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RESUMO

As pesquisas desenvolvidas em laboratério sdo de suma importancia para toda a
populagdo, contudo a maioria das vezes nao € valorizada devidamente. Levando em
consideragao que algumas pesquisas obtém adversidades, como; grande custo com
materiais, metodologias longas, execugdo em larga escala e periculosidades
proveniente de substancias usadas. O meio de cultura por exemplo é crucial em
algumas pesquisas, e devido ser bastante utilizado, se torna um custo enorme. A
minuciosidade para se chegar a resultados leva tempo, assim qualquer contratempo
atrasa os procedimentos, quando n&o, anula as possibilidades, obrigando a reiniciar
todo o processo. Seguindo esta linha de raciocinio, este trabalho comparou um
meétodo alternativo a um método convencional de obtengdo de extratos. Onde o
método teste foi feito em meio sdolido e o convencional em meio liquido, com a
intengdo de averiguar se os métodos obteriam os metabdlitos do co-cultivo entre
bactéria e fungo equiparadamente. Para entdo extrair as substéncias deste
confronto e testa-las, e assim confirmar se existe atividade dos extratos. Com a
finalidade de apresentar qual das metodologias seria mais adequada para execugao,

levando em considerag&o o tempo, econdmica e seguranga.

Palavras-chave: Metodologia alternativa; Co-cultivo; Compostos Antifungicos.



ABSTRACT
Research carried out in the laboratory is of paramount importance for the entire
population, but most of the time it is not properly valued. Taking into account that
some researches had adversities, such as; high cost of materials, lengthy
methodologies, large-scale execution and hazards arising from the substances used.
The culture medium, for example, is crucial in some research, and because it is
widely used, it becomes an enormous cost. The meticulousness to arrive at results
takes time, so any setback delays the procedures, if not, it cancels out the
possibilities, forcing the whole process to restart. Following this line of thought, this
work compares an alternative method to a conventional method of implementing
extracts. Where the test method was done in solid medium and the conventional one
in liquid medium, with the intention of verifying if the methods would obtain the
metabolites of the co-culture between bacteria and fungi equally. To then extract the
substances from this confrontation and test them, and thus verify if there is activity of
the extracts. In order to present which of the methodologies would be most suitable

for execution, taking into account time, economic and safety.

Keywords: Alternative methodology; Co-cultivation; Antifungal Compounds.
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GLOSSARIO

Os ascomicetos sao fungos do filo Ascomycota que
produzem seus esporos em esporangios especificos
chamados ascos.

Estrutura de reproducédo de fungos da classe Ascomicetos.
Sao formados no interior de uma estrutura denominada asco
(saco).

A clorose, em botanica, € a condicao de uma planta, em que
as suas folhas nao produzem suficiente clorofila.

E quando ocorre a morte do tecido onde haviam as
pontuacdes da planta que apresentou fitotoxidade.

Caracterizado pela pobreza em nutrientes e por uma baixa
taxa de produgédo de matéria organica

Algo que é resistente a temperatura.
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1. INTRODUGAO

Sao diversas as pesquisas desenvolvidas em laboratérios ao redor de todo
mundo, buscando trazer melhorias para a vida humana, desde a produgao de
alimentos a produgdo de remédios. Essas pesquisas, em grande parte, realizadas
em universidades, tem cada vez mais trazido inovagdes para o meio cientifico
(ESCOBAR, 2019)

Existe um grande potencial para resolugao de problematicas globais que
podem ser desenvolvidas por meio de pesquisas académicas, assim como afirma
Latour (1979) “da-me um laboratério e eu moverei 0 mundo” Afirmando assim, a
competéncia desses ambientes como melhor forma para o desenvolvimento

qualitativo desses pesquisadores.

Grande parte das investigagdes realizadas em laboratorios necessitam de
materiais em grande quantidade, tornando assim, as pesquisas mais custosas
(GOMES, 2017). Exemplo disso sao os métodos de extragdo e os meios de cultura
que sao usados para o crescimento e desenvolvimento de microrganismos. Estes
constituem o cerne de muitos estudos em fungao do grande potencial metabdlico na

obtencdo de compostos naturais, muito utilizados na agricultura (O'BRIEN 2011).

O meio agricola o que proporciona alimentagédo para a populagdo mundial,
passou por varias mudancas em relacdo as formas de cultivo e aos impactos
provocados pela acdo de pragas ou microrganismos que se desenvolveram neste
meio, sendo estes agentes causadores de doengas (STUKENBROCK &
MCDONALD, 2008).

No intuito de atenuar as perdas, uma das vias empregadas no controle
desses patdgenos é o intenso uso dos defensivos agricolas, os quais contribuem
para a selecao de estirpes mais resistentes de cada patdgeno (ANBARASAN et al;
2022; COSTA et al., 2019).

A procura de substancias capazes de inibir o crescimento destes
microrganismos fitopatogénicos é uma linha promissora para a pesquisa cientifica a
fim de melhores perspectivas para a agricultura. Os microrganismos se combatem

quimicamente por meio dos metabdlitos que produzem substancias, conseguindo
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assim, territorio e os recursos energéticos de que necessitam (CRUSEMANN et al.,
2017) .

Nos dias atuais encontramos na industria muitos resultantes do metabolismo
de fungos e bactérias que sdo operados em beneficio a saude humana, na
agricultura, na veterinaria e também na industrializagcao de alimentos (CALDERANI
et al., 2016). A maior parte destes microrganismos sao originados de lugares hostis
e inabitaveis, locais estes que proporcionam um certo tipo de selecao, pois sao
atreladas a varias batalhas quimicas e onde estdo submetidos a liberacdo de novas
substancias (SANTOS, VARAVALLHO, 2011).

As cavernas sdo apontadas como um bom exemplo destes ambientes, por
possuirem um microbioma com auséncia de nutrientes e uma grande privagao de luz
tornando a subsisténcia de alguns microrganismos improvavel. Por esse motivo, os
microrganismos cavernicolas vém sendo muito explorados por possuirem a
capacidade de suportar a auséncia de luz e viverem com baixo nivel de nutrientes,
estimulando assim a adaptagdo no local e a busca por novas vias metabdlicas
(BIAGIOLI et al., 2023).

Oriundo do estudo realizado pela pesquisadora Jeane Conceigdo Alves
Nunes que isolou as bactérias da caverna arenitica Pedra da Cachoeira, localizada
no municipio de Altamira, no estado do Para (03° 18' 43" S e 52° 20' 28" W) (NUNES
et al., 2014), onde foram isolados 49 microrganismos, os quais apresentaram 6timos
resultados no contengédo do desenvolvimento de patdégenos que atacam as culturas

da soja e mandioca

Este trabalho ira reativar os microrganismos que melhor apresentaram agao
inibitéria com os fungos patogénicos da soja e da mandioca e assim cultivar a
interacdo entre fungo e bactéria através de duas metodologias diferentes no
processo de extragdo das substancias liberadas pela interacdo dos fungos
fitopatogenicos Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e do género
Fusarium com as bactérias coletadas na caverna, com o intuito de apresentar qual

dessas metodologia sera a mais agil, barata e segura.

Visando assim o aprimoramento das pesquisas desenvolvidas em

laboratorios, busca-se averiguar se a metodologia substituta e usada como segunda
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opgao é mais econdmica que a utilizada recorrentemente para extrair as substancias
da interagdo entre fungos e bactérias, levando em consideragdo que é necessario o
uso de grandes quantidades de materiais para se chegar ao resultado esperado,
assim oferecendo uma segunda opg¢ado mais barata para pesquisas futuras que

usem desta mesma metodologia.
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo geral

Comparar duas metodologias diferentes na extracdo de substancias liberadas
a partir da interacao entre fungo e bactéria, em busca do método mais econémico e

viavel.
2.2.0bjetivos especificos

e Reativar os microrganismos;

e Realizar o cultivo e o co-cultivo dos microrganismos reativados em meio
solido e liquido;

e Realizar extracédo dos extratos dos cultivos e co-cultivos;

e Avaliar a produtividade de metabdlitos bacterianos das diferentes condigdes
de cultivo;

e Investigar o potencial antifungico dos metabdlitos produzidos dos dois

métodos de cultivo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Meios de cultivo

Os meios de cultivos sdo responsaveis pela nutrigdo dos microrganismos,
fazendo assim com que esses consigam se desenvolver fora do seu local de habitat
natural, o que proporciona assim para que 0s pesquisadores consigam estudar
profundamente estes seres (SINERGIA, 2021)

Esses sao categorizados como sintético e complexo, onde respectivamente
um obtém a composi¢cao quimica conhecida e outro uma distribuicao diferente de
nutrientes, com varios tipos de substancias, pois assim um serve para o cultivo de

seres especificos e o outro abrange a maioria dos microrganismo (IBAP, 2022)

Divididos em meio sélido e liquido, os quais sao utilizados para fins
especificos, onde o meio solido € mais usado para obtengcdo de maior diversidade
de compostos pois causa maior estresse dos metabdlitos, ja o liquido € empregado
com mais frequéncia nos programas de triagem (VANDERMOLEN et al., 2013).

O tipo de meio influencia diretamente nos resultados. Meios sélidos e liquidos
podem dar diferentes resultados para 0 mesmo microrganismos, possibilitando que
se obtenha maior variabilidade de compostos, quando se usa o tipo de meio a fim de
se obter diversidade (OZKAYA et al., 2018).

Sao varios os tipos de meios de cultura usados nas analises microbioldgicas,
onde cada um tem a sua especificidade quanto ao desenvolvimento microbiano,
entre os mais utilizados estdo agar sangue, VBC, Thayer-Martin, EMB, MacConkey,
SS, CLED, Mueller-Hinton, Lowenstein-Jensen, HE (BRUNETTI, 2020), BDA, V-8,
MA, AvA, BSA e SA (CARNAUBA, 2007).

Quanto ao retrato de custo dos meios de cultura, eles variam de valor no
mercado, onde os frascos contendo 500g custam no intervalo de 290,00 reais até
aproximadamente 700 reais. A Tabela 1, mostra um levantamento dos valores de
alguns meios de cultivo, coletados nas lojas virtuais LABORCHEMIKER e LOJA NET
LAB.
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Tabela 1. Valores dos meios de cultivo no mercado virtual

Meios de Cultura Valor

Agar Sangue 411,00 R$
Agar Thayer-Martin 701,25 R$
Agar Eosin Methilene Blue (EMB) 356,38 R$
Agar MacConkey 350,94 R$
Agar Salmonella-Shigella (SS) 358,69 R$

Agar Cystine Lactose Electrolyte Deficient (CLED) 375,62 R$

Agar Mueller-Hinton, 400,20 R$
Agar Lowenstein-Jensen 438,08 R$
Agar Hektoen Enteric (HE) 554,08 R$
Batata dextrose Agar (BDA) 290,85 R$
Milho Agar (MA) 448,19 R$
Soja Agar (SA) 394,00 R$

Fonte: LABORCHEMIKER e LOJA NET LAB.

3.2.Métodos de extragao

Os extratos sao classificados como fluidos (extracta fluida), moles (extracta
spissa) e secos (extracta sicca), onde os fluidos sao preparagdes liquidas, os moles
contém consisténcia pastosa e os secos sdo sélidos (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1996)

Os métodos de extragcdo de amostras solidas tem como base a dessorcgéao,
solvatagao e difusao, que tornam a porcéo liquida. O solvente extrator € escolhido
conforme as especificidades da espécie a serem extraidas. Podendo ser

empregados acidos diluidos ou solventes organicos (MELLO, 2019)

Os meétodos extracdo solido-liquido mais utilizados para o isolamento de
substancias s&o: maceracido, percolagdo, extragdo com soxhlet, etanol e por
evaporagao ou evaporagdo do solvente, outrossim existem os métodos menos
convencionais sendo; ultra-som, SFE e PLE (MELECCHI, 2005)
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3.2.1. Soxhlet

Soxhlet foi desenvolvido por Von Soxhlet em 1879, e se torna uma técnica
utilizada por mais de um século, contudo este método de extragao hoje pode ser
considerado ultrapassado, por obter varias adversidades na area da pesquisa, pois
em parte, os métodos mais antigos podem danificar compostos valiosos por serem
expostos a altas temperaturas.(MOHAMMADPOUR et al.; 2019)

O soxhlet por ser um dos métodos mais antigos usados para a extracao de
amostras solidas, acaba sendo um método obsoleto. Ndo sendo usado com
frequéncia devido a demora do tempo para obter a extracédo. Pois pode levar de 1 a
72 horas de duragdo. Outra grande desvantagem deste método € o uso de grandes

quantidades de solventes o que se torna ecologicamente inviavel (LUZ, 1998)

Deste modo, hoje este método se torna inviavel para as pesquisas, devido
nao ter resultados rapidos. Levando também em consideragdo o surgimento de
novos meétodos mais amadurecidos e que visam a economia e entrega resultados
em menor duragcdo de tempo tirando o soxhlet de cogitagcdo, sendo assim mais
favoravel a busca por métodos superiores (WANG & WELLER, 2006; CASTRO;
GARCIA-AYUSO 1998)

3.2.2. Maceragao

A maceragcdo € um meétodo bastante utilizado, consiste em colocar a
substancia em contato com uma certa quantidade de solvente em temperatura
ambiente, em local fechado e tempo determinado, gerando assim equilibrio entre
substancia e solvente, podendo ser influenciado por fatores derivado de ambos,
advindos da natureza, tamanho, umidade e peso da substancia ou por seletividade
o quantidade do solvente (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1996; SIMOES et al.,
2003)

Entre algumas das desvantagens da maceragao esta a vagarosidade, a perda
dos principios ativos, o que influencia diretamente no resultado dos extratos. Outra
desvantagem € o grande risco de contaminagéo quando se € empregado solventes
com agua (MELECCHI, 2005).
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3.2.3. Ultra-som

A extragdo por ultra-som ocorre através de energia das ondas sonoras que
criam uma variagao na pressao do liquido ocasionando a cavitagdo e por ser

utilizada como método alternativo ao Soxhlet (LUZ, 1998)

Esta abordagem é recomendada pois obtém bastante eficiéncia de extragéo
por ser rapida e por utilizar solventes com menos toxicidade. Sendo ainda
considerada um procedimento complacente a industria de alimentos (FERREIRA,
2020)

Contudo ainda precisa-se aprimorar este método, pois ainda se obtém
resultados divergentes em algumas extragdes, pois o0s ultrassons precisam
atravessar as paredes do recipiente em que se encontram as substancias, assim
uma porcentagem da energia canalizada € consumida pelas paredes do frasco
(KORN, 2019)

Desta forma, na maioria das vezes nao se € um método desejavel, para
algumas substéncias/espécies instaveis, Devido a exposi¢cédo de altas temperaturas
e pressao em alguns pontos indesejados ou n&o visados, tendo também alta

dissipagao de calor, e formagao de micro-jatos (MELLO, 2019)
3.2.4. Extragao com fluido supercritico (SFE)

O método de extracao por fluido supercritico é considerado ecologicamente
amigavel, quando referido aos outros que utilizam de solventes para executar a
extragdo. Pois o SFE usa fluido supercritico como solvente, que é levado a um ponto
critico pela temperatura e pressédo critica. Fazendo assim com que sua densidade

contribua para uma maior solubilizagdo dos compostos (SAHENA et al; 2009)

Na pratica se chega ao fluido supercritico elevando a pressédo e temperatura
de um gas/liquido até o seu ponto de agregacdo para que assim mude as
propriedades do composto interessado. Isso ocorre através da solvatacdo que é
provocada pela agregagao do gas/liquido, assim mudando o comportamento
quimico da substancia (MELECCHI, 2005)

As baixas temperaturas, a alta seletividade e a oportunidade de recuperagao

de compostos importantes s&o as principais vantagens que esta técnica
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proporciona. Considerada uma metodologia ecologicamente sustentavel (COSTA,
2018)

3.3.Fungos fitopatégenos

Os fungos fitopatogénicos estao presentes em todo o meio agricola, sendo os
principais: Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e do género
Fusarium, sao microrganismos que podem causar varias doengas para as
vegetacbes (ALBERT, 2022) fungos como a Macrophomina phaseolina tem a
capacidade de causar podriddo em frutos, queima nas plantas e até mesmo a
podriddo em carvao (MARQUEZ et al., 2021).

O Fusarium é um dos mais importantes fitopatogénicos e age nas raizes e as
sementes causam necrose radicular, o que pode afetar diretamente as plantas
deixando-as com clorose e necrose foliar, levando assim as plantacbes ao
apodrecimento por toxinas (CHIOTTA et al., 2016; ROSATI et al., 2021).

Capaz de atingir mais de 500 espécies vegetais, o fungo M. phaseolina se
espalha pelo territorio da planta infectada, onde ele sobrevive e se proliferando para
as plantas vizinhas, causando assim grandes prejuizos as plantagbes (GUPTA;
SHARMA; RAMTEKE, 2012).

O ascomiceto S. sclerotiorum é considerado o mais perigoso dos fungos
patogénicos e € responsavel por infectar centenas de plantas hospedeiras,
utilizando-se de ascosporos que sao transmitidos através do ar, se desenvolvendo
rapidamente dentro do hospedeiro, ocasionando o necrosamento e atrofiamento e o
murchamento do vetor (WANG et al., 2019).

3.4. O microbioma cavernicola

O microma das cavernas € classificado como um ambito indspito para a vida,
devido a escassez de recursos naturais. As cavernas sao influenciadas por agentes
externos comuns como o vento, a percolagdo de agua, insetos, temperaturas, e
também por acdo humana. Tornando assim um ambiente oligotrofico o que contribui
para o0 avango de comunidades eucariotas e procariotas em cavernas.
(ALAOUI-SOSSE, 2022)
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Analisando as condicbes do microbioma das cavernas, surge um
questionamento, como estes seres sobrevivem nestes habitats e de que maneira
ocorre um fluxo de energia e nutrientes (GHOSH et al.,, 2017). O que se torna
amplamente diferente, ja que cada caverna obtém suas peculiaridades
fisico-quimicas e biofisicas. (WISESCHART & POOTANAKIT 2020)

Existe uma escassez enorme de pesquisas feitas em cavernas, quando
comparado aos diversos campos de estudo ecoldgico, porém, o microbioma das
cavernas € uma ramo da pesquisa que vem crescendo. Obtendo uma atencgao
notavel na atualidade, a fim de conhecer melhor o microbioma cavernicola pelo
mundo, com o intuito de obter uma melhor percepcédo das interagcdes da vida em
condigdes desfavoraveis. (WISESCHART & POOTANAKIT 2020)

3.5.Bactérias como produtoras de compostos antifungicos

As buscas por atenuantes de compostos antifungicos é antiga e sempre foi
uma area de pesquisa muito visada pelos pesquisadores, através destas surgiu a
penicilina em 1928 que foi descoberta a partir da interacdo entre o fungo Penicillium
crisogeum € uma bactéria do género Staphylococcus (BRAS et al., 2009). Desde
entdo as bactérias tém mostrado ser um grande potencial na batalha contra os

patdgenos.

A partir das pesquisa de Dimkic et al. (2022) pode-se concluir que bactérias
do género Bacillus spp. e Pseudomonas spp. obtém bons resultados na inibigcdo do

crescimento do fitopatdgenos bacterianos e fungicos.

As bactérias demonstram acgbes eficazes na contengcdo de patdgenos,
podendo ser devido a disputa por espaco e nutrientes na planta hospedeira ou até
por producao de compostos microbianos (MELO 2005) se mostrando também capaz
de Inibir o crescimento de Fusarium oxysporum f. sp.lycopersici através da
formacgao de residuos termoestaveis como metabdlitos, com a antibiose sendo o seu

predominante método de operar. (LIMA, 2014)

Uma pesquisa recente aponta as bactérias do género Bacillus spp. vem
sendo bastante utilizadas como biopesticida na agricultura, consideradas um
controlador biolégico ambientalmente correto, sendo apontadas como grandes
aliadas da agricultura sustentavel (MONNERAT et al., 2023; SANSINENEA, 2019)
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3.6. A agricultura

A agricultura hoje é mundialmente pré estabelecida e desenvolvida em todo o
mundo, tendo varios métodos e praticas que sao peculiares de cada local em que é
aplicada, devido a revolug&o verde surgiram novos meios de producdo, o que trouxe
aumento ao rendimento agricola (MAZOYER & ROUDART, 2010)

Passando por diversas mudancas e alterando também os biomas e
transformando-os em sistemas ecologicamente mais simples, a agricultura vem
sendo reestruturada e modificada ao decorrer dos anos, sendo adaptativa, na

proporgao em que surgem as necessidades dos seres humanos (SILVA, 2022)

Outrora, conforme surgiu a agricultura, assim também se manifestou as
pragas e patdogenos deste meio, que se propagaram até os dias de hoje, se
desenvolvendo e evoluindo junto com seus hospedeiros mutuamente desde os
primeiros desenvolvimentos agricolas a cerca de 10.000 anos atras (Stukenbrock &
McDonald, 2008)

As buscas por compostos antifungicos que controlem estas pragas de forma
sustentavel, € uma pesquisa que vem sendo feita por anos, a fim de amenizar os
males causados pelos pesticidas quimicos, uma via encontrada foi a de pesticidas
desenvolvidos através da bactérias do género Bacillus, que se mostrou o6timas
inibidoras de fungos fitopatogénicos (MONNERAT et al., 2023)
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4. METODOLOGIA

4.1. Reagentes, solventes e equipamentos
e Acetato de etila (C4H802, Dinémica);

e Agar (Kasvi);

e Cloreto de sodio (NaCl, Synth)

e Dextrose (C6H1206, Neon)

e Etanol (CH3CH20H, Synth)

e Hidroxido de sodio (NaOH, Neon);

e Metanol (CH30OH, Synth)

e Autoclave (Prismatec, CS-14190);

e Balancga analitica (Edutec, FA2204C);

e B.O.D. (Eletrolab, EL202/3);

e Capela de fluxo laminar (Veco, CFLH-09);
e Medidor de pH (Quimis, 0400AS)

e Estufa Microprocessada de secagem (Quimis, 0317M-22)

4.2.Reativagao dos microrganismos

Os microrganismos foram reativados no laboratério de biologia da
Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para, As bactérias foram provenientes do
estudo realizado pela pesquisadora Jeane C. A. N. (2014). As linhagens fungicas
foram fornecidas pelo professor Leopoldo do Laboratério de Microbiologia do Solo
da Universidade Estadual do Norte do Parana, Bandeirantes — PR. Onde foram

selecionadas trés bactérias cavernicolas desta pesquisa e trés fungos patogénicos.

Esta pesquisa utilizou trés bactérias sendo elas; CV02, CV30 E CV39, e trés
linhagens fungicas que foram Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum e

Macrophomina phaseolina.

Os fungos e bactérias presentes neste estudo estavam guardados no
laboratério de biologia da UNIFESSPA, e foram reativados a partir do meio de
cultura Agar Mueller Hinton. Para o preparo do meio de cultura foi pesado 36,0g de
Agar Mueller Hinton e colocado 1000 ml de agua destilada aquecida, para que
pudesse diluigdo, logo apos foi ajustado o pH para 7,0, através da solugéo

hidroxido de sddio NaOH1 M. A partir disso, o meio foi colocado em autoclave por
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20 minutos a temperatura de 121 °C e presséo de 1 atm para ser esterilizado. Logo
apos, o meio de cultivo foi resfriado e levado para a camara de fluxo laminar, onde
foi vertido em placas de Petri, 25 ml em cada. Com o auxilio de uma al¢a de
inoculagao, os trés fungos fitopatogénicos a soja, F. solani, S. sclerotiorum e M.
phaseolina, e as trés bactérias cavernicolas, CV02, CV30 e CV39, foram inoculadas
nas Placas de Petri, em seguida, as placas foram incubadas na Biochemical

Demands Oxigen (B.O.D) por 7 dias sob a temperatura de 28 °C.
4.3. Co-cultivo em meio Batata Dextrose Agar (BDA) Sélido

O meio de cultura escolhido para o co-cultivo desses microrganismos foi o
BDA. As etapas para a preparagao do meio foram: primeiro foi pesado em balanga
analitica 300 g de batata cortada em pedacos, logo apds adicionada em 1000 mL de
agua destilada. Colocada em processo de cozimento por 6 minutos no forno
micro-ondas € escoada para um béquer de 2000 mL. Onde foi adicionado e
dissolvido 12 gramas de dextrose, posteriormente, o pH do meio foi regulado para
7,0 através de uma solugao de hidréxido de sddio (NaOH) 1 M, seguido o acerto do
pH, foi vertido 250 mL de meio em 4 frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 3,75 g
de agar. Em seguida foi levado o meio BDA para esterilizagao na autoclave por 20
minutos a temperatura de 121 °C e pressao de 1 atm. Logo apds a esterilizagéo os
frascos Erlenmeyer foram resfriados e levados para a camara de fluxo laminar,
sendo vertidos 25 mL de meio em placa de Petri estéreis.

Assim as bactérias CV02, CV30 e CV39 e as linhagens fungicas F. solani, S.
sclerotiorum e M. phaseolina foram postas em confronto em placa de petri no meio
de cultivo BDA, sendo feitas em ftriplicata.

Foram usadas 15 Placas de Petri contendo meio BDA, onde 12 delas foram
destinadas ao co-cultivo e 3 placas para o controle fungico. Adiante isso os fungos
fitopatogénicos: F. solani, S. sclerotiorum e M. phaseolina, foram inoculados na
extremidade das 12 placas. Em cada placa foi inoculado um disco de micelio fungico
de 5 mm2. Posteriormente os fungos inoculados foram levados para a incubadora
B.O.D. por 48 horas, sob a temperatura de 28 °C. Com o desenvolvimento preliminar
dos fungos ja ocorrido, as placas de Petri foram levadas para a camara de fluxo
laminar. Utilizando uma alga de inoculagédo, as trés bactérias cavernicolas CV02,
CV30 e CV39 foram inoculadas na parte oposta as que haviam sido os fungos. Em

seguida, as 12 placas foram reservadas para incubag¢éo na B.O.D. por 5 dias sob a
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temperatura de 28 °C. Assim sendo o crescimento dos fungos e das bactérias foi

acompanhado diariamente até que se chegou a estagnag¢ao do mesmo.

4.4.Co-cultivo meio liquido Batata Dextrose (BD)

A partir do co-cultivo em meio BDA, foram selecionados os microrganismos
que obtiveram melhores resultados no confronto, passando a serem cultivados em
meio liquido BD, em co-cultivo e isoladamente. Estes procedimentos foram
realizados em ftriplicata.

No método de preparo do meio BD, foram trituradas 135,09 de batata, e
adicionadas em 450,00 mL de agua destilada. Em seguida colocadas em cozimento
por 6 min no micro-ondas, escoadas para um Erlenmeyer de 500 mL, onde foi
adicionada 5 g de dextrose. A seguir o pH foi ajustado para 7,0 com uma solugao de
NaOH 1M. Posteriormente, o meio foi dividido em 6 Erlenmeyer, sendo 3 de 250 mL,
comportando 100 mL de BD cada (a fim de cultivar o fungo separadamente), e 3 de
125 mL, contendo 50 mL de meio BD (para o co-cultivo).

Em seguida os frascos foram levados a autoclave (121 °C e 1 atm) por 20
minutos. Apos esta etapa, foram resfriados e levados para a capela de fluxo laminar,
e entdo foram inoculados o disco de micélio de 5 mm? do fungo S. sclerotiorum nos
6 frascos. Assim, os frascos separados para co-cultivo foram incubados na B.O.D.
por 48 horas e os destinados a isolamento do fungo foram mantidos na incubadora.
Passadas as 24 horas da inoculagao do S. sclerotiorum foi feito um novo meio BD
com o intuito de efetuar a inoculacdo da bactéria. De mesmo modo que foi descrito
anteriormente, foram preparados 450 mL de BD e vertidos em 3 frascos de 250 mL,
com 100 mL de BD(para o cultivo da bactéria) cada e 3 frascos de 125 mL contendo
50 mL de cada (para o co-cultivo). Em cada um dos seis frascos de Erlenmeyer
foram inoculados 100 uL de suspensdo da bactéria CV39 com concentragao 10-8
UFC/mL (a metodologia da padronizagdo de UFC), e incubados na B.O.D. por 24

horas.

Passado o tempo de incubagao, os frascos de 125 mL contendo a bactéria
CV39, e os que continham o fungo S. sclerotiorum, ambos destinados ao co-cultivo,
que estavam incubados na B.O.D. por 48 horas, foram levadas a capela de fluxo
laminar. Na capela, um frasco contendo a bactéria cultivada em 50 mL de meio BD e

um frasco do fungo cultivado em 50 mL de meio BD foram vertidos em um
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Erlenmeyer de 250 mL para o co-cultivo, totalizando 100 mL de meio de cultivo com
ambos os microrganismos. Logo apods eles foram levados para a incubadora B.O.D.
por 5 dias e posteriormente extraidos com solvente organico. Todo o método esta

ilustrado na Figura 1. pag - 29.

4.5. Obtencao de extratos do método utilizado meio BD

Decorridas as 120 horas de incubag¢do dos microrganismos, da bactéria CV39
e do fungo S. sclerotiorum, os cultivos foram levados até a camera e fluxo laminar e
em cada um dos frascos foi adicionado 20 mL de etanol, e colocados em filtragao a
vacuo, através do funil de Buchner e frasco Kitassato de 500 mL.

As porc¢des em estado liquido coletadas no Kitassato passaram por extragao
liquido-liquido com acetato de etila por trés vezes. Assim cada extragéo foi realizada
com 50 mL do solvente. Logo apds as extragdes as amostras foram colocadas em
balées de fundo redondo e concentradas a pressao reduzida no evaporador rotativo.
Os extratos adquiridos dos microrganismos cultivados separadamente e do
co-cultivo (bactéria CV39 e fungo S. sclerotiorum) foram secos a temperatura

ambiente durante 5 dias, conforme é representado na Figura 1. pag 30.
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Figura 1. Esquema de co-cultivo em meio liquido BD e obtencdo de extratos; (A) fungo sendo
recortado na placa, e inoculando o recorte no meio liquido, em seis Erlenmeyer, trés destinados ao
co-cultivo; (B) Algada de bactéria na placa e inoculando com a alga em seis Erlenmeyer, trés
destinados ao co-cultivo; (C) Apds 24 horas, inoculagdo dos cultivos destinados ao co-cultivo em
novos erlenmeyers unindo fungo e bactérias, e levados para a B.O.D. por 5 dias; (D) Filtragédo a
vacuo dos co-cultivos; (E) Extragcdo com acetato de etila; (F) Concentragdo no evaporador; (G)
Secagem dos extratos em temperatura ambiente.

Inoculacdo do fungo Inoculacdo da bactéria

ﬁ B.O.D
(5 24n
i 28°C

CO'CUWVO @ Filtracdo a vacuo

Extracao Concentragéo G |Extratos

no evaporador

e
.

Fonte: Autor (2023)
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4.6.0btencao de extratos através do método usando meio BDA

O meio de cultivo escolhido para o método foi o BDA, devido ao seu baixo
custo de uso, o meio foi preparado conforme descrito no item 4.3. Apds o preparo,
foi levado a camara de fluxo laminar onde foi vertido em trés placas de petri, sendo
destinados ao co-cultivo das bactérias com os fungos. Assim, depois do meio ser
vertido, os fungos M. phaseolina, S. sclerotiorum e Fusarium foram inoculados com
o auxilio de uma alga, os fungos foram inoculados em uma das laterais de cada
placa. Deste modo as placas foram levadas para a incubadora por 48 horas, para o
crescimento do fungo.

Novamente as nove placas foram levadas para a cdmara de fluxo laminar
para inoculacido das bactérias, que foram inoculadas na extremidade oposta aquela
em que os fungos foram inoculados. Cada fungo foi inoculado com a bactéria que
apresentou melhor agao inibitéria dos fungos. O co-cultivo foi realizado entre CV02 e
M. phaseolina, CV30 e Fusarium e CV39 e S. sclerotiorum.

Passadas 96 horas, as placas foram levadas para camara de fluxo laminar, foi
observado um desenvolvimento de ambos os microrganismos, seguindo assim para
os recortes com bisturi esterilizado, sendo recortada trés retangulos de cada placa, e
passados para novas placas esterilizadas. Foram realizados dois recortes em cada
lateral das placas onde se obtinha maior concentragdo do fungo e da bactéria, e um
outro recorte no meio de cada placa onde ocorria a interagcédo através do crescimento
do fungo e da bactéria. Com todos os recortes especificados em placas de petri,
foram levados para estufa sob a temperatura de 40°C por 120 horas para serem
secados.

Passados as 120 horas com os recortes ja secos, cada um foi macerado com
almofariz (gral) e pistilo, até chegar em uma consisténcia mais préxima de po, com a
maceragdo ja executada, foi adicionado metanol no almofariz com o recorte
macerado, sendo transferido para um becker onde em seguida, foram filtrados
através de um pipetador com algodao em sua ponta, passando para Erlenmeyer de
25 mL todo o extrato. Este processo foi repetido para cada recorte e colocados em
erlenmeyer separados, que foram colocados para secar em temperatura ambiente

por 24 horas. Todo o procedimento deste método esta descrito na Figura 2. pag - 32.
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Figura 2. Esquema de co-cultivo e obtencao de extratos: (A) Inoculagdo do fungo em placa de petri
com BDA,; (B) inoculagdo da bactéria apds crescimento do fungo, mantidas a 28°C por 96 horas; (C)
Co-cultivo de fungo e bactéria; (D) Recortes retangulares nas laterais e meio da placa; (E) Placa
recortada e recortes em novas placas; (F) Placas colocadas na estufa para secagem dos recortes por
120 horas; (G) Maceragdo com metanol de cada recorte apés ser secado, e transferéncia para
becker; (H) Filtragem do extrato por pipetador com algod&do na ponta; (I) Secagem em temperatura
ambiente para obtencéo dos extratos, por 24 horas.

A | Inoculacao Inoculacao Co-cultivo D | Recorte
do fungo da bactéria

Maceragao H |Filtragem | | Secagem

<
3
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4.7.Teste capacidade de inibigao fungica dos extratos

Foram realizados trés testes em ftriplicata, em um destes testes foi usado o
extrato da CV39 advindo do método utilizando o meio liquido BD, testando a acao
inibitéria do fungo S sclerotiorum. Os dois outros testes foram realizados utilizando
os extratos da CV02 e CV39 advindos do método proposto nesta pesquisa que
utiliza meio solido BDA, testando os fungos M. phaseolina, S. sclerotiorum,

respectivamente.

O método escolhido para o teste dos extratos foi o teste de inibicdo em meio
de cultivo. Para execucao deste método o primeiro passo foi o preparo do meio
s6lido BDA seguindo os métodos apresentados no item 4.3. Com o meio pronto,
seguiu para a camara de fluxo laminar, onde foi vertido uma camada fina de meio
em nove placas de petri, que foram deixadas dentro da cadmara até solidificar a

camada de meio.

O segundo passo foi o posicionamento dos tubos para formagédo dos
precipitados. Os tubos utilizados obtém formato cilindrico com um diametro de 1,12
cm e massa de aproximadamente 0,300 mg cada, os quais estavam submersos em
um frasco com alcool. Para a formagéao dos precipitados estes tubos foram retirados
do frasco e levados até o bico de bunsen com auxilio de uma pinga para serem
esterilizados, depois de alguns instantes no bico de bunsen, esperou-se até que os
tubos esfriassem, para entdo serem posicionados nas laterais das nove placas com
a camada fina de meio. Com os tubos ja posicionados se adicionou mais uma
camada de meio até a altura dos tubos, assim que a segunda camada solidificou
foram retirado os tubos com o auxilio da pinga esterilizada, criando assim dois pocos
no meio de cultivo dentro das placas, que em seguida, foram levadas para B.O.D.

por 24 horas para testes de contaminagao.

Decorridas as 24 horas, foi adicionado metanol nos extratos obtidos dos dois
meétodos utilizando, do meio liquido BD e do meios solido BDA. Com auxilio de uma
pipeta regulada para 35 pL, foi inoculado 35 pL de cada extrato em um dos pogos de
trés placas. Com a pipeta foi inoculado nos outros pogos das placas somente o
solvente (metanol). Posteriormente utilizando um bisturi foram recortados quadrados
de micélios dos fungos S. sclerotiorum e M. phaseolina cultivados em placas de

petri. Os recortes foram levados para o centro das placas onde foram inoculados os
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extratos. Seguidamente as placas foram levadas para a B.O.D. por 120 horas para
crescimento do fungo e testagem da inibi¢do do fungo através dos extratos. Todo

este procedimento esta ilustrado na Figura 3. na pagina 34.

Figura 3. llustragdo do teste dos extratos; (A) Foi adicionada uma camada fina de meio BDA em
placa de petri; (B) Apdés a solidificagdo do meio foi posicionado os tubos metdlicos devidamente
esterilizados em bico de bunsen, em cada lateral da placa; (C) Adicionada a segunda camada de
meio até a altura dos tubos; (D) Apds a secagem do meio foi retirado os tubos com a pinga; (E)
Inoculagédo através de pipeta de 35 pl do extrato dissolvido no metanol dentro nos pogos; (F)
Inoculagédo do solvente; (G) Recorte do micélio de fungo cultivado em placa de petri; (H)
Posicionamento do micélio recortado no meio da placa.

A |Primeira camada [ g]Posicionamento Segunda camada

de meio dos tubos de meio

Extrato

Fonte: Autor (2023)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos e aqui apresentados em parte, fornecidos da
dissertacao da discente loneide Couto, referente a parte do cultivo em meio liquido
BD, o qual foi realizado em conjunto, para comparar com o método realizado nesta

pesquisa.
5.1. Controle fungico dos extratos

Os resultados obtidos a partir dos métodos realizados nesta pesquisa, foram
similares, mostrando produtividade de metabdlitos bacterianos de ambos métodos
de cultivo, assim apresentando que os extratos destes metabdlitos, possuem acéo

inibitéria dos fungos M. phaseolina e S. sclerotiorum.

Dos dois testes feitos dos extratos do meio solido BDA, apenas os testes
dos extratos feitos com CV02 e M. phaseolina obtiveram resultados consideraveis
(Figura 4). Ja as placas com CV39 e S. sclerotiorum por mais que os extratos
apresentaram acgao inibitéria do fungo, houve contaminagbes e o fungo cessou o
crescimento nas primeiras 96 horas de incubagdo, com isso estes resultados nao

foram levados em consideragcéo, como mostrado na Figura 5. pag 36.

Figura 4. Testes dos extratos da CV02 do método utilizando meio BDA, testando o
fungo M. phaseolina, realizado em ftriplicata; (A, B e C) mostram a parte de posterior
das placas; (a, b e ¢c) mostram a parte superior das placas respectivamente.

Fonte: Autor (2023)
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Figura 5. Teste dos extratos da CV39 do método de meio sdélido BDA, testando o fungo S.
sclerotiorum, realizado em ftriplicata; (A, B e C) mostram a parte posterior das placas.

\

Fonte: Autor (2023)

Referente aos testes feitos dos extratos da CV39 proveniente do método do
meio liquido BD, testando o fungo S. sclerotiorum, uma das placas apresentou
contaminacgao, contudo as outras duas mostraram que também existe acao inibitéria,
como demonstrado na Figura 6.

Figura 6. Teste dos extratos da CV39 do método de meio liquido BD, testando o fungo S.
sclerotiorum, realizado em ftriplicata; (A, B e C) mostram a parte posterior das placas.

. B e

Fonte: Autor (2023)
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Figura 7 - Grid para a contagem das areas que houve inibicdo; (A) Placa teste feito com
CV02 e M. phaseolina s; (B) Placa teste feito com CV39 e S. sclerotiorum.

A B

[
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Fonte: Autor (2023)

Mostrando assim que os extratos obtidos a partir dos dois métodos testados
apresentaram inibicao do crescimento dos fungos M. phaseolina e S. sclerotiorum,
como mostrado na Figura 7, que apresenta a contagem da area em que o fungo foi

inibido, dando o percentual de inibicdo fungica, calculada seguindo a equacéao

abaixo.
1% = Ccontrole — Cco—cultivo 100
Ccontrole
1% — Porcentagem de inibigao

Cco-cultivo — Crescimento no teste do extrato

Ccontrole — Crescimento do fungo isolado

Com base nos calculos feitos, conclui-se que os testes realizados com o
extrato da CV02 frente a M. phaseolina, apresentaram o controle do fungo de
12,37% e os testes feitos dos extratos da CV39, testando o fungo S. sclerotiorum,

apresentaram o controle fungico de 23,32%.

Estes resultados mostram que os extratos obtidos nos dois métodos sao
capazes de inibir os fungos, logo a metodologia alternativa aqui proposta nao altera

os resultados de agao inibitéria dos fungos.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que o método
alternativo se mostra uma 6tima opgao para se chegar aos extratos de forma rapida
e econbOmica, podendo ser conciliada ainda com os outros métodos. Outrossim,
conclui-se que os dois métodos testados nesta pesquisa, quando equiparados, séo
completamente diferentes em relagdo a custos, tempo e periculosidade dentro do

laboratadrio.

Comparando os dois métodos € clara a diferenga de custos, pois no método
que usa meio liquido BD, é utilizada maior quantidade de produtos, enquanto no
método alternativo a quantidade de meio para se chegar até o extrato € minima,

podendo ser reduzido a poucas placas de petri de meio.

Logo, pode se afirmar que esta via alternativa se mostra mais segura, pois
algumas das substancias utilizadas nesses métodos convencionais s&0 na maioria
das vezes perigosa para os pesquisadores, como € o exemplo do acetato de etila
qgue é inflamavel e se inalado causa irritacdo na respiracado e caso entre em contato

com a pele causa vermelhidao, coceira e dor (CRUZ 2003).

Comprovando assim que o método alternativo € mais rapido, econémico e
seguro. Pois o tempo de execugéao foi menor, a quantidade de materiais usados foi

reduzida e a utilizagdo de compostos perigosos foi minima.
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