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RESUMO

OLIVEIRA, Max Lenine Rezende de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Outubro
de 2017. Biossurfactantes e nanoparticulas de prata e cobre: sintese e efeito sobre
fungos fitopatogénicos. Orientador: Marcos Rogério Tétola. Coorientadores: Laércio
Zambolim e Mauricio Dutra Costa.

Neste trabalho foi avaliada a hipétese de que biossurfactantes e nanoparticulas de prata
(AgNps) e cobre (CuNps), estabilizadas com biossurfactantes, sdo eficazes na inibicdo de
fungos fitopatogénicos in vitro e in vivo. Para tal, foram utilizados um ramnolipideo, um
extrato livre de células de um novo isolado de Bacillus subtilis LBBMA APO1, AgNps e
CuNps produzidas utilizando-se sobrenadante de B. subtilis MV 126P ou glicose como
redutores (ou catalisadores da reacdo). A estabilidade das nanoparticulas foi também
avaliada em resposta a adi¢do de ramnolipideo como agente estabilizante. Em placas de
cromatografia onde se aplicou o extrato metandlico do isolado B. subtilis LBBMA APO1,
foram encontradas manchas com valores de fator de retencao (Rf) semelhantes aos valores
de padrdes comerciais dos lipopeptideos surfactina, iturina e fengicina. Foram obtidas
nanoparticulas de prata e cobre esféricas com tamanhos varidveis quando se utilizou
glicose como agente redutor. O extrato de B. subtilis MV 126P nao foi eficiente como
catalisador da sintese de CuNps, sendo-o, porém, para a producdo de AgNps. O
ramnolipideo mostrou-se eficiente na manutencdo da estabilidade das nanoparticulas,
impedindo sua agregagdo e oxidacdo durante todo o periodo de avaliacdo (150 dias). Nos
testes de inibicao, foram utilizados trés importantes fungos fitopatogénicos - Botrytis
cinerea, Sclerotinia sclerotiorum e Phakopsora pachyrhizi. Foram avaliadas a
germinagdo de esporos e esclerddios e a formagdo de colonias resultantes do processo de
germinagdo dessas estruturas. Avaliou-se também o crescimento micelial in vitro de B.
cinerea € S. sclerotiorum e o indice de doenga provocada por esses patdgenos em pétalas
de rosa e em folhas de repolho pulverizadas com solu¢des contendo nanoparticulas e
biossurfactantes. O extrato de B. subtilis LBBMA AP 01, o ramnolipideo e as AgNps
inibiram significativamente a germinagao das estruturas reprodutivas dos trés patégenos,
além do crescimento micelial de B. cinerea € S. sclerotiorum in vitro. No experimento in
vivo, o extrato de B. subtilis LBBMA AP 01, ramnolipideo e as AgNps foram eficientes
no controle da infec¢do por B. cinerea e S. sclerotiorum. Conclui-se que os agentes de

controle avaliados nesse trabalho sdo promissores para utilizacdo comercial. A avaliagdao
ix



de sua efici€éncia como agentes de controle de outras espécies de fungos fitopatogénicos
pode expandir o potencial de aplicacio desses compostos, em substituicdo aos fungicidas
convencionais. Essa possibilidade ¢ de grande relevancia ambiental e para setores

especificos, como o de agricultura orgénica.

Palavras chave: lipopeptideo, ramnolipideo, nanoparticulas metdlicas, fungos

fitopatogénicos e biofungicida.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Max Lenine Rezende de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, October
2017. Biosurfactants and silver and copper nanoparticles: synthesis and effect on
phytopathogenic fungi. Advisor: Marcos Rogério Tétola. Co-advisers: Laércio
Zambolim and Mauricio Dutra Costa.

In this work the hypothesis that products of microbial metabolism such as biosurfactants
and silver (AgNps) and copper nanoparticles (CuNps), stabilized with biosurfactants, are
evaluated in inhibition of phytopathogenic fungi in vitro and in vivo. For this, a
rhamnolipid, a cell-free extract of a novel Bacillus subtilis isolate LBBMA APO1, AgNps
and CuNps produced using alternative compounds as supernatant of B. subtilis MV 126P
and glucose were used. The stability of the nanoparticles was also evaluated in response
to the addition of rhamnolipid as a stabilizing agent. In chromatography plates where the
methanolic extract of the B. subtilis isolate LBBMA APO1 was applied, spots with
retention factor (Rf) values similar to the commercial standards of the lipopeptides
surfactin, iturin and fengicin were found. Spherical silver and copper nanoparticles with
variable sizes were obtained when using glucose as a reducing agent. The extract of B.
subtilis MV 126P was not efficient as a catalyst for the CuNps synthesis, but it was used
for the production of AgNps. The rhamnolipid was efficient in maintaining the stability
of the nanoparticles, preventing their aggregation and oxidation during the entire
evaluation period (150 days). In the inhibition tests, three important phytopathogenic
fungi - Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum and Phakopsora pachyrhizi were used.
The germination of spores and sclerotia and the formation of colonies resulting from the
germination process of these structures were evaluated. The in vitro mycelial growth of
B. cinerea and S. sclerotiorum and the disease index caused by these pathogens in rose
petals and cabbage leaves sprayed with solutions containing nanoparticles and
biosurfactants were also evaluated. The extract of B. subtilis LBBMA AP 01, rhamnolipid
and AgNps significantly inhibited the germination of the reproductive structures of the
three pathogens, in addition to the mycelial growth of B. cinerea and S. sclerotiorum in
vitro. In the in vivo experiment, extract of B. subtilis LBBMA AP 01, rhamnolipid and
AgNps were efficient in controlling infection by B. cinerea and S. sclerotiorum. We
conclude that the control agents evaluated in this work are promising for commercial use.

The evaluation of its efficiency as control agents of other species of phytopathogenic
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fungi can expand the potential of application of these compounds, replacing the
conventional fungicides. This possibility is of great environmental importance and for

specific sectors such as organic agriculture.

Key words: lipopeptide, rhamnolipid, metal nanoparticles, phytopathogenic fungi and

biofungicide.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil figura entre os maiores produtores mundiais de alimentos de origem
vegetal, principalmente cereais, leguminosas e oleaginosas (CONAB, 2017). A safra
2016 atingiu cerca de 184,7 milhdes de toneladas, correspondendo a uma 4rea plantada
de aproximadamente 57,1 milhdes de hectares, com destaque para a produgdo de soja,
que responde por mais de 96 milhdes de toneladas da produgdo nacional de graos (IBGE,

2017).

O crescimento da produgao total de produtos agricolas se deve principalmente ao
aumento da drea plantada (CONAB, 2017) e ao uso de produtos fitossanitdrios para o
controle de doencas e pragas, com destaque para os herbicidas, inseticidas e fungicidas,
que respondem pelo maior volume de defensivos agricolas utilizado no pais. Segundo o
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a Defesa vegetal (SINDIVEG), em 2016
as vendas desses produtos no Brasil corresponderam a aproximadamente 18 % do total
mundial, movimentando US$ 9,56 bilhdes. Nessa estatistica ndo sdo consideradas as

vendas de produtos ilegais, que podem chegar a 20% do total consumido.

A importacdo do setor atingiu 414.975 toneladas em 2016 e apresentou
crescimento de 5,72% em relacdo ao ano anterior. Do total de produtos fitossanitarios
consumidos, 85% sao importados. A classe que apresentou maior aumento percentual nas

importacoes foi a dos fungicidas, com 59,72% (SINDIVEG, 2017).

No Brasil, o clima tropical favorece a ocorréncia de doengas causadas por fungos,
especialmente a ferrugem da soja, cada vez mais agressiva. Por essa razdo, os fungicidas
passaram a ser a classe de produtos fitossanitarios mais comercializada em 2016,
respondendo por 33% do mercado. A comercializacdo de fungicidas, em 2016,
movimentou US$ 3,15 bilhdes no Brasil, o que correspondeu a aproximadamente 161.107
toneladas de produto comercial e 75.692 toneladas de ingrediente ativo (SINDIVEG,
2017).

A producdo agricola mundial € realizada predominantemente em sistemas de
cultivo denominados de “convencionais” (KREMEN, et al., 2012). Nesses sistemas,
fungos fitopatogénicos constituem um grande problema fitossanitdrio, requerendo a

utilizacdo cada vez mais intensa de defensivos agricolas para seu controle, a fim de se
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evitarem perdas severas de producdo quando as condi¢des climaticas sdo favoraveis aos

patégenos (VALE et al., 2004).

O emprego de grandes quantidades de defensivos agricolas muitas vezes resulta
na deposicdo de residuos no ambiente e nos alimentos (SEIBER & KLEINSCHMIDT,
2011). A ampla utilizacdo desses produtos, o desconhecimento dos riscos associados a
sua utilizacdo, o desrespeito as normas bdsicas de seguranca, a livre comercializacdo, a
grande pressdo comercial por parte das empresas distribuidoras e produtoras e os
problemas sociais encontrados no meio rural constituem importantes causas que levam
ao agravamento dos quadros de contaminacdo humana e ambiental observados no Brasil

(MIRANDA et al, 2007).

Muitos agroquimicos podem ser letais a inimigos naturais € microrganismos
benéficos da rizosfera e do filoplano (AKTAR et al., 2009). A elimina¢@o de organismos
benéficos abre espaco para o desenvolvimento de pragas e patégenos, levando ao
agravamento dos problemas fitossanitdrios (BARBOSA, 1998). Pesticidas podem ainda
persistir por longos periodos no solo, onde podem causar alteragdes na estrutura e fungdo
das comunidades microbianas ali existentes. Tais alteragdes podem ter reflexo nos ciclos
biogeoquimicos de elementos essenciais, 0s quais sao vitais para a manutengdo da

fertilidade do solo (BACMAGA et al., 2015; BOROWIK et al., 2017).

Para que a vocagao agricola do Brasil possa ser exercida em sua plenitude, torna-
se necessdria uma revisdo de conceitos e principios tecnoldgicos, buscando-se novas
alternativas para contrapor o modelo vigente de agricultura e alcancar uma coexisténcia
harmonica entre os processos produtivos, utilizacdo de recursos naturais e preservacao
ambiental (MANDAIL et al., 2011). Nesse sentido, o retorno ao sistema de producdo
agricola com uso racional, ou mesmo isento de defensivos quimicos que contaminam o
ambiente e os alimentos, comeca a ser praticado pelos produtores. Essa transformacdo
tem como principal motivacdo a conscientizacdo dos consumidores e dos produtores
agricolas em relac@o aos maleficios de alguns agroquimicos para a satide do produtor, dos

consumidores, dos animais e do meio ambiente.

Para que esse movimento de transformacdo cultural possa se dar sem o
comprometimento da oferta de alimentos para uma populacdo mundial crescente, €
primordial a busca por novas técnicas e produtos para o manejo de doengas e pragas

agricolas, que proporcionem a manutencdo ou mesmo o aumento da produtividade
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agricola e interfiram o minimo possivel nos processos biol6gicos naturais e nao deixem
residuos perigosos no ambiente e nos alimentos. Nos tltimos anos, tem se verificado um
significativo crescimento de cultivos diferenciados, com destaque para aqueles em

ambientes protegidos e principalmente sob sistemas organicos de producao (CHAGAS et

al., 2016).

Nesse contexto, a utilizagdo de produtos do metabolismo de microrganismos,
como biossurfactantes, ou materiais em escala nanométrica (nanoparticulas), constitui
uma alternativa frente ao uso macico de pesticidas convencionais para controle de
doencas de plantas em alguns patossistemas importantes (ONGENA & JACQUES, 2008;
D’AES, et al., 2010; KANHED, et al., 2014; OUDA, 2014).

No presente trabalho, objetivou-se produzir e utilizar compostos alternativos -
biossurfactantes e nanoparticulas de prata e cobre - como agentes antiftingicos para o
controle de alguns fitopatdgenos de importancia agricola no Brasil: Botrytis cinerea,

Sclerotinia sclerotiorum e Phakopsora pachyrhizi.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1. BIOSSURFACTANTES: PROPRIEDADES E ACAO ANTIFUNGICA

Moléculas conhecidas como surfactantes constituem uma classe importante de
compostos quimicos amplamente utilizados em diversos setores industriais. A maioria
dos surfactantes disponiveis comercialmente € sintetizada a partir de derivados de
petréleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental entre os consumidores,
combinado com novas legislacdes de controle de produtos que possam afetar o meio
ambiente, t€ém estimulado a procura por surfactantes naturais (biossurfactantes) como

alternativa aos produtos sintéticos existentes (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipdticas constituidas de uma porcao
hidrofébica e uma porg¢ao hidrofilica. A por¢do hidrofébica é frequentemente constituida
de um grupo alquila, enquanto a por¢do hidrofilica pode ser idnica (anidnica ou cationica),
ndo-idnica ou zwitteribnica (DESAI & BANATI 1997). Esse arranjo molecular

proporciona aos biossurfactantes propriedades e fun¢des muito interessantes.

Algumas propriedades e fungdes dos biossurfactantes sdo bem conhecidas, como
a redugdo da tensdo superficial e interfacial, a emulsificacdo e solubilizacdo de
hidrocarbonetos e outras moléculas insoldveis em dgua, o favorecimento da aderéncia de
células a superficies e a atividade antimicrobiana (KIRAN et al., 2011). Nos ultimos anos,
os biossurfactantes t€m atraido a aten¢do da comunidade cientifica por seu potencial de
utilizacdo em processos de remediacdo de ambientes contaminados, na recuperacao
melhorada de petréleo e no controle de microrganismos patogénicos (D’AES et al., 2010;
SRIRAM et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015; SUMI et al; 2015). Hoje existe uma forte
tendéncia na produgdo e utilizagdo de biossurfactantes como compostos antimicrobianos

(JOSHI et al., 2008).

A acgdo efetiva dos biossurfactantes no controle de oomicetos como Pythium
ultimum e Phytophthora infestans tem sido reportada pela literatura especializada (TRAN
et al., 2007; HULTBERG et al., 2010; BENGTSON et al., 2015). No entanto, essa acao
pode se estender para outros grupos de fungos fitopatogénicos (PYOUNG Il et al., 2010;
D’AES et al., 2010).



Os biossurfactantes sao divididos em classes de acordo com seu peso molecular e
efetividade na reducdo da tensdo interfacial (DESAI & BANATI, 1997). Duas classes
desses compostos sdo de grande importancia e relativamente bem estudadas em relacdo
as suas propriedades antagdnicas a organismos fitopatogénicos (Tabela 1.1): os

glicolipideos e os lipopeptideos (D’AES et al., 2010).

Os glicolipideos sdo constituidos de carboidratos e 4cidos alifaticos de cadeia
longa ou hidroxialifaticos. Os mais conhecidos sdo os ramnolipideos, os trealolipideos e
os soforolipideos (DESAI & BANATI, 1997). Dentre o glicolipideos, os ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas spp. tém ganhado maior destaque e sdo os mais estudados,
considerando suas propriedades antimicrobianas (HULTBERG et al., 2010; BORAH et
al., 2016; DEEPIKA et al., 2017).



Tabela 1.1: Glicolipideos e lipopeptideos com atividade contra fungos fitopatogénicos

Microrganismo produtor Patégeno Biossurfactante Referéncia
Pseudomonas aeruginosa Botrytis cinerea Ramnolipideo VARNIER et al., 2009
P. aeruginosa Fusarium verticillioides Ramnolipideo BORAH et al., 2016
Pseudomonas koreensis Pytium ultimum Lokisina HULTBERG et al., 2010
P. aeruginosa Phytophthora infestans Ramnolipideo BENGTSON et al., 2015
Bacillus amyloliquefaciens Sclerotinia sclerotiorum Iturina/fengicina/surfactina ALVAREZ et al., 2011
Bacillus subtilis Coletotrichum gloesporioides Iturina/fengicina/surfactina ~ PYOUNG Il et al., 2010
B. subtilis Rhizoctonia solani Fengicina GUO et al., 2015
Bacillus sp. Fusarium moniliforme Iturina e fengicina GOND et al., 2015




Os lipopeptideos sdao surfactantes lipoproteicos, amplamente reconhecidos por
suas propriedades antimicrobianas (DESAI & BANATI 1997). Sdo produzidos por
membros do género Bacillus, com destaque para isolados da espécie Bacillus subtilis, que
produzem uma grande variedade de compostos antimicrobianos, incluindo os
lipopeptideos iturina, fengicina e surfactina. (DESAI & BANATI 1997). Esses
lipopeptideos sdo estruturalmente semelhantes, mas possuem atividades bioldgicas
diferentes. Iturinas e fengicinas exercem efeito antifingico sobre fitopatégenos, enquanto
que em relacdo a surfactina, esse efeito é reduzido ou inexistente (PYOUNG II et al.,
2010). Entretanto, existem relatos da existéncia de efeito sinergistico da surfactina com a
iturina, o qual pode aumentar a atividade antifingica (MAGET-DANA et al., 1992;
PYOUNG Il et al., 2010).

Virios biossurfactantes, como os ramnolipideos e os lipopeptideos, podem atuar
como agentes antifingicos. Os efeitos desses compostos podem ser observados pela
inibicdo do crescimento do micélio ou da germinacdo de esporos e pela lise dessas
estruturas reprodutivas de uma grande variedade de fungos fitopatogénicos (HULTBERG

et al., 2010; PERNEEL, et al., 2008; VARNIER, et al., 2009).

Além das propriedades antimicrobianas, glicolipideos e lipopeptideos t€ém um
papel adicional no controle de fungos fitopatogénicos (Figura 1.1). Biossurfactantes
produzidos por Pseudomonas spp., Bacillus spp. e outras rizobactérias promotoras de
crescimento (PGPR) podem suprimir doengas de plantas da parte aérea e da raiz, por
induzir uma resposta de defesa do hospedeiro conhecida como “resisténcia sistémica
induzida” ou ISR (D’AES, et al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011). Ramnolipideos,
surfactinas e fengicinas tém sido descritas como moléculas elicitoras da IRS em plantas
(OGENA et al., 2007; TRAN et al., 2007; VARNIER et al., 2009). Os mecanismos de
indug¢do ainda ndo sao claros, mas podem estar relacionados com a composi¢ado estrutural
dos biossurfactantes e de receptores especificos na membrana da célula vegetal, onde os
biossurfactantes podem se ligar e ativar uma cascata de sinais, levando ao aumento das

respostas de defesa da planta (JOURDAN et al., 2009; RAAIJMAKERS et al., 2010).
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Figura 1.1: Modelo do fendmeno de resisténcia sist€émica induzida (ISR), ocasionada
pelo agente de biocontrole B. subtilis. A producdo e liberacdo de metabdlitos incitam a
geracdo de sinais bioquimicos celulares e a transcri¢do de genes de defesa responsdveis
pela expressao de proteinas relacionadas a patogénese (adaptado de LANA FILHO et al.,
2010).

Ainda ha muito a se revelar sobre as propriedades fisico-quimicas e bioldgica dos
biossurfactantes e seus efeitos sobre os organismos vivos. Novos isolados bacterianos
produtores de moléculas distintas de biossurfactantes podem auxiliar na elucidacdo de
varios aspectos ligados a essa linha de pesquisa. Segundo D’AES et al. (2010), os
biossurfactantes emergem como moléculas universais, com grande variedade de uso e
produzidas por uma ampla gama de microrganismos, muitos ainda por serem descobertos.
Com o avango nos estudos desses metabdlitos, novos produtos poderdo ser formulados

para utilizacdo agrondmica no controle de enfermidades de plantas.

1.2. SINTESE E UTILIZACAO DE PARTICULAS EM ESCALA
NANOMETRICA

Os primeiros relatos de sistemas em escala de nanoparticulas datam de épocas
bem anteriores a ciéncia moderna, quando nanoparticulas metélicas eram usadas para
produzir efeitos coloridos em vidros e ceramicas (LIZ-MARZAN, 2004). Um dos
primeiros relatos € um artefato romano do século IV a.C., conhecido como Cilice de
Licurgo, confeccionado por um vidraceiro romano, no qual se retratava a lenda do rei

Licurgo em sua ornamentacdo. O objeto apresentava uma curiosa propriedade: quando
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visualizado por reflexdo apresentava a coloracdo esverdeada e por transmissdo tornava-
se avermelhado (Figura 1.2). Esse efeito fantdstico era devido a presenca de uma mistura
de nanoparticulas de ouro e prata em sua composi¢ao (FREESTONE et al., 2007). J4 na
era medieval, a partir do ano 500 d.C., artesdos vidraceiros produziam vitrais coloridos
utilizando nanoparticulas metélicas. As nanoparticulas de ouro conferiam a coloragcdo

vermelha a matriz vitrea, enquanto as de prata a coloracdo amarela (BONACIN, 2007).

Figura 1.2: O cdlice de Licurgo. Observe a cor esverdeada do célice a esquerda sob a luz
refletida e a direita sob a luz transmitida. Efeito proporcionado por nanoparticulas de
prata-ouro. (Fonte: The History Blog - http://www.thehistoryblog.com/archives/26724.
Acessado em 23/08/2017).
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Nos ultimos anos, € crescente o interesse da comunidade cientifica pela
nanociéncia, no que se refere as mudancas nas propriedades fisicas de determinados
solidos quando suas dimensdes sdo reduzidas a escala nanométrica (1 a 1.000 nm).
Destaca-se ainda o interesse pela possibilidade de controle sobre os componentes
estruturais de materiais e dispositivos em escalas de tamanho bem inferiores aquelas

convencionais (HUANG et al., 2010).

O interesse da comunidade cientifica pelas nanoparticulas metélicas advém das
suas propriedades fisico-quimicas e Opticas que lhes confere intmeras aplicacdes,
incluindo aquelas na drea médica, na agricultura e industria eletronica (DURAN et al.,

2011)



Solugdes coloidais de metais sdo sistemas em nanoescala particularmente
interessantes, dada a facilidade com que podem ser preparadas e modificadas
quimicamente (MELO Jr. et al., 2012). Alteragdes no tamanho e nas formas podem
provocar grandes modificagdes nas propriedades fisicas e na reatividade de determinado
composto (MELO JR., et al., 2012). No caso das propriedades 6pticas, a mudanga e
diversidade de cores observada quando uma nanoparticula é sintetizada esta relacionada
as oscilagdes dos elétrons de condugao, em ressonancia com a luz incidente, denominada

ressonancia dos plasmons de superficie.

Uma grande variedade de metodologias tem sido descrita para a sintese e
caracterizacdo de diversas nanoparticulas, incluindo as de ouro, prata e cobre. A sintese
de nanoparticulas de prata e cobre tem sido realizada por redu¢do quimica (DANG, et al.,
2011; KOBAYASHI, 2013;), empregando-se principalmente o borohidreto de sédio
como agente redutor, e a reducdo eletrolitica, na qual se utiliza uma pequena descarga
elétrica em solugdo aquosa (JO et al., 2009). Mais recentemente, t€m sido utilizadas
metodologias baseadas no uso de extratos vegetais (CHEIRMADURALI et al., 2014),
produtos do metabolismo microbiano, como biossurfactantes (FARIAS, et al., 2014),
filtrados de culturas bacterianas (GURUNATHAN, et al., 2009) e compostos indcuos
como a glicose (PANIGRAHI et al., 2006). A biossintese de nanoparticulas metalicas por
reducdo quimica ¢ um método ambientalmente vantajoso (“green chemistry”) em relacdo

ao uso de agentes quimicos convencionais toxicos, que sao caros e as vezes muito toxicos

(IRAVANI, 2011).

1.2.1. Biossintese de nanoparticulas por microrganismos

Muitos microrganismos sdo capazes de sintetizar nanoparticulas, estando
envolvidos na manutencdo de ciclos biogeoquimicos de alguns metais, realizando
processos como precipitacdo, decomposi¢do e degradacdo de compostos organo-
metdlicos (GADD, 2010). Nem todos os microrganismos sdo capazes de sintetizar
nanoparticulas metdlicas. Aqueles que apresentam essa capacidade devem ainda
desenvolver uma maquinaria propria de resisténcia as nanoparticulas do metal que sera
transformado (DEEPAK, et al, 2011).

A produgdo de compostos em escala nanométrica por microrganismos pode se dar

tanto intracelularmente como no meio extracelular (NARAYANAN E& SAKTHIVEL,
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2010). No primeiro caso, os organismos absorvem o metal, o qual é entdo reduzido
intracelularmente e convertido em nanomateriais por rotas metabdlicas derivadas da
membrana da célula. As nanoparticulas acumulam-se, nesse caso, na periferia da célula.
PADIAN et al (2010) demonstraram a eficiéncia de Bacillus licheniformes em produzir e
acumular nanoparticulas de prata, sendo esse processo responsavel pela resisténcia do

organismo a toxicidade dos fons Ag* (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Imagem obtida através de microscopia de transmissdo eletronica (TEM) de
B. licheniformes cultivado em meio contendo nitrato de prata na concentragdo de ImM,
mostrando a formacdo de nanoparticulas de prata ao longo da periferia da célula
(Adaptada de PADIAN et al. (2010)).

A biossintese extracelular requer um processamento mais simples, o que favorece
a produgdo em grande escala de nanoparticulas metélicas. Muitos estudos t€ém focado na
sintese extracelular de nanoparticulas metdlicas, especialmente por meio do uso de
extratos livres de células (TAQUIA-ARASHIRO & RODRIGUES, 2016). Estudos com
sobrenadantes de culturas bacterianas do género Bacillus tém comprovado sua eficiéncia
na obtencao de nanoparticulas (SAIFUDDIN et al, 2009, VELMURUGAN et al., 2014).
Estudos sobre reduc¢do de ions metélicos com fungos também tém destacado seu potencial
para formacgao de nanoparticulas extracelularmente (CASTRO-LOGORIA et al.; 2011;
CUEVAS et al.; 2015).

O principal mecanismo de sintese extracelular é a excre¢cdo de moléculas
redutoras. Essas biomoléculas envolvidas na biorreducido de ions metalicos podem ser

enzimas, proteinas, peptideos e polissacarideos (DEEPAK et al., 2011). Dentre esses
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compostos, alguns t€ém seus mecanismos de acdo mais conhecidos, em especial algumas
enzimas redutoras (SIGH et al., 2016).

As nitrato-redutases NADH-dependentes t€m demonstrado eficiéncia na producao
de nanoparticulas de prata (VELMURUGAN et al. 2014) e ouro (HE et al, 2007).
Basicamente, o processo de formacdo comeca com a transferéncia de elétrons
transportados pelo NADH para os {fons metélicos através da nitrato-redutase, ocorrendo
o processo de redugdo e consequentemente crescimento das nanoparticulas. Esse processo
¢ regulado pela presenca de nitrito ou nitrato no meio, sendo esses 0s compostos
ativadores da nitrato-redutase. A expressao dos genes envolvidos na ativacdo da enzima
€ insensivel ao oxigénio (O2), mas € induzida pela presenca de nitrato e nitrito e reprimida
na presengca de amonio (GONZALEZ et al., 2006). Tais enzimas diferem das nitrato-
redutases respiratorias, que sdo negativamente reguladas pela presenca de oxigénio (O2),

mesmo em presenca de nitrato (GONZALEZ et al., 2006).

1.2.2 Estabilidade de nanoparticulas metalicas

Uma vez formadas, as nanoparticulas metédlicas sdo muito instaveis, podendo
voltar a condi¢dao do material de origem em pouco tempo. Em decorréncia de sua grande
area superficial, as nanoparticulas apresentam alta tendéncia de se agregarem para
minimizar a energia total ou interfacial do sistema. Para se evitar a agregacdo das
particulas, forcas repulsivas devem se sobrepor as atrativas (JIANG et al., 2009). A
estabilidade pode ser conseguida pela repulsdo estérica ou eletrostatica. Alguns
compostos sdo bastante utilizados durante o processo de sintese de nanoparticulas
metélicas, garantindo alto grau de estabilidade. Dentre esses compostos, mencionam-se
os polimeros polivinilpirrolidona (PVP) (YU et al, 2009) e polietilenoglicol (PEG)
(SHAMELI et al., 2012).

A estabilizacdo estérica € conseguida pela adsor¢do de um composto nao-carregado,
como por exemplo algumas substancias derivadas do metabolismo microbiano, que
podem agir tanto como redutores quanto estabilizadores, impedindo a agregacdo e a
oxidacdo de nanoparticulas. Os biossurfactantes se enquadram nesse grupo, sendo
excelentes biocompostos estabilizantes. SIGH et al. (2014) demonstraram a eficiéncia do
ramnolipideo na sintese e conservacdo de nanoparticulas de zinco, o qual conferiu
estabilizacao estérica pela formacdo de micelas envolvendo as nanoparticulas, impedindo

a agregacao
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1.2.3. Nanoparticulas como agentes antimicrobianos

As nanoparticulas tém sido avaliadas quanto as suas propriedades antimicrobianas
sobre uma ampla gama de microrganismos, incluindo bactérias de varios géneros e fungos
fitopatogénicos (KIM et al., 2012; OUDA, 2014; VELMURUGAN et al., 2014;
ABBASZADEGAN et al., 2015). A resposta inibitdria sobre microrganismos depende de
uma série de fatores, como morfologia e tamanho da nanoparticula e sensibilidade do
microrganismo (DURAN, et al, 2016).

Diferentemente dos antibidticos e fungicidas convencionais, as nanoparticulas,
como as de prata e cobre, ndo exibem apenas um mecanismo de acdo sobre a célula, o
que € desejavel pelo fato de tornar mais dificil a aquisicio de resisténcia pelo
microrganismo alvo. As nanoparticulas de prata, por exemplo, agem por meio de diversos
mecanismos, levando a alteracdo da morfologia da célula, a inativacdo de enzimas e
proteinas, a inibicdo da replicacdo do DNA, a geracdo de espécies reativas de oxigénio e
a interrupg¢do de sinais bioquimicos no citoplasma (SINGH, et al, 2015; DURAN , et al,
2016).

Comparativamente as nanoparticulas de prata, as de cobre e 6xido de cobre tém
ganhado atencdo, dada a sua eficdcia como agentes antimicrobianos (OUDA, 2014;
SHEND et al, 2015) e ao baixo custo, sendo sua matéria prima até dez vezes mais barata
do que a prata (NARAYANAN et al, 2010). As nanoparticulas de cobre e 6xido de cobre
também atuam por meio de diversos mecanismos dentro e fora da célula, incluindo a
interacdo com grupos sulfidrila de proteinas, inativando-as, desbalango do potencial
eletroquimico na célula, alteracdo da integridade de membranas e geracdo de espécies
reativas de oxigénio (SHEND et al, 2015).

O controle de fungos fitopatogénicos de diversos géneros por nanoparticulas de
prata e cobre tem sido avaliado tanto in vitro quanto in vivo (KIM et al., 2012; KANHED
et al, 2014; OUDA, 2014). Os resultados promissores até entdo reportados estimulam o
desenvolvimento de mais estudos com esses nanomateriais, de modo a aumentar a
eficiéncia desses compostos e diminuir os problemas ambientais decorrentes de sua
sintese a partir de substratos téxicos e de custo elevado.

Em sintese, esse estudo visou a produgdo e utilizacdo de compostos alternativos,
com baixo risco ambiental e baixa toxicidade a humanos e animais, para utilizagdo no
manejo de doengas de plantas como a ferrugem asidtica da soja, mofo branco e mofo

cinzento.
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE COMPOSTOS ANTIFUNGICOS POR UM NOVO ISOLADO
DE Bacillus subtilis (LBBMA AP 01)

2.1. RESUMO

O objetivo desse estudo foi identificar e avaliar a producdo de compostos
antifingicos por um novo isolado de Bacillus subtilis (LBBMA APOl). A acdo
antifingica foi avaliada in vitro, cultivando-se o isolado bacteriano juntamente com
esclerédios do fungo fitopatogénico Sclerotinia sclerotiorum em TSA. O isolado foi
cultivado em meio mineral a 200 rpm e 30 ° C e apds 24 horas foi realizado teste de
espalhamento de 6leo para atestar a produgdo de biossurfactantes. O extrato bruto, obtido
apo6s precipitacdo dcida, foi submetido a Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
onde se avaliou qualitativamente a composi¢ao do extrato bruto com utilizacao de placas
cromatogréficas de silica contendo padrdes de surfactina, fengicina e iturina. O halo de
espalhamento de 6leo obtido com o sobrenadante da cultura em meio mineral e a atividade
hemolitica da cultura em TSA adicionado de 5% de sangue de carneiro indicaram a
producdo de biossurfactantes por B. subtilis LBBMA APO1. O confronto em placas de
Petri mostrou que o isolado inibe o crescimento do micélio de S. sclerotiorum. Em placas
de CCD onde se aplicou o extrato metandlico do isolado B. subtilis LBBMA APO1, foram
encontradas manchas com fatores de retencdo semelhantes aos dos padrdes dos
lipopeptideos surfactina, iturina e fengicina. Os resultados permitem concluir que o
isolado B. subtilis LBBMA APO1 produz biossurfactantes ou outros compostos nao

identificados com atividade antifingica contra S. sclerotiorum.

Palavras chave: Bacillus subtillis LBBMA APO1; Sclerotinia sclerotiorum;

lipopeptideos; biofungicida.
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2.2. INTRODUCAO.

Biossurfactantes sdo um grupo diverso de compostos quimicos tensoativos
produzidos por uma grande variedade de microrganismos. Possuem a vantagem de serem
compostos naturais e ambientalmente amigdveis, dada a sua rapida biodegradacgado e baixa
toxicidade (DESAY & BANNAT, 1997). Esses compostos sdo aplicdveis a vérias
atividades humanas, a exemplo da recupera¢do melhorada de petréleo, da remediacdo de
ambientes contaminados, na formulacdo de produtos cosméticos, farmac€uticos e
fitossanitdrios, sendo reconhecidos por apresentarem acdo antagdnica contra
microrganismos e, portanto, com potencial para uso em controle biolégico (DESAY E

BANNAT, 1997; ONGENA & JACQUES, 2008; MONTEIRO et al., 2013).

Nesse contexto, a producdo de substancias antagdnicas por microrganismos
apresenta-se como uma estratégia alternativa para a reduc¢do ou eliminacdo do uso de
agroquimicos aplicados no controle de fitopatdgenos. O grande potencial para
implementacdo de técnicas de controle biolégico baseia-se, em grande parte, na
diversidade de microrganismos com atividade antagdnica em relacdo a patégenos de
importancia agricola (LANNA FILHO, et al., 2010), sendo muitas delas atribuidas a
compostos inibidores, a exemplo dos biossurfactantes (ONGENA et al., 2007; CHEN et
al., 2008; HULTBERG et al., 2010).

Dentre os microrganismos com potencial para uso no controle biolégico de pragas
e doencas em plantas, destaca-se o género Bacillus. Adicionalmente, membros desse
género apresentam mecanismos de promocdo de crescimento de plantas e
consequentemente aumento de produtividade das culturas (ROMEIRO, et al.; 2005;
PEREZ-GARCIA et al., 2011). Espécies pertencentes a esse género t€ém grande parte do
genoma dedicado a producdo de substincias antibidticas, que incluem mais de vinte e
quatro compostos antimicrobianos diferentes. Varios desses compostos apresentam efeito
inibidor contra diferentes espécies de fungos fitopatogénicos (OGENA & JACQQUES,
2008; HULTBERG et al., 2010; PEREZ-GARCIA et al., 2011; MONTEIRO et al.; 2013;
BORAH et al., 2016).

A espécie Bacillus subtilis destaca-se como uma fonte de moléculas bioativas,
incluindo os biossurfactantes. Dentre os biossurfactantes produzidos por B. subtilis, 0s

mais estudados sdo os lipopeptideos surfactina, iturina e fengicina (DESAI & BANATI
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1997; PYOUNG II et al.; 2010), os quais sdo reconhecidos como candidatos potenciais

para o desenvolvimento de novos produtos fitossanitarios.

Considerando-se o histdrico do género Bacillus como um género de produtores
de compostos tenso-ativos com propriedades antimicrobianas, o objetivo desse estudo
foi avaliar a produgdo de biossurfactantes por um novo isolado de Bacillus subtilis
(LBBMA APO1), obtido em uma aula prética da disciplina Microbiologia Geral oferecida
pelo Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa. O potencial
antifiingico dos compostos excretados por esse isolado contra o fungo fitopatogénico

Sclerotinia sclerotiorum foi também avaliado.
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2.3. MATERIAL E METODOS
2.3.1. Isolamento e identificacao do isolado Bacillus subtilis LBBMA AP01
O isolado Bacillus subtilis LBBMA APO1 foi obtido a partir de uma placa de Petri

contendo BDA (batata dextrose dgar), utilizada para isolamento de fungos
fitopatogénicos em uma aula pritica de Microbiologia Geral, oferecida pelo
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa. O crescimento desse
isolado na placa, como um contaminante, resultou na formag¢ao de um amplo halo de
inibicao de diferentes espécies de fungos que cresciam na placa. Para obtencdo da cultura
bacteriana pura do novo isolado, 0 mesmo foi repicado para placa de Petri contendo meio
TSA (Tryptic Soy Agar, Difco, Maryland, EUA), seguindo-se incubacio por cerca de 24
horas a 30°C. Uma vez em cultura pura, o isolado foi submetido a avalia¢do do perfil de
ésteres metilicos de dcidos graxos (FAME, Fatty Acid Methyl Ester) para identificacio
da espécie. Os FAME foram preparados utilizando-se o kit Instant Fame (MIDI Inc.,
Newark, DE), seguindo-se as recomendacdes do fabricante. A amostra foi injetada em
um cromatdgrafo a gds Agilent modelo 7890A e a andlise feita pelo programa Sherlock
Microbial Identification System (MIDI Inc., Newark, Delaware, USA), utilizando-se o
método e a biblioteca ITSA 1.0.

2.3.2. Preservaciao do microrganismo

Ap6s a identificagdo, a cultura foi repicada para tubos contendo 2,5 ml de meio
TSB (Tryptic Soy, Difco, Maryland, EUA), seguindo-se incubagdo a 30 °C e 200 rpm
por cerca de 24 horas. A suspensdo bacteriana (600 ul) foi transferida para criotubos
contendo 400 pl de glicerol a 80% (v/v), os quais foram armazenados a -80 °C em

ultrafreezer.

2.3.3. Observacao do efeito antagonico do isolado B. subtilis LBBMA AP01 contra

Sclerotinia sclerotiorum

O potencial antifingico do isolado B. subtilis LBBMA APO1 foi avaliado
utilizando-se a metodologia do confronto em placas. Placas de Petri contendo meio BDA
(Batata Dextrose Agar, Sigma Aldrich) foram inoculadas com o isolado B. subtilis
LBBMA APO1, fazendo-se uma tinica estria no centro da placa. Dois esclerdédios do fungo
Sclerotinia sclerotiorum, previamente obtidos pelo cultivo do fungo em placas de Petri

contendo meio BDA, foram colocados proximos as bordas da placa em extremidades
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opostas. Como controle, foi utilizada uma placa contendo esclerédios do fungo sem a
presenca do isolado bacteriano. As placas foram incubadas a 25 °C por cerca de 120 horas.

O ensaio foi conduzido com 3 repeti¢des.

2.3.4. Producao do extrato bruto contendo biossurfactantes pelo isolado B. subtilis

LBBMA AP(01

A producdo de biossurfactantes pelo isolado B. subtilis LBBMA APO1 foi
avaliada por meio do teste de hemdlise em placa e pelo teste de espalhamento de 6leo
(YOUSSEF et al., 2004).

Para o teste de hemdlise, a cultura foi repicada em triplicata em placas contendo
meio TSA adicionado de 5% (v/v) de sangue de carneiro desfibrinado, seguindo-se
incubagdo a 30 °C por cerca de 48 horas. A presenca de um halo transparente ao redor
das coldnias foi interpretada como indicio da producao de biossurfactantes.

Para realizacdo do teste de espalhamento de 6leo, o isolado foi reativado em TSA
a 30 °C por 24 horas e transferido para tubos de ensaio contendo 5 ml de caldo TSB
(Tryptic Soy Broth, Difco, Maryland, EUA), seguindo-se incubagdo a 30 °C e 200 rpm
por 24 horas. Uma aliquota da suspensdo bacteriana (1 % v/v) foi transferida para um
frasco tipo Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml de meio mineral contendo (g/L):
KoHPO4 (13,9); KH2PO4 (2,7); NH4Cl (1,0); extrato de levedura (0,05); NH4NOs (1,0),
suplementado ap6s autoclavagem (121 °C, 20 minutos) com 40 ml solugdo estéril de
glicose a 50 % (m/v) (concentragcdo final: 20 g/L) e de micronutrientes (1,0 ml/L),
contendo (g/L): EDTA (0,5); MgS04.7H,O (3,0); MnSO4.H>O (0,5); NaCl (1,0);
CaCL.2H20 (0,1); CoCl2.6H20 (0,1); ZnSO4.7H20 (0,1); FeSO4.7H2.0O (0,1);
CuS04.5H20 (0,1); Naz2Mo0O4.2H20 (0,01); NaSeOs (0,01); NaaWO4.2H0 (0,01);
NiCl2.6H20 (0,02). Os frascos foram incubados a 30 °C e 200 rpm por cerca de 24 horas.
O in6culo foi preparado por centrifugacdo da cultura a 12.000 g por 10 minutos e as
células foram lavadas em solu¢do de NaCl (0,85 %) duas vezes e ressuspendidas na
mesma solucdo. Frascos do tipo Erlenmeyer de 1,0 L contendo 500 ml do meio descrito
acima foram inoculados com um volume de inéculo suficiente para se obter uma
densidade 6ptica a 600 nm correspondente a 0,05. Os frascos foram incubados a 30 °C

sob agitacao constante de 200 rpm por 24 horas.
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Durante o periodo de incubacao, a cada 24 horas (até o periodo final de 96 h) foi
feito o ensaio de espalhamento de 6leo. Para isso, foram pipetados 30 uL de 6leo bruto
sobre a superficie de dgua destilada (100 mL) contida em uma placa de Petri de 150 x 20
mm de didmetro, para formar uma fina camada de 6leo. Em seguida um volume de 10 uL.
do sobrenadante da cultura foi adicionado sobre o centro da placa (YOUSSEEF et al.,

2004). O diametro do halo de espalhamento de 6leo foi medido apds 30 segundos.

Ap6s 24 horas de incubacio, a cultura foi centrifugada a 12.000 g por 20 minutos
a 25 °C e o sobrenadante coletado e transferido para frascos tipo Scott. O extrato livre de
células foi submetido a precipitacio acida, ajustando-se o pH para 2,0 com HCI 1 mol/L,
seguindo-se armazenamento a 4 °C por 24 h. Apés esse periodo, uma nova centrifugacio
foi realizada para recuperacdo do precipitado (12.000 g, 20 minutos, 4 °C). Os pellets
foram ressuspendidos em 4gua destilada, ajustando-se o pH da solug¢do para 7,0. A

solugdo obtida foi submetida a liofilizacdo e o extrato liofilizado foi armazenado a 4 °C.

2.3.5. Producao do extrato metanélico via extracio por exaustao

Em um frasco Erlenmeyer (250 mL) com tampa, foram adicionados 150 mL de
metanol e 728 mg do extrato liofilizado do isolado B. subtilis LBBMA APO1, obtido
conforme metodologia descrita acima. O material foi levado para agitagdo magnética por
24 horas. Apds esse periodo, o extrato foi filtrado em papel de filtro quantitativo (faixa
preta). O filtrado foi recolhido e levado a evaporador rotativo (38 °C), sendo obtido, ao

final, o extrato metandlico.

2.3.6 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para avaliar a presenca de lipopeptideos no extrato metandlico, foram utilizadas
placas cromatogréficas de silica-gel de 4,0 x 2,5 cm, com indicador fluorescente Fas4
(Sigma-Aldrich), contendo padrdes de surfactina, iturina A e fengicina A (Sigma-
Aldrich). As solugdes-estoque desses padroes foram preparadas na concentracao de 10,0
mg/ml utilizando 4lcool etilico absoluto. As solu¢des-estoque foram diluidas e utilizadas
na concentragdo de 0,1 mg/ml. Os extratos metandlicos obtidos do material liofilizado do
isolado B. subtilis LBBMA APO1 foram aplicados na concentra¢do de 1,0 mg/ml. As
amostras foram introduzidas nas placas de CCD utilizando capilares de vidro, sendo
realizadas cerca de 50 aplicacdes por amostra. As placas foram eluidas com a fase mével
A, composta de cloroférmio:metanol:dgua — 65:25:4 (v/v). A revelacdo das placas de
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CCD foi feita pulverizando uma solugdo alcodlica de acido sulfdrico 15% (v/v),

seguindo-se visualizacdo das placas em camara de luz ultravioleta (A = 254 nm).
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. Identificacdo do microrganismo

A andlise do perfil de 4cidos graxos de B. subtilis LBBMA APO1 pelo sistema
Sherlok Microbial Identification System (MIDI Inc., USA) revelou que o isolado pertence
a espécie Bacillus subtilis, com indice de similaridade de 0,886 para Bacillus subtilis

subgrupo D da biblioteca de referéncia ITSA 1.0.

2.4.2. Avaliacdo da producio de biossurfactantes e do potencial de inibicio do
crescimento micelial de Sclerotinea sclerotiorum pelo isolado B. subtilis LBBMA
APO1

O teste de hemolise revelou a presenca de halos no entorno das colonias a medida
que o isolado se desenvolvia (Figura 2.1 A). Segundo YOUSSEEF et al. (2004), esse teste
€ considerado uma selecdo primdria de organismos produtores de biossurfactantes, mas
pode omitir microrganismos produtores desses compostos, visto que o mecanismo de
hemdlise estd diretamente relacionado com a estrutura do tensoativo. O resultado obtido

com o isolado B. subtilis LBBMA APO1 € indicativo da producdo de biossurfactantes.

O cultivo de B. subtilis LBBMA APO1 juntamente com Sclerotinea sclerotiorum
inibiu o desenvolvimento do fungo (Figura 2.1 B e C). O resultado € um indicativo da
producdo de compostos antagdnicos, indicando o potencial de B. subtilis LBBMA APO1
para a utilizagdo como biofungicida no controle do mofo branco. RAHMAN et al. (2016)
obtiveram resultados similares ao aqui reportado ao trabalharem com isolados de B.

subtilis oriundos de solo rizosférico.
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Figura 2.1: (A) Potencial hemolitico de Bacillus subtilis LBBMA APO1 em TSA-sangue,
indicativo da producdo de biossurfactantes; (B) B. subtilis LBBMA APO1 cultivado
juntamente com Sclerotinia sclerotiorum, onde se observa a inibi¢do do crescimento

micelial do fungo na regido de crescimento do isolado bacteriano; (C) S. sclerotiorum
cultivado na auséncia de B. subtilis LBBMA APO1.

2.4.3. Producao do extrato bruto de biossurfactantes por B. subtilis LBBMA AP 01

Durante o periodo de incubagdo, a cultura de B. subtilis LBBMA APO1 foi
submetida ao teste de espalhamento em 6leo, tendo sido observada a formagao do halo
caracteristico de espalhamento resultante da adi¢do de surfactantes sobre a superficie do
6leo. Em média, foram observados halos com didmetro aproximado de 3,2 cm + 0,28 nas
amostras coletadas com 24 horas de incubagdo. Ap6és 24 horas de incubacdo, houve um
decréscimo gradual do didmetro dos halos de espalhamento (figura 2.2), indicando uma

reduc¢do da concentragdo de biossurfactantes na cultura.

A diminui¢do da concentracdo de compostos tenso-ativos produzidos por
microrganismos pode ser explicada pelo esgotamento de sua fonte primaria de carbono,
nesse caso a glicose, utilizada para crescimento de B. subtilis LBBMA APOI1. De acordo
com SHALIGRAM & SINGHAL (2010), a partir do ponto em que a fonte primdria de
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carbono se esgota, os microrganismos podem utilizar os proprios biossurfactantes para
suprir a deficiéncia de carbono no meio, através da produgdo de proteases capazes de

degradar lipopeptideos, principalmente a surfactina.
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Figura 2.2: Didmetro do halo de espalhamento de 6leo ao longo de 96 horas de cultivo
de B. subtilis LBBMA APO1 a 30 °C e 200 RPM em meio mineral contendo glicose a 20
g/L. como fonte de carbono. Observa-se um decréscimo significativo (teste de Tukey a 5
% de probabilidade) no didmetro dos halos de espalhamento a partir de 24 horas de

incubacao.

A partir da precipitagdo acida da cultura de B. subtilis LBBMA APO1 apds 96
horas de incubacgdo, seguida de liofilizacdo, foram obtidos 520 mg de extrato bruto
liofilizado por litro de sobrenadante livre de células. No total, foram obtidos 780 mg de

extrato liofilizado.

2.4.4. Avaliacao da presenca de lipopeptideos no extrato bruto liofilizado de B.

subtilis LBBMA APO1 por cromatografia em camada delgada (CCD)

A partir dos 780 mg de extrato bruto liofilizado de B. subtilis LBBMA APOI,
foram obtidos 450 mg de extrato metandlico. O extrato metandlico foi submetido a uma
andlise por CCD para se determinar a possivel presenga de biossurfactantes das classes
das surfactinas, iturinas e fengicinas, de acordo com os padroes disponiveis no
laboratério. Apds a revelacao das placas, foram encontradas manchas com valores de Rf

(“retention factor”, ou fator de retencdo) semelhantes aos valores dos padrdes de
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surfactina, iturina e fengicina, indicando a producdo de todas essas classes de

lipopeptideos por B. subtilis LBBMA APO1 (Figura 2.3).

Figura 2.3. Placa de CCD contendo o extrato metandlico de B. subtilis LBBMA APO1.
Fengicina (F) Rf = 0,23; iturina (I) Rf = 0,47 e surfactina (S) Rf = 0,77. Fase mdvel
cloroférmio:metanol:dgua — 65:25:4. Revelador: dcido sulftirico a 15% (v/v) em etanol,
seguido de aquecimento com soprador térmico.

Em geral, lipopeptideos ciclicos s@o moléculas anfipdticas, que possuem em sua
estrutura uma cadeia linear carbdnica (parte lipidica hidrofébica, com pequenas variacdes
no tamanho e na composi¢ao), conectada a um peptideo ciclico formado pela ligacao entre
varios aminodcidos (parte peptidica hidrofilica, com algumas variacdes entre os
aminodcidos) (HAMLEY, 2015). Os lipopeptideos ciclicos das familias das surfactinas,
iturinas e fengicinas (Figura 2.4) s@o frequentemente encontrados como produtos do
metabolismo secundario em culturas de B. subtilis ( HAMLEY, 2015; GEISSLER et al.,
2017). Conforme pdde ser observado pela andlise por CCD, foi possivel confirmar a
presenca de moléculas dessas familias na amostra originada do cultivo de B. subtilis

LBBMA APOI.
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Figura 2.4. Exemplos de moléculas das principais familias de lipopeptideos produzidos
por B. subitlis, encontradas também no extrato da cultura de B. subtilis LBBMA APO1.
(Adaptado de GEISSLER et al., 2017).
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2.5. CONCLUSOES

O isolado B. subtilis LBBMA APO1 demonstrou capacidade de produgdo de
compostos tenso-ativos, caracterizados como pertencentes a classe dos lipopeptideos
surfactina, iturina e fengicina. LBBMA APO1 apresentou efeito antagdnico contra o
fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum. Como perspectiva futura, apés a etapa primadria de
fracionamento do extrato metandlico de B. subtilis LBBMA APOl, novos
fracionamentos, utilizando cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada
preparativa, deverao ser realizados, com a finalidade de se obterem moléculas puras dos
biossurfactantes para confirmar sua identidade e avaliar o efeito de cada lipopeptideo,
separadamente e em combinacdes, sobre o fitopatdgeno usado como modelo nesse estudo
e outros fungos causadores de doengas em plantas. Nessa fase, deverdo ser determinadas,
ainda, as concentragdes inibitdrias minimas de cada um dos compostos e de suas

combinacdes.
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CAPITULO 3

BIOSSINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA E COBRE UTILIZANDO
GLICOSE E EXTRATO LIVRE DE CELULAS DE Bacillus subtilis MV 126P

3.1. RESUMO

Nanoparticulas sdo compostos de dimensdes submicrométricas com propriedades
superiores e diferenciadas em relacdo ao material de que se originam. Existem diversas
metodologias para a sintese de nanoparticulas metdlicas. A tendéncia nos tltimos anos é
a utilizacdo da redug¢do quimica com compostos redutores alternativos, como extratos
microbianos e de plantas e outros materiais inécuos, como glicose e sacarose, dados a sua
biocompatibilidade, o baixo custo e a reducdo da toxicidade. Nesse trabalho, foram
utilizados o sobrenadante da cultura de Bacillus subtilis isolado MV 126P e glicose para
a biossintese de nanoparticulas de prata e cobre. As nanoparticulas produzidas foram
caracterizadas por espectrofotometria UV-VIS, Microscopia Eletronica de Transmissao
(TEM), Microscopia de Forca Atdmica (AFM) e Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)
e avaliadas quanto a estabilidade. Foram obtidas nanoparticulas de prata e cobre esféricas
com tamanhos varidveis quando se utilizou glicose como agente redutor. O extrato de B.
subtilis foi eficiente como agente catalisador da sintese de nanoparticulas de prata,
também esféricas e de cardter polidisperso, mas ndo de cobre. As nanoparticulas se
mantiveram estdveis por longo periodo de tempo com a adi¢do de ramnolipideo como

agente estabilizante, mas se mostraram bastante instdveis na auséncia de ramnolipideo.

Palavras chave: nanoparticulas de prata e cobre; biorredu¢do; sobrenadante bacteriano,

ramnolipideo; “green chemistry”.
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3.2. INTRODUCAO

Materiais em escala nanométrica podem ser definidos como particulas de tamanho
variando de 1 a 1.000 nm de diametro (KIRAN et al., 2011). As nanoparticulas metalicas,
em particular as de ouro e de prata, t€ém recebido grande interesse em decorréncia de suas
amplas aplicabilidades (WEI et al., 2015). As nanoparticulas de prata constituem a
categoria de nanomateriais mais comercializada atualmente, com aplica¢gdes em varios
produtos, como em embalagens antimicrobianas, equipamentos da drea médica,
dispositivos de diagndstico molecular, sensores, téxteis, purificadores de d4gua,

cosméticos e eletronicos (SINGH et al., 2015).

Cobre metélico exibe um amplo espectro de atividade antimicrobiana (CUEVAS,
et al, 2015). Em contraste com as nanoparticulas de prata, as quais t€ém sido
extensivamente estudadas em razdo de suas propriedades antimicrobianas, as
nanoparticulas de cobre e de 6xido de cobre ainda requerem estudos mais aprofundados,
mas comecam a ganhar importancia em decorréncia de seu amplo espectro de atividade

e potencial biocida (CUEVAS, et al., 2015).

Uma grande variedade de metodologias tém sido descritas para a sintese e
caracterizacdo de nanoparticulas, podendo as mesmas serem classificadas em
metodologias de sintese quimica (ROLDAN et al., 2013; SOTIRIOU & PRATSINIS,
201& et al., 2011), fisica (ASANITHI et al., 201&et al., 2008) ou biolégica ARASHIRO
&; VELMURUGAN et al., 2014; GURUNATHAN et al., 2009). Os métodos de sintese
de nanoparticulas baseados no uso de extratos vegetais (CHEIRMADURALI et al., 2014),
produtos do metabolismo microbiano, como biossurfactantes (FARIAS et al., 2014),
extratos livres de células de culturas bacterianas (GURUNATHAN et al., 2009) e
acucares redutores, como a glicose (PANIGRAHI et al., 2006), t€ém recebido especial
destaque em relacdo aos métodos quimicos e fisicos convencionais, em decorréncia do
uso de substratos biocompativeis, atoxicos ou de baixa toxicidade e da simplicidade do
processo de producdo (SINGH et al., 2015). Adicionalmente, as biomoléculas podem
atuar também como estabilizadores, prevenindo a agregacdo das nanoparticulas,
aumentando com isso a sua estabilidade (TIQUIA-ARASHIRO & RODRIGUES, 2016;
SINGH et al., 2015).
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Uma grande variedade de microrganismos € conhecida pela capacidade de
sintetizar nanoparticulas. Contudo, a busca por novas linhagens aptas a realizarem a
biossintese de nanoparticulas com caracteristicas especiais de estabilidade, mono-
dispersibilidade (uniformidade de tamanho) ou que apresentem morfologias e tamanhos
singulares, € cada vez mais frequente nas pesquisas em nanotecnologia (ELBESHEHY et
al., 2015). Adicionalmente, a adaptacao das metodologias de sintese baseadas em extratos
naturais, agucares redutores e a estabilizacdo das nanoparticulas por agentes biolégicos
pode constituir estratégias valiosas para a obtencdo de novas nanoestruturas com
propriedades melhoradas.

Nesse estudo, foram realizados a biossintese, a caracterizacdo e o estudo da
estabilidade de nanoparticulas de prata (AgNPs) e cobre (CuNPs), utilizando-se extrato
livre de células (sobrenadante) de uma cultura de Bacillus subtilis MV 126P ou glicose
como agentes redutores e um biossurfactante (ramnolipideo) como agente estabilizante

das nanoparticulas.
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3.3. MATERIAL E METODOS.

3.3.1. Microrganismo e condicao de cultivo

O microrganismo utilizado para a sintese das nanoparticulas, Bacillus subtilis MV
126P, foi isolado a partir de amostra de solo coletada na Ilha de Martin Vaz— Brasil — e
previamente identificado pelo sequenciamento do rDNA 16S. Para obtencio da cultura
bacteriana, B. subtilis MV 126P foi reativado a partir do estoque a - 80 °C em TSA
(Tryptic Soy Agar, Difco, Maryland, EUA) por 24 horas a 30 °C. O in6culo foi preparado
repicando-se uma coldnia para 5,0 mL de TSB (Tryptic Soy Broth, Difco, Maryland,
EUA), seguindo-se incubagao por 24 horas a 30°C e 200 rpm. Aliquotas correspondentes
a 1 % (v/v) de in6culo foram transferidas para cinco frascos do tipo Erlenmeyer (250 mL)
contendo 50 mL de TSB. Cada frasco foi incubado a 30 °C por 12, 18, 24, 36 ou 48 h,
sob agitacdo constante de 200 rpm, para se avaliar o efeito da idade da cultura sobre a
capacidade de reducdo das nanoparticulas. O crescimento microbiano foi avaliado por
meio da medicao da densidade 6ptica da cultura por igual periodo de tempo. Este ensaio

contou com 3 repeti¢oes.

3.3.2. Sintese de nanoparticulas de prata e cobre por Bacillus subtilis MV 126P

A sintese de nanoparticulas utilizando o extrato livre de células de B. subtilis MV
126P foi feita segundo os métodos descritos por GURUNATHAN et al. (2009) e
VELMURUGAN et al. (2014), com adaptacdes. Apds cada periodo de incubacdo, a
cultura foi centrifugada a 9.000 g e o sobrenadante utilizado para sintese das
nanoparticulas. A sintese foi realizada em frascos tipo Erlenmeyer de 125 mL contendo
5 mL do extrato livre de células, aos quais se adicionaram, separadamente, 20 mL de
AgNOs3 (1,0 mmol/L) ou 20 ml de CuSO4 (10 mmol/L). O pH foi ajustado para 10
utilizando-se NaOH 1,0 M e a mistura foi incubada a 60°C sob agita¢ao constante de 200

rpm por 12 horas.

Controles negativos foram realizados utilizando-se TSB em substituicdo ao
extrato livre de células ou somente as solugcdes de AgNO3 ou CuSOs4, nas mesmas
concentracdes utilizadas para a sintese das nanoparticulas e sob as mesmas condi¢des de

incubacao.
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Os tratamentos foram conduzidos com trés repeticdes para cada periodo de

incubacdo da cultura, conforme descrito no item 3.1.

3.3.3. Sintese de nanoparticulas de prata e cobre mediada por glicose

A sintese de nanoparticulas de prata e cobre por reducdo mediada por glicose foi
realizada de acordo com o método descrito por PANIGRAHI et al. (2006), com
adaptagdes. A sintese foi realizada em frascos tipo Erlenmeyer de 50 mL, aos quais foram
adicionados sequencialmente 25 mL de dgua Mili-Q e 0,2 g de glicose (VETEC, Sao
Paulo, Brasil). Ap6s a dissolugdo completa da glicose, foram adicionados 50 uL. de NaOH
(1,0 mol/L), 1 mL de AgNOs nas concentragdes de 100, 66, 50, 33, 25 e 20 mmol/L ou 1
ml de CuSO4 a 10, 11,1, 12,5, 14,3, 16,6 € 20 mmol/L. As misturas foram incubadas sob
agitacdo por 3 minutos a 80° C. A progressio da reacio foi monitorada visualmente pela

mudanca de coloragdo das solucdes.

3.3.4. Caracterizacao das nanoparticulas de prata e cobre

Para a caracterizagdo, as nanoparticulas foram submetidas a medidas de
absorbancia Optica, utilizando-se um espectrofotometro UV-Vis (Multiskan GO,
ThermoFisher Scientific) com escaneamento entre 200 e 700 nm e resolu¢do de 1 nm. A
presenca de nanoparticulas e a visualizacdo morfoldgica foi realizada por microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) e por microscopia de forca atobmica (AFM). Para a
realizacdo da TEM, uma gota de cada suspensao foi dispersa sobre um grid de cobre e
visualizada diretamente ao microscépio eletronico (EM 109, Zeiss). Para a execugdo da
AFM, uma gota de cada suspensao foi espalhada sobre um suporte de mica e as medidas
de topografia foram realizadas pelo modo de contato intermitente, utilizando-se

microscopio de forca atdmica (NT-MDT, Ntegra Prima, Russia).

A caracterizagdo do formato e da distribui¢do do tamanho das nanoparticulas foi
realizada pela medida do espalhamento dindmico de luz (DLS), utilizando-se um

equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Southborough, UK).

Posteriormente a sintese e caracterizacio, as nanoparticulas foram submetidas a

liofilizacdo e armazenagem a 4°C.
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3.3.5. Avaliacao da estabilidade das nanoparticulas

Para se avaliar o efeito estabilizante e se determinar uma dose minima de
biossurfactante que garanta estabilidade e manutencdo das propriedades das
nanoparticulas, as solu¢des de nanoparticulas de prata e cobre foram tratadas com
diferentes concentragdes de uma mistura de mono (Rha-C10, 29 g/L) e di-ramnolipideos
(Rha-Rha-C10, 31,5 g/L) (Biossur, Brasil).

As nanoparticulas de prata foram produzidas pelo método de redu¢do quimica,
utilizando-se glicose ou sobrenadante de B. subtilis MV 126P como agentes redutores.
Nanoparticulas de cobre foram produzidas usando-se apenas a glicose como agente
redutor, j4 que o sobrenadante da cultura de B. subtilis MV 126P ndo se mostrou um
catalisador eficiente para a sintese de nanoparticulas desse metal. Aliquotas de 20 mL das
solugdes de nanoparticulas recém-produzidas foram transferidas para tubos de ensaio, aos
quais foram adicionados volumes da solucdo-estoque de ramnolipideo (85 g/L) para se
obterem concentracOes equivalentes a 0; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 20; 40 e 60 vezes a sua

concentracao micelar critica (CMC = 65 mg/L).

A estabilidade das nanoparticulas foi avaliada pela medida dos picos de
absorbancia ao longo do tempo pelo escaneamento da absorbancia no UV-VIS entre 200
e 700 nm e resolucdo de 1 nm. Nesse periodo de avaliacdo, as suspensdes de
nanoparticulas foram mantidas estiticas em tubos de ensaio vedados com tampa

rosqueada a 4,0 °C.

Os valores de maxima absorbancia para cada tratamento (variando a concentracao
de ramnolipideo) foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Assistat (SILVA et al,
2016).
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Sintese e caracterizacao espectrofotométrica das nanoparticulas de prata e
cobre

O extrato livre de células obtido durante o cultivo do isolado B. subtilis MV 126P
contém agentes redutores capazes de catalisar a sintese de nanoparticulas de prata em
todos os tratamentos onde se variou o periodo de incubagdo da cultura microbiana.
Observou-se um maior valor de absorbancia a 408 nm nas amostras contendo AgNPs
sintetizadas com sobrenadante da cultura com 18 h de incubagao (Figura 3.1), indicando
a obtencdo de maior concentracdo de nanoparticulas. Apds esse periodo de incubagio,

houve queda significativa na capacidade de sintese de AgNPs.
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Figura 3.1: Andlise espectrofotométrica de solu¢des contendo nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas com sobrenadante de Bacillus subtilis MV 126P retirado da cultura
em diferentes periodos de incubac¢do em caldo TSB, 30 °C e 200 rpm. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A varredura das solucdes de nanoparticulas na faixa de 200 a 700 nm
indicou que as nanoparticulas sintetizadas pelo método empregado nesse estudo
apresentam pico de absorbancia no comprimento de onda de 408 nm (+ 2,7 nm), sendo
esse o valor reportado na figura acima como indicador da concentra¢io de nanoparticulas
de prata em cada tratamento.

Decorrido um periodo inicial de 12 horas de incubacdo da mistura de sintese de
nanoparticulas, a solucdo adquiriu a colora¢cdo marrom caracteristica da formacao de

AgNps sintetizadas com extrato microbiano (Figura 3.2 B).
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Nao foram obtidas CuNPs com o sobrenadante do isolado Bacillus subtilis MV
126P como agente redutor, tendo sido obtidas solu¢des parcialmente incolores com um

precipitado de coloracao acinzentada.

A metodologia aplicada a sintese de nanoparticulas de prata e cobre, utilizando o
método de reducdo quimica com glicose, se apresentou eficiente, observando-se a
mudanca rdpida da coloracdo das solu¢des onde se adicionou AgNO3 e CuSOg4 de incolor

para acinzentado ou para amarelo claro, respectivamente (Figura 3.2).

Figura 3.2: (A) Nanoparticulas de prata sintetizadas com glicose; (B) Nanoparticulas de
prata sintetizadas com extrato de B. subtillis MV 126P ; (C) Nanoparticulas de cobre
sintetizadas com glicose.

Foi observado que a concentracao méaxima de AgNOs a ser aplicada para a sintese
das AgNps € de 2,5 mmol/L, equivalente a uma concentracao final de Ag de 270 mg/L.
Acima dessa concentragdo, observou-se a auséncia da coloracao caracteristica e pico de
absorbancia, além da formagdo de um precipitado escuro (figura 3.3 A e C). Para as
CuNps, o valor maximo de absorbancia a 475 nm foi obtido quando a concentracdo de

CuSOs utilizada na sintese foi de 0,38 mmol/L (figura 3.3 B).
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Figura 3.3: Efeito da concentracdo de AgNO3 e CuSOs4 sobre a producdo de AgNps e
CuNPs. (A) valores de mdxima absorbancia a 419 nm das solucdes coloidais de prata
produzidas com AgNOs nas concentragdes de 0,77; 0,96; 1,27; 1,92; 2,54 e 3,85 mmol/L.
(B) Valores de médxima absorbéancia a 475 nm das solugdes coloidais de cobre produzidas
com CuSOs nas concentragdes de 0,38; 0,43; 0,48; 0,55; 0,63 e 0,77 mmol/L. (C) Detalhe
das solucdes coloidais de prata produzidas com diferentes concentracdoes de AgNOs.

Nota-se a formagao de precipitados no tratamento em que se utilizou concentracio de
AgNO3de 3,85 mmol/L.

A andlise do espectro UV-VIS das solu¢des de nanoparticulas de prata produzidas
com o sobrenadante de B. subtilis MV126P demonstrou a presenca de picos de
absorbancia a 408 nm (Figura 3.4 A). Nao foram detectados picos de absor¢cdo nas
solugdes onde se tentou sintetizar as CuNPs usando-se esse mesmo agente redutor. Nas
solucdes contendo AgNPs e CulNPs sintetizadas a partir da glicose como agente redutor,
foram detectados picos de absorbincia nas posi¢des de 419 nm e 475 nm, respectivamente
(Figura 3.4 C e D), o que evidencia a presenca das nanoparticulas nas amostras. Para as
nanoparticulas de prata e cobre, o espectro eletronico da solugdo recém-preparada deve
apresentar picos de absorbancia préximos a 420 nm e 480 nm, respectivamente, referente

a banda de ressondncia dos pldsmons de superficie de nanoparticulas esféricas,
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confirmando os resultados obtidos. Esse pico nao foi observado nos controles negativos

e nem nas solucdes dos reagentes utilizados na sintese (Figura 3.4).

Segundo LIZ-MARZAN (2004), alteracdes no tamanho e nas formas das
nanoparticulas podem provocar modificagdes nas propriedades fisicas e na reatividade de
compostos quimicos, inclusive nas préprias nanoparticulas. No caso das propriedades
Opticas, a mudanca e diversidade de cores observada quando uma nanoparticula é
sintetizada estd relacionada as oscilagdes dos elétrons de condugao em ressonancia com
a luz incidente, denominada ressonancia dos plasmons de superficie (DANG et al., 2011).
Esse efeito torna possivel, entdo, detectar a presenca de nanoparticulas metélicas
utilizando-se a varredura do espectro UV-visivel (DANG et al., 2011). Tal fendmeno
permite que as nanoparticulas desses elementos sejam assim caracterizadas por um pico

de absorbancia em um comprimento de onda especifico (DANG et al., 2011).
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Figura 3.4: Espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS) das
solucdes contendo nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato livre de células de B.
subtillis MV 126P (A); AgNps sintetizadas com glicose (B) e CuNps sintetizadas com

glicose (C).
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Sobrenadantes e extratos derivados de organismos vivos, tais como bactérias
(NARAYANAN & SAKTHIVEL, 2010) e plantas (SHENDE et al., 2015), geralmente
utilizados como agentes redutores no processo de sintese de nanoparticulas, apresentam
composi¢do quimica complexa, possuindo uma grande variedade de biomoléculas como
enzimas, proteinas, aminodcidos, carboidratos e vitaminas que podem ser responsaveis
por realizar o processo de biorredu¢do de fons metélicos, dando origem a nanoparticulas

(DEEPAK & KALISHWARALAL, 2011).

Estudos tém demonstrado que muitos microrganismos, como Acinetobacter
calcoaceticus (SINGH et al., 2013), Streptomyces sp. (KARTHIK et al.,, 2014),
Brevibacterium casei (KALISHWARALAL et al., 2010) e Bacillus licheniformis
(SHANTHI et al.,, 2016; SRIRAM et al., 2012) podem produzir nanoparticulas
inorganicas através de rotas intracelulares ou extracelulares. A biossintese de
nanoparticulas metélicas por microrganismos ocorre pelo contato do ifon metdlico
principalmente com enzimas redutoras, que podem estar presentes na parede celular ou
extracelularmente e cofatores, como o NADH (NARAYNAN & SAKTHIVEL, 2010).
As enzimas envolvidas nesse processo sdao geralmente do tipo NADH-dependentes, como
as nitrato-redutases (DURAN et al., 2011). Procariotos do género Bacillus e Klebsiella
possuem um tipo de nitrato-redutase NADH-dependente presente no citoplasma, a qual

participa da via anabdlica de assimilac¢do do nitrogénio (GONZALEZ et al., 2006).

Estudo conduzido com nitrato-redutase purificada do fungo Fusarium oxysporum,
comprovou sua efetividade como agente redutor durante a sintese de nanoparticulas de
prata in vitro (ANIL KUMAR et al., 2007). No estudo de VELMURUGAN et al. (2014),
observou-se a presenca de quantidades significativas da enzima nitrato-redutase no
sobrenadante da cultura de B. subtilis cultivado em caldo nutriente. Os autores sugeriram
que essa enzima participa da reducdo de fons metdlicos no meio extracelular, resultando
na formacdo de nanoparticulas metdlicas. Nesse processo, a enzima € ativada pela
presenca de nitrato e recebe elétrons do NADH (gerado durante o processo de glicdlise),
transferindo-os posteriormente para os fons presentes no meio, como Ag*, possibilitando

a sua biorreducio e subsequente formagao das nanoparticulas (SINGH et al., 2015).

Carboidratos como a glicose também sao reconhecidos como agentes redutores de
ions metalicos, como prata (MOCANU et al., 2013) e cobre (PANIGRAHI et al., 2006).

O processo de producdo de nanoparticulas utilizando a glicose como agente redutor
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envolve uma série de reacdes (PANIGRAHI et al., 2006). Quando uma solucdo de glicose
¢ aquecida a cerca de 60 °C em meio bdsico, a molécula se abre, expondo grupos
carboxilicos que doam elétrons para o ion metédlico em solugdo, proporcionando sua

reducdo e consequente nucleagdo, o que leva a formacdo das nanoparticulas

(PANIGRAHI et al., 2006).

Peptideos também tém ganhado destaque na sintese e estabilizacdo de
nanoparticulas de prata. Essas biomoléculas estdo geralmente presentes no sobrenadante
de culturas microbianas e contém aminodcidos como arginina, cisteina, triptofano e dcido
glutdmico, que também podem estar envolvidos no processo de sintese (NAM et al.,
2008). O triptofano, por exemplo, em pH elevado, é convertido em um radical triptofil,
que doa elétrons para os fons Ag*, o que resulta na producio de nanoparticulas de prata

de tamanho relativamente pequeno (SI & MANDAL, 2007).

3.4.2. Analise da morfologia e da dimensao das nanoparticulas

As imagens obtidas por microscopia eletronica de transmissdo - TEM -
confirmaram a producdo de particulas em nanoescala, predominantemente esféricas
(Figura 3.5). As nanoparticulas de prata produzidas com sobrenadante da cultura de B.
subtilis MV 126P apresentaram variacdo de formas e dimensao, podendo-se observar a
presenca de particulas esféricas e elipticas (Figura 3.5 A e B). As micrografias das
nanoparticulas produzidas com glicose como agente redutor revelaram a presenca de
nanoparticulas esféricas de prata (Figura 3.5 C e D) e de cobre (Figura 3.5 E e F) de

dimensao mais homogénea.

A andlise das imagens obtidas por microscopia de for¢a atomica - AFM - também
confirmou a presenca das nanoparticulas sintetizadas com os dois agentes redutores

(Figura 3.6 A a F).
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Figura 3.5: Micrografias eletronicas de transmissdo de nanoparticulas de prata
sintetizadas usando extrato livre de células de B. subtilis MV 126P (A e B) ou glicose (C
e D) como agentes redutores. (E e F): nanoparticulas de cobre produzidas a partir do uso
da glicose como agente redutor.
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Figura 3.6: Imagens de microscopia de forca atdmica de nanoparticulas de prata
sintetizadas usando extrato livre de células de B. subtilis MV 126P (A e B) ou glicose (C
e D) como agentes redutores. (E e F): nanoparticulas de cobre produzidas a partir do uso
de glicose como agente redutor.

A tabela 3.1 apresenta as andlises de espalhamento dinamico de luz (DLS) das
nanoparticulas obtidas com os diferentes agentes redutores. Elas revelaram a presencga de
dois grupos de intensidade de tamanho distintos para as amostras contendo nanoparticulas
de prata obtidas com os dois agentes redutores, demonstrando uma variabilidade no
tamanho das mesmas (Figura 3.7 A e B). Apesar de também se observar alguma

51



dispersdo, uma maior uniformidade de dimensao foi observada para as nanoparticulas de

cobre sintetizadas com glicose (Figura 3.7 C).

Tabela 3.1: Valores médios de distribui¢do e intensidade (%) de tamanho (nm) das
nanoparticulas de prata sintetizadas usando extrato livre de células de B. subtilis MV 126P

(AgNps B. subtilis) e glicose (AgNps glicose ) e nanoparticulas de cobre produzidas com
glicose (CulNps glicose)

Nanoparticulas Grupo 1 Grupo 2

Tamanho(nm)* Intensidade(%)* Tamanho(nm)* Intensidade(%)*

AgNps B. subtilis 13,54 +1,7 4+0,5 91,28 +£9,1 10,6 = 0,3
AgNps glicose 11,7+0,8 3,7+0,7 78,82 £ 6,8 10,2 +£0,9
CuNps glicose 220,2 + 15,05 229+273 - -

*valores médios de trés repeti¢des.
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Figura 3.7: Distribui¢do de tamanho das nanoparticulas determinada pelo espalhamento
dinamico de luz. Nanoparticulas de prata produzidas com extrato livre de células de B.
subtilis isolado MV 126P (A) ou glicose (B) como agentes redutores e nanoparticulas de
cobre produzidas com glicose (C) como agente redutor.

300



O tamanho e a forma das nanoparticulas sdo dependentes de algumas varidveis
que podem estar presentes no meio onde ocorre sua sintese e nucleacdo. Essas varidveis
incluem o pH, a temperatura e o tempo de reagdo. No estudo realizado por
VELMURUGAN et al. (2014), no qual foram avaliadas as condi¢des mais adequadas
para a biossintese de nanoparticulas de prata com sobrenadante de uma cultura de B.
subtilis, demonstrou-se que pH igual a 10, temperatura de 60 °C e periodo de incubagdo
de 12 horas favorecem a producdo de nanoparticulas esféricas, com algumas
irregularidades, de tamanho aproximado de 20 nm. Geralmente, em meio com pH 4cido
e baixa temperatura, sdo formados poucos pontos de nucleacdo onde possa ocorrer a
deposicdo dos 4dtomos metdlicos, obtendo-se assim um nimero reduzido de
nanoparticulas com maior tamanho. J4 em valores de pH mais alcalinos, a presenca de
alta concentracdo de ions OH favorece um maior nimero de pontos de nucleagdo,
resultando na predominancia de particulas de menor dimensdo (DEEPAK &

KALISHWARALAL, 2011).

3.4.3. Estabilidade das nanoparticulas de prata e cobre

A andlise do espectro de absor¢do no UV-VIS das nanoparticulas estabilizadas
por ramnolipideo imediatamente apds a sintese e apds 150 dias de armazenamento
demonstrou a manuten¢do da estabilidade das nanoparticulas. A dose minima de
ramnolipideo necessdria para manutenc¢do integral da estabilidade das nanoparticulas de
prata sintetizadas com glicose foi de 162,5 mg/L (Figura 3.8 A e B) e, para nanoparticulas
de cobre, foi de 487,5 mg/L (Figura 3.9 A e B). As solucdes coloidais tratadas com doses
de ramnolipideo iguais ou superiores a essas doses mantiveram a estabilidade durante
todo o periodo de avaliacdao (150 dias apos terem sido sintetizadas), sem decréscimos
significativos nos valores de absorbancia. Nesse periodo, ndo ocorreu mudanga na

coloragdo ou formacdo de precipitado visivel nas solugdes.
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Figura 3.8: Espectros de absor¢cdo na regido do ultravioleta visivel (UV-VIS) das
nanoparticulas de prata (AgNps) sintetizadas com glicose estabilizadas com diferentes
concentracdes de ramnolipideo. AgNps recém-sintetizadas e estabilizadas (A); AgNps
estabilizadas com diferentes concentracdes de ramnolipideo, apds 150 dias de
armazenamento a 4 °C (B).
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Figura 3.9: Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta visivel (UV-VIS) das
nanoparticulas de cobre (CulNps) sintetizadas com glicose estabilizadas com diferentes
doses de ramnolipideo. CuNps recém-sintetizadas e estabilizadas (A). CuNps
estabilizadas com diferentes doses de ramnolipideo, apos 150 dias de armazenamento a 4

°C (B).

Amostras de nanoparticulas de prata sintetizadas com glicose como agente redutor
contendo a dose minima de ramnolipideo necessdria para manutencdo da estabilidade

foram liofilizadas, imediatamente ressuspendidas e armazenadas por 150 dias. Essas
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amostras ndo apresentaram perda significativa de estabilidade nem de dispersdao de

tamanho (dados ndo-apresentados).

Um grande nimero de compostos naturais e sintéticos tem sido utilizado para a
manutencdo da estabilidade de nanoparticulas metdlicas, evitando a oxidacdo, a
agregacdo e a precipitacdo, que resultam na perda de suas propriedades (MESHRAM et
al., 2013). Surfactantes sintéticos sao conhecidos por sua acgdo estabilizante de
nanoparticulas (REDDY et al., 2009). Uma classe de surfactantes que tem recebido
grande atenc¢do nas dltimas décadas sdo os biossurfactantes, que sdo surfactantes naturais
provenientes do metabolismo microbiano (KIRAN, et al., 2014). Neste trabalho foi
utilizado, com sucesso, um biossurfactante (ramnolipideo) como agente estabilizante de

nanoparticulas.

A glicose também pode contribuir, durante a sintese de nanoparticulas, tanto como
agente redutor quanto como agente estabilizante (JANARDHANAN et al., 2009). Em
meio alcalino, a molécula de glicose se abre formando o dcido gluconico, expondo seus
grupos aldol (-CHO), que sdo imediatamente oxidados a grupos carboxil (-COOH). Esses
conferem estabilidade as nanoparticulas (PANIGRAHI et al., 2006). O mecanismo de
protecdo envolve a aderéncia da molécula de 4acido gluconico a superficie da
nanoparticula, proporcionando-lhe estabilidade eletrostatica e impedindo a perda de
elétrons das nanoparticulas (JANARDHANAN et al., 2009). No entanto, somente a
estabilidade eletrostitica ndao ¢é suficiente para conservacdo das nanoparticulas,
principalmente de particulas de maior dimensdo, como as de cobre (Tabela 3.1). E
necessdria também a ac¢do estérica de estabilidade, conferida em nosso trabalho pelo

ramnolipideo, para evitar a oxidacdo e a agregacao das nanoparticulas.

E provivel que o papel do biossurfactante no processo de estabilizacio esteja
associado a deposicao das moléculas sobre a superficie das nanoparticulas, impedindo a
perda de elétrons, a sua agregacdo e consequente precipitacdo. SINGH et al. (2014) ja
haviam demonstrado esse fendmeno, constatando que doses de ramnolipideo acima da
sua concentragdo micelar critica (CMC) proporcionaram deposi¢ao do biossurfactante no
entorno de nanoparticulas de zinco, resultando em uma repulsdo estérica que possibilitou

a manutencao de sua estabilidade.
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Um fendmeno observado no presente trabalho, e que ajuda a reforgar a hipdtese
de que a estabilidade estérica proporcionada pelo ramnolipideo se dd por meio da
formagdo de micelas, foi a perda completa do pico de absorbancia caracteristico das
nanoparticulas de cobre, quando se utilizou 3,9 g/LL de ramnolipideo (equivalente a cerca
de 60 vezes a concentragdo micelar critica) (Figura 3.10 A). Aparentemente, em
concentracdes muito elevadas de ramnolipideos, ocorre a formacdo de estruturas
complexas ao redor das nanoparticulas individuais, impedindo a penetracdo de luz no
comprimento de onda correspondente ao pico de absor¢do das nanoparticulas e sua
consequente absor¢do pelas mesmas. A mesma amostra foi submetida a microscopia de
transmissdo. As imagens revelaram manchas ao redor das nanoparticulas, evidenciando a

interacdo das mesmas com o ramnolipideo (Figura 3.10 B).

Absorbancia
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Comprimento de onda (nm)

Figura 3.10: (A) Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta visivel (UV-VIS) das
nanoparticulas de cobre (CuNps) sintetizadas com glicose e estabilizadas com diferentes
doses de ramnolipideo (Rhl). (B) Micrografia eletronica de transmissdao das CuNps
estabilizadas com Rhl a 3,9 g/L, evidenciando a presenca de halos formados pelo Rhl ao
redor das particulas.

As amostras contendo nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato de B.
subtilis MV126P mantiveram-se estdveis, independentemente da concentragdo de
ramnolipideo aplicada, provavelmente pela presenca de outros agentes estabilizadores no

extrato da cultura desse isolado.

SAIFUDDIN et al. (2009) ja haviam reportado que solugdes coloidais de fons

prata produzidas com sobrenadante de cultura de B. subtilis permanecem estaveis por
d1/



longos periodos. Os autores atribuiram essa elevada estabilidade a presenca de agentes
estabilizadores, como proteinas, secretados pelas células bacterianas para o meio
extracelular. Ainda de acordo com esses autores, aminoacidos como fenilalanina,
triptofano e tirosina, presentes no sobrenadante de B. subtilis, podem estar envolvidos na
manutencdo da estabilidade das nanoparticulas de prata. Esse efeito pdde também ser
evidenciado no presente trabalho, uma vez que as nanoparticulas de prata sintetizadas
extracelularmente por B. subtilis MV 126P apresentaram pico de absorbancia
caracteristico sem alteragdes durante todo o perfodo de avaliaciio (armazenamento a 4°C

durante 150 dias).
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3.5. CONCLUSOES.

Neste trabalho, foram produzidas solug¢des coloidais de prata e cobre utilizando-
se glicose ou sobrenadante de cultura de B. subtilis isolado MV 126P como agentes
redutores. Nao foram obtidas nanoparticulas de cobre quando se utilizou o sobrenadante
da cultura. O método utilizado demonstrou ser rapido e eficiente, tendo proporcionado
alta estabilidade das nanoparticulas de prata produzidas quando o agente redutor foi o
sobrenadante da cultura de B. subtilis MV 126P. A adi¢ao do biossurfactante ramnolipideo
as solucdes de nanoparticulas de prata e de cobre obtidas utilizando-se glicose como
agente redutor conferiu estabilidade as mesmas, sendo, portanto, considerado indicado
para conservagdo de suas propriedades. Os métodos de producdo utilizados se mostraram
vantajosos dada a sua rapidez, praticidade e auséncia de toxicidade, além de poderem ser

adaptados para producio em larga escala em trabalhos futuros.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DE EXTRATOS MICROBIANOS E SUSPENSOES COLOIDAIS
NO CONTROLE DE Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum e Phakopsora
pachyrhizi

4.1. RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de biossurfactantes e
nanoparticulas para o controle de doengas em plantas provocadas por trés importantes
fungos fitopatogénicos: Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum e Phakopsora
pachyrhizi. Para cada composto avaliado, inicialmente foi determinada uma concentragao
minima inibitéria (CMI). Discos de micélio de B. cinerea e S. sclerotiorum foram
inoculados em placas de Petri contendo meio BDA tratados com as seguintes solugdes
sob diferentes concentracdes de seu principio ativo: extrato bruto de B. subtilis LBBMA
APO1 (BsAPO1) contendo os biossurfactantes surfactina, fengicina e iturina;
Ramnolipideo (Rhl); nanoparticulas de prata (AgNps) produzidas com sobrenadante de
B. subtilis MV 126 P (AgNps — MV 126P) ou glicose (AgNps — Glu) como agentes
redutores; AgNps produzidas com glicose como agente redutor e ramnolipideo como
agente estabilizante (AgNps — Glu + Rhl). Como controles, foram utilizados dgua
destilada (Ad); sulfato de cobre (CuSOs4); nitrato de prata (AgNO3); fungicida Locker®
(carbedazin, tebuconazole e cresoxin-metilico) (Lk). Neste ensaio foram avaliados o
didmetro das colonias e a inibicdo do crescimento micelial (ICM %). A partir da
determinacdo da CMI, avaliou-se o efeito dos compostos acima sobre a germinagdo de
esporos de Botrytis cinerea e Phakopsora pachyrhizi e esclerédios de Sclerotinia
sclerotiorum e consequente formacao de colonias. Para o teste in vivo, pétalas de rosas
(Rosa hybrida) e folhas de repolho (Brassica oleracea grupo Capitata) foram incubadas
em camaras tipo “Gerbox” e tratadas com as mesmas solugdes citadas acima, exceto as
que continham cobre na sua composi¢do (nanoparticulas de cobre e o sal CuSQO4). A
germinacdo de esporos ou esclerddios das trés espécies de fungos e o crescimento micelial
de B. cinerea e S. sclerotiorum foram significativamente menores em todos o0s
tratamentos, comparativamente ao controle com agua destilada. Os resultados de inibi¢do
dos fitopatégenos in vivo foram similares aos obtidos in vitro, com destaque para o efeito
dos tratamentos BsAPO1, Rhl e daqueles contendo AgNps sobre a inibi¢ao da infec¢ao

por B. cinerea € S. sclerotiorum. Dentre os tratamentos com AgNPs, destacou-se o que
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continha nanoparticulas de prata combinadas com ramnolipideo (AgNps — Glu + Rhl),
principalmente contra B. cinerea. Conclui-se que os biossurfactantes derivados do isolado
B. subtilis APO1, ramnolipideo e as AgNPs sdo eficazes no controle dos fungos
fitopatogénicos estudados, tendo potencial para formulacio de novos produtos

fitossanitarios.

Palavras chave: Nanoparticulas metdlicas; biossurfactantes; controle bioldgico;

atividade antiftingica.
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4.2. INTRODUCAO

As doencas de plantas sdo causadas por uma grande diversidade de
microrganismos e conhecidas hd muito tempo, praticamente desde o inicio da agricultura
(BERGAMIN FILHO e KITAGIMA, 2011). Dentre os agentes etiolégicos se destacam
os fungos fitopatogénicos, responsdveis pelo maior nimero de enfermidades que

acometem as plantas cultivadas (AMORIM et al., 2011).

Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum e Phakopsora pachyrhizi sao
importantes fungos fitopatogénicos e, sob condicdes ambientais apropriadas, podem
causar severas perdas em um grande niimero de culturas agrondmicas (AMORIM et al.,
2016), chegando até mesmo a inviabilizar o cultivo de algumas plantas em locais onde a

incidéncia desses fungos € elevada.

B. cinerea e S. sclerotiorum sao causadores das doengas conhecidas como Mofo
Cinzento e Mofo Branco, respectivamente, em diversas culturas de importancia
econOmica. Essas espécies tém como caracteristica a producgdo de estruturas de resisténcia
conhecidas como esclerddios, que podem se manter vidveis por longos periodos no solo
na auséncia de condi¢Oes favordveis (e.g. auséncia de hospedeiros), tornando dificil o
manejo das doengas causadas por eles (PEREIRA et al., 2013; AMORIM et al., 2016). P.
pachyrhizi, responsavel pela doenca conhecida como ferrugem asidtica da soja, é um
parasita obrigatério que produz uma grande quantidade de propagulos (urediniésporos),
os quais podem ser transportados a grandes distancias pelas correntes aéreas, tornando
ineficazes algumas préticas culturais como a rotag¢do de culturas ou o pousio (AMORIM

et al., 2016).

O controle quimico dessas trés doengas €, em muitos casos, a unica medida
eficiente e economicamente vidvel de se garantirem altas produtividades e a qualidade
dos produtos agricolas. Variedades de plantas cultivadas, importantes pelo bom
desempenho agrondmico e pela preferéncia dos consumidores, geralmente aliam essas
caracteristicas a uma certa vulnerabilidade a agentes fitopatogénicos. A ferrugem asidtica
da soja € um exemplo, onde a produtividade da soja estd intimamente ligada ao seu
manejo, pois severas perdas podem ocorrer se a ferrugem ndo for controlada. Ja se tem
relatos do aumento crescente do uso de fungicidas (SINDIVEG, 2016) e perda de
efetividade de alguns compostos utilizados no manejo dessa doenca, como triazdis e

estrobirulinas (FRAC, 2017).
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O incremento dos custos do controle quimico, a perda de eficiéncia de alguns
fungicidas em controlar doencas causadas por fungos, os riscos de contaminagdo dos
operadores e dos produtos agricolas e os problemas ambientais advindos do uso de
produtos fitossanitarios comerciais, indicam a necessidade da busca de alternativas para
o controle de fitopatogenos, com destaque para a utilizacdo de agentes de controle

bioldgico e compostos alternativos por eles produzidos.

Dentre os compostos com potencial utilizacdo no controle de fungos
fitopatogénicos, destacam-se os biossurfactantes produzidos por espécies de bactérias dos
géneros Pseudomonas spp. (glicolipideos) e Bacillus spp. (lipopeptideos). Dentre os
glicolipideos, os ramnolipideos t€ém se destacado por sua eficiéncia em inibir o
crescimento de alguns fitopatogenos, principalmente oomicetos (HULTBERG et al.,

2010; BENGTSON et al., 2015).

Efeitos fungitoxicos sobre fungos causadores de doengas em plantas t€m sido
também obtidos com lipopeptideos. Dentre os membros desse grupo, a iturina, a fengicina
e a surfactina sdo os mais bem caracterizados, além de terem comprovado o seu efeito

antimicrobiano (ALVAREZ et al., 2011; GOND, et al., 2015; GUO et al., 2015).

Quanto ao modo de ag¢do, tanto os ramnolipideos quanto os lipopetideos podem
atuar inibindo diretamente o micélio flingico, a germinacao de estruturas propagativas,
como esporos e esclerédios ou, quando aplicados na planta hospedeira, podem
desencadear uma reacdo de resisténcia conhecida como indug¢do de resisténcia sist€émica
(ISR) (OGENA et al., 2007; TRAN et al., 2007; VARNIER et al., 2009; YAN et al.,
2014).

Outro grupo de compostos conhecidos por possuir atividade antimicrobiana contra
patégenos de plantas sdo as nanoparticulas (KIM et al., 2012; OUDA, 2014;
VELMURUGAN et al., 2014). Nanoparticulas de prata e cobre, principalmente aquelas
produzidas por tecnologias mais limpas, como as que fazem uso de substratos
biocompativeis, ndo-téxicos e que apresentam simplicidade no processo de produgdo
(SINGH et al., 2015), tém sido consideradas como possuindo elevado potencial para o
controle de organismos fitopatogénicos. Alguns trabalhos demonstram os efeitos das
nanoparticulas de prata e cobre sobre o desenvolvimento de B. cinerea (MIN et al., 2009,
OUDA, 2014) e S. sclerotiorum (KIM, et al., 2012), as quais promovem danos a parede

celular e significativa inibicdo do crescimento micelial.
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Metabolitos produzidos por Bacillus spp., como os lipopeptideos, t€ém sido
utilizados com efici€éncia na inibicdo de S. sclerotiorum (FERNANDO et al., 2007;
YANG, et al.; 2009, ALVAREZ et al., 2011; MONTEIRO et al., 2013) e B. cinerea
(OGENA, et al., 2004). Os ramnolipideos também tém comprovado efeito inibitério
contra B. cinerea (VARNIER et al., 2009), tanto por dano direto ao micélio quanto pela

inducdo de resisténcia sist€émica (ISR).

A grande vantagem das nanoparticulas e dos biossurfactantes quando usados no
controle de fitopatdgenos € a sua atuacdo em diversos mecanismos na célula dos
organismos-alvo, obrigando os patégenos a adquirirem um grande nimero de mutacdes
para conseguirem obter resisténcia a esses compostos, o que dificilmente pode ocorrer
(CUEVAS, et al, 2015). Além da eficiéncia do controle, sdo caracteristicas desejaveis de
um bom fungicida a baixa toxicidade a humanos, a animais e a outros organismos nao-
alvo e baixo risco de contaminacdo de operadores e alimentos, além de baixo impacto
ambiental. Essas caracteristicas sdo geralmente encontradas tanto nas nanoparticulas de
prata e cobre quanto nos biossurfactantes, o que os torna candidatos em potencial para

uso no controle fitossanitario.

Tendo-se em consideracdo as observacdes acima, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a eficiéncia de nanoparticulas de prata e cobre, o biossurfactante ramnolipideo e
um extrato livre de células de B. subtilis contendo os lipopeptideos surfactina, fengicina
e iturina na inibicdo do desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos B. cinerea, S.
sclerotiorum e P. pachyrhizi, assim como na inibi¢do da infec¢do causada por B. cinerea
em pétalas de roseira (Rosa hybrida) e S. sclerotiorum em folhas de repolho (Brassica

oleracea grupo Capitata).
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4.3. MATERIAL E METODOS
4.3.1. Producao do extrato bruto microbiano de B. subtilis LBBMA AP01

O isolado B. subtilis LBBMA APO1 foi reativado em TSA a 30 °C por 24 horas e
transferido para tubos de ensaio contendo 5 ml de caldo TSB (Tryptic Soy Broth, Difco,
Maryland, EUA), seguindo-se incubacao a 30 °C e 200 rpm por 24 horas. Uma aliquota
da suspensdo bacteriana (1 % v/v) foi transferida para um frasco tipo Erlenmeyer de 125
ml contendo 50 ml de meio mineral (conforme descrito no item 2.3.4). Os frascos foram
incubados a 30 °C e 200 rpm por cerca de 24 horas. O inéculo foi preparado por
centrifugacdo da cultura a 12.000 g por 10 minutos e as células foram lavadas em solugdo
de NaCl (0,85 %) duas vezes e ressuspendidas na mesma solugdo. Frascos do tipo
Erlenmeyer de 1,0 L contendo 500 ml do meio descrito acima foram inoculados com um
volume de indculo suficiente para se obter uma densidade Optica a 600 nm
correspondente a 0,05. Os frascos foram incubados a 30 °C sob agitacao constante de
200 rpm por 24 horas.

ApO6s 24 horas de incubacdo, a cultura foi centrifugada a 12.000 g por 20 minutos
a 25 °C e o sobrenadante coletado e transferido para frascos tipo Scott. O extrato livre de
células foi submetido a precipitacao acida, ajustando-se o pH para 2,0 com HCI 1 mol/L,
seguindo-se armazenamento a 4 °C por 24 h. Apds esse periodo, uma nova centrifugacao
foi realizada para recuperacdo do precipitado (12.000 g, 20 minutos, 4 °C). Os péletes
foram ressuspendidos em dgua destilada, ajustando-se o pH da solug¢do para 7,0. A

solugdo obtida foi submetida a liofilizacdo e o extrato liofilizado foi armazenado a 4 °C.

4.3.2. Sintese de nanoparticulas de prata e cobre

A sintese de nanoparticulas de prata utilizando o extrato livre de células de B.
subtilis MV 126P como agente redutor foi feita utilizando-se sobrenadante da cultura com
18 horas de incubagdo. A cultura foi centrifugada a 9.000 g e o sobrenadante utilizado
para sintese das nanoparticulas. A sintese foi realizada em frascos tipo Erlenmeyer de 125
mL contendo 5 mL do sobrenadante, aos quais se adicionaram, separadamente, 20 mL de
AgNO3 (1,0 mmol/L). O pH foi ajustado para 10 utilizando-se NaOH 1,0 M e a mistura
foi incubada a 60°C sob agitacdo constante de 200 rpm por 12 horas.

A sintese de nanoparticulas de prata ou cobre por reducao mediada por glicose foi
realizada em frascos tipo Erlenmeyer de 50 mL, aos quais foram adicionados

sequencialmente 25 mL de dgua Mili-Q e 0,2 g de glicose (VETEC, Sao Paulo, Brasil).
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Ap0s a dissolugdo completa da glicose, foram adicionados 50 pLL de NaOH (1,0 mol/L),
I mL de AgNOs na concentracdo de 66 mmol/L ou 1 ml de CuSO4 a 10 mmol/L. As
misturas foram incubadas sob agitacdo por 3 minutos a 80° C, congeladas em a -80 °C e

liofilizadas em um liofilizador Liotop L101 por 24 horas.

4.3.3. Determinacio da concentracao minima inibitéria (CMI) de biossurfactantes e
nanoparticulas sobre o crescimento micelial de Botrytis cinerea e Sclerotinia

sclerotiorum.

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Biotecnologia e Biodiversidade
para o Meio Ambiente do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de
Vigosa e de Protecao de Plantas do Departamento de Fitopatologia da mesma institui¢do.
Foram utilizados dois diferentes fitopatdgenos pertencentes a colecdo de fungos do

Laboratério de Protecao de Plantas: Botrytis cinerea e Sclerotinia sclerotiorum.

Propagulos dos dois isolados foram transferidos para placas de Petri (90 x15 mm)
contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA, Sigma Aldrich), as quais foram
mantidas em cdmara BOD a 25 °C (B. cinerea) ou 22 °C (S. sclerotiorum) até o
crescimento micelial atingir as bordas da placa. Apds o crescimento, discos de micélio de
7,5 mm de didmetro foram retirados assepticamente e transferidos para novas placas de

Petri, seguindo-se incuba¢do nas mesmas condi¢des descritas acima.

As solugdes contendo as nanoparticulas e biossurfactantes foram adicionadas ao
meio BDA antes de sua solidificagdo, utilizando-se 20 mL do meio de cultura em cada
placa. Um disco de meio sdlido contendo micélio de cada isolado fiingico foi repicado
sobre 0 meio BDA acrescido dos agentes de controle avaliados sob diferentes
concentracoes, seguindo-se incubacao em camara BOD a 25 °C (B. cinerea) ou 22 °C (S.
sclerotiorum), até o crescimento micelial do tratamento-controle atingir as bordas da

placa.

Os tratamentos foram montados em um delineamento inteiramente casualizado,

com trés repeti¢des para cada dose testada (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1: concentragdes finais dos produtos utilizados para ensaio de determinagdo
concentracdo minima inibitéria (CMI) do crescimento miscelogénico de B. cinerea e S.
sclerotiorum in vitro.

Tratamento Doses testadas (mg/L)

Concentracao final do *I.a em meio BDA

1. Extrato bruto liofilizado de B. **(), 25, 50, 100, 500, 1000
subtilis LBBMA APO1
2. Ramnolipideo 0, 6,5, 12,25, 32,5, 48,25, 65

3. Nanoparticulas de prata produzidas
com sobrenadante de  B.subtilis

MV 126P 0, 3, 10, 20, 25, 50

4. Nanoparticulas de prata produzidas 0, 5, 10, 20, 25, 50
com glicose

5. Nanoparticulas de prata produzidas 0, 5, 10, 20, 25, 50 + 0, 2,7, 10,8, 13,5, 27
com glicose + ramnolipideo

6. Sulfato de cobre 0, 12,5, 25, 125, 250, 375

7. Nitrato de prata 0,5, 10, 20, 25, 50

* Ingredientes ativos (Ag*, Cu** e ramnolipideo).

**Extrato bruto liofilizado (concentracao do principio ativo ndo determinada).
*#*Fungicida misto com ingredientes ativos carbendazin, tebuconazole e cresoxin-
metilico. Dose segundo recomendacgdo do fabricante.

A avaliacdo dos tratamentos foi feita diariamente por meio da medicdo do
diametro das colonias, até que o micélio fingico da testemunha atingisse a borda da placa
de Petri. O percentual de inibi¢do do crescimento micelial ICM %) foi calculado pela

férmula:
ICM (%) = (C-T)*100/C

onde “C” € o diametro médio das colonias no tratamento-controle € “T” é o didmetro

médio das coldnias nos tratamentos com os agentes de inibi¢ao avaliados.
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4.3.4. Efeito de nanoparticulas de prata e biossurfactantes sobre a germinaciao de
esporos de Botrytis cinerea e Phakopsora pachyrhizi e esclerédios de Sclerotinia

sclerotiorum

Avaliou-se o efeito das nanoparticulas e dos biossurfactantes sobre a germinacao
de esporos e esclerddios dos fungos fitopatogénicos Phakopsora pachyrhizi, Botrytis
cinerea e Sclerotinia sclerotiorum e subsequente formacao de colonias. Os esporos de P.
pachyrizi foram obtidos de plantas oriundas de campos de cultivo na UFV com sintomas
da doencga e os de B. cinerea através do cultivo in vitro. Ambas as suspensdes de esporos
foram produzidas pela lavagem das folhas ou placas com 4gua destilada, seguida da
filtracdo em gaze para eliminar excesso de micélio. A concentracdo de esporos foi
determinada por meio de contagem, utilizando-se um hemacitdmetro (Precicolor-HBG).

A concentragio de esporos foi padronizada para 3x103 esporos/mL.

Os esclerddios de S. sclerotiorum foram produzidos utilizando-se 500 gramas de
cenoura picada em forma de disco, previamente autoclavada, distribuidas em dois frascos
Erlenmeyer de um litro. Discos de micélio do fungo, cultivado em BDA, foram
transferidos para os frascos, seguindo-se incubacdo em temperatura ambiente até o

aparecimento dos esclerodios (cerca de 40 dias).

Ap6s o preparo dos indculos, 100 ul da suspensdo de esporos de P. pachyrizi ou
de B. cinerea foram transferidos para placas de Petri de 60 x 15 mm. Os esclerddios de S.
sclerotiorum foram transferidos para placas de Petri de 90 x 15 mm. Foram utilizados 15

esclerddios por placa.

As placas foram preparadas com meio dgar-dgua tratado com as seguintes
solugdes e suas respectivas concentragdes finais com base na CMI determinada

previamente (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2: Concentragdes finais dos produtos utilizados para ensaio de efeito sobre a
germinacdo de esporos e esclerddios dos fungos fitopatogénicos Phakopsora pachyrhizi,

Botrytis cinerea e Sclerotinia sclerotiorum e subsequente formacdo de coldnias

Doses testadas com base na CMI do *Ia (mg/L)

Tratamentos P. pachyrhizi  B. cinerea S. sclerotiorum
Testemunha - - -
**BsAPO1 100 100 100

Rhl 32,5 32,5 32,5
AgNPs - BsMV126P 25 25 25
AgNPs - Glu 25 25 25
AgNps - Glu + Rhl 10+54 10+54 10+54
CuSOq 125 125 250
AgNO; 25 25 25
*EFLk 1,6 1,6 1,6

* Ingredientes ativos (Ag*, Cu?* e ramnolipideo).

**Extrato bruto liofilizado (concentra¢ao do principio ativo ndo determinada).
***Locker: fungicida misto com ingredientes ativos carbendazin, tebuconazole e
cresoxin-metilico. Dose segundo recomendacado do fabricante.

Os tratamentos foram montados em um delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticdes. ApOs a inoculacao, as placas de Petri foram incubadas em camara

BOD a 25 °C por 24 h (P. pachyrizi e B. cinerea) ou 22 °C por 96 h (S. sclerotiorum).

As avaliacdes foram realizadas contando-se o numero de esporos/esclerodios
germinados ou coldnias formadas, utilizando-se microscopio (BRAX BTM-04) e
microscopio estereoscopio (BRAX BTE-04). A germinagdo dos esporos foi determinada
pela divisdo das placas de Petri em quatro campos de observacao, contando-se 25 esporos
por campo, totalizando 100 esporos por placa. J4 para os esclerddios, foi contabilizado o

numero total de esclerédios germinados por placa.
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4.3.5. Avaliacao da efetividade de extratos microbianos e nanoparticulas no controle

da infeccao por fungos fitopatogénicos in vivo

Para avaliar o efeito dos biossurfactantes e das nanoparticulas sobre o controle dos
fungos fitopatogénicos in vivo, folhas de repolho (Brassica oleracea grupo Capitata) e
pétalas de rosa (Rosa hybrida), variedade Elisa (coloracao rosa), foram acondicionadas
em camara imida tipo “Gerbox” e inoculadas com um disco de micélio de S. sclerotiorum
por folha ou pulverizadas com uma suspensao de esporos de B. cinerea. Anteriormente a
inoculagdo dos isolados fitopatogénicos, as folhas e pétalas receberam uma pulverizagcao

dos tratamentos descritos a seguir.

Os tratamentos foram montados de forma similar ao teste in vitro, constando de
um delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes, sendo as folhas de

repolho e pétalas de rosas pulverizadas com as solucdes conforme a tabela 4.3.
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Tabela 4.3: Concentragdes finais dos produtos utilizados para ensaio do efeito dos
biossurfactantes e das nanoparticulas sobre o controle dos fungos fitopatogénicos in vivo,
em folhas de repolho (Brassica oleracea grupo Capitata) e em pétalas de rosa (Rosa

hybrida)

Doses testadas com base na concentrac¢ao
minima inibitéria do *Ia (mg/L)

Tratamentos B. cinerea S. sclerotiorum

Testemunha - -

1. **Extrato bruto liofilizado de B.
subtilis LBBMA APO1 100 100

2. Ramnolipideo 32,5 32,5

3. Nanoparticulas de prata produzidas
com sobrenadante de B. subtilis

MV126P 25 25

4. Nanoparticulas de prata produzidas

com glicose 25 25

5. Nanoparticulas de prata produzidas

com glicose + ramnolipideo 10+54 10+5.4
6. Sulfato de cobre 125 250
7. Nitrato de prata 25 25

8. *¥**Lk 1,6 1,6

* Ingredientes ativos (Ag*, Cu?* e ramnolipideo).
**Extrato bruto liofilizado (concentracao do principio ativo ndo determinada).
***Locker: fungicida Dose segundo recomendacdo do fabricante.

Apbs a inoculacao dos isolados fungicos, as caixas “Gerbox” foram mantidas em
temperatura controlada de 25 °C (B. cinerea) ou 22 °C (S. sclerotiorum) e avaliadas
diariamente, quantificando-se o indice de doenca pela incidéncia, ou seja, o percentual de

individuos com sintomas da doenca.

4.3.6. Analises estatisticas.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste de Scott Knott, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o software

ASSISTAT (Silva et al, 2016).
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4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Efeito de nanoparticulas e biossurfactantes sobre o crescimento micelial de
Botrytis cinerea e Sclerotinea sclerotiorum

Todos os compostos e suas combinacdes demonstraram efeito inibidor
significativo sobre o crescimento micelial de S. sclerotiorum e B. cinerea quando
comparados com a testemunha. A tabela 4.4 mostra o resultado das concentra¢des

minimas inibitdrias para cada composto testado.

Tabela 4.4: concentracdes minimas inibitérias (CMI) sobre o crescimento miscelogénico

de B. cinerea e S. sclerotiorum in vitro

Concentracao Minima Inibitéria do *Ia (mg/L)

Tratamentos B. cinerea S. sclerotiorum
Testemunha - -
**BsAPO1 100 100
Rhl 32,5 32,5
AgNPs - BsMV126P 25 25
AgNPs - Glu 25 25
AgNps - Glu + Rhl 10+54 10+5.4
CuSOq4 125 250
AgNOs3 25 25
Rl Ul e 1,6 1,6

* Ingredientes ativos (Ag*, Cu** e ramnolipideo).

**Extrato bruto liofilizado, cuja concentrac¢do do principio ativo ndo foi determinada.
***Fungicida misto com ingredientes ativos carbendazin, tebuconazole e cresoxin-
metilico. Dose segundo recomendacdo do fabricante.

O extrato bruto de B subtilis LBBMA AP 01, ramnolipideo e as nanoparticulas de
prata apresentaram uma elevada atividade de inibicdo sobre os isolados fungicos em
baixas concentracdes. Quando as concentracdes minimas inibitérias dos tratamentos que
possuiam prata em sua composicdo foram comparados entre si, houve efeito significativo

quando as AgNPs foram combinadas com Rhl, em relacdo aos resultados de CMI obtidos

quando os mesmos foram utilizados separadamente (Figuras 4.1 A e B e 4.2).
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Figura 4.1: Avaliacdo do crescimento micelial in vitro dos fungos fitopatogénicos B.
cinerea e S. sclerotiorum na presenga de agentes inibidores contendo apenas prata como
ingrediente ativo na concentracdo de 10 mg/L. (A) Crescimento micelial; (B) Inibicao do
Crescimento Micelial (ICM %). Placas contendo meio BDA foram tratadas com
nanoparticulas de prata produzidas com glicose (AgNps — Glu); nanoparticulas de prata
produzidas com glicose e ramnolipideo como agente estabilizante (AgNps — Glu+Rhl).
Como controle, foi utilizados apenas o meio BDA sem tratamento. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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O efeito combinado das AgNPs e do ramnolipideo foi mais evidente na inibi¢ao
do crescimento micelial de B. cinerea e S. sclerotiorum, sendo as doses dos principios
ativos menores (CMI = 10mg/L de Ag na forma de AgNPs produzidas com glicose e 5,4
mg/L de Rhl) do que nos tratamentos em que foram utilizados separadamente (CMI = 25

mg/L. de Ag e 32,5 mg/L de Rhl).

Os fungos B. cinerea e S. sclerotiorum apresentaram elevada sensibilidade aos
tratamentos que possuiam prata em sua composi¢cdo. Todos os tratamentos com AgNPs

apresentaram alto indice de ICM sobre fungos.

Figura 4.2: Efeito das nanoparticulas de prata (AgNps) e ramnolipideo (Rhl), aplicados
separadamente ou em combinagdo, sobre o crescimento micelial de Botrytis cinerea. (A)
Testemunha; (B) nanoparticulas de prata produzidas com glicose e ramnolipideo como
agente estabilizante (AgNps — Glu+Rhl); (C) nanoparticulas de prata produzidas com
glicose (AgNps — Glu); (D) ramnolipideo (Rhl). As doses dos principios ativos sdo
descritas na tabela 4.2.
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4.4.2. Efeito de nanoparticulas e biossurfactantes sobre a germinacao de esporos de

Botrytis cinerea e Phakopsora pachyrhizi e esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum

Todos os agentes de controle avaliados reduziram significativamente a

germinagdo in vitro de esporos de P. pachyrhizi. (Tabela 4.5).

Houve reducdo significativa da germinacdo de esporos e a consequente formagao
de colonias de B. cinerea na presenca de todos os agentes de controle, com destaque para
o extrato bruto de B. subtilis LBBMA AP 01, as AgNPs produzidas usando-se glicose

como agente redutor e estabilizadas com ramnolipideo, o AgNOs e o fungicida comercial.

Foi identificado efeito significativo dos compostos avaliados sobre a inibi¢do da
germinagdo micelogénica de esclerddios de S. sclerotiorum (Tabela 4.5). No entanto,
comparativamente ao efeito observado sobre a germinacio de esporos das outras duas
espécies fungicas avaliadas, houve uma menor eficiéncia dos compostos testados na
inibicdo da germinacdo de esclerddios. Essas estruturas sdo altamente resistentes a
penetracdo de compostos antimicrobianos, permanecendo vidveis por longos periodos
(SUMIDA et al., 2015). Apresentam ainda variacdo de sensibilidade aos compostos
utilizados no controle de fungos fitopatogénicos produtores de tais estruturas, inclusive
com o surgimento de resisténcia genética a algumas moléculas, em decorréncia do
surgimento de diferentes ragas fisioldgicas (MUELLER et al., 2002). A titulo de exemplo,
COSTA & COSTA (2004), ao avaliarem diferentes fungicidas para inibicdo da
germinagdo de esclerddios, reportaram que nenhum deles foi capaz de inibir 100% da

germinagdo miscelogénica de S. sclerotiorum.
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Tabela 4.5: Efeito de nanoparticulas e biossurfactantes sobre a germinacao/formacao de
colOnias de esporos de P. pachyrizi e B. cinerea e germinacdo de esclerédios de S.
sclerotiorum

% Germinacao/formacao de colonias

Tratamentos P. pachyrhizi  B. cinerea S. sclerotiorum
Testemunha 61,3a 78,4 a 91,1a
BsAPO1 10e 46c¢ 35,6 ¢
Rhl 5,6d 16,1 b 33,6 b
AgNPs - BsMV126P 9.0c 233b 53,3b
AgNPs - Glu 11,6 ¢ 20,0 b 55,6 b
AgNps - Glu + Rhl 4,0d 35¢ 42,2 b
AgNO3 90c 6,0c 28,6 ¢
Lk 0,0e 0,0c 13,1d

Extrato bruto de B. subtilis LBBMA AP0l (BsAPOl); Ramnolipideo (Rhl);
nanoparticulas de prata produzidas com sobrenadante de B. subtilis MV 126 P (AgNps —
BsMV 126P) ou glicose (AgNps — Glu); nanoparticulas de prata produzidas com glicose
e ramnolipideo como agente estabilizante (AgNps — Glu+Rhl). Como controles, foram
utilizados apenas o meio dgar- 4gua sem tratamento; nitrato de prata (AgNO3); fungicida
Locker® (carbendazin, tebuconazole e cresoxin-metilico). As doses dos principios ativos
sdo descritas na tabela 4.2. Médias das colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott knott (5 % de probabilidade).

4.4.3. Avaliacao da efetividade de extratos microbianos e nanoparticulas no controle
de fitopatégenos in vivo

Dois dias apds a inoculag@o de esporos de B. cinerea, as pétalas de rosa (Rosa
hybrida) ja apresentavam sintomas da infec¢do. Decorridos 6 dias, observou-se 100% de
incidéncia de mofo cinzento. Houve diferenca significativa do indice de doenca nas
pétalas de rosas entre os tratamentos aplicados (Figura 4.3). O extrato de LBBMA APOI,

o ramnolipideo e as AgNPs mostraram-se eficientes no controle do mofo cinzento.
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Figura: 4.3: Efeito dos diferentes tratamentos sobre o indice da doen¢a mofo cinzento,
provocada pelo fitopatégeno B. cinerea, em pétalas de rosa. Antes da inoculagdo de B.
cinerea, pétalas de rosa foram tratadas com: Extrato bruto de B. subtilis LBBMA APO1
(BsAPO1); ramnolipideo (Rhl); nanoparticulas de prata produzidas com sobrenadante de
B. subtilis MV 126 P (AgNps — BsMV 126P) ou glicose (AgNps — Glu); nanoparticulas
de prata produzidas com glicose e ramnolipideo como agente estabilizante (AgNps —
Glu+Rhl). Como controles, foram utilizados apenas dgua destilada (testemunha); nitrato
de prata (AgNOs3); fungicida Locker® (carbendazin, tebuconazole e Cresoxin-Metilico).
As doses dos principios ativos sdo descritas na tabela 4.3. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

As folhas de repolho (Brassica oleracea grupo Capitata) apresentaram 100 % de
incidéncia de mofo branco causada por S. sclerotiorum no tratamento controle, doze dias
apos a inoculacio. Todos os compostos e suas combinacdes reduziram significativamente
a incidéncia da doenca. Comparando-se os tratamentos com nanoparticulas de prata,
obteve-se maior eficiéncia no controle da doenca no tratamento com AgNPs sintetizadas
com glicose e estabilizadas com ramnolipideos, possivelmente como resultado da acdo
conjunta dos dois agentes inibidores presentes na formulacdo. Nao houve diferenca
significativa entre as eficiéncias no controle da doenca obtidas nos tratamentos com
extrato de B. subtilis LBBMA APO1, ramnolipideo, AgNPs sintetizadas com glicose
estabilizadas com ramnolipideos, sal de prata (AgNO3) e o fungicida comercial (Figura
4.4).
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Figura 4.4: Efeito dos diferentes tratamentos in vivo sobre o fitopatdgeno S. sclerotiorum
em folhas de repolho. Antes da inoculacdo de S. sclerotiorum, folhas de repolho foram
tratadas com: Extrato bruto de B. subtilis LBBMA APO1 (BsAPO1); Ramnolipideo (Rhl);
nanoparticulas de prata produzidas com sobrenadante de B. subtilis MV 126 P (AgNps —
BsMV 126P) ou glicose (AgNps — Glu); nanoparticulas de prata produzidas com glicose
e ramnolipideo como agente estabilizante (AgNps — Glu+Rhl). Como controles, foram
utilizados apenas dgua destilada (testemunha); nitrato de prata (AgNOs3); fungicida
Locker® (carbendazin, tebuconazole e Cresoxin-Metilico). As doses dos principios
ativos sao descritas na tabela 4.3. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

O ramnolipideo e o extrato de LBBMA AP 01 se mostraram eficientes no controle
dos fitopatégenos nas diversas etapas deste trabalho. Segundo YAN et al. (2015),
ramnolipideos podem causar injdrias na célula fingica, cujo dano pode resultar da ruptura
da bicamada de fosfolipidos da membrana celular decorrente de sua atividade surfactante,
com consequente extravasamento de eletrdlitos. O efeito combinado das AgNPs +
ramnolipideo observado sobre os fungos fitopatogénicos estudados neste trabalho, pode
ser explicado provavelmente pelo dano direto a membrana provocado pelo
biossurfactante, o que pode facilitar a entrada das AgNps nas células fungicas e, assim,

aumentar sua acao antimicrobiana (YAN et al., 2015).

Os lipopeptideos produzidos por B. subtilis sdo conhecidos por apresentarem
varios efeitos sobre as células de fitopatégenos (ONGENA & JACQUES 2008), incluindo
diferentes tipos de interacdes com a membrana celular. Essas interacdes podem levar a

formagdo de poros e causar desequilibrio osmético, resultando em morte celular. Os
82



varios espectros de atividades dos lipopeptideos parecem estar ligados aos seus
respectivos mecanismos de acdo sobre as membranas bioldgicas de organismos
fitopatogénicos (PEREZ-GARCIA et al., 2011). No entanto, poucos estudos relatam o
efeito combinado de diferentes familias de lipopeptideos sobre patégenos de plantas. LIU
et al. (2014) demostraram um potencial efeito sinérgico entre fengicina e iturina sobre a
inibicdo do fungo Fusarium sambucinum, nao havendo efeito inibitério dessas
substancias quando avaliadas separadamente. B. subtilis LBBMA AP 01 produz durante
o seu crescimento trés lipopeptideos (iturina, fengicina e surfactina), o que pode estar
relacionado com a elevada efetividade do extrato obtido a partir do cultivo desse isolado

no controle das diferentes espécies flingicas avaliadas nesse trabalho.

Além do dano direto ao micélio de fungos, os biossurfactantes podem atuar
indiretamente no controle de doengas de plantas, ao induzir o mecanismo de resisténcia
sist€émica (ISR). Em tomate e feijao, ONGENA et al. (2007) demonstraram o papel da
surfactina e fengicina na ISR, observando mudancgas metabdlicas nas plantas quando
tratadas com os lipopeptideos purificados. As pétalas de rosas e folhas de repolho, quando
tratadas com o extrato de LBBMA AP 01, se mostraram muito saudaveis e com baixa
incidéncia de doenca, o que leva a hipdtese de uma combinacdo de fatores no controle

(acdo direta e IRS).

Compostos em escala nanométrica t€ém comprovado efeito antifingico contra
patégenos de plantas (KIM et al., 2012; OUDA, 2014; VELMURUGAN et al., 2014),
seja por acdo direta no micélio ou sobre a germinagdo de esporos. O modo de acdo
depende de alguns fatores, como concentracdo e o tamanho das nanoparticulas. IVASK
et al. (2014), estudando a influéncia do tamanho de nanoparticulas de prata sobre sua
atividade, observaram que quanto maior o tamanho das nanoparticulas, menor € a sua
efetividade como agente antimicrobiano. Quanto menor a nanoparticula, maior a sua
superficie de contato com a célula alvo, o que pode induzir a geracao de espécies reativas
de oxigénio ou facilitar sua penetracao através da membrana, liberando seu principio ativo

(fons Ag*) no interior da célula.
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Figura 4.5: Imagens demonstrando o efeito combinado das nanoparticulas de prata
produzidas com glicose (AgNps-Glu) e ramnolipideo (Rhl) no controle de B. cinerea e S
sclerotiorum e a fitotoxicidade gerada por AgNO3 sobre as pétalas de rosa e folhas de
repolho. (A) Pétalas de rosas tratadas com AgNps — Glu + Rhl; (B) fitotoxicidade de
AgNOs sobre pétalas de rosas; (C) folhas de repolho tratadas com AgNps — Glu + Rhl e
(D) fitotoxicidade de AgNOs3 sobre folhas de repolho. As doses dos principios ativos sdo
descritas na tabela 4.3.

O AgNOs3 demonstrou bom desempenho no controle dos fitopatégenos, mas na
concentragdo utilizada (25 mg/L) resultou no aparecimento de sintomas de fitotoxicidade
(Figura 4.5 B e D). Nos tratamentos em que a prata foi utilizada na forma de
nanoparticulas, obteve-se controle satisfatério das doengas sem a ocorréncia de sintomas
de fitotoxicidade (Figura 4.5 A e C). Um dos mecanismos pelos quais a prata pode levar
ao surgimento de sintomas de fitotoxicidade € a sua capacidade de induzir a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo, levando a estresse oxidativo. As ROS

danificam componentes celulares como proteinas, lipideos e DNA e podem resultar na
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morte de tecidos ou mesmo de toda a planta (KARUPPANAPANDIAN, T. et al, 2011;
TRIPATHI et al., 2017). A hip6tese para explicar a auséncia de fitotoxidade quando o
metal € aplicado na forma de nanoparticulas € de que os fons Ag* s@o liberados lentamente
das nanoparticulas, em concentracdes grandes o suficiente para o controle de patégenos,
mas ndo para causar efeito fitotoxico. GORKA e LIU (2016) demonstraram que AgNPs
também podem causar fitotoxicidade, mas o efeito depende da concentracdo, taxa de
liberacdo e penetragdo de ions Ag* dentro da célula. Esse efeito ndo foi observado no

presente trabalho.
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4.5. CONCLUSOES.

Os compostos avaliados nesse trabalho como agentes inibidores de P. pachyrhizi,
B. cinerea e S. sclerotiorum foram considerados eficazes. As AgNPs, ramnolipideo,
extrato bruto de B. subtilis isolado LBBMA AP 01 e AgNPs estabilizadas com
ramnolipideos, demonstraram elevado efeito inibidor do crescimento micelial, da
germinacdo de esporos e esclerédios e da intensidade das doengas mofo cinzento em
pétalas de rosa (provocada por B. cinerea) e mofo branco em folhas de repolho (S.
sclerotiorum). A otimizag¢ao da producao desses compostos, com consequente reducao
dos custos e aumento do rendimento dos processos, pode resultar em sua utilizacdo como
alternativa vidvel para o controle de enfermidades de plantas. Os compostos avaliados
frente ao fungicida comercial apresentam potencial para gerar produtos fitossanitarios de
elevada eficiéncia, baixo custo e reduzido impacto ambiental e sobre a saude de
trabalhadores rurais e consumidores. Outros estudos devem ser conduzidos no sentido de
melhorar a eficiéncia do processo produtivo e de se avaliarem questdes relativas a

toxicidade, impacto ambiental e estabilidade das formulagdes avaliadas no trabalho.
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