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RESUMO

Bactérias do género Bacillus desempenham um papel importante como agentes de
biocontrole, devido a producdo de compostos organicos volateis (COVs), comumente
relatados como inibidores do crescimento micelial de diferentes patogenos fungicos. O
presente trabalho teve como objetivo a identificagdo estrutural e avaliagdo do potencial
antifingico dos compostos organicos volateis (COVs) emitidos por uma cepa bacteriana de
Bacillus sp. (LPPC265), isolada da rizosfera de bananeiras, frente aos patégenos Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (LPPC130) e Colletotrichum sp. (LPPC388). O experimento de
antagonismo foi realizado através do método do pareamento de placas, contendo o
antagonista Bacillus sp. (LPPC265) e um patégeno (LPPC130 ou LPPC388). Os resultados
revelaram que os COVs de Bacillus sp. (LPPC265) atuaram na inibicéo dos fungos LPPC130
e LPPC388 em 44,8% e 55,8%, apos 6 e 4 dias de incubacdo, respectivamente. A obtengédo
dos COVs foi realizada através da coleta por microextracdo em fase solida no modo
headspace (HS-SPME), e a anélise foi realizada em um cromatdgrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas (CG-EM). A utilizacdo da biblioteca de dados NIST, aliada a
analise comparativa dos indices de Kovats e espectros de massas, possibilitou a
caracterizacdo de onze compostos volateis emitidos pela bactéria, dos quais se destacam o 2-
metil-1,3-butadieno, o 3-metil-1-butanol, a metilisobutilcetona, o acido butandico, o &cido 3-
metil-butandico e o acido 2-metil-butandico, que ja possuem relatos na literatura como

substancias importantes no biocontrole de fitopatdgenos.

Palavras-chave: Biocontrole. Compostos organicos volateis (COVs). Bacillus sp. Fusarium

oxysporum f. sp. cubense. Colletotrichum sp.



ABSTRACT

Bacteria of the genus Bacillus play an important role as biocontrol agents due to the
production of volatile organic compounds (VOCSs), commonly reported as mycelial growth
inhibitors of different fungal pathogens. The objective of the present work was the structural
identification and evaluation of the antifungal potential of volatile organic compounds
(VOCs) emitted by a bacterial strain of Bacillus sp. (LPPC265), isolated from the banana
rhizosphere, against the pathogens Fusarium oxysporum f. sp. cubense (LPPC130) and
Colletotrichum sp. (LPPC388). The antagonism experiment was performed by the plate
pairing method, containing the antagonist Bacillus sp. (LPPC265) and a pathogen (LPPC130
or LPPC388). The results revealed that the VOCs of Bacillus sp. (LPPC265) inhibited the
fungi LPPC130 and LPPC388 by 44.8% and 55.8%, after 6 and 4 days of incubation,
respectively. The VOCs were obtained by headspace mode solid-phase microextraction (HS-
SPME), and the analysis was performed using a gas chromatograph coupled to a mass
spectrometer (GC-MS). The use of the NIST data library, combined with a comparative
analysis of Kovats indices and mass spectra, allowed the characterization of eleven volatile
compounds emitted by the bacterium, of which we highlight 2-methyl-1,3-butadiene, 3-
methyl-1-butanol, methylisobutylketone, butanoic acid, 3-methylbutanoic acid and 2-
methylbutanoic acid, which are already reported in the literature as important substances in

the biocontrol of phytopathogens.

Keywords: Biocontrol. Volatile organic compounds (VOCs). Bacillus sp. Fusarium

oxysporum f. sp. cubense. Colletotrichum sp.
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1 INTRODUCAO

Os fungos do género Fusarium ocupam o terceiro lugar dentre os patdgenos com
maior nimero de espécies capazes de infectar plantas, animais domeésticos e humanos devido
a producdo de toxinas e metabolitos secundarios nocivos (MELO, 2014). Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (FOC) destaca-se dentre as principais espécies do género por ser o
agente causal do “Mal do Panam4”. Essa doenga foi responsavel pela devastacdo de dezenas
de milhares de hectares de bananas da cultivar Gros Michel entre 1940 e 1960, acarretando
um prejuizo econdmico em torno de 2 bilhdes de ddlares. Os plantios de diferentes cultivares
de banana no Brasil sdo sujeitos a doenca, impactando na producéo agricola no territorio
nacional (CORDEIRO; DE MATOS; HADDAD, 2016).

Fonte: Christiana Bruc,b 2019.

Além do género Fusarium, as espécies de fungos do género Colletotrichum
também merecem destaque, ocupando a oitava posi¢do mundial entre os patdgenos mais
devastadores de plantagdes, por serem agentes causais da “antracnose”. Essa doenga, na fase
da pos-colheita, afeta a qualidade de frutos como morango, banana, manga, dentre outros
produtos, em regides tropicais e subtropicais. As perdas econbémicas devido a essa
enfermidade podem chegar até 80% no setor de exportacdo (JOSHI, 2018).
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Figura 2 — Sintomas da “antracnose” em frutos de banana e mamao, respectivamente

Fonte: Christiana Bruce, 2019.

O uso de fungicidas para 0 manejo de doencas ocasionadas por patégenos na
agricultura é uma préatica fundamental para garantir a seguranca alimentar mundial.
Entretanto, essa medida de controle gera impactos negativos a0 meio ambiente, a saude
humana e animal. Além do mais, a contaminacdo excessiva do solo pelos defensivos
agricolas acarreta no desequilibrio da microbiota, fazendo com que microrganismos
fitopatogénicos desenvolvam mecanismos de resisténcia a esses compostos (BACMAGA;
WYSZKOWSKA; KUCHARSKI, 2019; ROILIDES; IOSIFIDIS, 2019; ZUBROD et al.,
2019).

Portanto, devido ao uso indiscriminado dos defensivos agricolas, bem como, o
aumento populacional demandando o cultivo cada vez mais intensivo de produtos
alimenticios, atualmente ha um clamor cientifico e ambiental pelo desenvolvimento de
préticas sustentiveis que garantam a seguranga alimentar global. Dentro desse contexto, o
biocontrole de doencgas surge como uma alternativa sustentavel, segura e eficiente no manejo
integrado das enfermidades nas plantagcGes. Os microrganismos do solo s&o empregados
diretamente como agentes de controle de patdgenos, além de estimular o crescimento de
plantas e melhorar o uso de nutrientes no solo (BERG et al., 2017; SYED AB RAHMAN et
al., 2018).

No Brasil, o controle bioldgico de patégenos possui uma histdria recente,
entretanto, ja existem varios registros de ativos biolégicos disponiveis para 0 uso nas
plantacBes. Por exemplo, o fungo Metarhizium anisopliae é empregado como bioinseticida
no controle das pragas Mahanarva fimbriolata, Zulia entreiriana e Deois flavopicta, o virus
Baculovirus spodoptera é usado no combate da Spodoptera frugiperda, o inseto Cotesia
flavipes é utilizado no controle de Diatraea saccharalis, o fungo Trichoderma asperellum
atua como biofungicida do Rhizoctonia solani, além de varias espécies de bactérias do género



Bacillus que sdo empregadas como bioinseticidas, biofungicidas e bionematicidas de
diversos patdgenos agricolas (ABCBIO, 2019).

Os microrganismos habitantes da rizosfera, regido mais proxima as raizes das
plantas, sdo importantes agentes de biocontrole devido a sua acdo na primeira linha de defesa
contra patégenos. Por meio dessa interacdo, a planta fornece nutrientes para a manutengéo
do metabolismo dos microrganismos, enquanto é protegida pela microbiota através da
secrecdo de metabolitos ndo-volateis e volateis. Devido a isso, 0s estudos de microrganismos
responsaveis por desempenhar atividade de inibicdo contra patdgenos fungicos, através da
investigagdo do perfil quimico de substancias envolvidas nesse processo, é uma linha de
investigacdo que se mostra importante no mundo moderno (MENDES et al., 2011;
CARRION et al., 2019).

Os principais mecanismos de controle biolégico pela acdo dos microrganismos
estdo relacionados a acdo enzimatica, a producdo de substancias antimicrobianas, a indugdo
de resisténcia da planta e a competicdo por nutrientes. Dentre os metabo6litos secundarios
produzidos pelos agentes de biocontrole, os compostos organicos volateis (COVs) tém sido
reportados como importantes inibidores de patdgenos, fazendo parte do arsenal de compostos
responsaveis pelo controle de infec¢Bes por patdgenos, e despontando como uma alternativa
ambientalmente vidvel e segura em relacdo aos defensivos agricolas (DI FRANCESCO;
MARTINI; MARI, 2016).

Os COVs sdo metabdlitos lipofilicos de baixo peso molecular (<400 Da) e
apresentam alta pressdo de vapor em condicGes ambientais. Essas propriedades lhes
permitem a ampla dispersdo na atmosfera e no solo, desempenhando um papel fundamental
na interacdo entre organismos a longas distancias (SCHMIDT et al., 2016).

Os microrganismos produtores de COVs tém sido bastante relatados na literatura
como protagonistas na dindmica da microbiota. Os COVs emitidos por fungos do género
Trichoderma sdo conhecidos por possuirem atividades antifungicas e antibacterianas, sendo
utilizados na agricultura como agentes de biocontrole (antagonistas). Os compostos alcool
isobutilico (1), 3-metil-butanal (2) e alcool isopentilico (3) sdo relatados como metabdlitos
de inibi¢do produzidos por T. viride contra patdgenos da madeira, assim como o 6-pentil-2-
pirona (4) emitido por T. asperellum, que demonstrou efeito na reducéo da doenca causada
por Alternaria brassicicola e Botrytis cinerea em Arabidopsis thaliana (SALWAN;
RIALCH; SHARMA, 2019).
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Figura 3 — Compostos organicos volateis (COVs) de Trichoderma
viride e Trichoderma asperellum relatados com atividade
antimicrobiana
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Fonte: Adaptado de SALWAN; RIALCH; SHARMA, 2019.

As bactérias do género Bacillus também sdo descritas como agentes de
biocontrole de patogenos, através da producdo de COVs com atividades antifingicas e
antimicrobianas, além de atuarem na inducdo do crescimento de plantas (SAXENA et al.,
2019). O benzaldeido (5), benzisotiazolinona (6) e 1,3-butadieno (7), produzidos pelas cepas
de Bacillus amyloliquefaciens e B. artrophaeus, demonstraram acdo antimicrobiana contra
Ralstonia solanacearum, agente causal da murcha do tabaco (TAHIR et al., 2017). Além
disso, o 1,3-propanodiol (8), 2,3-butanodiol (9) e acetoina (10) foram emitidos pelas cepas
de B. subtilis e B. mojavensis, e sdo considerados agentes promotores do crescimento de
plantas (TAHIR et al., 2017; RATH; MITCHELL; GOLD, 2018).

Figura 4 — Compostos organicos volateis (COVs) de espécies de
Bacillus com atividade antimicrobiana e promotora do crescimento

de plantas
0
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T e
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Fonte: Adaptado de TAHIR et al., 2017; RATH; MITCHELL,;
GOLD, 2018.



Dentro desse contexto, o objetivo do trabalho consistiu na identificacdo e
avaliacdo do potencial antifungico dos COVs produzidos por uma cepa de Bacillus sp.,
isolada da rizosfera de bananeiras da cultivar “Pacovan”, frente aos patégenos fungicos
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), agente causal do “Mal do Panama” da bananeira
e Colletotrichum sp., patogeno responsavel pela “antracnose” em frutos de banana, na fase

pos-colheita.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Consideracdes gerais sobre 0 género Bacillus

As espeécies do género Bacillus pertencem ao reino Bacteria, ao filo Firmicutes,
a classe Bacilli, a ordem Bacillales e a familia Bacillaceae. Atualmente, 377 espécies
bacterianas sdo relatadas dentro desse género. Essas bactérias possuem a forma de bastonetes
e sdo descritas como Gram-positivas e formadoras de endosporos, estruturas celulares
reprodutoras resistentes as condi¢cdes ambientais adversas que propiciam a sobrevivéncia
desses microrganismos por um longo periodo. Devido a producdo de enddsporos, além da
sintese enzimatica e da capacidade de secrecdo de compostos antimicrobianos, os Bacillus
podem colonizar diversos ambientes, como o solo, a 4gua e intestinos de animais. Além disso,
possuem importantes aplicacbes nutricionais, farmacoldgicas, agronémicas e
biotecnolégicas (MAUGHAN; VAN DER AUWERA, 2011; CAULIER et al., 2019).

Os peptideos antimicrobianos produzidos por bactérias tém sido destaque na
industria farmacéutica devido ao aumento do numero de patdgenos resistentes aos
medicamentos usualmente comercializados. Adicionalmente, despontam como uma
alternativa eficaz de antibioticos ao atuarem na membrana celular dos microrganismos
patogénicos, dificultando o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia. Dentro desse
contexto, as bactérias do género Bacillus sdo relatadas como promissoras espécies produtoras
de peptideos antimicrobianos frente a diversos patdgenos. Por exemplo, a subtilosina,
peptideo antibidtico sintetizado por B. subtilis e B. amyloliquefaciens, apresenta atividade
antimicrobiana contra o0s patégenos humanos Gardnerella vaginalis e Listeria
monocytogenes (SUMI et al., 2015).

As cepas de Bacillus sp. também tém sido descritas como protagonistas na
regulacdo do sistema gastrointestinal de seres vivos ao serem usadas na formulacdo de
probidticos. Esses produtos sdo suplementos alimentares a base de microrganismos que
propiciam beneficios a saude de seres humanos e animais. Os principais mecanismos de acdo
dos probidticos compostos por especies de Bacillus estdo relacionados a estimulacdo do
sistema imunologico, modificagdo da microbiota intestinal, sintese de vitaminas, peptideos e
enzimas extracelulares. Dentre os suplementos probidticos a base de Bacillus sp. disponiveis
comercialmente, pode-se citar o Biosporin®, composto por B. subtilis e B. licheniformis, o
Enterogermina®, constituido de B. clausii, ¢ o Anaban™, & base de B. subtilis
(ELSHAGHABEE et al., 2017).
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As proteases sdo enzimas responsaveis pela quebra das ligaces peptidicas de
proteinas e possuem amplo espectro de aplicacdo em diversos processos industriais. As
bactérias do género Bacillus destacam-se dentre os microrganismos produtores dessas
enzimas proteoliticas devido & quantidade sintetizada, chegando a mais de 20 g.L™' em
algumas espécies. Além disso, essas proteinas apresentam estabilidade as condigdes
ambientais adversas, como temperatura e pH, compostos oxidantes e solventes organicos. As
proteases sintetizadas por espécies do género Bacillus sdo principalmente empregadas nos
setores farmacéutico, téxtil, alimenticio e na industria de detergentes (CONTESINI; DE
MELO; SATO, 2018).

As bactérias do género Bacillus também desempenham um importante papel na
produtividade de cultivares agricolas ao atuar no manejo as epidemias nas plantacGes por
patdgenos e na promocdao do crescimento de plantas em condi¢des ambientais adversas. Por
exemplo, cepas de B. pumilus e B. megaterium foram responsaveis pela solubilizacdo de
fosforo (P) e fixacdo de nitrogénio (N) no solo mediante acdo enzimatica e genética,
aumentando a biodisponibilidade desses compostos na rizosfera para o transporte através dos
tecidos vasculares da planta. Em solos contaminados com metais toxicos, a associagdo entre
plantas e espécies de Bacillus elevou a concentracdo de nutrientes, antioxidantes, pigmentos
e hormdnios vegetais, diminuindo a acumulacdo dos ions metalicos. Enquanto que, 0s
metabolitos toxicos e as enzimas produzidas por bactérias desse género estdo envolvidos na
inibicdo de insetos, bactérias, fungos, dentre outras pragas que afetam as colheitas
(RADGAKRISHNAN; HASHEM; ABDALLAH, 2017).

2.2 Levantamento bibliografico dos compostos organicos volateis (COVs) emitidos por

espécies de Bacillus com potencial biotecnolédgico

A partir de um levantamento bibliografico utilizando a plataforma SciFinder,
com as palavras-chave “Bacillus volatile organic compounds”, foi possivel encontrar 157
publicacdes relacionadas a esse tema. Embora observado que o potencial biotecnolégico dos
COVs de Bacillus sdo limitados a testes em laboratorio, devido a dificil producéo em escala
comercial, bem como, a dificuldade de isolamento, a maioria dos trabalhos relaciona o
potencial bioldgico do microrganismo ao sinergismo da mistura de COVs emitida. Portanto,
nesse levantamento foram selecionados apenas 0s artigos relacionados a atividade biolégica
de compostos isolados (TABELA 1).
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Tabela 1 — Compostos orgénicos volateis (COVs) emitidos por espécies de Bacillus com potencial biotecnoldgico e atividade biol6gica para diferentes patdgenos

19

N COMPOSTO ESPECIE DE Bacillus ATIVIDADE REFERENCIA

Inibi¢do do crescimento micelial de
1 Benzaldeido B. amyloliquefaciens Fusarium oxysporum f. sp. cubense TAHIR et al., 2017

(FOC)

2 Benzisotiazolinona B. amyloliquefaciens Inibicdo do crescimento micelial de FOC TAHIR et al., 2017
3 1,3-Butadieno E: am)golluqbliielfiasluens; Inibicdo do crescimento micelial de FOC TAHIR et al., 2017
4 Benzotiazol fenol B. amyloliguefaciens Inibicdo do crescimento micelial de FOC YUAN et al., 2012
5 2,3,6-Trimetil fenol B. amyloliquefaciens Inibicdo do crescimento micelial de FOC YUAN et al., 2012

- : L YUAN et al., 2012;
6 2-Nonanona B. amyloliquefaciens '”'b'gaeoFd%)‘zris‘;'mﬁq”}OSm'cnei'\;ghie FOC ECKERT, CARTER,

- OXYSP 5P PERRAULT, 2018
7 2-Decanona B. amyloliquefaciens Inibigcdo do crescimento micelial de FOC YUAN et al., 2012
. B. amyloliquefaciens; Inibicéo do crescimanto micelial de CHAVES-LOPEZ et al.,
8  Dissulfeto de carbono - Fusarium oxysporum f. sp. lactucae e
B. subtilis o - 2015
Moniliophthora perniciosa
Acido B. amyloliquefaciens; Inibicdo do crescimento micelial de CHAVES-LOPEZ et al.,
9 : . :
3-metilbutandico B. cereus Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 2015
B. amvioliquefaciens: Promocao de crescimento de plantas;
10 2,3-Butanodiol ' é suqbtilis ’ inducdo de resisténcia; regulacdo da RYU et al., 2003
' expressao génica

11 Acetoina £ Ol T R EE: Promocao de crescimento de plantas RYU et al., 2003

B. subtilis

...continua
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N COMPOSTO ESPECIE DE Bacillus ATIVIDADE REFERENCIA
. B. megaterium; B. vallismortis; B. P”?”?Oi?ao de cres_mmento d_e pl_antas; Z0U:; LI; YU, 2010;
12 2-Pentilfurano D Inibicdo do crescimento micelial de
altitudinis e : LIU etal., 2018
Monilinia fructicola
13 Alcool decilico Bacillus sp. Inibigao do crescimento micelial de XIE et al., 2018
Xanthomonas oryzae pv. oryzae
14  3,5,5-Trimetil-hexanol Bacillus sp. Inibigdo do crescimento micelial de XIE et al., 2018
Xanthomonas oryzae pv. oryzae
15 Acido glioxilico B. subtilis Regulacdo da expressao génica KIM; LEE; RYU, 2013
16 2,6-D|-t§:rt-butll-4- B. siamensis Inlblgao _do crescimento micelial Qe ZHANG et al., 2020
metilfenol Botrytis cinerea e Rhizopus stolonifer
17 2,4-Di-tert-butilfenol B. siamensis Inibigdo (':10 crescimento ml_cellal de B. ZHANG et al., 2020
cinerea e R. stolonifer
18 > -Hentanona B. amvloliquefaciens Inibicdo do crescimento micelial de ECKERT; CARTER;
p - amyloliq Fusarium oxysporum f. sp. niveum PERRAULT, 2018
19 Tetra deu/la_to de B. atrophaeus Inibicdo do_ crescimento mlc_el_lal de RAJAOFERA et al., 2019
cloroacético Colletotrichum gloeosporioides
20 Octadecano B. atrophaeus lgEe EESETEE 0l el 8 RAJAOFERA et al., 2019
C. gloeosporioides
g1~ Hexadecanoato de B. atrophaeus Inibigao do crescimento micelial de RAJAOFERA et al., 2019
metila C. gloeosporioides
22  6-Metil-2-heptanona B. vallismortis; B. altitudinis Wlagete o S gl el als LIU etal., 2018
M. fructicola
23 Tiofeno B. amyloliquefaciens Inibicao do crescimento micelial de M. GOTOR-VILA et al., 2017

laxa, M. fructicola e B. cinerea

Fonte: Autor (2019).



Figura 5 — Estruturas quimicas dos compostos organicos volateis (COVs) emitidos por espécies de
Bacillus com potencial biotecnoldgico e atividade bioldgica
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Fonte: Adaptado de RYU et aI., 2003; ZOU; LI; YU, 2010; YUAN et al., 2012; KIM; LEE; RYU, 2013;
CHAVES-LOPEZ et al., 2015; GOTOR-VILA et al., 2017; TAHIR et al., 2017; ECKERT, CARTER,
PERRAULT, 2018; LIU et al., 2018; XIE et al., 2018; RAJAOFERA et al., 2019; ZHANG et al., 2020.
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A maioria dos artigos encontrados referem-se as propriedades bioldgicas dos COVs
emitidos por B. amyloliquefaciens. Nesses trabalhos, a inibigdo do crescimento micelial de
fitopatdgenos pelos compostos organicos volateis € a atividade principal. Por exemplo, o
benzaldeido (1), benzisotiazolinona (2), 1,3-butadieno (3), benzotiazol fenol (4), 2,3,6-trimetil
fenol (5), 2-nonanona (6) e 2-decanona (7) foram relatados como substancias eficientes na
inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC). Em especial, 0
benzaldeido (1), a benzisotiazolinona (2) e o 1,3-butadieno (3) inibiram completamente o
crescimento do fungo quando testados nas concentragdes de 100 uL.mL* (YUAN et al., 2012;
TAHIR et al., 2017).

Adicionalmente, o 2,3-butanodiol (10), a acetoina (11) e o 2-pentilfurano (12),
identificados a partir de B. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. megaterium, apresentaram
atividade de promocéo de crescimento de plantas (RYU et al., 2003; ZOU; LI; YU, 2010).
Além disso, os COVs de Bacillus podem atuar também na regulacdo da expressdo génica de
fitopatdgenos, impedindo a ativacdo do gene responsavel pela patogenicidade (RYU et al.,
2003; KIM; LEE; RYU, 2013). Dessa forma, esses relatos demonstram a grande relevancia da
caracterizacdo estrutural e utilizacdo dos COVs de Bacillus, do ponto de vista quimico e

biotecnoldgico.

2.3 Aspectos tedricos da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

A cromatografia gasosa (CG) é um método fisico-quimico de separacdo de
compostos volateis termicamente estaveis baseado na distribuicdo das substancias entre uma
fase estacionaria e uma fase movel. A fase movel é constituida por um gas inerte, geralmente
hélio (He), hidrogénio (H-) ou nitrogénio (N2), responsavel pelo transporte dos analitos atraves
da fase estacionaria contida na coluna cromatografica até o detector do equipamento. As
vantagens dessa técnica cromatografica consistem no alto poder de resolugédo que possibilita a
andlise de vérias substancias em uma amostra heterogénea e dos baixos limites de deteccdo que
podem ser alcangados. Entretanto, a principal desvantagem esta na necessidade do acoplamento
de técnicas auxiliares para uma identificacdo conclusiva dos compostos presentes na amostra
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; NASCIMENTO et al., 2018).

Geralmente, acopla-se ao cromatdgrafo gasoso um espectrometro de massas para
identificar os compostos volateis analisados. A técnica de espectrometria de massas (EM)

consiste na ionizagdo dos compostos termicamente estaveis, gerando ions que séo separados



23

em funcéo da razdo massa/carga (m/z), os quais podem ser identificados em fungéo da m/z dos
fragmentos gerados (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2015). Dessa forma, a técnica
hifenada de CG-EM alia o0 poder de separacdo da cromatografia gasosa com a elevada
capacidade de identificacdo e quantificacdo de compostos volateis proporcionada pela
espectrometria de massas (LANCAS, 2019).

2.4 Extracdo dos compostos volateis por microextracdo em fase sélida

O preparo da amostra e a extracdo dos compostos organicos volateis (COVs) sdo
etapas determinantes nas analises por cromatografia gasosa, pois consistem em operacfes
técnicas com os objetivos de condicionar a matriz amostral para a analise instrumental e
remover possiveis interferentes. A microextracdo em fase solida, do inglés solid-phase
microextraction (SPME), se destaca dentre as principais técnicas atuais de condicionamento e
extracdo de amostras volateis devido a compatibilidade de concentracdo dos analitos com a
sensibilidade do detector do equipamento, a comodidade da extracdo e a subsequente injecao
dos compostos volateis no cromatografo gasoso. Além disso, outro ponto positivo da técnica
esta na auséncia do uso de solventes nocivos a saide (CANUTO; GARRUTI; MAGALHAES,
2011; NASCIMENTO et al., 2018).

A SPME consiste no uso de uma fibra recoberta por silica fundida e um filme
polimérico, geralmente formado por polidimetilsiloxano (PDMS), carbowax (Cwx) ou
poliacrilato (PA), ou por um solido com propriedades adsorventes, como é o caso do carvéao
ativo particulado em escala micrométrica (Carboxen), dentre outros. Os revestimentos diferem
quanto a faixa de captacdo de compostos volateis com diferentes massas molares, temperatura
de exposicdo e técnicas recomendadas (VALENTE; AUGUSTO, 2000).

A técnica se baseia na insercdo direta da fibra em vials contendo a amostra,
estabelecendo um equilibrio termodindmico e cinético entre a fase estacionéria da fibra e 0s
analitos volateis, chamado de headspace. Apos um periodo de extracdo (que pode variar de
acordo com o método empregado nas analises), os compostos com polaridade compativel
aquela da fase estacionaria da fibra ficam sorvidos e sdo posteriormente dessorvidos no injetor
do equipamento (NASCIMENTO et al., 2018).

A etapa determinante para uma extracdo satisfatoria por SPME ¢é a escolha de uma
fibra com invélucro polimérico compativel a matriz amostral. Além disso, parametros como
temperatura e tempo de extracdo também sdo fundamentais. A elevacdo da temperatura propicia

0 aumento da cinética de vaporizacéo das substancias e favorece a interacdo entre os analitos e
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a fibra. Enquanto que, o tempo de extracdo é proporcional ao revestimento da fibra, pois,
dependendo da natureza do invélucro polimérico, quanto maior a espessura, maior a captagcao
de compostos volateis e o periodo de exposi¢do a matriz amostral (VALENTE; AUGUSTO,
2000; NASCIMENTO et al., 2018).

Figura 6 — Etapas envolvidas na microextracdo em fase sélida dos compostos organicos volateis
(COVs)
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Fonte: Autor (2019).

2.5 Indice de Kovats (KI)

A identificacdo de compostos volateis por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) é viabilizada pelo uso de bibliotecas de espectros de massas
e através da comparacdo dos tempos de retencdo dos componentes com um padrdo analitico.
Entretanto, somente esses dois parametros ndo sdo eficazes, devido a insuficiéncia dos bancos
de dados em abranger diversos compostos, além da dependéncia dos tempos de retencdo com a
fase estacionaria e com as condicdes de analise. Portanto, para assegurar a identificagdo das
substancias volateis, faz-se uso do indice de Kovats, uma ferramenta que relaciona os tempos
de retencéo do composto de interesse e dos padrdes de n-alcanos (NASCIMENTO et al., 2018),

que pode ser obtido através da Equacéo 1.
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Equacdo 1 — Expressdo para o calculo do indice de Kovats (K1) utilizado na determinacdo estrutural de compostos
organicos volateis (COVs) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

= 100. [n + (N+ n).logTR(X) - lOgTR(n)] @
- [log TRy — log TR ()]

n: nimero de carbonos do alcano anterior;

N: nimero de carbonos do alcano posterior;
TR): tempo de retencéo do composto;

TR(n): tempo de retencdo do alcano anterior;
TRn): tempo de retengdo do alcano posterior.
Fonte: ADAMS, 2007.
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3 MATERIAIS E METODOS

A manipulacdo dos microrganismos foi realizada no Laboratoério de Patologia Pds-
colheita, da Embrapa Agroindustria Tropical-CE (CNPAT), localizada em Fortaleza-CE. Os
microrganismos foram manipulados em capela de fluxo laminar PACHANE® PA 310 ECO,
cuja assepsia foi realizada com &lcool 70% e luz ultravioleta por 15 minutos. Os materiais
utilizados foram previamente esterilizados em autoclave vertical PHOENIX® a temperatura de

121 °C e 1 atm de pressédo durante 15 minutos.

3.1 Origem, preservagao e cultivo dos microrganismos

3.1.1 Isolado bacteriano de Bacillus sp. (LPPC265)

A cepa de Bacillus sp. (FIGURA 7, a), isolada a partir da rizosfera de bananeiras
da cultivar “Pacovan”, foi coletada no municipio de Redengao-CE pela Dra. Christiana Bruce,
da Embrapa Agroindustria Tropical. A cepa da bactéria, denominada de LPPC265, encontra-se
depositada na Colecdo de Microrganismos de Interesse para Agroindudstria Tropical (CMIAT)
do Laboratério de Patologia Pds-colheita e preservada em meio de cultura caldo nutriente
(TABELA 2), suplementado com glicerol 30% e mantida sob ultracongelamento a temperatura
de -80 °C.

Para 0s experimentos de antagonismo, a cepa bacteriana preservada foi ativada em
caldo nutriente por 24 horas e, posteriormente, incubada a temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo
alternado (claro/escuro) de 12 horas, durante um periodo de 24 horas, em placas de Petri
contendo o meio de cultura 523 (TABELA 2). Segundo Kado e Heskett (1970), o0 meio de
cultivo 523 é empregado tanto para o cultivo de bactérias Gram-positivas, como aquelas do
género Bacillus, bem como para Gram-negativas, permitindo um crescimento rapido das

colonias.

3.1.2 Isolados fungicos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (LPPC130) e Colletotrichum
sp. (LPPC388)

O patogeno fangico Fusarium oxysporum f. sp. cubense (LPPC130) (FIGURA 7,
b) foi isolado a partir de bananeiras sintomaticas da cultivar “Mag¢a”. O isolado foi cedido pelo

pesquisador Dr. Daniel Schurt da Embrapa Roraima, localizada na cidade de Boa Vista-RR. O
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fungo Colletotrichum sp. (LPPC388) (FIGURA 7, ¢) foi isolado a partir de frutos sintomaticos
de bananas Prata, em Fortaleza-CE. Os dois patdgenos foram preservados pelo método
Castellani (CASTELLANI, 1963).

Os patogenos foram repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(batata-dextrose-agar) (TABELA 2) e incubados a temperatura de 28 + 2 °C com fotoperiodo
alternado (claro/escuro) de 12 horas, durante 7 dias. Apds o periodo de incubacéo, foram feitos
discos miceliais de 5 mm de didmetro para as culturas de LPPC130 e LPPC388, os quais foram
depositados em frascos de penicilina contendo cerca de 5 mL de agua destilada esteril. Os
frascos foram devidamente tampados e envoltos com parafilme, a fim de impedir a
contaminacgédo dos isolados, e armazenados na Cole¢do de Microrganismos de Interesse para
Agroindustria Tropical (CMIAT), do Laboratdrio de Patologia Pés-colheita.

Para a realizacdo dos experimentos, as culturas fungicas preservadas foram entao
ativadas e cultivadas em placas de Petri, contendo o meio de cultura 523 (TABELA 2). A
escolha desse meio nutricional para o cultivo dos fungos foi viabilizada a partir de estudos
preliminares realizados no Laboratério de Patologia Pds-colheita, onde observou-se que 0s
patogenos flngicos se desenvolvem satisfatoriamente nesse meio de cultura. As placas de Petri
foram incubadas a temperatura de 28 + 2 °C e fotoperiodo alternado (claro/escuro) de 12 horas,
durante um periodo de 6 dias para o fungo LPPC130, e um periodo de 4 dias para o patdgeno
LPPC388.

Figura 7 — Cepas de: a) Bacillus sp. (LPPC265); b) Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(LPPC130) e c¢) Colletotrichum sp. (LPPC388) utilizadas em todos os experimentos

_— |
\ B \

Fonte: Autor (2019).
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Tabela 2 - Composicéo dos meios de cultura BDA, 523 e caldo nutriente utilizados em todos os ensaios
MEIO DE CULTURA COMPOSI(}AO

39 g/L (Extrato de batata 200 g/L; agar 15 g/L; dextrose
BDA
20 g/L).
Sacarose 10 g/L; caseina hidrolisada 8 g/L; extrato de
523 levedura 4 g/L; K:HPO4 2g/L; MgS04.7H20 0,3 g/L;
agar bacterioldgico 15 g/L.

Extrato de carne 1 g/L; extrato de levedura 2 g/L; peptona
59g/L; NaCl 5 g/L

Fonte: Adaptado de CASTELLANI, 1963; KADO; HESKETT, 1970; Difco™, 2019.

CALDO NUTRIENTE

3.2 Influéncia dos compostos orgéanicos volateis (COVs) de Bacillus sp. (LPPC265)
no crescimento micelial dos patégenos Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(LPPC130) e Colletotrichum sp. (LPPC388)

O experimento de antagonismo foi conduzido a partir da adaptacdo do método de
pareamento de placas, descrito por GOTOR-VILA et al. (2017). Para tal, as bases de placas de
Petri de mesmo diametro foram encaixadas, de forma que o antagonista e o0 patégeno nédo
possuiam contato direto (FIGURA 8).

Dessa forma, o isolado bacteriano LPPC265, incubado previamente por 24 horas,
foi repicado para placas de Petri contendo meio de cultura 523, utilizando alca de platina. Em
seguida, discos miceliais de 5 mm de didmetro das culturas dos isolados fangicos LPPC130 e
LPPC388, incubados anteriormente por 6 e 4 dias, respectivamente, foram inoculados no centro
de outras placas de Petri contendo 0 mesmo meio de cultura. As placas de Petri de mesmo
diametro foram encaixadas de modo que o antagonista (LPPC265) e os patogenos (LPPC130
ou LPPC388) estivessem separados a uma distancia de 1,5 cm. O sistema foi vedado com
parafilme para impedir a contaminacéo e perda de COVs, e mantido sob condicOes estaticas a
temperatura de 28 + 2 °C, fotoperiodo alternado (claro/escuro) de 12 horas, durante um periodo
de 6 dias para o LPPC130, e um periodo de 4 dias para o LPPC388. Em adicdo, foram
inoculados discos miceliais de 5 mm dos fungos isoladamente em placas de Petri contendo

apenas o meio de cultura 523, para atuarem como controle do experimento.
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Figura 8 — Teste de antagonismo dos compostos organicos volateis (COVs) de Bacillus sp. (LPPC265) versus
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (LPPC130) e Colletotrichum sp. (LPPC388) segundo o método de
pareamento de placas

Pareamento de culturas

Patégeno flngico I — Incubacéo
(LPPC130 ou LPPC388) - LPPC130: 6 dias
— LPPC388: 4 dias
f  —=— 28 + 2 °C / fotoperiodo 12h
—>

Bacillus sp. Controle

(LPPC265) (LPPC130 ou LPPC388) . .
_—— — Medicdes do crescimento
s | micelial a cada 24 horas

Fo}lié: ;utor (2019)7.7

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5 repeti¢Ges, onde

cada repeticdo equivale a um conjunto de placas encaixadas. As medi¢des dos crescimentos

miceliais dos patogenos foram realizadas utilizando um paquimetro digital DIGIMESS® a cada

24 horas de incubacdo, até o crescimento completo do controle (placa de Petri contendo apenas
0s patdgenos fangicos).

O percentual de inibigdo do crescimento micelial (ICM) foi calculado a partir da

equacao 2, na qual C indica o diametro do crescimento micelial do controle e T corresponde ao

didmetro do crescimento micelial do patégeno quando exposto aos COVs da bactéria

antagonista.

Equacéo 2 — Expresséo para o calculo da porcentagem de inibigdo do crescimento micelial dos fungos

ICM (%) = (C E T) x100 )

Fonte: Adaptada de GOTOR-VILA et al., 2017.

3.3 Analise dos compostos orgéanicos volateis (COVs) emitidos por Bacillus sp. (LPPC265)
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As analises dos compostos organicos volateis (COVs) produzidos por Bacillus sp.
(LPPC265) foram realizadas através do uso de um cromatégrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas SHIMADZU-QP2010SE, pertencente ao Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard (DQOI-UFC).

Para a realizacdo do experimento, incubou-se a cepa bacteriana de Bacillus sp.
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(LPPC 265) em placas de Petri contendo 0 meio de cultura 523, durante um periodo de 24 horas,
a temperatura de 28 + 2 °C e fotoperiodo alternado (claro/escuro) de 12 horas. Posteriormente,
para a analise dos COVs de Bacillus sp. (LPPC265), preparou-se uma suspensao bacteriana de
10 mL contendo 1,5x10% unidades formadoras de colonia/mL (UFC/mL) da bactéria. Em
seguida, retirou-se uma aliquota de 100 uL, a qual foi transferida para vials de 60 mL contendo
15 mL de meio de cultivo 523. O ensaio foi conduzido em triplicata, e os frascos foram
devidamente vedados e incubados a temperatura de 28 + 2 °C durante um periodo de 72 horas,
com fotoperiodo alternado (claro/escuro) de 12 horas.

Os parametros de anélise por CG-EM selecionados foram baseados em estudos de
COVs produzidos por espécies de Bacillus relatados na literatura, adaptando-se nesse trabalho
a temperatura de exposicdo da fibra ao headspace para 30 °C, a fim de simular as condicdes
ambientais do experimento de antagonismo com pareamento de placas (YUAN et al., 2012;
TAHIR et al., 2017).

Dessa forma, a extragdo e coleta dos COVs de LPPC265 foram conduzidas através
de microextracdo em fase sélida no modo headspace (HS-SPME), mediante a exposicdo da
fibra de 2 cm revestida por divinilbenzeno-carboxen-polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS,
50/30 um) nos vials durante 30 minutos, a temperatura de 28 + 2 °C. Os analitos foram
dessorvidos da fibra no injetor do equipamento a temperatura de 220 °C por 5 minutos,
procedendo-se a analise no modo splitless. Os COVs foram separados utilizando-se uma coluna
capilar polidimetilsiloxano (DB5, Agilent J&W) de 30m x 0,25mm x 0,25 um, empregando o
gas de arraste hélio (He) com fluxo de 1 mL/min. O forno do equipamento foi programado a
uma temperatura inicial de 33 °C durante 3 minutos, aumentando a uma taxa de 10 °C/min até
180 °C e, por fim, a 4 °C/min até 240 °C, mantendo-se por 5 minutos, decorrendo o tempo de
analise de 25 minutos. O espectrdmetro de massas foi operado no modo de ionizagéo eletrénica
a 70 eV a temperatura de 220 °C e o analisador quadrupolo foi programado para um scan
continuo de substancias de massas de 35 a 500 Da.

A identificacdo dos COVs foi realizada atraves da analise comparativa no banco de
dados da biblioteca de espectros de massas do NIST/EPA/NIH, de acordo com as similaridades
dos espectros de massas, 0s indices de Kovats, obtidos através das analises dos padrdes de n-

alcanos C7 a C30, e a fase da coluna empregada.
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Figura 9 - Representacdo da metodologia empregada na andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) dos compostos organicos volateis (COVs) produzidos pelo isolado de

Bacillus sp. (LPPC265)
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Fonte: Autor (2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia dos compostos organicos volateis (COVs) de Bacillus sp. (LPPC265) frente
aos fungos Fusarium oxysporum f. sp. cubense (LPPC130) e Colletotrichum sp.
(LPPC388)

A andlise dos experimentos de antagonismo utilizando pareamento de placas entre
o isolado de Bacillus sp. (LPPC265) frente aos fungos Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(LPPC130) e Colletotrichum sp. (LPPC388) demonstraram que 0S compostos organicos
volateis (COVs) produzidos pela bactéria foram promissores na inibicdo do crescimento
micelial dos fungos. Os percentuais de inibicdo dos patégenos LPPC130 e LPPC388, ao final
de 6 e 4 dias de incubacéo, foram de 44,8% e 55,8%, respectivamente (FIGURA 10).

Os dados obtidos no presente experimento corroboram com diferentes estudos, nos
quais utilizam espécies de Bacillus para o controle in vitro de patégenos fangicos. Por exemplo,
foi constatado em um estudo, o efeito antagonista de COVs de Bacillus amyloliquefaciens
contra Fusarium oxysporum f. sp. cubense com faixa de inibi¢do de crescimento micelial entre
30% e 40%, ap6s um periodo de incubacdo de 3 dias (YUAN et al., 2012). Além disso, 0s
COVs de B. subtilis foram capazes de inibir o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp.
lactucae em aproximadamente 50%, depois de 7 dias de experimento (CHAVES-LOPEZ et al.,
2015). Em outro trabalho, constatou-se que os COVs de B. velezensis inibiram os patégenos F.
oxysporum e F. graminearum em 57% e 68%, respectivamente, ao final de 7 dias de incubagao
(MYO et al., 2019).

Algumas espécies de Bacillus também sdo relatadas como antagonistas de fungos
do género Colletotrichum. O estudo da atividade antifungica dos compostos organicos volateis
produzidos por duas cepas de B. amyloliquefaciens frente a C. lindemuthianum, resultou em
percentuais de inibi¢do de 18% e 16%, ap6s um periodo de incubacdo de 11 dias (MARTINS
et al., 2019). Os COVs emitidos por B. amyloliquefaciens e B. mycoides foram responsaveis
por inibir o crescimento micelial de C. gloeosporioides na faixa de 25% a 33%, ao final de 9
dias de experimento (GUEVARA-AVENDANO et al., 2019). Enquanto que, os COVs gerados
por B. velezensis proporcionaram a inibi¢do do crescimento micelial de C. lindemuthianum em
70,6%, ap6s 10 dias de incubacdo (GAO et al., 2017).
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Figura 10 — Inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (LPPC130), durante 6 dias de
incubacédo (a) e Colletotrichum sp. (LPPC388), ao longo de 4 dias de experimento (b) pela acdo dos compostos

organicos volateis (COVs) de Bacillus sp. (LPPC265)
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Um outro aspecto importante a ser ressaltado, foi a mudanca de coloragéo do

micélio de Colletotrichum sp. (LPPC388), que se apresentava na cor alaranjada nas placas de

Petri controle (apenas com o isolado flngico, sem a presenca da bactéria antagonista). Enquanto
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que, no conjunto de placas de Petri na presenca da bactéria antagonista, 0 micélio apresentou-
se totalmente descolorido (FIGURA 10, B).

Tal fato pode ser explicado de acordo com a observacgédo de LIN et al. (2012), que
relataram que a producdo de melanina pelos micélios de C. orbiculare ocorre devido a acéo do
gene LAC2. Esse gene é responsavel pela codificagdo da enzima lacase, capaz de oxidar
compostos fendlicos, como o 1,8-dihidroxinaftaleno, e desempenha um papel essencial na
pigmentacdo dos conidios e, consequentemente, na fitopatogenicidade do microrganismo.
Desse modo, sugere-se que os COVs produzidos por Bacillus sp. (LPPC265) tiveram efeito na
inibicdo do crescimento micelial, bem como interferiram em fatores envolvidos na
patogenicidade de Colletotrichum sp. (LPPC388) devido a descoloracdo do micélio do

patdgeno fangico na presenca da bactéria.

4.2 ldentificacdo dos compostos orgéanicos volateis (COVs) de Bacillus sp. (LPPC265) por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A andlise dos COVs de Bacillus sp. (LPPC265) utilizando CG-EM permitiu a
identificacdo de 11 compostos pertencentes a classe de alcenos: 2-metil-1,3-butadieno (1),
trans-2-hexeno (2) e 3-metileno-1-penteno (3); alcano: 1-cloro-hexano (10); alcoois: 3-metil-
1-butanol (4) e 1-hexanol (11); cetona: metilisobutilcetona (5); éster: 2-metil-propanoato de
etila (6) e acidos carboxilicos: &cido butandico (7), &cido 3-metil-butandico (8) e acido 2-metil-
butandico (9) (TABELA 3).

O acido 3-metil-butandico (8), o acido 2-metil-butandico (9) e o 1-cloro-hexano
(10) foram os constituintes majoritarios identificados, com percentuais de areas de 19,59%,
16,23% e 24,94%, respectivamente. Os percentuais de areas foram obtidos através da analise
por cromatografia gasosa (CG) e estdo diretamente relacionados as concentracGes das
substancias na mistura de COVs. Os compostos acido 3-metil-butandico (8) e acido 2-metil-
butandico (9) ja possuem relatos de atividade antifingica, quando inibiram o crescimento
micelial de C. lindemuthianum em torno de 95%, em 5 dias de cultivo (MARTINS et al., 2019).
Em adi¢éo, o composto (8) também inibiu o crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae
em 71,4%, ap6s 5 dias de incubacdo (CHAVES-LOPEZ et al., 2015).

Embora o0s compostos 2-metil-1,3-butadieno (1), 3-metil-1-butanol (4),
metilisobutilcetona (5) e acido butandico (7) foram identificados apenas como constituintes
minoritarios, com respectivos percentuais de area de 7,02%, 2,69%, 4,20% e 7,51% (TABELA
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3), relatos da literatura revelam que essas substancias sdo importantes no biocontrole de
patégenos fungicos.

O 2-metil-1,3-butadieno, ou isopreno, (1) foi produzido por B. subtilis em fases
diferentes de crescimento, sugerindo a sua participacdo no mecanismo de sinalizagéo celular,
responsavel pelo desenvolvimento dos esporos. Além disso, observou-se um aumento da
producdo desse composto quando B. subtilis foi submetido a condi¢cdes ambientais adversas, 0
que sugere uma possivel atuacdo também no mecanismo de defesa do microrganismo
(MCGENITY; CROMBIE; MURRELL, 2018). O 3-metil-1-butanol (4) proporcionou a
inibicdo de 100% dos patégenos C. gloeosporioides e C. acutatum nas concentragdes acima de
1,0 uL.mL?, ap6s 3 dias de incubagdo (REZENDE et al., 2015). Além disso, também foi
responsavel pela inibicdo do patdgeno fungico da batata-doce, Ceratocystis fimbriata, com
percentuais de inibi¢do de 100% nas concentragdes de 20, 40 e 80 L, durante 5 dias de cultivo
(ZHANG et al., 2019). A metilisobutilcetona (5), produzida por Bacillus pumilus, teve atuagao
direta na inibicdo em torno de 95% a 100% no crescimento micelial de Penicillium italicum,
apos 5 dias de experimento (MORITA et al., 2019). Por outro lado, o &cido butandico (7),
reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA), e empregado em alimentos e
medicamentos por suas propriedades antibacterianas, apresentou atividade bactericida in vitro
frente as bactérias Staphylococcus pseudintermedius e Acinetobacter baumanii, patdgenos

humanos e caninos resistentes a antibiéticos (KENNEDY et al., 2019).
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Tabela 3 — Compostos organicos volateis (COVs) identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) na cultura de Bacillus sp. (LPPC265)

Ne COMPOSTO TR(E;EiﬁgAO NCAS | KI | Kiur A(FS/SA
1 2-Metil-1,3-butadieno 4,000 78—-79-5 - - 7,02
2 trans-2-Hexeno 6,177 592 -43-8 607 604 4,38
3 3-Metileno-1-penteno 6,594 922-61-2 625 619 2,49
4 3-Metil-1-butanol 9,475 123-51-3 739 739 2,69
5 Metilisobutilcetona 9,656 108-10-1 746 740 4,20
g  2"Metil-propanoato 10120 79-31-2 765 765 243

de etila
7 Acido butanéico 10,699 107-92-6 786 784 7,51
8  Acido 3-metil-butandico 12,067 105-43-1 846 845 19,59
9  Acido 2-metil-butandico 12,413 116 -53-0 861 857 16,23

10 1-Cloro-hexano 12,584 544 -10-5 868 857 24,94
11 1-Hexanol 12,705 111-27-3 873 872 10,55

Tretencdo: tempo gasto pelo composto desde a injecdo da amostra no cromatografo gasoso até a deteccdo no
software do equipamento;
N° CAS: registro de uma substancia quimica no banco de dados do Chemical Abstracts Service;
KI: indice de Kovats obtido no experimento através da equacéo 1;

Kl indice de Kovats descrito na literatura para os parametros de analise estabelecidos;
Area(%): percentual de &rea obtido por cromatografia gasosa (CG) de cada composto identificado.

Fonte: Autor (2019).
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Figura 11 - Estruturas quimicas dos compostos organicos volateis (COVs) de Bacillus

sp. (LPPC265)
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Figura 12 — Espectros de massas dos compostos: A) 2-Metil-1,3-butadieno; B) trans-2-Hexeno; C) 3-
Metileno-1-penteno; D) 3-Metil-1-butanol; E) Metilisobutilcetona; F) 2-Metil-propanoato de etila; G) Acido
butandico; H) Acido 3-metil-butandico; I) Acido 2-metil-butanoico; J) 1-Cloro-hexano; K) 1-Hexanol
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5 CONCLUSAO

Os compostos organicos volateis (COVs) emitidos por Bacillus sp. (LPPC265)
foram promissores na inibicdo do crescimento micelial dos patégenos Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (LPPC130) e Colletotrichum sp. (LPPC388). Ao final de 6 dias de incubacéo, 0
patégeno LPPC130 foi controlado em 44,8%, enquanto que o crescimento micelial do fungo
LPPC388 foi inibido em 55,8%, apos 4 dias de experimento.

A analise da monocultura de Bacillus sp. (LPPC265) por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) resultou na identificagdo de 11 compostos
Dentre os compostos, destacam-se o 2-metil-1,3-butadieno (1), o 3-metil-1-butanol (4), a
metilisobutilcetona (5), o acido butanoico (7), o acido 3-metil-butandico (8) e o acido 2-metil-
butandico (9), por possuirem relatos na literatura como substancias importantes no biocontrole
de fitopatdgenos.

Os resultados obtidos se mostraram promissores e corroboraram com os relatos do
uso de Bacillus como efetivos agentes de biocontrole. Além disso, sugere-se 0 possivel emprego
da cepa bacteriana de Bacillus sp. (LPPC265) no controle in vivo de doencas ocasionadas por
patdégenos do solo, como Fusarium oxysporum f. sp. cubense, bem como para patégenos
incidentes na pos-colheita, como Colletotrichum sp. na cultura da banana.
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