou mais estdvel
termicamente que o dicloreto de difenilestanho e teve bandas de absor¢do no
infravermelho diferentes do dicloreto de difenilestanho e do sacarinato de sodio,
mostrando que, possivelmente, houve formacdo do complexo. Com a anélise
elementar de CHN, ndo foi possivel calcular uma férmula minima para o
complexo sintetizado. O complexo se mostrou com atividade bioldgica contra os
fungos estudados a partir da dose 1 mgL™". O fungo mais sensivel a ele foi o C.
coccodes ¢ o fungo menos sensivel foi R. solan,i que apresentou as maiores
médias de crescimento micelial. O reagente sacarinato de sédio apresentou um
comportamento bem oposto ao complexo e ao dicloreto de difenilestanho,
favorecendo o crescimento dos fungos.

* Comité Orientador: Prof. Dr. Walclée de Carvalho Melo — UFLA (Orientador)
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ABSTRACT

TEIXEIRA, A. R. Synthesis, characterization and antifungal application of a
organotin-saccharinate complex. Lavras, UFLA, 2007, 49p. (Dissertation —
Master in Agrochemistry and Agrobiochemistry)."

Organotins compounds are substances which are utilized for a number of
purposes, from catalysts to biocides passing by medicines used for cancer
treatment. The applications of these compounds in agriculture possess promising
horizons, for; their degradation generates non-toxic compounds to environment
and are more effective than common biocides. The pathogen attack in
agriculture generates huge damages to that business; therefore, there is the need
of researching new compounds for the combat to these pathogens. Having in
mind these characteristics, the objective of this work were: 1) to synthesize a o
organotin-saccharinate complex from diphenyltin dichloride with sodium
saccharinate; 2) to characterize the complex obtained through spectroscopy in
the infrared-region, melting point and elementary analysis of carbon, hydrogen
and nitrogen; 3) perform in vitro tests by applying the reagents and complex
synthesized in culture of the fungi C. coccodes, R. solani and F. oxysporum and
verify if these influence the development of them. The compound proved more
stable thermically than diphenyltin dichloride and showed absorption bands in
the infrared different from diphenyltin dichloride and of sodium saccharinate,
showing that possibly there was the formation of the complex. By the
elementary analysis of CHN, it was not possible to calculate a minimum formula
for the synthesized complex. The complex proved with biological activity
against the fungi studied from the dose of 1 mgL™", the most sensitive fungus to
it was C. coccodes. The least sensitive fungus was R. solani which presented the
highest means of mycelial growth. The reagent sodium saccharinate presented a
behavior quite opposite to the complex and to diphenyltin dichloride supporting
the growth of the fungi.

'Guidance Committee: Prof. Dr. Walclée de Carvalho Melo — UFLA (Adbviser).
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1 INTRODUCAO

Compostos organoestanicos t€m sido utilizados na industria desde 1940,
como estabilizadores de PVC. Antes disso, o interesse por eles eram puramente
académicos (Costa, 2004; Godoi et al., 2003). Esses compostos, geralmente, sdo
pouco voléteis, insoliveis em dgua e com forte tendéncia a se adsorverem em
particulas de matéria (Fromme et al., 2005). O seu uso vem crescendo desde
1950, devido a descoberta de suas propriedades como biocida, principalmente
contra bactérias, fungos, insetos, moluscos e pequenos animais (Omae,1989).

O uso de organoestinicos como biocidas apresenta com grandes
vantagens em relacdo a outros biocidas. Essas vantagens se devem ao fato de sua
degradacdo gerar di6xido de estanho, composto atéxico ao meio ambiente,
enquanto os biocidas mais comuns (mercurais, fosféricos e cupricos) geram
residuos extremamente toxicos ao meio ambiente. A outra vantagem dos
fungicidas organoestanicos € quanto a sua eficiéncia, que é de 10 a 20 vezes
maior que os fungicidas cupricos (Omae, 1989).

A maioria das plantas cultivadas pode ser atacada por inimeras doencas,
o que leva a necessidade do uso de fungicidas na maioria dos casos (Souza &
Dutra, 2003). O grupo dos fungos fitopatogénicos tem causado grandes perdas
na agricultura brasileira, sendo responsaveis por 90% das doencas em plantas
(Aratjo, 2002; Aratjo et al., 2004; Bianchini et al., 1997).

Portanto, investigagdes de novos produtos e substancias, principalmente
compostos que possuem capacidades antifingicas, adquirem grande
importancia. Dentre estes, os complexos de estanho t€m sido muito estudados. O
objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar um novo complexo
organoestanico-sacarinato, e testar sua atividade antifiingica em cultura de

alguns fungos fitopatogénicos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Compostos organoestanicos

O estanho ¢ um dos metais mais antigos utilizados pelo homem. H4
citacdes sobre ele até mesmo no Antigo Testamento, como a seguinte: “Tdrsis
negociava contigo por causa da abundancia de teus bens, prata, ferro, estanho e
chumbo em troca de tuas mercadorias” (Eze., 27:12). A mistura do estanho e
cobre deu origem ao bronze uma das primeiras ligas metélicas utilizadas pelo
homem para a manufatura de varios utensilios ( Mazzocchetti, 2004).

O estanho possui a seguinte configuracio eletronica [Kr] 4d'° 5s° 5p*,
sendo o quarto elemento do grupo IV B na tabela periddica, junto com o C, Si,
Ge e Pb. Possui ainda Ponto de fusdo de 232°C, ponto de ebulicdo de 2.270°C e
peso atdmico de 118,69 u.m.a.

Complexos sem estar na forma idnica com metais de transi¢do, como o
estanho, tém, atualmente, recebido grande atencdo, tanto em estudos académicos
como na pesquisa aplicada, devido a sua habilidade de fazer ligacdes estdveis,
tanto com o carbono bem como com heteroatomos (Ali et al., 2004).

O primeiro composto organoestanico produzido em laboratério foi o
diiodeto de dietilestanho, obtido por Frankland, em 1849, a partir de trabalhos
com etilzinco. Seu uso tem crescido muito nos ultimos anos, principalmente na
area de preservacdo de papel e madeira, no controle de fungos e bactérias e em
aplicagdes médicas (Filgueiras, 1998; Rehman et al., 2005a).

Organoestanicos sdo complexos dos quais o estanho é o 4tomo central,
espécie receptora de pares eletronicos (4cido de Lewis) e apresentam, no
minimo, uma ligacdo C-Sn. Quando o estanho ¢ tetravalente, esses complexos

podem ser classificados como mono-, di-, tri- ou tetraorganoestanicos (IV),



dependendo do nimero de grupos alquilas ligados ao estanho (Pellerito & Nagy,
2002).

Os compostos organoestanicos sao de uso bem mais recente que o
estanho metdlico e seus compostos inorganicos. Em 1950, a utilizacdo de
estanho na forma de organoestdnico era inexpressiva; no inicio da década de
1990, o consumo chegou a 35 mil toneladas de organoestanicos (Godoi et al.,
2003). Atualmente, investigacdes tém sido realizadas sobre sua atividade
antitumoral e observou-se que as espécies de triorganoestanho (IV) possuem
atividade contra vdrios tipos de cancer (Grupta et al., 2003; Rehman et al.,
2005% Yin et al., 2005).

Compostos organoestanicos(IV) apresentam considerdvel atividade
bioldgica, a qual € influenciada grandemente pela estrutura da molécula e pelo
nimero de coordenagdo, ou seja, quanto menor o nimero de coordenacdo, mais
téxico é o organoestinico, devido a facilidade dos organismos o absorverem
(Eng et al., 1998; Lancashire & Griffiths, 1971; Yin et al., 2005). Alguns desses
compostos sdo muito téxicos, quando em baixas concentracdes (Pellerito &
Nagy, 2002).

J4a os compostos organoestanicos(IV) carboxilados sdo muito usados
como biocidas, fungicidas e como catalisadores homogéneos, na induistria e
como antitumorais na medicina (Terra et al., 1998; Yin et al., 2005).

Complexos metdlicos com bases de Schiff derivados de ésteres S-
alquil/aril do 4cido ditiocarbazdico e tiosemicarbazona t€ém sido alvo de alguns
estudos, quanto as suas propriedades quimicas e fisicas, devido ao seu potencial
bioldgico. Esses complexos com bases de Schiff tem aplicacdes potenciais em
sintese organica, em catalisadores, na quimica medicinal e na biotecnologia (Ali

et al., 2004).



2.1.1 Compostos organoestianicos utilizados como biocidas

Os compostos organoestdnicos se apresentam como inibidores
inespecificos em processos de produgdo de energia na mitocondria e sistemas
cloroplésticos, sendo o principal efeito sobre a fosforilagdo oxidativa, este modo
de acdo ainda ndo € muito bem esclarecido (Lancashire & Griffiths, 1971).

Alguns organoestanicos foram testados contra mosquitos transmissores
de doencas e suas larvas. Estudos envolvendo mosquitos, moscas domésticas e
pulgas concluiram que os organoestanicos foram efetivos, provocando uma
mortalidade de 100%. O espectro inseticida dos triorganoestanicos contra varias
espécies de mosquitos tem sido discutido atualmente. Recentemente, vdarias
séries de organoestanicos com ditiocarbamatos foram efetivas contra larvas dos
mosquitos Anopheles stephensis e Aedes aegypti (Song et al., 2004).

Segundo Jain et al (2004), novos complexos de estanho com aminas e
sulfonamidas, ao serem testados contra o dcaro Meloidogyne incognita, que é
um importante patégeno da cultura da berinjela, causando perdas de até 40%, se
mostraram eficientes em testes in vitro.

Derivados de mono e diorganoestinicos sdo mais ativos que oS
derivados de triorganoestanicos, quando utilizados contra as bactérias Bacillus
subitilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Desulfovibrio longus e
Desulfomicrobium aspheronum, que s3o redutoras de sulfato. Os menores
efeitos foram sobre as bactérias do género Pseudomonas, que sdo um grupo de
microrganismos que apresentam altas taxas metabdlicas, explicando, dessa
maneira, o baixo efeito dos mono e diorganoestanicos sobre elas (Rivera et al.,
2005).

Trifenilacetato de estanho e trifenil hidréxido de estanho sdo
comercializados com os nomes de Brestan e Duter, respectivamente, usados nas
culturas de trigo, café, batata, alho, cebola, amendoim, arroz, cacau, cenoura e

feijdo. Para esses fungicidas, as pulverizacdes devem ser suspensas 21 a 28 dias,



respectivamente, antes da utilizacdo da planta, a fim de reduzir os residuos
téxicos. Eles possuem espectro de agdo semelhante aos fungicidas cupricos,
sendo cerca de 10 a 20 vezes mais efetivos. Nao devem ser usados em
pulverizagdes de frutas e hortaligas e plantas tratadas ndo devem ser utilizadas
na alimentag¢do de animais (Zambolin & Vale, 1998).

O trifenilestanho [(C¢Hs);SnX] € utilizado na agricultura como um
fungicida de longo espectro. Estudos como o de Eng et al. (1996)a, Eng &
Acholonu (1991), Eng et al. (1998), Whalen et al. (1996), Eng et al. (1996)b t€m
demonstrado que ele possui boa capacidade de inibi¢do do fungo Ceratocystis
ulmi, que € um importante patogeno de arvores nos Estados Unidos e na Europa,
sendo o causador da doenga conhecida como Dutch Elm Disease.

Alguns estudos da utilizacdo de organoestanicos como biocida foram
realizados por Dias (1999), nos quais se compara a utilizacdo de compostos
triorganoestanicos (cloreto de trimetilestanho) sobre culturas de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense e Phytophthora capsici. J4 Aradjo (2002) e Aradjo et
al. (2004) sintetizaram e caracterizaram compostos organoestanicos formados a
partir de isomeros 6ticos R(-) e S(+) do dcido mandélico com o dicloreto de
difenilestanho e testaram a acdo biocida destes novos compostos em cultura de
fungos Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Outro trabalho que merece destaque
€ o de Costa (2004) que sintetizou e caracterizou compostos organoestanicos a
partir da reacdo entre os dcidos R, S e R+S mandélicos e o dicloreto de
difenilestanho e suas aplicacdes em culturas dos fungos Colletotrichum
lindemuthianum, Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
Ainda, Barbieri et al. (2006) sintetizaram e caracterizaram compostos obtidos da
reacdo entre hidreto de trifenilestanho e acido d/-mandélico e avaliaramm seu
potencial biocida sobre o fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Segundo
estes autores, os resultados da aplicagdo dos complexos foram satisfatérios em

relacdo aos respectivos fungos.



Alguns fungicidas organoestinicos, como trifenilacetato de estanho e
trifenilhidroxido de estanho, t€m sido utilizados, com grande eficiéncia, em
testes no controle da mancha-pirpura na Alternaria porri (Ellis), em cultura de
alho (Domingues et al., 2004).

Outro trabalho que merece destaque € o realizado por Rehman et al
(2005)b, que avaliaram diversos compostos organoestanicos com o monometil
glutarato, quanto a efetividade na germinacdo de esporos dos fungos
Colletotrichum gloecosporiodes, Alternaria brassicicola, Alternaria brassicae e
Colletotrichum capsici. Todos os compostos testados se mostraram com
perspectivas quanto a testes in vivo.

Resultados in vitro indicam pronunciada atividade do acetato de
tributilestanho dissolvido em acetona e testado contra Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Penicillium citrinum e Rhizopus stolonifer, em concentragdes
a partir de 2,5 a Spg/mL. Mas, os testes in vivo revelam considerdvel aumento na
concentracdo efetiva minima, comparado com os testes in vitro, para inibir os
mesmos fungos testados (Olurinola et al., 1992).

Triorganoestanicos sdo usados na agricultura para controlar vdrias pestes

e como preservantes de madeira (Song et al., 2004).

2. 1. 2 Compostos organoestanicos e meio ambiente

A preocupacdo a respeito do impacto ambiental causado pelos
compostos organoestinicos surgiu no inicio da década de 1980, quando
embarcagdes com agentes antiincrustantes a base de organoestinicos, ao
pararem em ancoradouros, observaram que ostras ficaram com as conchas
relativamente finas. Com o passar dos anos, foram observados efeitos em outros
animais marinhos como moluscos, algas e zooplanctons, em decorréncia da
contaminacao por organoestanicos contidos nas tintas antiincrustantes ( Godoi et

al., 2003).



O tributilestanho é um contaminante onipresente no ambiente marinho
que causa pseudo-hermafroditismo, conhecido também como impossex em
fémeas de gastropodes. O que causa essa condi¢io é o aumento da produgdo de
testosterona e este aumento nos niveis de testosterona é devido a exposic¢do a
tributilestanho (TBT’s) (Gooding et al., 2003).

Alguns estudos de impossex realizados na baia de Guanabara (Rio de
Janeiro) e em Fortaleza (Ceard) indicaram a bioacumula¢do de alguns
organoestanicos como tributilestanho e trifenilestanho, nesses lugares. Esses
resultados foram semelhantes aos observados em outras partes do mundo
(Fernandez et al., 2002).

No trabalho realizado por Fromme et al (2005), foi constatado que
alguns compostos organoestanicos, como monobutilestanho, dibutilestanho,
tributilestanho, monooctilestanho, dioctilestanho e trifenilestanho, usados na
fabricagdo de pléstico, foram encontrados na poeira de alguns apartamentos em
Berlin, onde se tornaram uma fonte perigosa de exposi¢cdo para animais

domésticos e criangas.

2.2 Quimica e aplicacdes da sacarina

A sacarina foi sintetizada, pela primeira vez, em 1879, acidentalmente,
por Ira Remseb e Constantine Fahlberg. Depois de sua descoberta, a sacarina foi
utilizada para conservagdo de alimentos e, entdo, como um substituto do agtcar,
sendo sua dogura cerca de 500 vezes superior a do agicar comum. Na década de
1970, o uso da sacarina foi bastante difundido, principalmente em alimentos de
baixas calorias e dietéticos (Bernal et al., 2002; Javanovski, 2000).

Ela também é conhecida e usada como um bom adocante artificial.
Trata-se de um ligante polifuncional, formando, facilmente, um ndmero grande
de complexos com diferentes fons metdlicos. A presenca de varios pontos

doadores em potencial, faz deste composto um versatil agente complexante,



(Figura 1) (Baran, 2005; Johns et al., 2001; Hamamci et al., 2005; yilmaz et al.,
2004; Al et al., 2005).

FIGURA 1. Molécula de sacarina.

A sacarina, também chamada de o-sulfobenzamida, € solivel em 4gua
sendo, e seu sal de s6dio apresenta baixa solubilidade em solventes organicos
(Baran, 2005; Ravoof et al., 2004). Sua quimica atraiu a atenc@o nos anos
passados, quando estudos preliminares mostraram que ela provocava cancer de
bexiga em camundongos, quando estes recebiam uma dieta alta em sacarina.
Mas em estudos realizados pela Food and Drug Administration (FDA), em 1991,
constatou-se que a sacarina era completamente inofensiva, quanto ao seu poder
carcinogénico, em dietas com niveis normais de sacarina, ou seja, uma dose
inferior a 2,5 gramas ao dia (Baran, 2005; Bernal et al., 2002; Ravoof et al.,
2004).

Segundo Ravoof et al. (2004), a sacarina pode atuar como inibidor de
certas reagOes enzimadticas. Ela também interage com elementos tracos no corpo
humano, formando complexos com grande nimero de fons metdlicos. A partir
desta propriedade, ela pode ser usada como um antidoto em intoxicagdes com

metais pesados (Yilmaz et al., 2004).



Estudos mostram que a sacarina atua como um indutor de resisténcia
sistémica contra certos patdégenos, entre os quais Colletotrichum lagenarium e

Uromices appendiculatus ( Boyle & Walters, 2005 ).

2.2.1 Sacarinato de sédio

O sal de sédio da sacarina (Figura 2) € um agente adocante sintético e é
usado comumente como um agucar substituto para reduzir calorias em dietas,
sendo de uso significante na industria, hoje, devido ao aumento dos produtos

dietéticos (Ravoof et al., 2004).

N Na'
/
S

N,

O

FIGURA 2. Sacarinato de sédio

Estudos mostram que o &nion sacarinato, obtido pela desprotonacdo do
grupo NH, € muito interessante, devido a varios pontos de coordenacio (Baran,
2005; Hamamci et al., 2005; Johns et al., 2001; Williams et al., 2000; Yilmaz et
al., 2004). Em trabalho publicado por Ravoof et al. (2004), constatou-se que
complexos de cobre tendo a sacarina como um dos ligantes possui atividade

contra bactérias e fungos.



O anion sacarinato oferece diferentes dtomos doadores para o centro
metdlico, tais como N do grupo amida, O do grupo carbonila e os dois dtomos de
oxigénios do grupo sulfonila (Figura 2). A coordenagado pelo N € observada mais
comumente nos complexos de férmula geral [ M (C;H4SO;N),(H,0)4].2 H,O,
em que M € um metal da primeira série dos metais de transi¢do. Neste composto
de coordenacido, o anion sacarinato adota um arranjo centrossimétrico (Williams
et al., 2000).

A interacdo preferida para os cations dos metais de transicdo (M) é por
meio do nitrogénio M-N, enquanto que, nos metais alcalinos terrosos predomina
a interacdo pelo oxigénio M-O. Em alguns casos o sacarinato também pode
atuar como um ligante em ponte, por meio dos dtomos de O (carbonila) e N
(amida) ( Williams et al., 2000).

Todos os cétions bivalentes da primeira série dos metais de transicao,
especialmente V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu e Zn, mostram grande tendéncia a
interagir com o A&nion sacarinato por causa do dtomo de N desprotonado,
formando complexos tetraaquabis sacarinato [M2+(sac)2(HzO)4] com 0 sacarinato
na posicdo trans, de acordo com a reacdo apresentada a seguir (Baran, 2005;
Johns et al., 2001):

M) + 2 Sac” gyt 4 H,0p — [M"(sac)2(H,0),].

2. 2.2 A coordenacio do anion sacarinato
A sacarina/sacarinato de sodio pode ser um versdtil ligante
polifuncional, podendo atuar como:
a - um ion;
b - um ligante que se coordena através do:
atomo de nitrogénio da amida;
4tomo de oxigénio da carbonila;

4tomos de oxigénio da sulfonila;
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4tomo de nitrogénio e um oxigénio da carbonila;
¢ —uma molécula neutra (Javanovski, 2000).

O anion sacarinato interage com ions alcalinos e alcalinos terrosos, em
que a interacdo cation/anion e essencialmente de natureza idnica. Todos os
cations bivalentes dos metais da primeira série de transi¢do mostram uma forte
tendéncia para interagir com o anion sacarinato por meio do 4dtomo de N
desprotonado, gerando complexos tetraaquabis(sacarinato), [M"(sac),(H,0).],
com o sacarinato na posicao trans (Baran, 2005; Williams et al., 2000).

O dtomo de O da carbonila também participa da ligacdo, quando o
sacarinato atua como um ligante bidentado. Exemplo [V(sac),(py)s] . 2 py.
Ligagdes M-O foram encontradas nos casos dos complexos do tipo
[Ni(sac)2(py)s]. Um exemplo de complexos bidentados coordenados pelo N, O é
o complexo [Pb(sac)ophen(H,O)], em que o Pb apresenta nimero de
coordenacgdo 8, com os dois anions sacarinato atuando como ligantes bidentados

(Baran, 2005).

2.3 Fungos

Os fungos sdo seres microscopicos desprovidos de clorofila, eucariontes,
que vivem saprofitamente, como parasitas ou em simbiose com vegetais; eles se
reproduzem por esporos, sexualmente ou assexualmente (Silveira, 1968). Seus
esporos podem ser disseminados por varios agentes, sendo o principal o vento
que os leva a longa distancias. Outros agentes como dgua e insetos, podem
representar um papel mais importante que o vento no processo de disseminacgao
de seus esporos para alguns fungos (Agrios, 1997).

Alguns fungos t€ém um corpo vegetativo filamentoso, denominado
micélio. Cada ramificacdo do micélio é denominada hifa. O micélio de alguns

fungos pode ter alguns micrOmetros, mas outros podem apresentar-se com
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metros de comprimento. O crescimento do micélio ocorre de acordo com o tipo
de hifa que o fungo apresenta (Agrios, 1997).

Alguns fungos saprofitos que vivem em matéria orginica em
decomposi¢do, compreendem, aproximadamente, 100.000 espécies.
Aproximadamente 50 espécies causam doencas em humanos e animais,
afetando, principalmente a pele. Mais que 10.000 espécies de fungos causam
doengas em plantas, causando, dessa maneira, grandes prejuizos a agricultura

(Agrios, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes usados no experimento

As substancias utilizadas na sintese do complexo e na elabora¢do dos
meios de cultura foram de grau analitico e utilizadas de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes. Elas sdo apresentadas a seguir com suas

respectivas férmulas quimicas e fabricantes.

3.1.1 Sintese do complexo

Composto Foéormula Fabricante

Dicloreto de difenilestanho | (C¢Hs),SnCl, Acros

Sacarinato de s6dio C;H,O;SN Na" | Acrés

Acetonitrila CH;CN Merck

13



3.1.2 Preparacao dos meios de cultura

Composto Foérmula Fabricante

Agar Galena

Dextrose CeH 206 CAAL

Acetona C;HsO Merck

Sacarose CeH 201, Grupo Quimica Industrial
Cloranfenicol C1H,N,05Cl, | Schering-Plough Veterindria
(antibidtico

Quemicetina)

3.2 Sintese do complexo

Para a realizacdo deste trabalho, utilizou-se a metodologia modificada
de sintese empregada por Cotton et al. (1984), descrita a seguir:

Em um béquer de 50 mL, foram dissolvidos 0,275 g (0,8mmol) de
dicloreto de difenilestanho em 10mL de acetonitrila. Em outro béquer,
dissolveram-se 0,164g (0,8mmol) de sacarinato de sédio, em 10 mL de 4gua
destilada. Feito isto, juntaram-se as duas solugcdes em béquer de 50 mL,
mantendo sob agitacdo por meia hora. Apds a agitacdo, observou-se a formacdo
de um precipitado com aparéncia de um pé fino e cor branca. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a uma velocidade de 5.000 rpm, separando-se o
sobrenadante, que foi descartado, do sélido e levado a uma estufa, com
temperatura de 70°C, por um periodo de 5 horas, para eliminar os solventes
utilizados. O composto foi armazenado em frascos e levado a um dessecador

contendo silica gel, para posteriores andlises.
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3.3 Caracterizacao do complexo
Utilizaram-se para a caracterizacdo dos compostos, as seguintes
técnicas:

1- Ponto de fusao — O ponto de fusdo do complexo sintetizado neste trabalho
foi realizado no Laboratério de Quimica Orgéinica do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras, utilizando-se um aparelho
Biicchi, modelo 535.

2- Espectroscopia na regiao do infravermelho — Realizada no Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Lavras, empregando-se
espectrometro FT'S 3000 Excalibur Digilab, com trasformata de Fourier
(resolucdo 2 cm’' e 20 scans), com a técnica de pastilhamento com brometo
de potdssio (KBr). As pastilhas com o brometo de potdssio foram preparadas
pesando-se o complexo numa propor¢ao de 3%, em relagdo ao brometo de
potdssio, para uma melhor resposta do espectrometro.

3- Andlise elementar de CHN. Realizada no Laboratério de Anadlise
Elementar do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais, utilizando-se um equipamento Elemental Analyzer, da Perkin Elmer

série PE 2400 CHN.

3.4 Testes de atividades biologicas

3.4.1 Crescimento micelial dos fungos Colletotrichum coccodes, Rhizoctonia
solani e Fusarium oxysporum

Foram realizados testes in vitro para verificar se esses compostos
(reagentes utilizados na sintese e complexo obtido) influenciam no
desenvolvimento das culturas. Esses compostos foram aplicados em cultura dos

fungos Colletotrichum coccodes, Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum .
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Os fungos utilizados no experimento foram adquiridos no Laboratério
de Diagnose e Controle de Enfermidades do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras.

O meio de cultura, BDA (batata, dextrose e agar), foi fundido a uma
temperatura de 50°C e separados em frascos. Em cada frasco, foram
adicionados os produtos a serem testados, os reagentes, dicloreto de
difenilestanho e sacarinato de s6dio e o complexo obtido na sintese. Apds a
adi¢do dos produtos, colocou-se o antibidtico Quemicetina. Os produtos foram
anteriormente dissolvidos numa solu¢do 4gua/acetona, na propor¢do 1:4,
(Olurinola et al. 1992), nas doses de 0, 1, 5, 10, 25, 100, 250 e 500mgL'1. Esses
meios de cultura foram vertidos em placas de Petri de 9 cm de diametro,
anteriormente esterilizadas em forno especifico, durante 90 minutos. Em cada
placa colocaram-se, aproximadamente, 20 mL de meio de cultura. Apds a
solidificacdo do meio, discos de 7mm de didmetro contendo o micélio dos
fungos estudados, cortados de uma cultura pura (com 8 dias ) foram colocadas
no centro da placa de Petri. As placas foram vedadas com um filme pléstico e
levadas para uma cdmara de crescimento, com temperatura de,
aproximadamente, 22°C, com fotoperiodo de 12 horas. Dos procedimentos
realizados anteriormente, todos foram realizados em ciamara de fluxo laminar,
para evitar a contaminagdo de outros microorganismos. Os testes foram
realizados em quadruplicata.

A avaliacdo do crescimento micelial no experimento para os fungos
Colletotrichum coccodes e Fusarium oxysporum foi realizada no 2°, 4°, 6°, 8°,
10°, 12° e 14° dias apds a inoculag@o dos fungos. Para a Rhizoctonia solani, a
avaliag@o de crescimento micelial foi realizada no 1°, 2°, 3°, 4°, 5° e 6° dias apds
o inicio dos testes. Essa avalia¢do diferenciada para a R. solani deve-se ao seu

rdpido crescimento.
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Para se obter as médias de velocidade de crescimento micelial,
tragcaram-se duas retas na placa de Petri, que passava pelo disco de 7mm, uma
perpendicular a outra, e media-se o didmetro da colonia em cada uma dessas
retas, usando uma régua graduada em milimetros. Na andlise estatistica,
consideraram-se as médias dos indices de velocidade de crescimento micelial, de
acordo com a férmula proposta por Throneberry & Smith (1955), descrita a

seguir:

IVCM =) (D-Da)/N

em que:

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;
D = didametro médio atual da coldnia;

Da = didmetro médio da col6nia no dia anterior;

N = ndmero de dias apds a inoculacio.

3.5 Analise estatistica

A andlise estatistica experimental utilizada foi o deliamento inteiramente
casualizado (DIC). Para os testes bioldgicos, utilizou-se o esquema fatorial (3 x
3 x 8) x 4, sendo 3 fungos (Colletotrichum coccodes, Fusarium oxysporum e
Rhizocthonia solani), 3 compostos empregados (dicloreto de difenilestanho,
sacarinato de s6dio e complexo), 8 doses (0, 1, 5, 10, 25, 100, 250, 500 mgL'l) €
4 repeticdes.

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Scott-Knott (1974),
a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR (Ferreira, 2003).

Foram realizadas quatro repeti¢des para cada tratamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao do complexo

4.1.1 Ponto de fusdo
O complexo obtido e os reagentes foram submetidos a aquecimento

para determinacdo do seu ponto de fusdo. Os resultados estdo apresentados na

Tabelal:

TABELA 1. Pontos de fusao do complexo e dos reagentes utilizados na sintese.

Compostos Pontos de fusao (°C)

'Dicloreto de difenilestanho 39,8 - 42,9
2Sacarinato de sédio 362

'Complexo 259d

"Determinado experimentalmente; ’Dados da literatura (Beninca et al, 2006); d =
decomposicao.

A determinacdo do ponto de fusdo do complexo ndo foi possivel, pois o
complexo sofreu decomposicdo. O ponto de decomposicdo do complexo obtido
neste trabalho estd muito préximo ao complexo entre o dicloreto de
difenilestanho com o ligante do dcido R-mandélico (ponto de decomposicdo

242°C), um pouco superior aos complexos formados entre o dicloreto de
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difenilestanho entre os ligantes do 4cido S-mandélico e dcido R+S mandélico
(210°C e 242°C, respectivamente) obtidos por Costa (2004).

Como o ponto de decomposi¢do do complexo estd entre os pontos de
fusdo do dicloreto de difenilestanho e o sacarinato de sddio, pode-se evidenciar

uma possivel coordenagdo entre estes compostos de partida.

4.1.2 Analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio

Os resultados analiticos estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 . Resultados de analise elementar de CHN.

Complexo % de carbono % de hidrogénio % de nitrogénio
Experimental 40, 95 2,38 1,83
Teobrico 41,49 2,47 1,54

De acordo com os resultados de andlise elementar de carbono, hidrogénio
e nitrogénio, ndo foi possivel determinar uma propor¢do estequiométrica
(férmula minima) para o complexo formado. Com estes resultados, observa-se e
evidencia-se uma possivel formacao de um dimero, trimero ou, até mesmo, uma

polimerizagdo entre o dicloreto de difenilestanho com o sacarinato de sédio.
4.1.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os resultados das determinacdes por meio da espectroscopia na regido

do infravermelho estdo apresentados na Tabela 3 e nas Figuras 4, 5 e 6.
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TABELA 3. Fregiiéncias dos espectros (cm') de absorcio na regidio do
infravermelho dos reagentes empregados na sintese e do

complexo obtido.

Atribuigdes VC-H arom  VC=C arom VC=0 VO0=S=0 VSn-O

(cm'l) (cm'l) (cm'l) (cm'l) (cm'l)

Dicloreto de 3045 1480

difenil

estanho

Sacarina 3045 1455 1642 1332
1148

Complexo 3056 1480 1625 1332 572
1125

V - Freqiiéncia de estiramento; arom — aromé4tico; assim. - assimétrico
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FIGURA 3. Espectro de absorc¢do na regidao do infravermelho do sacarinato de
sodio.
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FIGURA 4. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho do dicloreto de
difenilestanho.
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FIGURA 5. Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho do complexo.

De acordo com estes resultados, observou-se que houve um
deslocamento da banda da carbonila da molécula de sacarinato de sédio de 1.642
cm’! para 1.625 cm’' na molécula do complexo, evidenciando, assim, que houve
uma possivel coordenacdo por meio do 4tomo de oxigénio deste grupo. O grupo
sulfonila livre (molécula de sacarinato de sdédio) apresenta duas bandas de
estiramento, uma em 1.332 cm™ e outra em 1.148 cm™. No complexo, foram
observadas duas bandas, em 1.332 c¢cm’' e 1.125 cm’, havendo um
deslocamento, da segunda banda, para regido de mais baixa freqiiéncia,
evidenciando que somente um oxigénio estd coordenado com o 4tomo central de

estanho (Pretsch et al, 1993).
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Como os estiramentos C=C e C-H aromadtico ndo sofreram nenhuma
mudanca, significa que a parte das moléculas referente ao anel benzé€nico, tanto
do sacarinato de s6dio quanto do dicloreto de difenilestanho, ndo sofreu
nenhuma mudanga em suas estruturas. Para o grupo fenil do reagente de partida,
dicloreto de difenilestanho, pode-se evidenciar que ndo houve variagdo da
freqiiéncia de estiramento do mesmo, ou seja, este continua ligado ao estanho. Ja
para o anel benzénico do reagente sacarinato de sddio, esta informacao nio pode
ser um parametro para determinar a coordenagdo do reagente ao metal estanho.
Estes resultados estdo muitos proximos dos encontrados por Costa (2004) e

Aradjo (2002).
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o dicloreto de difenilestanho; destas, a menor média foi obtida com a
concentracio de 500 mgL™". Para o dicloreto de difenilestanho, pode-se observar
que as doses 1, 10 e 25 mgL™" e as doses 100 e 250 mgL™" ndo apresentam
diferencas estatisticas em suas médias de velocidade de crescimento. As médias
de velocidade de crescimento se comportaram com grande diferenca em relagao
a testemunha (0 mgL™), crescendo muito menos que ela.

Com o tratamento realizado com o sacarinato de sédio, comparado aos
demais compostos apresentados na Tabela 4, constatou-se que essas médias de
crescimento em algumas concentragdes como em 5, 100 e 250 mgL'l, foram até
superiores 2 testemunha (0 mgL™") e a concentragio de 500 mgL™" foi igual a
média de velocidade de crescimento da testemunha. Esse fato € justificavel pelo
acréscimo de carboidrato (sacarinato de s6dio) no meio de cultura, favorecendo,
assim, um maior desenvolvimento do fungo (Silveira,1968).

Na Tabela 4, se pode verificar com relagdo as médias de crescimento,
quando se utilizou o complexo sintetizado, que as doses que mais inibiram o
crescimento do fungo C. coccodes foram aquelas acima de 5 mgL’, ndo
mostrando diferencas muito significativas entre elas. Ji a dose de 1 mgL™

praticamente ndo inibiu o crescimento do C. coccodes.
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TABELA 4. Médias do indice de velocidade de crescimento micelial
relacionadas a influéncia de diferentes doses dos reagentes e do

complexo para o fungo C. coccodes.

Composto Doses (mg.L'l) Médias (cm)
Dicloreto de difenilestanho 0 0,22a
1 0,09b
5 0,07c
10 0,09b
25 0,09b
100 0,06d
250 0,06d
500 0,05¢
Sacarinato de soédio 0 0,22d
1 0,20e
5 0,26b
10 0,20e
25 0,19f
100 0,25¢
250 0,28a
500 0,22d
Complexo 0 0,22a
1 0,20b
5 0,07c
10 0,07¢
25 0,07¢
100 0,07c
250 0,06d
500 0,07¢

4.2.2 Crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporum
Nas Figuras 4A, 5A e 6A estdo relacionadas os experimentos realizados

com o fungo Fusarium oxysporum.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, podem-se
observar as médias de velocidade de crescimento micelial para o dicloreto de
difenilestanho, sacarinato de sdédio e complexo para o fungo Fusarium
oxysporum. Verifica-se que as doses que proporcionaram o0S menores
crescimentos, quando se utilizou o reagente dicloreto de difenilestanho, foram
10, 100 e 250 mgL™". Essas médias foram muito menores que o tratamento
realizado com a testemunha ( 0 mgL'l).

No tratamento realizado com o sacarinato de sodio, foram obtidas as
maiores médias de velocidade de crescimento para o fungo Fusarium oxysporum
(Tabela 5). A dose de 250 mgL™" proporcionou uma velocidade de crescimento
superior a da testemunha. Mas, as doses de 1, 5, 10, 25, 100 e 500 mgL'1
inibiram o crescimento do fungo, ou seja, as médias de velocidade de
crescimento se mostraram menores que a testemunha (Silveira, 1968).

Como visto na Tabela 5, no tratamento realizado com o complexo, todas
as doses inibiram o crescimento do F. oxysporum. As doses que se mostraram
mais eficientes foram 100, 250 e 500 mgL’l, mostrando velocidade de
crescimento muito abaixo a da testemunha. Em trabalho realizado por Barbiéri et
al. (2006), as médias de velocidade de crescimento, utilizando-se um complexo
sintetizado a partir do dcido (R+S) mandélico e hidreto de trifenilestanho, foram
maiores que as encontradas neste trabalho. O fungo utilizado foi o Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. Em comparacdo com o trabalho de Barbieri et al.
(2006), pode-se inferir que o composto organoestanico sintetizado a partir do
sacarinato de so6dio, neste trabalho, € mais eficaz que o organoestanico

sintetizado a partir do dcido mandélico.
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TABELA 5. Médias do indice de velocidade de crescimento micelial
relacionadas a influéncia de diferentes doses dos reagentes e do

complexo para o fungo F. oxysporum.

Composto Dose (mgL'l) Médias (cm)
Dicloreto de 0 0,34a
difenilestanho 1 0,24b
5 0,12¢
10 0,10e
25 0,11d
100 0,08f
250 0,06g
500 0,10e
Sacarinato de sédio 0 0,34b
1 0,24f
5 0,29¢
10 0,32d
25 0,33c¢
100 0,24f
250 0,46a
500 0,24f
Complexo 0 0,34a
1 0,13b
5 0,11d
10 0,12¢
25 0,10e
100 0,05h
250 0,09f
500 0,08g

4.2.3 Crescimento micelial do fungo Rhizoctonia solani
As Figuras 7A, 8A e 9a (Anexo) estdo relacionadas ao experimento

realizado com o fungo Rhizoctonia solani.
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De acordo com os dados da Tabela 6, podem-se verificar que as médias
de velocidade de crescimento para o fungo R. solani foram as maiores que todos
os fungos estudados, independente dos compostos estudados (reagentes ou
complexo). Essas altas taxas de velocidade de crescimento podem estar
relacionadas a fisiologia do fungo. Para o reagente testado, dicloreto de
difenilestanho, de acordo com a Tabela 6, pode-se constatar que todas as doses
testadas se mostraram eficientes para a inibicdo do crescimento micelial,
aumentando o poder de inibi¢do conforme se aumenta a dose. As doses mais
eficientes foram 25 e 500 mgL ™.

No tratamento realizado com o sacarinato de sddio, apresentado na
Tabela 6, todas as doses proporcionaram um crescimento maior que o da
testemunha, exceto a dose de 100 mgL"'. Comparando-se a R. solani com os
outros fungos utilizados neste trabalho, constata-se que ele é o fungo mais
sensivel a presenca de carboidratos (sacarinato de s6dio) no meio de cultura.

Como apresentado na Tabela 6, no tratamento realizado com o
complexo, todas as doses inibiram o crescimento micelial da R. solani, tendo as
melhores sido as 250 e 500 mgL"'. Ao contrdrio de Costa (2004), foi possivel
avaliar o crescimento micelial da Rizoctonia solani. Também observou-se, como
Costa (2004), que houve uma diminuicdo do vigor do fungo estudado nos
tratamentos, quando foram utilizados o complexo e o dicloreto de

difenilestanho.
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TABELA 6. Médias do indice de velocidade de crescimento micelial
relacionadas a influéncia de diferentes doses dos reagentes e do

complexo para o fungo R. solani.

Composto Dose (mgL'l) Médias (cm)
Dicloreto de 0 0,61a
difenilestanho 1 0,39b
5 0,26¢
10 0,25d
25 0,12g
100 0,17f
250 0,18¢e
500 0,12¢g
Sacarinato de sédio 0 0,61f
1 1,07d
5 1,74a
10 1,08¢
25 0,97e
100 0,382
250 1,07d
500 1,12b
Complexo 0 0,61a
1 0,38b
5 0,19
10 0,24c¢
25 0,18f
100 0,22d
250 0,13h
500 0,17g

Analisando-se os resultados das Tabelas 4, 5 e 6, referente as
velocidades de crescimento micelial dos fungos C. coccodes, F. oxysporum e R.
solani, respectivamente, pode-se observar que o complexo sintetizado neste

trabalho proporcionou uma melhor inibi¢do dos fungos, comparado ao reagente
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de partida, dicloreto de difenilestanho. Comparando-se a velocidade de
crescimento micelial do sacarinato de s6dio com os demais compostos (dicloreto
de difenilestanho), constata-se que, para o fungo R. solani, a velocidade de
crescimento, para todas as doses, exceto 100 mgL'l, ¢ maior comparada com a
da testemunha. Para os demais fungos (C. coccodes e F. oxysporum), as
velocidades de crescimento micelial aproximaram-se das respectivas

testemunhas.
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5 CONCLUSOES

O complexo formado a partir do dicloreto de difenilestanho com o
sacarinato de s6dio foi sintetizado e caracterizado por andlise elementar de
carbono, hidrogénio e nitrogénio, ponto de fusdo e por espectroscopia na regiao
do infravermelho.

A andlise elementar de carbono hidrogé€nio sugere que houve uma
polimeriza¢do do complexo, ndo proporcionando uma interpretacdo adequada
das proporcdes estequiométricas. Nao foi possivel determinar o ponto de fusio
do complexo, pois 0 mesmo se decompds a uma temperatura muito préxima a
encontrada por Costa (2004).

O complexo sintetizado teve bandas de absorcdo deslocadas das bandas
apresentadas pelo dicloreto de difenilestanho e sacarinato de s6dio, mostrando,
dessa forma, que, possivelmente, houve formacdo do complexo e que a
coordenagdo deve ter ocorrido entre o oxigénio da carbonila e um oxigénio do
grupo sulfonila.

Em relacd@o aos testes bioldgicos, o sacarinato de sédio mostrou baixo
poder de inibi¢do e, em muitos casos, proporcionou o crescimento do fungo. Por
exemplo, para o C. coccodes, as doses de 5, 100 e 250 mgL'; para o F.
oxysporum, a dose de 250 mgl' e, para a R. solani, todas proporcionaram
crescimento, exceto a dose de 100 mgL™". O dicloreto de difenilestanho inibiu
todos os fungos, tendo as doses mais efetivas sido a partir de 5 mgL"'. O
complexo sintetizado inibiu todos os fungos a partir de 1 mgL™”, sendo este
melhor inibidor que o dicloreto de difenilestanho. O fungo C. coccodes foi o

fungo mais sensivel ao complexo.
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7 ANEXOS
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Testemunha 1 mgL"! SmgL"!

10mgL" 25mgL"! 100mgL™"!

250 mgL™"! 500 mgL™"

FIGURA 1A: Colletotrichum coccodes com o tratamento realizado com o

dicloreto de difenilestanho, apds 14 dias de incubac@o.
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Testemunha ImgL" S5mgL’

10 mgL™!

100 mgL"

500 mgL™"!

FIGURA 2A: Colletotrichum coccodes com o tratamento realizado com o

sacarinato de s6dio, apds 14 dias de incubagao.
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Testemunha 1 mgL" 5 mgl™

10 mgL"!

100 mgL™!

\

250 mgL™!

FIGURA 3A: Colletotrichum coccodes com o tratamento realizado com o

complexo, apds 14 dias de incubagio.
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Testemunha 1 mgL" 5 mgL"

\‘

100 mgL"

10 mgL™!

\

250 mgL™! 500 mgL™!

FIGURA 4A: Fusarium oxysporum com o tratamento realizado com o dicloreto

de difenilestanho, apds 14 dias de incubagio.
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Testemunha 5 mgL’ 25 mgl

100 mgL" 250 mgL"! 500 mgL"

FIGURA 5A - Fusarium oxysporum com o tratamento realizado com o

sacarinato de sédio, apds 14 dias de incubagéo.
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Testemunha 1 mgl” 5 mgL"

10 mgL”’

100 mgL™!

250 mgL"! 500 mgL"!

FIGURA 6A: Fusarium oxysporum com o tratamento realizado com o

complexo, apds 14 dias de incubacdo.

44



Testemunha 1 mgL™" 5 mgL’

10 mgL™! 25 mgL"! 100 mgL™!

\

250 mg L™ 500 mgL"

FIGURA 7A: Rhizoctonia solani com o tratamento realizado com o dicloreto de

difenilestanho, apds 6 dias de incubagio.
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Testemunha 1 mgL"

10mgL" 25mg L’ 100 mg L™

250 mg L™ 500 mg L™

FIGURA 8A: Rhizoctonia solani com o tratamento realizado com o sacarinato

de sddio, ap6s 6 dias de incubagio.
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Testemunha 1 mgL-1 5 mgL-1

25 mgl 100 mgL™

\

250 mg L-1 500 mg L-1

FIGURA 9A - Rhizoctonia solani com o tratamento realizado com o complexo,

apos 6 dias de incubagio.
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TABELA 1B - Andlise de variancia para o indice de velocidade de crescimento

micelial para os fungos Colletotrichum coccodes, Fusarium

oxysporum € Rhizoctonia solani.

FV G.L. S.Q. Q.M. Fc Pr>Fc
Fungo 2 7,6947944  3,8473972 2795,6491 0,00001
Produto 2 7,7256457  3,8628228 2806,8579 0,00001
Doses 7 1,2403265 0,1771895 128,7519 0,00001
Fungo*Produto 4 4,9598792  1,239698  901,0040 0,00001
Fungo*Dose 14 0,9780115 0,0698580 901,0040 0,00001
Produto*Dose 14 2,1293950 0,1520996 110,5208 0,00001
Fungo*Produto*Dose 28 2,4370974 0,0870392 63,2456  0,00001
Residuo 216 0,2972611 0,0013762
Total 287 27,4624109
CV (%) 13,135
Média Geral 0,282438
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