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Resumo 
 
 

A viticultura é uma atividade de grande importância económica por todo o mundo. 
Ao longo dos anos, a sustentabilidade das vinhas tem sido constantemente 
ameaçada por diversos fungos patogénicos causando prejuízos económicos de 
grande escala. Recentemente, o fungo Lasiodiplodia theobromae tem ganho 
grande notoriedade como fitopatogénico, provocando o cancro da videira e 
“dieback”. Várias estratégias de controlo deste fungo foram já aplicadas para 
mitigar a sua propagação. Estas estratégias passam por ações preventivas a 
nível cultural, químico e biológico. No entanto, nenhuma das tentativas de 
controlo fitosanitário implementadas mostrara ser eficaz ou ambientalmente 
inóqua. Apesar de ainda não ter sido aplicada no combate a L. theobromae, a 
terapia fotodinâmica tem mostrado ser uma abordagem bastante promissora 
contra vários fungos fitopatogénicos. 
Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência da inativação fotodinâmica, 
com luz solar e luz PAR contínua, de fotossensibilizadores (PSs) sintéticos 
comerciais [azul de toluidina O (TBO] e azul de metileno (AM)], não comerciais 

do tipo porfirínico [um derivado porfirínico tetracatiónico (Tetra-Py⁺-Me) e quatro 
clorinas catiónicas (H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄, ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄, 
H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ e ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄)], e ainda a riboflavina, 
considerada um PS natural.  
A exposição à luz solar de L. theobromae na presença de 1,0 e 2,0 mM de TBO 
e 2,66 e 5,32 mM de Riboflavina não provocou a inibição do crescimento quando 
o PS foi adicionado ao meio semi-sólido de aveia ou aplicado diretamente à 
superfície do meio de cultura. No entanto, o AM nas concentrações de 1,0 e 2,0 
mM reduziu o crescimento do micélio em 60% e 83%, respetivamente. Esta 
inibição no crescimento apenas se verificou para o método de incorporação do 
PS no meio semi-sólido. Com irradiação com luz branca artificial (PAR) contínua 
e na presença de 1,0 mM de TBO, 1,0 mM de AM, 2,66 mM de riboflavina, 50 

µM dos derivados sintéticos Tetra-Py⁺-Me, H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄, 
ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄, H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ e ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ houve 
inibição significativa do crescimento do micélio. Esta inibição foi de 100% para o 

TBO, AM, Tetra-Py⁺-Me, ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄ e H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄, 99% 

para ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄, 96% para H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄ e 90% para a 
riboflavina. No entanto, em todas as situações testadas, houve recuperação do 
crescimento uma vez terminada a exposição à luz, passando de 100% de 
inibição para recuperação total após 4 dias de incubação no escuro. Na presença 

de 50 µM de AM ou 5,0 µM de Tetra-Py⁺-Me e irradiação contínua com luz PAR, 
observou-se que a produção de biomassa foi reduzida em 57% e 54%, 
respetivamente. O tipo de mecanismo envolvido nesta inativação fotodinâmica 
foi avaliado utilizando-se scavengers de oxigénio singleto e radicais livres. Na 
presença de AM, o scavenger azida de sódio não exerceu nenhum efeito de 
proteção na inativação do fungo ao contrário do D-manitol, confirmando que os 
radicais livres (mecanismo tipo I) são as espécies reativas de oxigénio (ROS) 
preponderantes na inativação fotodinâmica de L. theobromae com AM.  
Os resultados demonstram que a inativação fotodinâmica é uma estratégia 
interessante para o controle de fungos fitopatogénicos mas que existem ainda 
dificuldades a ultrapassar, nomeadamente as relacionadas com a recuperação 
do fungo, uma vez interrompida a exposição à luz. Contudo, o uso de pastas, 
emulsões ou tintas contendo o PS nas feridas expostas de videiras infetadas 
pode proporcionar melhor proteção em comparação com a pulverização com 
soluções líquidas.  
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Abstract 

 
Viticulture is an economic activity of global relevance. Over the years, the 
sustainability of vineyards has been threatened by several pathogenic fungi 
causing large-scale economic losses. Recently, the fungus Lasiodiploda 
theobromae has gained notoriety as the main causal agent of vine disease, 
triggering trunk cancer and dieback. Several control strategies have already been 
implemented to mitigate the spread, from preventive cultural, to chemical and 
biological measures. However, none of these control attempts proved to be either 
effective or environmentally friendly. Although it has not yet been used in L. 
theobromae, photodynamic inactivation has shown to be a very promising 
approach against several phytopathogenic fungi.  
The objective of this work was to evaluate the efficiency of the photodynamic 
inactivation of L. theobromae with the synthetic photosensitizers (PSs) toluidine 
blue O (TBO) and methylene blue (MB), the cationic porphyrin (Tetra-Py+-Me), 

chlorines (H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄, ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄, H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ 
and ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄) and the natural photosensitizer riboflavin, with 
natural sunlight and continuous PAR light irradiation. Exposure to sunlight in 
presence of 1,0 and 2,0 mM of TBO and 2,66 and 5.32 mM of riboflavin did not 
induce inhibition of L. theobromae growth when the PS was either added to soft 
oat medium or directly spread on the surface of oat agar. However, when 1,0 and 
2,0 mM of MB was incorporated in the soft agar layer, there was a reduction of L. 
theobromae growth by 60% and 83%, respectively. Continuous irradiation with 
PAR light in presence of 1,0 mM TBO, 1,0 mM MB, 2,66 mM riboflavin, 50 μM of 

porphyrinic derivatives Tetra-Py+-Me, H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄, 
ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄, H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ and ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ 
inhibited mycelial growth. This inhibition was 100% for TBO, MB, Tetra-Py+-Me, 

ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄ and H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄, 99% for 
ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄, 96% for H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄, and 90% for riboflavin. 
However, once irradiation was terminated, there was a full recovery of mycelium 
developed during a period of 4 days of dark incubation. In the presence of 50 μM 
of MB and 5,0 μM of Tetra-Py+-Me and under continuous irradiation with PAR 
light, biomass production was reduced by 57% and 54%, respectively. The type 
of mechanism involved in the photodynamic inactivation was determined using 
specific scavengers. In the presence of MB, sodium azide had no protective effect 
on inactivation of this fungus unlike D-mannitol, confirming that free radicals (type 
I mechanism) are the main reactive oxygen species (ROS) involved in the 
photodynamic inactivation of L. theobromae with this PS.  
The results demonstrate that the photodynamic inactivation can be an interesting 
strategy for the control of phytopathogenic fungi, but that there are still difficulties 
to overcome, namely those related to fungus regrowth upon ending light 
exposure. However, the use of PS-containing pastes, emulsions or paints in the 
exposed wounds of infected vines may provide better protection compared to 
pulverization with liquid solutions. 
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1. Introdução 
 

1.1 - Lasiodiplodia como agente patogénico da videira 

 

A viticultura é uma atividade de importante relevo económico praticada a nível global 

[1]. Em Portugal, o cultivo de vinha é uma das atividades socioeconómicas mais relevantes, 

representando cerca de 14% da área total agrícola plantada e 6% das produções totais [2]. 

Ocupando uma extensa área de 195 mil hectares, as vinhas portuguesas produzem 6,0 milhões 

de hectolitros de vinho, dos quais cerca de metade são exportados, contribuindo para um 

rendimento anual de 700 milhões de euros. Em 2016, Portugal foi considerado o 11º produtor 

mundial de vinho e o 9º exportador mundial [3-4]. 

A videira (Vitis vinífera L.) é altamente vulnerável a doenças fúngicas, bacterianas e virais 

que reduzem a sua longevidade e produtividade, tendo como consequência o aumento dos 

custos anuais de produção devido à necessidade de aplicação de medidas preventivas [5-6]. 

Muitas das doenças que ameaçam a sustentabilidade da viticultura por todo o mundo são 

causadas por fungos como Eutypa lata, Phomopsis viticola, Phaeomoniella chlamydospora, 

Phaeoacremonium aleophilum, Diatrypella sp., conhecidos por provocarem o declínio das 

videiras. No entanto, nos últimos anos as espécies de Botryosphaeriaceae têm ganho grande 

notoriedade como importantes agentes patogénicos de videiras [7] uma vez que maior parte 

dos fungos isolados das zonas sintomáticas pertencem à família Botryosphaeriaceae [8–10].  

A família Botryosphaeriaceae é uma família de fungos que contém 26 géneros 

(www.MycoBank.org, 2017). As espécies desta família têm uma vasta distribuição geográfica. 

Podem ser saprófitas, endófitas e parasíticas numa grande variedade de hospedeiros lenhosos, 

incluindo muitas gimnospérmicas e angiospérmicas [11]. Até ao momento, são conhecidas 21 

espécies de Botryosphaeriaceae patogénicas de videiras [12], agrupadas nos géneros Diplodia, 

Dothiorella, Fusicoccum, Neofusicoccum, Lasiodiplodia e Spencermartinsia [7][9][13-14]. Estas 

espécies são responsáveis por cancro do lenho e dieback das videiras, uma infeção cujos 

sintomas incluem necrose dos rebentos ou atraso do seu aparecimento, clorose foliar, necrose 

marginal das folhas, redução da vitalidade da planta, insucesso da enxertia, atrofia do 

crescimento, descoloração e necrose vascular do tronco e apodrecimento do fruto [7–10][13]. 

Para além de ser reconhecido globalmente como um fungo patogénico, vários estudos 

demonstraram que, em regiões de clima mais quente, Lasiodiplodia theobromae é a espécie de 

Botryosphaeriaceae mais prevalente e virulenta isolada dos cancros das videiras [6][15-18], 

sendo considerada o agente causal primário de cancro e dieback nessas vinhas [7][15-16][19]. 

http://www.mycobank.org/
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Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl. tornou-se um patogénico proeminente 

das videiras entre 1990 e 2000 quando cancros vasculares e dieback começaram a emergir nos 

EUA, nomeadamente nos Estados da Califórnia e Arizona [20]. Posteriormente foi associado ao 

declínio de videiras na África do Sul [11] Austrália [21], México [15], Argentina [22], Itália [23], 

Espanha [24], Iraque [16], Uruguai [25], China [17], Perú [19], Brasil [18], Turquia [26] entre 

outras regiões. Lasiodiplodia theobromae é também considerado um patogénico tropical e 

subtropical, infetando videiras por todo o mundo [27]. 

A temperatura é um fator muito importante na distribuição geográfica deste fungo. A 

temperatura ótima de crescimento do micélio e de germinação dos conídios de L. theobromae 

em videiras é relativamente alta, variando entre os 27-33 °C e 30-40 °C, respetivamente [14]. O 

facto de necessitar de elevadas temperaturas para alcançar um crescimento ótimo e 

esporulação explica o facto de ser raramente isolado em regiões mais frias e ser 

maioritariamente encontrado em regiões caracterizadas por um clima semi-árido, com invernos 

moderados e verões quentes [15][23][29-30]. A temperatura afeta também a produção de 

proteínas extracelulares, a atividade extracelular enzimática e o efeito fitotóxico de estirpes de 

L. theobromae [30][31]. Deste modo, a temperatura não só afeta a sua distribuição geográfica e 

prevalência, como também a sua virulência. Lasiodiplodia theobromae pode ser isolado de 

videiras que não apresentam sintomas de infeção, isto é, assintomáticas [11]. Os stresses 

abióticos e bióticos, como a temperatura, seca extremas, danos físicos, competição e condições 

climáticas extremas, podem, assim, alterar a virulência deste fungo, passando de endófitico 

comensal a patogénico, com consequente estabelecimento da doença e aparecimento de 

sintomas [32]. É seguro, portanto, afirmar que as condições climáticas afetam claramente a 

incidência, distribuição e patogenicidade deste fungo [9-10][15][23][29]. Sob os atuais cenários 

de mudança climática, os aumentos previstos da temperatura podem alterar a prevalência desta 

espécie e consequentemente a sua virulência. 

Uma das principais vias de infeção do fungo L. theobromae nas videiras é através das 

feridas recentes que resultaram da prática da poda ou de máquinas de colheita [32-33]. A 

primeira atividade é praticada todos os anos, geralmente entre Novembro e Fevereiro, 

coincidindo com a época de Inverno. Os picnídios, estruturas de reprodução assexuada onde se 

formam os conídios, podem ser encontrados à superfície da videira, quer em ferimentos velhos 

quer em material infetado, nomeadamente detritos descartados no solo que resultaram da 

poda e em hospedeiros alternativos nas proximidades. A elevada precipitação e humidade 

relativa característica desta estação são os principais fatores responsáveis pela libertação dos 

conídios, que posteriormente são disseminados pelo vento, infetando o xilema exposto das 
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feridas [11][33-35]. Por esta razão, a quantidade de inóculo no ar é maior durante o Inverno e, 

uma vez que a poda ocorre neste período, as feridas estão altamente suscetíveis à infeção 

[14][37]. Existem outros meios de disseminação de L. theobromae além do vento. Vetores, como 

insetos, também podem estar envolvidos na dispersão dos esporos. Após o período de 

dormência, as infeções ocorrem mais tarde na Primavera quando as temperaturas são mais 

favoráveis à germinação dos conídios. O dano do sistema vascular da videira devido à obstrução 

dos elementos do xilema e floema e a decomposição da madeira que se segue à infeção, 

prejudicam a translocação de água e nutrientes na planta levando ao seu declínio [38]. 

 

 

Figura 1.1 – Representação da emergência de picnídios de Lasiodiplodia theobromae em meio 

de cultura translúcido de sal-celulose (SC) (A e B) e esporulação dos picnídios à superfície do 

meio SC [39]. 

 

As espécies de Botryosphaeriaceae isoladas de videiras em declínio são conhecidas por 

produzirem metabolitos fitotóxicos que estão envolvidos na virulência que causam [38]. Por 

exemplo, Diplodia seriata produz as toxinas di-hidroisocumarina, tirosol, 4-hidroximeleína, 5-

hidroximeleína e 4-hidroxibenzaldeído [40]. Lasiodiplodia theobromae produz o 

exopolissacarídeo (EPS) β-glucano [41], ácido 3-indol carboxílico (3-ICA), ácido jasmónico, 

lasiodiplodina, botryosphaerilactona A, di-hidrofuranonas substituídas [(3S,4R,5R)-4-

hidroximetil-3,5-dimetildihidro-2-furanona, (3S,4S)- e (3R,4S)-4-acetil-3-metil-2-

dihidrofuranona)], meleínas (cis-(3R,4R)- e trans-(3R,4S)-4-hidroximeleína),  ciclo-(Trp-Ala) e 

scylatone [31].  Estes metabolitos acumulam-se nas folhas e feridas, inibem os mecanismos de 

defesa do hospedeiro e produzem efeitos fitotóxicos como a clorose foliar [23][31].  
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1.2 – Estratégias de controlo de Lasiodipodia theobromae em viticultura 

 

As estratégias atuais de controlo de L. theobromae passam, principalmente, pela 

integração de medidas preventivas culturais, químicas e biológicas. Uma das principais medidas 

preventivas culturais, aplicada por muitos viticultores, é a poda tardia realizada no fim do 

Inverno. O risco de infeção é menor porque a libertação dos esporos é menor devido à redução 

da precipitação, as temperaturas mais altas aceleram a cicatrização das feridas e a 

suscetibilidade das feridas diminui significativamente à medida que o intervalo de tempo entre 

a poda e a inoculação aumenta [14][36]. Deste modo, é reconhecido que a poda das videiras em 

tempo seco e quente é fundamental para a redução do risco de infeção por este agente 

patogénico. No entanto, a aplicação destas condições ótimas corresponde a um período curto, 

o que para agricultores com grandes vinhas se torna pouco prático ou mesmo inexequível. 

Todavia, a ocorrência de precipitação tardia no fim do Inverno aumenta as concentrações de 

inóculo e atrasa as respostas fisiológicas das videiras para a reparação das feridas. Assim, apesar 

de ser uma estratégia integrada de gestão de pragas, a poda tardia não assegura o controlo 

suficiente numa vinha infetada. Outra opção igualmente viável é a redução do inóculo através 

de sanitização. Esta inclui a remoção cirúrgica do material infetado e necrótico da videira, 

mantendo apenas tecido suficiente para ocorrer a regeneração de novos ramos, bem como a 

sua remoção ou enterro, dado que quando é deixado no solo das vinhas torna-se uma fonte de 

inóculo importante [33]. Contudo, mesmo havendo sanitização, os esporos podem ser 

disseminados através do vento a partir de outras áreas infetadas e de hospedeiros na vizinhança. 

A proteção das feridas cirúrgicas e feridas da poda também é recomendável para controlar a 

doença. O uso de tintas resistentes que formam uma barreira física à penetração dos fungos é 

uma solução [33][42-43]. Contudo, estas tintas apenas fornecem uma barreira física à infeção e 

não protegem contra esporos que possam pousar e germinar nas superfícies expostas antes da 

aplicação [43]. Além disso, o uso destas tintas necessita de mão-de-obra intensiva para grandes 

vinhas e de várias aplicações quando há elevada precipitação, devido à pressão feita na tinta 

pela seiva que acaba por a destacar [33].  

O controlo químico de L. theobromae em videiras é método mais comum praticado pelos 

agricultores. A aplicação dos fungicidas é feita antes do período de maior risco de infeção e os 

biocidas são aplicados diretamente nas feridas existentes através de sprays ou pastas contendo 

o fungicida misturado com uma tinta (ex: VAPᵀᴹ – tinta acrílica de vinil) [42]. O número de 

produtos comercialmente disponíveis na União Europeia contra este fungo patogénico é 
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limitado. Os fungicidas Benomil®, Carbendazim®, Fluazinam®, Fludioxonil®, Flusilazole®, 

Iprodiona®, Penconazole®, Prochloraz®, Procimidona®, Tebuconazole®, Tiabendazol®, 

Tiofanato-metilo® são referidos na literatura como os mais eficientes na inibição do crescimento 

do micélio de L. theobromae [43-46]. No entanto, de acordo com a base de dados internacional 

PAN (Pesticide Action Network), muitos destes fungicidas, à exceção de Fluazinam®, 

Fludioxonil®, Penconazole®, Prochloraz®, Tebuconazole®, Tiabendazol® e Tiofanato-metilo®, 

estão proibidos na União Europeia ou estão sob vigilância para possível remoção (www.pan-

international.org, 2018). O seu uso intensivo ou descontrolado constitui uma ameaça para a 

saúde pública e para o meio ambiente, uma vez que a maior parte dos fungicidas são tóxicos e 

não são seletivos, eliminando macro e microrganismos benéficos que são essenciais para o 

equilíbrio ecológico. Estes fungicidas contaminam solos e frutos podendo levar ao aparecimento 

de infertilidade, cancro no Homem e ao surgimento de estirpes resistentes [47-48]. Apesar do 

controlo químico ser o método mais eficaz contra este tipo de patogénico, não só não fornece 

proteção total para o período inteiro de suscetibilidade da videira como são facilmente 

eliminados pela chuva e têm que ser aplicados regularmente, tornando-se um processo 

demorado e economicamente difícil, principalmente, em extensas áreas [45]. Para evitar 

impactos negativos no meio ambiente e assegurar a qualidade do produto, os fungicidas 

químicos precisam de ser substituídos por métodos de controlo mais seguros.  

O controlo biológico é uma alternativa importante para redução do uso de fungicidas 

nas videiras. Os agentes de controlo biológico são geralmente microrganismos que exercem um 

efeito antagonista no crescimento do organismo patogénico [49]. O uso destes microrganismos 

antagonistas e dos seus metabolitos secundários como agentes de biocontrolo, podem 

promover o crescimento da planta e protegê-la de infeções patogénicas [50]. O biocontrolo é 

alcançado direta e indiretamente por antibiose, ao lisar as células e/ou bloquear funções 

específicas relacionadas com o crescimento do agente patogénico, por competição de nichos e 

nutrientes, pela interferência com a sinalização dos patogénicos e pela indução da resistência 

da planta [51]. Além disso, também pode ser alcançado pela degradação dos fatores de 

virulência ou fitotoxinas dos patogénicos, levando à redução dos sintomas da doença [52]. Na 

literatura existem poucos antagonistas benéficos registados como agentes de biocontrolo de L. 

theobromae em videiras. Os metabolitos da bactéria Bacillus subtilis AG1 mostraram inibir in 

vitro o crescimento do micélio de L. theobromae por antibiose em cancros de videiras [50]. O 

mesmo se verifica com Brevibacillus brevis FJAT-0809-GLX no fruto jambo-rosa [53]. O 

micoparasita Trichoderma harzianum reduz do crescimento do micélio de L. theobromae em 

goiaba, competindo por nutrientes e espaço [54]. Apesar de oferecerem opções de controlo a 
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longo prazo, os agentes de controlo biológico têm que conseguir colonizar o hospedeiro antes 

de controlarem eficazmente a infeção [43]. A potencial alteração da microflora nativa pelos 

agentes de biocontrolo é outro dos problemas deste método de controlo. São ainda necessários 

estudos extensivos para avaliar o comportamento dos microrganismos dentro da planta, assim 

como a sua interação com a microflora natural [47].  

 

1.3 – Inativação fotodinâmica de agentes fitopatogénicos 

 

A inativação fotodinâmica (PDI) representa uma perspetiva alternativa aos agentes 

antifúngicos no controlo de doenças causadas por fungos patogénicos de plantas. Foi 

descoberta acidentalmente em 1900 pelo estudante de medicina Oscar Raab que observou que 

o microrganismo Paramecium caudatum morria quando era exposto simultaneamente ao 

corante acridina e luz, mas que o mesmo não acontecia quando era mantido no escuro [55]. 

Mais tarde, os seus supervisores verificaram que o oxigénio também era necessário para que 

este efeito biológico ocorresse [56]. Contudo, após a descoberta dos antibióticos em 1950 esta 

terapia entrou em desuso. Entre 1970 e 2010, a terapia fotodinâmica (PDT) foi focada 

essencialmente no tratamento de cancro e somente nos últimos anos o seu uso foi 

redirecionado para o combate de microrganismos patogénicos multirresistentes [57], 

abrangendo áreas como a medicina, agricultura e microbiologia alimentar [58-59]. Desde então, 

inúmeros estudos mostraram a eficácia desta técnica em bactérias, vírus, leveduras e fungos 

[60-63]. 

A ação fotodinâmica depende, assim, da interação de 3 componentes básicos: um 

agente fotossensibilizador (PS), uma fonte de luz e oxigénio molecular. O agente 

fotossensibilizador absorve luz com comprimento de onda correspondente a uma das suas 

bandas de absorção, passando desta forma para um estado energético superior (estado singleto 

excitado). Aqui pode permanecer por um período curto (nanossegundos) e regressar ao estado 

fundamental por emissão de luz (fluorescência) ou sofrer uma inversão do spin (ISC - cruzamento 

de intersistemas) e transformar-se num estado ainda excitado de tripleto mais estável e com 

tempo de vida na ordem dos microssegundos. Este tempo de vida maior permite que haja tempo 

suficiente para que o PS neste estado tripleto interaja com o oxigénio molecular (O₂) através de 

duas vias fotoquímicas diferentes, denominadas de mecanismo de Tipo I e Tipo II. O mecanismo 

de Tipo I envolve reações de transferência de eletrões (aceitação ou doação de eletrões para 

um substrato), levando à formação de espécies reativas de oxigénio (ROS) como sejam um anião 

ou catião radical. O anião radical formado pode, por exemplo, reagir com o oxigénio molecular 
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e gerar o anião superóxido (O2
•-). Este pode sofrer uma redução formando peróxido de 

hidrogénio (H2O2), que por sua vez pode formar radicais de hidroxilo (•OH). O mecanismo de 

Tipo II envolve a transferência de energia entre o PS no estado tripleto excitado e oxigénio 

molecular, levando à formação do oxigénio singleto (¹O₂) altamente reativo, retornando o PS ao 

seu estado fundamental (S₀) [57][64-65] (Fig. 1.2).  

 

 

 

Figura 1.2 – Representação esquemática do diagrama de Jablonski mostrando os mecanismos 

de ação da inativação fotodinâmica [66] 

 

Além da natureza do microrganismo ou células-alvo, a eficácia da terapia fotodinâmica 

depende essencialmente das características do PS e da fonte de luz. Para ser eficiente na 

inativação de microrganismos, o PS deve ser um composto puro e seguro, absorver a luz no 

espectro visível, ter uma boa produção de ROS após irradiação, não provocar toxicidade no 

escuro e fazer efeito a baixas concentrações [67-68]. Os PSs usados na PDT estão divididos em 

primeira, segunda e terceira gerações. Os de primeira geração, como o derivado de 

hematoporfirina (HpD) e Photofrin II (uma forma purificada de HpD) foram os primeiros a serem 

aplicados na terapia fotodinâmica. No entanto possuíam limitações, como composição 

complexa com baixa pureza química e comprimentos de onda de absorção curtos, tendo como 

consequência a baixa penetração dos tecidos. Além disso, não eram facilmente eliminados 

levando a reações prolongadas de fotossensibilidade [69-70]. Estas desvantagens levaram ao 

desenvolvimento de PSs de segunda geração mais puros e estáveis, com espectros de absorção 

melhorados, que permitiram uma maior penetração da luz nos tecidos usando menores doses 

de luz, e com menos efeitos adversos do que os de primeira geração [70]. A esta categoria 

pertencem PSs como metaloporfirinas, porficenos, feoforbídeos, purpurinas, ftalocianinas, 

naftalocianinas, clorinas, bacterioclorinas, precursores de fotoporfirina IX (PpIX), fenotiazinas 
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(Azul de Metileno e Azul de Toluidina O), cianinas, dipirrometenos, hipericina e xantenos (Rosa 

bengala) [71-72]. Os PSs de terceira geração estão a ser desenvolvidos para melhorar os 

resultados obtidos na terapia fotodinâmica, ao otimizar as características foto-físicas, como a 

geração de ROS citotóxicos e a profundidade de penetração da luz. Estes baseiam-se numa 

maior seletividade, sendo dirigidos a alvos intracelulares específicos. A PDT mediada por 

engenharia genética, nanotecnologia, anticorpos monoclonais e lipossomas são exemplos de 

novas abordagens [73-76].  

Apesar dos fungos serem alvos mais complexos que as bactérias, o comportamento das 

suas células face ao processo fotodinâmico é estritamente menos controlado por fatores 

estruturais do que no caso das bactérias [77]. A membrana celular dos fungos é rodeada por 

uma parede relativamente porosa de beta-glucano, quitina e mannoproteínas que permitem a 

passagem de moléculas de PSs não catiónicos (Fig. 1.3). Contudo, a parede celular e a membrana 

citoplasmática são carregadas negativamente, o que favorece a ligação de PSs catiónicos como 

Azul de Metileno (AM) e Azul de Toluidina O (TBO) [68][78-79], tornando-os mais eficientes na 

inativação fotodinâmica de fungos que outros PS neutros [80].  

 

 

Figura 1.3 – Organização estrutural das paredes celulares de fungos patogénicos [81]. 

 

Após a absorção/adsorção do PS pelo fungo, as espécies reativas de oxigénio (ROS) 

causam danos oxidativos não específicos sobre diversas biomoléculas, particularmente 

proteínas, lípidos e ácidos nucleicos, e a subsequente morte do fungo [82]. Foi já demonstrado 

que o oxigénio singleto (1O2) inativa enzimas e outras proteínas e causa a peroxidação de lípidos 

levando à lise de membranas celulares, lisossomas e mitocôndrias [83]. Dado que os ROS 
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atingem diversos alvos celulares, a oportunidade de adaptação biológica e aquisição de 

resistência aos ROS é mínima, uma vez que não existe nenhuma defesa celular contra agentes 

de oxidação não específicos [67][84]. O limitado tempo de vida dos ROS limita a sua difusão e 

aumenta a resposta localizada, sem danificar os tecidos da planta hospedeira [62]. Assim, os PSs 

são menos tóxicos e agressivos para meio ambiente do que os agentes antifúngicos tradicionais 

[85], o que torna esta técnica de controlo bastante apelativa. No entanto, uma desvantagem 

importante que este tipo de tratamento antifúngico pode apresentar é o facto de não funcionar 

no escuro. Após cessar a iluminação, a produção de ROS também termina e é muito provável 

que qualquer célula microbiana que ainda esteja viva possa recuperar dos danos e voltar a 

proliferar novamente [84][86].  

Face ao problema existente no controlo de fungos fitopatogénicos, ao risco de 

contaminação dos produtos agrícolas e do ambiente devido ao uso excessivo de fungicidas, ao 

aparecimento de estirpes tolerantes aos antifúngicos comuns e a escassa disponibilidade de 

antifúngicos eficientes, a inativação fotodinâmica constitui, assim, uma alternativa.  

 

1.4 – Objetivos 

 

Estudos anteriores demonstraram a eficiência da PDI com diferentes PSs no controlo de 

fungos filamentosos potencialmente patogénicos ou fitopatogénicos como Alternaria [87], 

Aspergillus [88], Botrytis [89], Candida [90], Colletotrichum [84], Cryptococcus [91], Fusarium 

[92], Metarhizium [62] e Trichophyton [93]. No entanto, não existe nenhum registo na literatura 

do seu uso em fungos do género Lasiodiplodia. Como tal, este trabalho teve como objetivo 

avaliar o potencial fotodinâmico de moléculas naturais e sintéticas na inativação in vitro do 

fungo L. theobromae quando expostas à luz solar e luz PAR contínua, verificar a propensão de 

recuperação do fungo após procedimento de PDI, quantificar a biomassa produzida nas 

condições de inativação fotodinâmica utilizadas e determinar o tipo de mecanismo de 

fotoinativação envolvido. 
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2. Materiais e Métodos 

 
 

2.1 – Material biológico e condições de cultivo 

 

 A estirpe de Lasiodioplodia theobromae LA-SOL3 usada neste estudo foi cedido pela 

professora Ana Cristina Esteves (Fungal & Plant Biology Lab, CESAM, Departamento de Biologia 

da Universidade de Aveiro). A cultura foi mantida em meio de agar de aveia (30 g/L de Aveia e 

15g/L de Agar), à temperatura ambiente (20-30 °C) no escuro. Antes de cada experiência, foi 

preparada uma nova cultura (cultura de trabalho) colocando um bloco de micélio (aprox. 6 mm 

de diâmetro) de uma cultura prévia à superfície de uma nova placa de meio de aveia. As culturas 

de trabalho foram incubadas durante 6 dias a 28 °C.  

 

2.2 - Preparação dos fotossensibilizadores e scavengers de espécies reativas de oxigénio 

   

 Foram testados o PS natural Riboflavina (Sigma) e os PSs sintéticos comerciais Azul de 

Toluidina O (TBO, Sigma-Aldrich) e Azul de Metileno (AM, AppliChem), a porfirina Tetra-Py+-Me 

(Tetraiodeto de 5,10,15,20-tetraquis(1-metilpiridinio-4-il) porfirina) e as clorinas 

(H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄, ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄, H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ e ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄) 

sintetizadas no Laboratório de Química Orgânica do Departamento de Química da Universidade 

de Aveiro. As estruturas químicas de todos os PSs encontram-se na Fig. 2.1. As soluções de 

trabalho de TBO (10 mM), AM (10 mM), Tetra-Py⁺-Me (500 µM) e de cada uma das clorinas 

testadas (500 µM) foram preparadas usando dimetilssulfóxido (DMSO) como solvente. A solução 

de trabalho da Riboflavina (26,6 mM) foi preparada em água destilada. As soluções foram 

protegidas da luz com folha de alumínio, para evitar a fotodegradação, e conservadas a 4 °C. 

Antes de cada experiência, as soluções de trabalho foram homogeneizadas por sonicação 

durante 15 min.  

 As soluções de trabalho (1,0 M) de azida de sódio e D-manitol, usados como scavengers 

específicos de oxigénio singleto e radicais livres respetivamente, foram preparadas em água 

destilada, esterilizadas por filtração e mantidas a 4 °C.  
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Figura 2.1 – Estrutura química dos fotossensibilizadores usados neste estudo[90][94][95]. 

 

 

2.3 – Ensaio de inativação fotodinâmica usando luz solar  

 

A avaliação do efeito fotodinâmico à luz solar foi realizado somente para os PSs TBO, 

AM e Ribloflavina. Foram testados dois desenhos experimentais para a exposição do micélio aos 

PSs TBO (1 mM), AM (1 mM) e Riboflavina (2,66 mM). O primeiro método (espalhamento) 

consistiu na adição de alíquotas de 100 µL da solução de PS diluída em tampão fosfato salino 

(PBS, pH 7,4) até à concentração de trabalho à superfície do meio de cultura e espalhadas 

assepticamente com um espalhador. No segundo método (camada dupla) a solução de PS foi 

incorporada em 4 mL de meio aveia semi-sólido (5% de agar) sendo este vertido sobre meio de 

cultura sólido de modo a obter uma camada fina contendo o PS na concentração de trabalho. 

Um novo ensaio para os PSs TBO (2 mM), AM (2 mM) e Riboflavina (5,32 mM) foi realizado 

apenas para o primeiro método da cama dupla. 

Na base das placas de cultura, foram traçados duas linhas perpendiculares e um inóculo 

(bloco de micélio com 6 mm de diâmetro) foi colocado no ponto de interseção (Fig. 2.2). As 

placas de cultura foram expostas à luz solar natural durante 7 dias (fotoperíodo natural dia e 

noite), à temperatura ambiente. Durante o período de incubação, procedeu-se à medição diária 



12 
 

do tamanho do raio das colónias, ao longo dos 4 eixos traçados na base das placas, e calculou-

se o raio médio. Sempre que se observou embaciamento das tampas, procedeu-se à sua 

substituição por novas tampas estéreis.  

Em cada ensaio foram incluídos um controlo claro, sem adição de PS mas exposto à luz, 

e um controlo escuro, semelhante à condição teste mas protegido da luz com folha de alumínio. 

Foram preparadas 5 réplicas para cada condição experimental (teste, controlo claro e controlo 

escuro. Cada experiência foi repetida em 3 ensaios independentes. 

 

 

 

Figura 2.2 – Representação do tracejado perpendicular na base da placa de cultura e 

inoculação de um bloco de micélio no ponto de interseção. 

 
 

2.4 – Ensaio de inativação fotodinâmica com luz PAR artificial 

 

 A avaliação do efeito fotodinâmico com luz PAR artificial (380-700 nm) foi realizada para 

os PSs TBO, AM, riboflavina, porfirina Tetra-Py⁺-Me, e clorinas H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄, 

ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄, H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ e ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄, usando o método da dupla 

camada descrito na secção anterior. Foram testadas as concentrações de 1,0 mM de TBO, 1,0 

mM de AM, 2,66 mM de Riboflavina, 50 µM de porfirina Tetra-Py⁺-Me e 50 µM de cada clorina 

em estudo. As placas correspondentes aos testes e controlos foram expostas a um alinhamento 

de lâmpadas fluorescentes (13 lâmpadas OSRAM 21 18W, com uma irradiância de 40 W/m²). A 

irradiação foi conduzida à temperatura ambiente e de forma ininterrupta, durante 24h por dia, 

durante 7 dias.  

Durante o período de incubação, procedeu-se à medição diária do tamanho do raio das 

colónias, ao longo dos 4 eixos traçados na base das placas, e calculou-se o raio médio. Sempre 
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que se observou embaciamento das tampas, procedeu-se à sua substituição por novas tampas 

estéreis. Em cada ensaio foram incluídos um controlo claro, sem adição de PS mas exposto à luz, 

e um controlo escuro, semelhante à condição teste mas protegido da luz com folha de alumínio. 

Foram preparadas 5 réplicas para cada condição experimental (teste, controlo claro e controlo 

escuro). Cada experiência foi repetida em 3 ensaios independentes. 

 

2.5 – Estimativa do tempo de inativação completa 

 

Com o objetivo de determinar o tempo mínimo de exposição à luz PAR necessário para 

a inibição completa do crescimento do micélio de L. theobromae, com 1,0 mM de AM e 50 µM 

de porfirina Tetra-Py⁺-Me, procedeu-se a um ensaio idêntico ao descrito na secção anterior (2.4) 

mas em que apenas se incluiu a condição teste, e se preparou um consunto de placas 

correspondentes a 5 réplicas por cada um dos 7 dias de exposição. Para cada dia, um conjunto 

de 5 placas foi retirado da luz e incubado no escuro a 28 °C durante 4 dias. Durante o período 

de incubação no escuro, procedeu-se à determinação do crescimento radial do micélio. Foram 

realizados 3 ensaios independentes.  

 

2.6 – Efeito da inativação fotodinâmica na produção de biomassa  

 

 O efeito da inativação fotodinâmica com AM (50 µM) e com Tetra-Py⁺-Me (5,0 µM) na 

produção de biomassa de L. theobromae foi testado em ensaios de irradiação de culturas 

líquidas em caldo de aveia (meio de aveia não agarizado). Foram preparados frascos contendo 

50 mL de meio, aos quais de adicionou as soluções de PS de forma a obter as concentrações de 

trabalho. O meio foi inoculado com blocos de micélio (6 mm de diâmetro) retirados da zona 

periférica das culturas de trabalho (micélio jovem). As culturas, correspondentes aos testes e 

controlos, foram incubadas no escuro a 28 °C durante 30 min e seguidamente foram expostas a 

um alinhamento de lâmpadas fluorescentes (13 lâmpadas OSRAM 21 18W, com irradiância de 

40 W/m²). A irradiação foi conduzida à temperatura ambiente e de forma ininterrupta, durante 

24h por dia, durante 7 dias. Em cada ensaio, foi incluído um controlo claro, sem adição de PS 

mas exposto às mesmas condições de luz das condições teste, e um controlo escuro, semelhante 

ao teste mas protegido da luz com folha de alumínio.  

Após o período de incubação, o micélio foi recolhido por filtração a vácuo, em filtros de 

gaze estéril (Medicomp®) previamente pesados. Após a filtração, os filtros foram secos a 50 °C 

durante 48 h, recolhidos num exsicador e pesados. A biomassa, expressa em peso seco de 

micélio, foi estimada por subtração do peso seco do filtro (antes da filtração) ao peso seco do 
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filtro com o micélio. Foram realizados 3 ensaios independentes para cada condição experimental 

(teste, controlo claro e controlo escuro), cada um com 5 réplicas. 

 

2.7 – Mecanismo de inativação fotodinâmica  

 

Para determinar do tipo de mecanismo (tipo I ou tipo II) envolvido na inativação 

fotodinâmica de L. theobromae com os PSs AM e Tetra-Py⁺-Me, foi testado o efeito de 

scavengers específicos de radicais livres (D-manitol) e de oxigénio singleto (azida sódica). Para 

tal, foi seguido um desenho experimental idêntico ao usado para avaliar a produção da biomassa 

(secção 2.6) em que, para além dos controlos, se incluiu a condição teste (50 µM de AM ou 5 

µM de Tetra-Py⁺-Me) idêntica aos testes feitos anteriormente mas em que ao meio de cultura 

se adicionou também 100 µM de D-manitol ou 100 µM de azida sódica. Foram preparadas 5 

réplicas para cada condição experimental. 

As culturas, correspondentes aos testes e controlos, foram incubadas no escuro a 28 °C 

durante 30 min, irradiadas durante 7 dias e a biomassa foi determinada segundo o 

procedimento descrito na secção 2.6. 

 

2.8 – Análise estatística 

 

 A análise estatística dos resultados foi feita com o programa IBM SPSS 25. A significância 

das diferenças entre as condições testadas foi avaliada usando o teste ANOVA. Um valor de p < 

0,05 foi considerado significativo.  

 

 

3. Resultados 

 

3.1 – Ensaio de inativação fotodinâmica à luz solar 

 

Os resultados dos ensaios de inibição do crescimento do micélio de L. theobromae com 

os PSs TBO, AM e Riboflavina e irradiação com luz solar encontram-se representados nas figuras 

3.1 e 3.2. 
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Quando aplicados diretamente à superfície do meio de cultura (T1, espalhamento), os 

PSs sintéticos TBO e AM (1,0 mM) e o PS natural Riboflavina (2,66 mM) não causaram inibição 

estatisticamente significativa do crescimento do micélio (p > 0,05) relativamente aos controlos 

(Fig. 3.1). O crescimento das colónias no CC estabilizou ao fim de 5 dias de incubação, atingindo 

um máximo de 4,1 cm de raio médio. Embora na condição T1, correspondente à aplicação do PS 

 

Figura 3.1 – Variação do raio médio do micélio de Lasiodiplodia theobromae ao longo de 7 

dias de exposição a luz solar. Os ensaios foram realizados em agar de aveia com 

concentrações de 1,0 mM de TBO (A), 1,0 mM de AM (B) ou 2,66 mM de Riboflavina (C). O CC 

(controlo claro) corresponde à exposição do fungo à luz solar sem a presença de PS. O Teste 

1 e Teste 2 correspondem à exposição simultânea do fungo à luz e ao PS. O Teste 1 

corresponde à aplicação da solução de PS à superfície do meio sólido, por espalhamento. O 

Teste 2 corresponde o método da camada dupla em que o PS foi incorporado na camada 

superior de meio semi-sólido. Os CEs (controlos escuros) correspondem às mesmas condições 

que os Testes 1 e 2 sem exposição à luz. Os valores correspondem à média de 3 ensaios 

independentes, cada um deles com 5 réplicas e as barras de erro correspondem ao desvio 

padrão. A significância estatística das diferenças entre as condições experimentais foi avaliada 

por one-way ANOVA. As diferenças significativas (p < 0,05) relativamente ao controle claro 

(CC) estão assinaladas com *. 
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por espalhamento, se tenha verificado um atraso no crescimento do micélio e ao 5º dia o 

diâmetro médio do micélio nas condições teste com TBO (38%), AM (38%) e Riboflavina (41%) 

fosse inferior ao controlo claro, houve total recuperação do crescimento ao 6º dia de incubação 

e no final da experiência os valores eram idênticos ao dos controlos. 

Quando o PS foi incorporado na camada superior de meio semi-sólido (T2, camada 

dupla), os PSs TBO e Riboflavina não causaram uma inibição significativa do crescimento das 

colónias (p > 0,05, Fig. 3.1 A e C). Embora se tenha verificado um atraso no crescimento do 

micélio, com reduções máximas do raio médio do micélio nas condições testes atingidas ao 5º 

dia para TBO (65%) e Riboflavina (46%) comparativamente ao do CC, houve total recuperação 

do crescimento ao 7º dia de incubação. No entanto, o PS AM mostrou reduzir significativamente 

o crescimento do micélio quando exposto à luz solar (p < 0,05, Fig. 3.1 B). A redução foi máxima 

ao 5º dia de incubação (83% em relação ao CC) e no fim do período de incubação o raio médio 

do micélio da condição teste correspondia a uma redução de 60% do raio médio do CC. 

 

 
Figura 3.2 – Desenvolvimento do micélio de Lasiodiplodia theobromae ao fim de 7 dias de 

exposição à luz solar, na presença dos PSs TBO 1,0 mM (a, b), AM 1,0 mM (c, d) e Riboflavina 

2,66 mM (e, f). As séries (a), (c) e (e) correspondem ao método do espalhamento (T1), as 

séries (b), (d) e (f) correspondem ao método da camada dupla (T2) e a série (g) corresponde 

ao crescimento do fungo em meio de aveia, à luz solar, sem qualquer PS adicionado (controlo 

do crescimento). 

 

Uma vez que se obteve maior inibição do crescimento com a incorporação do PS em 

meio semi-sólido (T2), esta abordagem foi usada para testar o efeito da duplicação da 

concentração TBO, AM e Riboflavina mantendo a irradiação com luz solar (Figs. 3.3 e 3.4). Com 
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TBO (2,0 mM) ou Riboflavina (5,32 mM) não houve inibição significativa do crescimento do 

micélio (p > 0,05, Fig. 3.3 A e C). O atraso no crescimento do micélio foi observado, com reduções 

máximas do raio médio nas condições testes ao 6º dia para TBO (48%) e ao 5º dia para a 

Riboflavina (28%) comparativamente ao do CC, e posterior recuperação do crescimento durante 

o 6º e 7º dia de incubação. Com AM (2,0 mM) verificou-se uma redução significativa do 

crescimento do micélio quando exposto à luz solar (p < 0,05, Fig. 3.3B). Esta redução foi máxima 

(86% em relação ao CC) ao 6º dia de incubação. No final da experiência, raio médio da condição 

T2 correspondia a uma redução de 83% do raio médio do CC. 

  

   

 

 

 

 

 

   

Figura 3.3 – Variação do raio médio do micélio de Lasiodiplodia theobromae ao longo de 7 dias 

de exposição à luz solar. Os ensaios foram realizados em agar de aveia com concentrações de 

2,0 mM de TBO (A), 2,0 mM de AM (B) e 5,32 mM de Riboflavina (C). O CC (controlo claro) 

corresponde à exposição do fungo à luz solar sem a presença de PS. O CE (controlo escuro) 

corresponde às mesmas condições que o T2 (T2, método da camada dupla) sem exposição à 

luz. Os valores correspondem à média de 3 ensaios independentes, cada um deles com 5 

réplicas e as barras de erro correspondem ao desvio padrão. A significância estatística das 

diferenças entre as condições experimentais foi avaliada por one-way ANOVA. As diferenças 

significativas (p < 0,05) relativamente ao controle claro (CC) estão assinaladas com *. 
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3.2 – Ensaio de inativação fotodinâmica com luz PAR 

 

O efeito dos PSs TBO, AM, Riboflavina, Tetra-Py⁺-Me, e clorinas H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄, 

ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄, H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ e ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ sob luz PAR, sobre o 

desenvolvimento do micélio de L. theobromae encontram-se representados nas figuras 3.5, 3.6 

e 3.7.  

Os resultados correspondentes aos CC mostram que em geral, a crescimento foi mais 

rápido nos controlos escuros. A luz PAR na ausência de PS, atenuou em 21% (p < 0,05) o 

crescimento do micélio relativamente ao CE dos compostos TBO, AM e Riboflavina (Fig. 3.5). No 

final da experiência, observou-se uma inibição de 100% em relação ao CE (ausência de 

crescimento) para a condição teste dos PSs TBO, AM, porfirina e para as clorinas 

ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄ e H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄. Relativamente ao CE, verificaram-se ainda 

reduções significativas do raio médio do micélio (p < 0,05)  nas condições teste dos PSs 

Riboflavina (90%), clorina H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄ (96%) e ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ (99%). As 

diferenças de inibição no crescimento do micélio registadas entre as clorinas nas condições teste 

não foram estatisticamente significativas (p > 0,05). A ausência de fotoestabilidade também foi 

observada para estes PSs, tendo a cor do PS desaparecido do meio de cultura após 24h de 

exposição contínua a luz PAR.  

 

Figura 3.4 – Desenvolvimento do micélio de Lasiodiplodia theobromae ao fim de 7 dias de 

exposição à luz solar, na presença dos PSs TBO 2,0 mM (a), AM 2,0 mM (b) e Riboflavina 5,32 

mM (c) aplicados pelo método da camada dupla. A série (d) corresponde ao crescimento do 

fungo em meio de aveia, à luz solar, sem qualquer PS adicionado (controlo do crescimento). 
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Figura 3.5 – Variação do raio médio do micélio Lasiodiplodia theobromae ao longo de 7 dias 

de irradiação contínua com luz PAR. Os ensaios foram realizados em agar de aveia com 

concentrações de 1,0 mM de TBO (A), 1,0 mM de AM (B) 2,66 mM de Riboflavina (C) e 50 µM 

de Tetra-Py⁺-Me. O CC (controlo claro) corresponde à exposição do fungo à luz PAR sem a 

presença de PS. O CE (controlo escuro) corresponde às mesmas condições que o T2 (T2, 

método da camada dupla) sem exposição à luz. Os valores correspondem à média de 3 

ensaios independentes, cada um deles com 5 réplicas e as barras de erro correspondem ao 

desvio padrão. A significância estatística das diferenças entre as condições experimentais foi 

avaliada por one-way ANOVA. As diferenças significativas (p < 0,05) relativamente ao CE estão 

assinaladas com *. 
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Figura 3.6 - Variação do raio médio do micélio Lasiodiplodia theobromae ao longo de 7 dias 

de irradiação contínua com luz PAR. Os ensaios foram realizados em agar de aveia com 

concentrações de 50 µM de H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄ (A), 50 µM de ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄ (B) 50 µM 

de H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ (C) e 50 µM de ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ (D). O CC (controlo claro) 

corresponde à exposição do fungo à luz PAR sem a presença de PS. O CE (controlo escuro) 

corresponde às mesmas condições que o T2 (T2, método da camada dupla) sem exposição à 

luz. Os valores correspondem à média de 3 ensaios independentes, cada um deles com 5 

réplicas e as barras de erro correspondem ao desvio padrão. A significância estatística das 

diferenças entre as condições experimentais foi avaliada por one-way ANOVA. As diferenças 

significativas (p < 0,05) relativamente ao CC estão assinaladas com *. 
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Figura 3.7 – Desenvolvimento do micélio de Lasiodiplodia theobromae ao fim de 7 dias de 

exposição contínua à luz PAR, na presença dos PSs H₂ChlTPPF₁₆[SPyM]₄ 50 µM (b), 

ZnChlTPPF₁₆[SPyM]₄ 50 µM (d) H₂ChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ 50 µM (f) e ZnChlTPPF₁₆[NPyOM]₄ 50 

µM (h), aplicados pelo método da camada dupla. A série (e) corresponde ao crescimento do 

fungo em meio de aveia, à luz PAR, sem qualquer PS adicionado (controlo do crescimento). 

 

 

3.3 – Recuperação do crescimento após irradiação com luz PAR 

 

Uma vez que nas experiências com a luz PAR os PSs AM e Tetra-Py⁺-Me causaram 

inibição total do crescimento do micélio de L. theobromae, durante os 7 dias de irradiação, 

foram feitas novas experiências em que para cada dia de irradiação se retirou um conjunto de 

placas-teste que foram seguidamente incubadas no escuro para avaliar a capacidade de 

recuperação do crescimento. A variação do raio médio do micélio, ao longo de 4 dias de 

incubação no escuro de culturas previamente irradiadas durante 1 a 7 dias, encontra-se 

representada na Fig. 3.8. Verificou-se que houve a recuperação do crescimento do micélio em 

todas as culturas, independentemente do tempo de irradiação com luz PAR.  
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Figura 3.8 – Recuperação do crescimento do micélio de Lasiodiplodia theobromae após 

irradiação com luz PAR na presença dos PSs AM 1,0 mM (A) e Tetra-Py⁺-Me 50 µM (B). As 

diferentes cores representam os dias de exposição à luz PAR. O raio médio da colónia foi 

registado diariamente após incubação das amostras no escuro a 28 °C. I₀ representa o raio 

médio inicial do micélio. Os valores representados correspondem à média de 3 ensaios 

independentes, cada um com 5 réplicas, e as barras de erro correspondem ao desvio padrão. 

A significância estatística das diferenças entre as condições experimentais foi avaliada por 

one-way ANOVA. 

 

 

3.4 – Produção de biomassa em meio líquido 

 

A produção de biomassa em culturas líquidas de L. theobromae na presença dos PSs 

sintéticos AM e Tetra-Py⁺-Me, durante 7 dias de irradiação com luz PAR, encontra-se 

representada na figura 3.9. A irradiação das culturas na presença de AM ou Tetra-Py⁺-Me, 

causou a redução significativa na produção de biomassa (p < 0,05) relativamente ao CC. A 
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redução foi de 57% para AM e 54% para Tetra-Py⁺-Me. O aparente aumento na produção de 

biomassa no escuro, na presença de Tetra-Py⁺Me, não foi estatisticamente significativo. 

 

 
 

Figura 3.9 – Produção da biomassa de Lasiodiplodia theobromae durante 7 dias de exposição 

contínua a luz PAR. Os ensaios foram realizados em meio líquido de aveia na presença de 50 

µM de AM (A) ou 5,0 µM de Tetra-Py⁺-Me (B). O CC corresponde à exposição do fungo à luz 

solar sem adição de PS e o Teste à adição do PS ao meio líquido. O CE contém a mesma 

concentração de PS que o teste mas foi protegido da luz. As colunas representam a média de 

3 ensaios independentes e as barras de erro correspondem ao desvio padrão. Os grupos 

homogéneos definidos por ANOVA one-way (p < 0,05) e comparação post-hoc pelo R-W-G-W 

Q range test estão identificados como a e b, respetivamente. 

 
 

3.5 – Tipo de mecanismo de inativação fotodinâmica 

 

A contribuição relativa dos dois tipos de mecanismo de inativação fotodinâmica dos PSs 

sintéticos AM e Tetra-Py⁺-Me foi avaliada em experiências de adição de scavengers e os 

resultados estão representados na figura 3.10. A adição de azida sódica não teve efeito 

significativo na fotossensibilização com AM nem com a porfirina, sendo os valores de biomassa 

total semelhantes aos correspondentes à condição de teste com os PSs. A adição de D-manitol 

resultou num aumento significativo da biomassa produzida na presença de AM (p < 0,05), para 

um valor semelhante ao obtido no controlo claro (Fig. 3.9). Na presença da porfirina, a adição 

de D-manitol não induziu efeito significativo. 
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4. Discussão  
 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiência da inativação fotodinâmica no 

controle do crescimento do micélio de L. theobromae. Foram testados os fotossensibilizadores 

sintéticos TBO, AM, porfirina tetracatiónica Tetra-Py+-Me e derivados de clorinas e o 

fotossensibilizador natural riboflavina. Como fonte de luz usou-se inicialmente luz solar natural 

e posteriormente um sistema de lâmpadas emitindo na gama PAR (400-700 nm).  

Começou-se por avaliar o efeito fotodinâmico à luz solar dos PSs TBO, AM e Riboflavina 

no crescimento do micélio ao aplicar duas formas de exposição do fungo ao PS, durante o seu 

cultivo: a aplicação direta da solução de PS sobre a superfície do meio sólido (espalhamento) ou 

a incorporação do PS em meio semi-sólido aplicada sobre o meio sólido de base (camada-dupla). 

As duas estratégias experimentais produziram efeitos diferentes. O método de espalhamento 

não permitiu demonstrar inibição significativa do crescimento fungo com nenhum dos PSs 

testados, após sete dias de exposição à luz solar aplicada segundo os ciclos naturais dia/noite. 

Apesar de se ter verificado atraso no crescimento do fungo, a diferença não é estatisticamente 

significativa e no final da experiência, as condições-teste registaram crescimento semelhante ao 

  

Figura 3.10 – Produção da biomassa de Lasiodiplodia theobromae durante 7 dias de exposição 

contínua a luz PAR, em meio líquido contendo os PSs AM (50 µM) ou Tetra-Py⁺-Me (5,0 µM) 

e os scavengers de NaN₃ (AS, 100 mM) e D-manitol (DM, 100 mM). Os valores correspondem 

à média de 5 réplicas e as barras de erro representam o desvio padrão. Os grupos 

homogéneos definidos por ANOVA one-way (p < 0,05) e comparação post-hoc pelo R-W-G-W 

Q range test estão identificados como a e b, respetivamente. 
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dos controlos. Estes resultados mostram, assim, que na ausência de luz, as células ainda viáveis 

voltam a recuperar dos danos provocados pelos ROS produzidos durante o dia.  

Os resultados do método da camada-dupla com 1 mM de TBO ou com 2,66 mM de 

riboflavina mostram um perfil de inativação semelhante ao observado com estes PSs nos testes 

de espalhamento. No final na experiência, não houve diferença significativa entre o tamanho do 

micélio nos testes e no controlo. No entanto, com 1,0 mM de AM aplicado pela técnica de 

camada-dupla, houve inibição do crescimento e a recuperação da inibição não foi completa. 

Assim, no final da experiência, o raio médio na condição teste era de cerca de 40 % do controlo. 

Verificou-se, assim, que a aplicação do PS sob a forma de camada gelificada superficial foi mais 

eficaz na inibição do crescimento do micélio. Este resultado pode estar relacionado com uma 

maior superfície de contacto entre as hifas e as moléculas de PS. As extremidades das hifas 

conseguem penetrar em materiais sólidos ou semi-sólidos para maximizar a obtenção de 

nutrientes constituindo a zona penetrativa do micélio, responsável pela absorção de nutrientes 

a subsequente abastecimento das hifas aéreas [96]. Aplicando o PS na camada semi-sólida, rica 

em nutrientes e facilmente penetrável pelas hifas em crescimento, pode ter aumentado a 

superfície de contacto e consequentemente a eficiência de ligação das moléculas de PS à parede 

das hifas. Em termos de aplicação prática, o uso de pastas, emulsões ou tintas contendo o PS 

(ex: tinta ou gel acrílico) diretamente nas feridas expostas nas videiras, após a prática da poda 

ou de outros ferimentos causados durante o processo, pode proporcionar melhor proteção do 

que a pulverização com soluções líquidas.  

Dado que se obteve um maior efeito inibitório sobre L. theobromae quando PS foi 

adicionado à camada mais superficial de meio, utilizou-se esta abordagem para testar a 

duplicação da concentração de PS, com o objetivo de aumentar o efeito inibitório. No entanto, 

verificou-se que continuou a não haver inibição significativa, nem com 2 mM de TBO nem com 

5,32 mM de riboflavina. A correlação entre a eficiência de inativação e a concentração de PS 

tem sido demonstrada com diversos PSs, incluindo o TBO [62][97]. Contudo, tem também sido 

observada uma redução da eficiência de inativação com concentrações muito elevadas, uma vez 

que os locais alvo do PS ficam saturados deixando uma quantidade substancial de PS não ligado 

que vai absorver os fotões de luz longe das células [98]. Como as ROS têm tempos de vida curtos 

que limitam o seu deslocamento, apenas as estruturas que estão na proximidade do PS iriam 

sofrer dano [99]. Embora seja um PS interessante para aplicação em matrizes alimentares uma 

vez que é um aditivo alimentar autorizado (E101), a riboflavina tem mostrado resultados 

dececionantes na inativação fotodinâmica de fungos. No entanto, Heaselgrave et al. [100] 

tenham obtido a inativação total de esporos de C. albicans e F. solani usando um simulador 
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solar. A concentração testada no presente trabalho (5,32 mM) corresponde a 0,2% (m/v) o que 

fica dentro das gamas de concentração usadas em diversos ensaios de PDI de fungos com 

riboflavina. O tratamento com 0,1% de riboflavina e luz UV-A foi ineficaz na inibição do 

crescimento dos fungos Aspergillus fumigatus e Fusarium sp. [101] e o aumento da 

concentração para 0.5 % não foi suficiente para inativar C. albicans [102]. A ausência de efeito 

inibitório associado à riboflavina pode ser explicada pela baixa foto-estabilidade deste PS natural 

[103]. Na presença de oxigénio, a riboflavina atua segundo um mecanismo do tipo II, exibindo 

uma produção de ¹O₂ que poderia ser suficiente para causar efeitos citotóxicos letais [105-106]. 

No entanto, a molécula de riboflavina pode oxidar-se por ação do ¹O₂ gerado [105] não 

satisfazendo assim um dos pré-requisitos importantes de um bom PS. A suscetibilidade à 

fotodegradação é provavelmente devido à instabilidade da cadeia de ribose [106-107]. Esta 

relativa rápida degradação na presença de luz limita o seu uso em aplicações práticas. Outra 

desvantagem deste PS é o facto de não ter carga positiva, o que diminui a eficiência de ligação 

à parede celular dos fungos, que tal como a das bactérias, apresenta carga negativa [108].  

Na presença de 2 mM de AM, houve uma redução de cerca de 80% no crescimento do 

micélio L. theobromae. Experiências com este PS demonstraram a redução quase total da 

viabilidade dos conídios de Colletotrichum abscissum, por exposição à luz solar [84] bem como 

a inibição do crescimento de C. acutatum, C. gloeosporioides e Aspergillus nidulans [85]. No 

presente trabalho, a inibição com a concentração de 2 mM foi maior do que com 1 mM, 

demonstrando que a concentração de PS é, neste caso, um determinante importante de 

eficiência de inativação, tal como anteriormente documentado [62][109]. No entanto, como o 

AM tem atividade antibacteriana e antifúngica intrínseca mesmo na ausência de luz [110-111], 

o aumento da concentração é limitado pela possibilidade de aumento da toxicidade associada 

[62]. No presente estudo, a exposição de L. theobromae a AM no escuro não causou efeito 

inibitório o que é coerente com resultados obtidos em C. albicans [112], Colletotrichum 

acutatum, C. gloeosporioides [85], Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum [93]. Uma vez que 

a ausência de citotoxicidade no escuro é um pré-requisito de um bom PS, associado à sua 

elevada inibição do micélio, o AM torna-se assim um bom candidato para a PDT de L. 

theobromae. 

No sentido eliminar o efeito de recuperação no escuro, a PDI de L. theobromae foi ainda 

testada em condições de iluminação contínua artificial (luz PAR). Nestes ensaios incluiu-se 

também uma porfirina tetracatiónica (Tetra-Py⁺-Me) e 4 derivados de clorinas (ZnChl TPPF₁₆ 

[SPyM]₄, H₂Chl TPPF₁₆ [SPyM]₄, H₂Chl TPPF₁₆ [NPyOM]₄ e ZnChl TPPF₁₆ [NPyOM]₄). Com 

irradiação contínua conseguiu-se a inibição completa do crescimento do micélio na presença de 
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TBO, AM, porfirina e clorinas e ainda uma inibição de 90% do crescimento, com riboflavina, 

confirmando que, no caso das experiências com luz solar natural, a interrupção da irradiação 

durante a noite foi determinante na ineficácia quase geral da inativação. Apesar que a fluência 

de 40 W/m² obtida com o sistema de luz artificial seja inferior à da radiação solar natural, os 

resultados obtidos são consideravelmente melhores. Quando a irradiação cessa, a produção de 

ROS também termina e as células que possivelmente ainda estão viáveis podem recuperar dos 

danos e continuar a crescer. Com a exposição constante à luz PAR não existe a possibilidade de 

isto acontecer e, como tal, a eficiência da inativação fotodinâmica é melhorada 

significativamente. Contudo, verificou-se um efeito inibitório da luz artificial PAR que se traduziu 

numa redução de cerca de 20% do crescimento nos controles claros. A luz visível pode afetar 

alguns processos fisiológicos em fungos filamentosos. Em espécies de Aspergillus, está 

documentado o efeito negativo da luz visível na região azul, sobre a formação do esclerócio 

[113]. Embora não esteja demonstrado um efeito do fotoperíodo sobre o crescimento de L. 

theobromae, a esporulação é afetada pelo tipo de luz [114-115]. Assim, deve ser considerada a 

hipótese de que a exposição à luz continua durante uma semana possa ter afetado outros 

processos fisiológicos relacionados com o crescimento das hifas. 

Os valores de inibição registados nas experiências de irradiação contínua são 

semelhantes aos registados noutras experiências de PDI de fungos. Souza et al. [112] e Peloi et 

al. [109] obtiveram uma inibição de 91,6% em Candida krusei e 95,14% em C. albicans, 

respetivamente, usando AM (0,31 mM e 70,4 µM) e luz laser (28 J/cm² e 6 J/cm²). Soares at al. 

[97] obteve também completa inibição do crescimento de Cryptococcus gatti com TBO (25 µM) 

e luz LED (54 J/cm²). Gonzales at al. [62] conseguiram uma inativação superior a 99% em conídios 

de Metarhizium anisopliae e A. nidulans, usando TBO (43 µM) e AM (41 µM) e irradiação com 

luz visível (50 W/m²). Usando um simulador solar (400 W/m²), Ouf et al. [116] conseguiram a 

inibição completa da germinação de esporos de Trichophyton verrucosum, T. mentagrophytes e 

Microsporum canis com AM (1 mM) e uma redução de 90% em T. verrucosum, 86,5% em T. 

mentagrophytes e 80,7% em M. canis com TBO (0,1 µM).  

Nas experiências de irradiação contínua, houve inibição completa do crescimento do 

micélio com 50 µM de porfirina catiónica e de qualquer dos derivados de clorina (50 µM). As 

porfirinas catiónicas têm sido usadas com sucesso na PDI de vírus [60], bactérias gram-negativas 

e gram-positivas [61][117-118] e fungos do género Botrytis [119], Candida [120], Colletotrichum 

[121], Penicillium [122] e Trichophyton [123]. As cargas positivas presentes nas moléculas 

planares dos derivados de porfirinas estão relacionadas com o seu sucesso na PDI em fungos 

[123-124]. Além do número de cargas positivas, a eficácia da inativação de microrganismos por 
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derivados porfirínicos está também dependente de outras características estruturais da 

molécula do PS como a distribuição de carga e anfifilicidade [60][123-125], afetando as 

interações entre o PS e as estruturas alvo, como as paredes celulares, ácidos nucleicos, péptidos 

e lípidos [124][126-127]. As porfirinas catiónicas são, deste modo, PSs mais eficientes na 

inativação de microrganismos do que as aniónicas e neutras [124]. Resultados semelhantes têm 

sido reportados em ensaios de PDI de fungos, incluindo leveduras e conídios de bolores. A 

irradiação de C. albicans com luz visível na presença de Tetra-Py+-Me causou uma redução de 

99,9% na concentração de células viáveis [127-128]. Em Penicillium chrysogenum foi conseguida 

uma inativação de cerca de 80% dos conídios com este PS e irradiação com luz branca [122]. A 

eficácia de Tetra-Py+-Me em concentrações relativamente baixas, associada à sua boa foto-

estabilidade à luz e ausência de citotoxicidade no escuro, tornam este PS um bom candidato na 

inativação fotodinâmica de L. theobromae. 

Mais recentemente, os derivados catiónicos de clorinas têm sido estudados como PS 

para a PDI de microrganismos. Conjugados de clorina e₆ com poly-L-lisina e polietilenoimina são 

eficientes na PDI de bactérias gram-positivas e gram-negativas e de fungos, uma vez que a 

estrutura molecular policatiónica aumenta a ligação e penetração nas membranas celulares 

[129-132]. Experiências de PDI com clorina e₆, com o seu derivado hidrogenado clorina e₆H [133] 

e com o conjugado pL-ce6 [130] resultaram na inibição total de C. albicans. O presente estudo 

avalia pela primeira vez a eficiência de 4 novas clorinas, sintetizadas no Departamento de 

Química da Universidade de Aveiro, na inativação fotodinâmica de um fungo fitopatogénico. No 

seu conjunto, as clorinas causaram uma forte inibição (>96%) do crescimento do fungo, havendo 

mesmo inibição total com as clorinas ZnChl TPPF₁₆ [SPyM]₄ e H₂Chl TPPF₁₆ [NPyOM]₄. A estrutura 

do PS é um dos fatores que determina a sua afinidade, seletividade e eficiência. Sabe-se que a 

posição das cargas afeta as interações electroestáticas com biomoléculas aniónicas e a 

lipofilicidade do PS. A carga positiva na posição para do anel piridílico tende a aumentar a 

afinidade do PS para as células, relativamente aos seus análogos nas posições ortho ou meta 

[134]. A quelação de estruturas-cores de compostos com Zn é conhecida por reduzir a 

hidrofilicidade e aumentar o rendimento de produção de ¹O₂ devido à absorção de um maior 

número de fotões provocada pela alteração da banda de absorção [135-136]. No entanto, a 

presença do elemento zinco na estrutura molecular das clorinas e a distribuição das cargas 

catiónicas na estrutura molecular não influenciou significativamente a sua eficácia na inibição 

de L. theobromae tendo todas causado inativação significativa do crescimento do fungo. Apesar 

da sua elevada eficiência na PDI e da ausência de citotoxicidade no escuro, a ausência de foto-

estabilidade das clorinas foi observada após 24h de exposição à luz. Estudos adicionais serão 
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necessários para avaliar a sua eficiência em condições de exposição solar com períodos cíclicos 

naturais de escuridão e luz e para determinar se a ausência de estabilidade à luz é um fator 

determinante na sua eficiência. 

Depois de se ter concluído pelas experiências com luz artificial contínua que havia 

inibição completa do crescimento do fungo durante os 7 dias da experiência, foram feitas 

experiências de recuperação para avaliar o tempo mínimo de exposição à luz solar necessário 

para obter a total inativação do fungo L. theobromae com AM e Tetra-Py⁺-Me. Para isto, ao longo 

do período de incubação de setes dias, foram removidos diariamente amostras e colocadas a 

incubar no escuro. No entanto, após a medição diária do raio das colónias, o que se verificou foi 

que o fungo conseguia sempre recuperar a sua viabilidade, retomando o crescimento. Concluiu-

se, assim que a PDI causou uma inibição sub-letal do crescimento mas não a morte celular. 

Experiências com os fungos Aspergillus nidulans e Metarhizium anisopliae mostraram que os 

efeitos da fotossensibilização com AM reverteram após 72h de incubação no escuro [62]. No 

entanto, C. albicans tratada com Tetra-Py⁺-Me não recuperou a viabilidade celular durante a 

incubação no escuro [127]. A fluência total de 40 W/m² da luz PAR pode não ter gerado um 

elevado rendimento de ROS suficiente para provocar danos letais na hifas, normalmente mais 

resistentes à PDI do que as leveduras [137].  

Para além da redução do crescimento, foi também avaliado o efeito da 

fotossensibilização com AM e com Tetra-Py⁺-Me e luz contínua, na produção de biomassa. A 

produção da biomassa foi menos afetada do que o crescimento radial do micélio. A redução 

relativamente ao controlo foi de 57% com AM e 54% com Tetra-Py⁺-Me. As experiências iniciais 

em que se compararam dois modos de aplicação do PS no meio sólido (espalhamento e camada 

dupla) revelaram que só havia efeito quando o PS estava incorporado no meio de cultura. Isto 

foi interpretado como indicação de que a nutrição, através das hifas penetrativas, tinha sido 

afetada e que crescimento do micélio estaria a ser limitado por falta de nutrientes. 

Comparativamente, nas culturas em meio líquido o efeito parece ter sido atenuado, uma vez 

que continuou a haver produção de biomassa. Esta diminuição da suscetibilidade pode ser 

explicada pelo acesso facilitado aos nutrientes, quando as hifas estão imersas no meio líquido, 

suportando assim a hipótese de a absorção de nutrientes através da membrana é uma das 

funções mais afetadas na PDI de fungos filamentosos. 

A PDI de microrganismos pode envolver reações do Tipo I (radicais livres) ou Tipo II 

(oxigénio singleto), dependendo do tipo do PS e do meio em que a reação ocorre, e 

frequentemente ambos os processos ocorrem concomitantemente [138]. É o caso da PDI com 
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AM, em que é conhecida a formação de radicais (Tipo I) e de oxigénio singleto (Tipo II) [139]. No 

entanto, alguns estudos apontam para a preponderância do mecanismo do Tipo II na inativação 

de fungos com AM [140-142]. No presente trabalho, testaram-se quenchers/scavengers de 

radicais e de oxigénio singleto para determinar o mecanismo preponderante na inativação de L. 

theobromae com AM e com a porfirina. A azida sódica é conhecida por ser um quencher físico 

de ¹O₂ [143] e o D-manitol por ser um scavenger do anião radical superóxido (O2
•-) e do radical 

hidroxilo (•OH) [128]. A adição de D-manitol mostrou ter um efeito protetor na inibição 

fotodinâmica causada por AM, traduzindo-se por um aumento da produção de biomassa de L. 

theobromae, relativamente ao controlo sujeito a PDI, o que sugere a preponderância do 

mecanismo do Tipo I. Uma possível explicação para esta diferença de resultados 

comparativamente com os dados existentes na literatura é o facto de que grandes 

concentrações de AM resultam na formação de dímeros que são menos eficientes na geração 

de ¹O₂ e, como tal, a reação do Tipo II é alterada para o Tipo I [139]. Após excitação eletrónica 

dos dímeros, são observadas reações de transferência de eletrões formando radicais semi-

reduzidos e semi-oxidados. Os radicais semi-reduzidos podem reagir com o oxigénio molecular 

formando o superóxido, que pode levar à formação de outra espécies reativas de oxigénio, 

incluindo o radical hidroxilo altamente reativo [139]. A alteração do mecanismo preponderante 

foi também observada na presença de um dador biológico de eletrões, como o NADH celular, 

em que a foto-excitação de AM levou a reações do Tipo I, com a formação eficiente do anião 

superóxido (O2
•-) e, presumivelmente, peróxido de hidrogénio (H2O2) [144]. 

Na determinação do mecanismo envolvido na inativação do fungo L. theobromae por 

Tetra-Py⁺-Me, nem o quencher azida sódica nem o scavenger D-manitol tiveram efeito protetor. 

Contudo, a porfirina Tetra-Py⁺-Me é conhecida por produzir elevadas quantidades de ¹O₂, sendo 

normalmente aceite que atua por mecanismo do Tipo II [122-123][128][145]. Apesar de o ião 

azida ser um quencher de ¹O₂, este também pode desativar compostos no seu estado excitado 

de tripleto, prevenindo, assim, os mecanismos do Tipo I e Tipo II [146]. Além disso, em 

concentrações elevadas a azida sódica é tóxica, afetando a respiração e a atividade enzimática 

o que pode ter potenciado a inibição do crescimento do fungo [138][147]. A produção de ¹O₂ 

também pode ser modificada dependendo de onde o PS está localizado (estruturas celulares 

com mais ou menos O₂) e diminuindo quando o PS forma agregados, o que associado com um 

aumento da citotoxicidade produzida pela própria azida sódica, pode explicar os resultados 

obtidos. Novas concentrações podem ser testadas no futuro de modo a obter resultados mais 

esclarecedores e determinar, assim, o mecanismo de inativação envolvido na inativação do 

fungo L. theobromae com maior certeza. 
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5. Conclusão  

  Este estudo mostrou que a inativação fotodinâmica é  uma abordagem possível como 

estratégia de controlo do fungo fitopatogénico L. theobromae, com máximo potencial quando 

os PSs são incorporados numa camada mais superficial de meio semi-sólido e quando expostos 

a luz contínua. A aplicação direta de pastas, emulsões ou tintas contendo um PS nas feridas 

provocadas durante o processo da poda ou outros, constitui uma abordagem com maior 

probabilidade de ser eficiente do que a pulverização com soluções líquidas. No entanto, é um 

trabalho mais laborioso para maiores áreas de produção, acarretando maior despesa económica 

para os viticultores. O recrescimento do fungo observado quando foram aplicados fotoperíodos 

naturais constitui um dos principais obstáculos desta estratégia de inativação e na sua 

aplicabilidade nas vinhas, dado a sua recuperação durante a noite. Os antifúngicos 

convencionais continuam, assim, a serem necessários para complementar esta abordagem, uma 

vez que têm um período mais longo de proteção em comparação com a ação dos PSs. No 

entanto, resultados promissores foram obtidos para o PS AM quando exposto à luz solar, 

mostrando o seu potencial como agente de controlo de L. theobromae. Estudos adicionais terão 

que ser realizados com a porfirina e clorinas usadas neste trabalho para determinar a sua 

eficiência à luz solar e, por último, estudos em larga escala no campo. À medida que novos PSs 

vão sendo sintetizados, com características estruturais que lhes permitam ter uma maior 

eficiência na inibição de microrganismos, a inativação fotodinâmica caminha para um futuro 

promissor no combate a agentes fitopatogénicos.  
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