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RESUMO

Os biossurfactantes sdo compostos anfipaticos, ou seja, apresentam propriedades polares e
apolares e sdo produzidos por uma diversidade de microrganismos através de seu metabolismo,
utilizando para isso fontes de carbono de diferentes origens, apresentando uma série de
vantagens em relacdo aos surfactantes de origem quimica, tais como maior degradabilidade no
meio ambiente, baixa toxicidade e estabilidade quimica. Dentre os biossurfactantes, podemos
destacar os ramnolipideos, substancia produzida pela bactéria Gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa e que apresenta grande potencial de uso comercial, tendo como desvantagem seu
custo de producéo e purificacdo do composto. Uma alternativa para justificar a utilizacdo desse
composto € descobrir usos nobres que sao exclusivos ou que apresentem grande vantagem em
relacdo as substancias comumente utilizadas. O presente trabalho estudou formas de melhorar
a producdo do ramnolipideo e a aplicacdo para combater doencas agricolas, especificamente
aquelas causadas pelo género Xanthomonas spp.. Obteve-se melhor producdo de ramnolipideo
quando houve a suplementacdo com elementos tragos no meio de fermentacdo, apresentando
maxima producdo de 5,95 g.L™, com 96 horas de experimento. A maior producéo de biomassa
bacteriana ocorreu em 72 horas e producdo de 4,5 g.L™. Os testes de inibicdo do crescimento
de Xanthomonas albilineans, Xanthomonas euvesicatoria e Xanthomonas passiflorae
obtiveram resultados completos de inibicdo com a adigdo de 1,5 g.L?, no entanto ndo houve
inibicdo da bactéria com menor concentracdo do ramnolipideo. Para a Xanthomonas citri subs.
citri, os resultados obtidos mostraram completa inibicdo da bactéria com 0,8 g.L™* do composto
e inibiram metade das colonias com 0,5 g.L*. Os teste in vivo ndo apresentaram infecgdo pela
bactéria Xanthomonas citri subs. citri, ndo apresentando as lesdes caracteristicas relacionadas
ao cancro citrico (doenca causada pela bactéria), sendo esse resultado, provavelmente
relacionado com as condic@es climaticas presentes durante a realizacdo dos experimentos. As
analises de microscopia eletrénica de varredura, revelaram uma acdo forte contra o biofilme
formado pela bactéria, gerando lacunas e buracos na sua estrutura, sugerindo que este pode ser
0 mecanismo de acdo contra esta bactéria fitopatogénica.

Palavras-chave: Biofilme, microscopia eletrbnica de varredura, doencas agricolas,
ramnolipideo



ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic compounds, that is, they have polar and non-polar properties
and are produced by a variety of microorganisms through their metabolism, using carbon
sources from different sources, presenting a series of advantages in relation to surfactants of
chemical origin, such as greater degradability in the environment, low toxicity and chemical
stability. Among the biosurfactants, we can highlight rhamnolipids, a substance produced by
the gram-negative bacterium Pseudomonas aeruginosa and which has great potential for
commercial use, currently being barred by the cost of production and purification of the
compound. An alternative to justify the use of this compound is to discover noble uses that are
exclusive or that have a great advantage in relation to commonly used substances. The present
work studied ways of better production of rhamnolipid and application to combat agricultural
diseases, specifically those caused by the genus Xanthomonas spp.. Better rhamnolipid
production was obtained when there is supplementation of trace elements in the fermentation
medium, with a maximum production of 5, 95 g.L-1, with 96 hours of experiment, with greater
production of bacterial biomass in 72 hours and production of 4.5 g.L-1. The growth inhibition
tests for Xanthomonas albilineans, Xanthomonas euvesicatoria and Xanthomonas passiflorae
obtained complete inhibition results with the addition of 1.5 g.L-1, however there was no
inhibition of the bacteria with the lowest concentration of rhamnolipid. For Xanthomonas citri
subs. citri, the results obtained showed complete inhibition of the bacteria with 0.8 g.L-1 of the
compound and inhibited half of the colonies with 0.5 g.L-1. The in vivo tests showed no
infection by the bacterium Xanthomonas citri subs. citri, not presenting the characteristic
lesions related to citrus canker (a disease caused by the bacteria), and this result is probably
related to the climatic conditions present during the experiments. Scanning electron microscopy
analyzes were carried out, which revealed a strong action against the biofilm formed by the
bacteria, generating gaps and holes in its structure, being the field of future studies.

Keywords: Biofilm, scanning electron microscopy, agricultural diseases, rhamnolipid
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1. INTRODUCAO

As doengas de cultivares agricolas sdo responsaveis por grandes perdas econémicas em
todo o territorio nacional, gerando prejuizos enormes para todo o setor. O método atual de
combate a essas doencas é através do uso de defensivos agricolas, 0s quais estdo relacionados
comdiversos efeitos ndo desejaveis, causando contaminacao do solo, da agua, do ar e do préprio
alimento cultivado. Outro problema relacionado ao uso dessas substancias é o impacto direto
nos polinizadores, que acabam morrendo sem completar seu ciclo, prejudicando todo o
equilibrio biolégico (RISTAINO et al., 2021). Portanto, ha necessidade de se desenvolver
meios alternativos aos atuais que gerem menores impactos ambientais e que consigam atingir
o controle de pragas e doencas agricolas, aumentando dessa forma a produtividade, sem custos
para a natureza. (DEVELTER & LAURYSSEN, 2010; MAKKAR et al., 2011).

O género Xanthomonas spp. € amplamente conhecido por causar diversas doengas em
diferentes tipos de culturas, afetando a producéo de citricos, cana-de-agucar, tomate, maracuja
e pimentdo principalmente. O combate a esse género de bactéria geralmente é realizado atraves
da erradicacdo da planta doente e da suas circundantes, ndo havendo no momento um
antibiotico ou defensivo agricola eficaz contra esse microrganismo (TIMILSINA et al., 2020).

A bactéria da espécie Xanthomonas citri subs. citri (Xac) é conhecida por causar o
cancro citrico nas laranjeiras, doenca, que causa manchas necroticas nas folhas, frutos e caule
das plantas afetadas, prejudicando a estética da planta e por vezes, a produtividade do fruto.
Outro problema relacionado com essa doenca, sao as barreiras sanitarias impostas por diversos
paises, que impedem a entrada do fruto ou de seus derivados (concentrados e sucos in natura)
no seu territdrio, prejudicando as exportacdes brasileiras desses produtos (MASSARI &
JUNIOR, 2020).

As dificuldades fitossanitarias, representam aproximadamente 80% das queixas em
relacdo aos processos de plantio e colheita das laranjas, sendo considerado de extrema
importancia o controle dessas pragas para uma maior e melhor colheita. Atualmente, das
queixas acima citadas, 70% sdo em relacdo ao huanglongbing (HLB), ex-greening, doenca
causada também por uma bactéria, a Candidatus Liberibacter spp., que provoca amarelamento
das folhas e consequentemente perda na producdo. Os outros 30% sdo queixas relacionadas a
outros patdgenos, sendo de maior destaque o cancro citrico, com um total de 20% dos queixas,
considerado entdo, o segundo maior problema fitossanitario da laranja (NETO & FIGUEIRA,
2021).
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Devido ao problema em se controlar o cancro citrico de maneira convencional, ou seja,
com o uso de antibioticos e/ou defensivos agricolas, a Unica maneira eficaz atual de realizar tal
processo, € através da remocdo mecénica do individuo contaminado e de seus adjacentes,
seguido da incineracdo de todas as plantas removidas durante o processo. Devido a esse
processo gerar alta remocao de plantas que em teoria estavam saudaveis, as perdas econémicas
sdo representativas, ocasionando um problema socioambiental para as regides produtoras de
laranja. Sendo assim, é importante encontrar alternativas para o controle ou erradicacdo da
doenca, se possivel, metodologias ambientalmente seguras, como é caso dos biossurfactantes
(BS) (JIANG et al., 2020).

O Estado de Séo Paulo é o maior produtor de citricos do Brasil e faz o pais ser um dos
maiores exportadores de laranja e seus derivados do mundo, abrangendo mercados como 0s
Estados Unidos da América, Europa e Asia, sendo importante fonte geradora de receita para as
regibes produtoras. Segundo a Federacdo da Agricultura e Pecuéria do Estado de S&o Paulo
(FAESP), o Estado se destaca em primeiro lugar no ranking nacional com 13,7 milhGes de
toneladas de laranja no ano de 2020, ficando muito a frente de Minas Gerais que € 0 segundo
colocado com 1,1 milhdo de tonelada produzida, evidenciando a importancia desse cultivo para
a regido (FAESP, 2022).

Os BS séo compostos quimicos derivados do metabolismo secundario ou primario de
algumas espécies de microrganismos, e apresentam caracteristicas anfipaticas, garantindo a
interacdo entre regides hidrofilicas e hidrofobicas em um sistema ou meio (MARCHANT &
BANAT, 2012). Devido a essas caracteristicas, 0s BS apresentam algumas propriedades de
interesse, podendo citar, a capacidade de reduzir a tensdo superficial da agua, auxiliar na
emulsificacdo de determinados compostos e, uso como detergentes além de, possivelmente
apresentar algumas propriedades antibidticas, cujo mecanismo ainda ndo esta totalmente
esclarecido (HENKEL et al., 2012).

Os ramnolipideos (RL) sdo BS glicolipidicos produzidos pela bactéria Pseudomonas
aeruginosa, composto pela ligacdo de uma ou duas moléculas de ramnose com R-hidroxiacidos.
Esses compostos sdo produzidos através da fermentacao de diversas fontes de carbono podendo
ser extraidos do meio de cultivo para seu uso como composto puro. (SOBERON-CHAVEZ &
MAIER, 2011).

A maior dificuldade para uso em larga escala do RL é seu elevado custo de producéo,
uma vez que envolve diversas etapas na sua recupera¢do do meio, utilizando-se de muitos
solventes organicos, que sdo dispendiosos para uso rotineiro. Dessa forma, ha duas grandes

vertentes atuais na academia, sendo a primeira baseada no melhoramento da producéo do RL,
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seja através do uso de materiais menos nobres como fonte de carbono, seja no aprimoramento
das condi¢des de cultivo ou através do desenvolvimento de novas metodologias de purificacdo
do composto. J& a segunda vertente, consiste em desenvolver novas aplica¢des, principalmente
aquelas mais nobres, as quais ndo ha substituto viavel para o composto, ou aquelas em que o
uso do RL é mais eficiente e menos agressivo para 0 ambiente no qual esta sendo disposto
(HEYD et a., 2008).

Atualmente o mercado internacional desses compostos estd em desenvolvimento,
apresentando algumas industrias que estdo focadas em produzir ou aprimorar o uso do RL,
sendo algumas plantas instaladas na india, China, Reino Unido e Estados Unidos da América.
E de suma importancia a producéo do RL por indUstrias, pois isto diminui os custos e aumenta
a visibilidade, sobretudo dos leigos em relacdo ao composto (BISELLI et al., 2020).

O mercado de BS estd em crescimento acelerado, com tendéncia de alcancar niveis
relevantes no comércio internacional. No entanto, especificamente para 0 RL nédo é esperado
um aumento substancial no futuro préximo, uma vez que ainda existe a entrava do elevado
custo de producdo do composto. Atualmente, diversos pesquisadores, seja do setor privado ou
da academia, estdo buscando novos usos para 0s BS no geral e também para o RL, 0 que gera
um mercado novo voltado para elucidar todos os processos impedidores atuais, bem como criar
novos caminhos para o0 uso dessas substancia (BISELLI et al., 2020).

Atualmente, o mercado internacional de RL é concentrado na América do Norte e no
sudeste da Asia, apresentando uma participacdo de U$8.45 bilhGes, com base na anélise de
dados de 2018 e 2022. E esperado um aumento anual no mercado de BS de aproximadamente
5% até 0 ano de 2032, com énfase no sudeste da Asia, principalmente China, a qual planeja
investir no uso de RL e outros BS nas areas farmacoldgicas, cosméticas e na agricultura. O
valor projetado para o mercado de BS é de U$14.3 bilhdes até o ano de 2032, com a Evonik
Industries AG, sendo a principal empresa do ramo e com maior participacdo de mercado
(market share). A seguir, figura exemplificando os dados citados acima (Global Markets
Insight, 2023).

As projecdes apontam para um mercado aquecido tanto para BS como para o de RL,
dessa forma fazem-se necessarios estudos que viabilizem a producdo o comércio dessas
substancias em larga escala, removendo os problemas relacionados com os custos de producao
e purificagdo. Outro ponto importante é a necessidade de amplo conhecimento por conta da
indUstria, esta que, muitas vezes acaba desconhecendo o produto ou ndo Vvé interesse sélido
devido aos fatos ja citados. Dessa forma é de suma importancia uma agdo conjunta em diversas

areas da academia e da indUstria para viabilizar o uso de BS (JIANG et al., 2020).
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7. CONCLUSAO

A producdo de ramnolipideo, bem como todo o processo fermentativo ficaram mais
eficientes quando ha adicdo de elementos tracos no meio.

Os testes de inibicdo mostraram que houve eficacia em 2 g.L* de RL, eliminando
totalmente as bactérias inoculadas nas placas de Petri. No entanto, quando adiciona-se
2mg.L?, 1 mg.L? ou 500 pg.L? de RL o efeito inibitério é nulo, ndo influenciando o
crescimento e desenvolvimento das quatro diferentes espécies testadas no presente
estudo.

Apenas a Xac obteve resultados positivos para uma menor quantidade de RL.

Os testes in vivo com essas concentragdes ndo foram conclusivos.

O teste de hidrofobicidade de Rosenberg mostrou que houve boa adesdo do RL a
membrana celular.

As analises de MEV evidenciaram que houve alteracdes morfologicas na célula e no BF

formado.
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