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Apresentacao

Em consonancia com a missdo institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde
longa data vém sendo desenvolvidas a¢des de pesquisa e desenvolvimento que
tém gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento
sustentado do espago rural, tendo-se em vista as exigéncias de mercado, dos
produtores e dos 6rgdos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da

atividade produtiva.

E neste contexto que o controle biolégico se insere. Ao maximizar o uso de
organismos naturais no manejo de pragas e doengas, esta tecnologia contribui
decisivamente para que a produgdo se dé com reduzido impacto, em beneficio
da almejada sustentabilidade. Esta publicacdo é resultante de estudos de
pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho e de outras Unidades da Embrapa, além
de essenciais parceiros, 0s quais, em parceria, tém contribuido para a melhoria

do conhecimento sobre esta importante area.

Temos certeza que as informagdes aqui divulgadas servirdo para o maior
conhecimento e uso do controle biolégico, bem como de estimulo e suporte
para novas acgOes de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente
limpas e tecnicamente viaveis.

Alexandre Hoffmann
Chefe-Geral
Embrapa Uva e Vinho
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Producado de antibidticos por
microrganismos

Rosa T S. Frighettol
Itamar Soares de Melo2

A maioria dos microrganismos produtores de antibidéticos é comumente
encontrada no solo. Muitos deles sdo organismos de crescimento lento.
Actinomicetos, bactérias e fungos estao entre os produtores mais conhecidos.
A vasta maioria de antibidéticos em uso é produzida por actinomicetos e em
particular por membros do género Streptomyces. Entre os fungos, PeniciUium
e Cephalosporium spp. sdo os mais conhecidos. Bactérias dos géneros
Bacillus e Pseudomonas sdo também estudadas como produtoras de potentes
antibioticos, como Bacillus colistinus, produtor da colistina; B. 0/w/sftirotricina);
B. licheiniformis (gramicidinas); B. subtilis var. tracy (bacitracina); B. polimyxa
(polimixina), etc.

Alguns fungos agentes de biocontrole de doengas de plantas também atuam no
controle, possivelmente, por produzirem substancias antibiéticas. Por exemplo,
Trichoderma spp. produz 6-n-pentil-2H-pirano e tricodermina (um antibiético
terpendide); Talaromyces flavus produz vermiculina, vermicilina, vermistatina e
talaron. Somente o talaron tem sido relatado como antifiungico apresentando
efeito sobre Verticillium dahllae.

Quando do isolamento de antagonistas, geralmente por facilidade de certas
metodologias, testa-se in vitro a capacidade de antagonistas inibirem o
crescimento, que se da por metabdlitos secundarios, como antibiéticos,
sideroforos, etc. (HOMMA; SUZUI, 1989).

Um passo importante na busca de microrganismos produtores de antibiéticos
diz respeito ao isolamento seletivo em meios de cultivo apropriados, como
também ao pré-tratamento do material para aumentar as chances de isolar o
microrganismo desejado. Técnicas de enriquecimento de diferentes materiais
tém sido freqientemente usadas para diminuir o nimero de bactérias, quando
se pretende isolar actinomicetos. Nesses casos, presume-se que muitos
propagulos de actinomicetos, tanto esporos (Streptomyces) como fragmentos
de hifas Micrococcus rhodochrous (antigo Rhodococcus), sdao mais resistentes
do que células de bactérias gram-negativas.

1Quimica, Doutora, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69. 13820-000 Jaguaritna, SP.
Eng. Agron., Doutor, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguariina, SP
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Técnicas de enriquecimento com nutrientes do material a ser utilizado no
isolamento tém sido usadas rotineiramente. Adicdo ao solo de substratos
soélidos, como quitina, favorece certos microrganismos quitinoliticos.

A literatura das Ultimas décadas traz numerosos exemplos de técnicas para
isolamento seletivo de microrganismos, bem como para isolamento de
metabdlitos com atividade contra fitopatégenos.

S&do descritos nesse capitulo, protocolos béasicos de extracdo de metabdlitos
de microrganismos e técnicas rotineiras para isolamento e identificagdo desses
compostos.

Protocolo

Parte | - Producdo de metabdlitos livres de células

1 Preparar meio de cultivo liguido a base de batata-dextrose e verter 200 mL
de meio em frascos Erlenmeyer de 500 mL de capacidade.

2. Colocar trés discos de meio sélido de cultivo com crescimento pleno de, por
exemplo, Trichoderma (linhagem produtora de pirona) em cada Erlenmeyer e
incubar a 28°C por sete dias, sob agitacdo a 100 rpm.

3. Apos este periodo, filtrar o conteido do frasco em papel de filtro (Whatman
ne 4).

4. Em seguida, filtrar o sobrenadante sobre uma membrana filtrante esterilizada
(0,22 tjm), para se conseguir um filtrado livre de células.

5. O metabdlito é testado contra alguns fungos-teste para verificar a atividade
biolégica do mesmo. Para tanto, cerca de 2 mL do filtrado esterilizado sdo
transferidos para uma placa de Petri, que receberd em seguida 20 mL de
BDA diluido. Agitar suavemente o meio fundente para que haja uma mistura
uniforme com o metabdlito.

6. Transferir um disco (5 mm de diametro) de meio com abundante crescimento
do(s) patégeno(s) que se deseja controlar para o centro da placa. Fazer cerca
de cinco repeticbes para cada tratamento.

7. Incubar as culturas até que se possa distinguir alguma diferenga no crescimento
dos organismos testes, quando comparado com o controle (placas sem o
metabolito).
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8. O crescimento do patégeno é medido periodicamente através do tamanho da
colbnia. No caso das bactérias, esse crescimento demora cerca de 48 a 72
horas, e no caso de fungos, cerca de 7 a 9 dias.

9. Caso o metabdlito tenha algum efeito inibitério, proceder-se-a4 a extragdo do
antibidtico com solventes apropriados (Parte Il).

Esta etapa visa economizar material e tempo, evitando-se o procedimento de
extragcdo sem o conhecimento prévio sobre a capacidade de um dado organismo

produzir ou ndo tais metabdlitos. Esta fase é ideal para se fazer selecdo de
dezenas ou centenas de linhagens produtoras.

Parte Il - Extracdo de antibidticos

1 Os processos empregados para extracdo de antibidticos sdo: a precipitacao,
a extracdo com solventes e a absorgdo por meio de resinas de troca idnica.
A seguir, sera exemplificada extragdo com solventes.

Cultura microbiana (seja ela fungica ou bacteriana) crescida em meio liquido
e filtrada sobre papel de filtro Whatman nfi 4, é usada para extragdo. Cerca
de 1 litro de sobrenadante ja é suficiente. No caso de cultura bacteriana, é
aconselhavel proceder a centrifugacao das células.

Em geral, para identificagdo de um composto ativo, maiores quantidades sao
necessarias.

2. Misturar ao filtrado cerca de 10-30% do volume de solventes organicos,
geralmente, em ordem crescente de polaridade.
Esta metodologia consiste na separacdao das fases aquosa e organica.
Dividir o volume do filtrado para cada solvente a ser testado. Neste caso,
seleciona-se aquele que melhor extrair o antibidtico. Para alguns organismos
ja se conhece o solvente mais apropriado. No caso de Trichoderma. o acetato
de etila tem sido empregado (GHISALBERTI et al., 1990).

Os solventes mais empregados em extracdo de antibidticos sédo: os
hidrocarbonetos (hexano, ciclohexano, éter de petréleo), os alcoois alifaticos
(metanol, propanol, butanol), éster alifatico (acetato de etila), e os halogenados
(diclorometano, cloroférmio). A escolha do solvente é governada pelo
coeficiente de particao do antibidtico entre o solvente e o filtrado, e pela
miscibilidade do solvente com o filtrado.

3. Agitar em funil de separacdo e coletar a fase organica. Repetir a operagéo,
pelo menos trés vezes, aproveitando-se o filtrado que sera extraido com nova
quantidade do solvente.
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4. A separacgdo entre as duas fases pode ser facilitada pela adicdo de solucéao

aquosa saturada de cloreto de saodio.
Devido a presenca de umidade em solvente apds a extragdo, secar com
sulfato de sé6dio ou sulfato de magnésio anidros.

Filtrar sobre papel de filtro e remover o solvente sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo, a temperatura abaixo de 45°C para evitar degradacao
de componentes termo-sensiveis.

7. Recolher o residuo no fundo do baldo, que no caso de T koningiié um 6leo de

cor amarela a alaranjada, com o auxilio de uma pipeta Pasteur e um minimo
de solvente.

8. Dissolver o extrato bruto em solvente adequado (em geral diclorometano ou

acetato de etila ou mistura de um destes com metanol).

9. Analisar o extrato bruto, assim diluido, por cromatografia de camada delgada

10.

(CCD, normalmente de silica-gel) utilizando-se como eluente diclorometano
(CH2CI2) e metanol (CH30OH) numa proporgdo de 1:1 (v/v), nesse caso
especifico. Para tanto, depositar algumas gotas (utilizar capilares de vidro)
do extrato a + 1 cm da base de uma placa de cromatografia. Proceder a
eluicdo da placa, contendo diferentes fragcbes, com a mistura de solvente
mencionado, de maneira que haja a migracdo dos compostos ao longo da
placa (Figura 1).

Apés observacao das fragdes sob luz ultravioleta, proceder cuidadosamente
a remocao das diferentes manchas e colocar em Ependorf para subseqiiente
dessorgdo das substancias impregnadas no silica-gel, com solvente
apropriado.

As diferentes sub-fracdes serdo testadas individualmente, embebidas em
discos de papel de filtro com 5 mm de diametro ou colocando-as em um
pequeno pogo furado no meio de cultura, no centro de uma placa de Petri.
Mergulha-se o disco de papel nos extratos e, antes de colocar na placa
de Petri, evaporar o solvente utilizado para a dessorcdo das sub-fracdes.
Para o método de difusdo em 4&gar, coloca-se cerca de 40 pL/pogo de
extrato dissolvido em solvente e permite-se a evaporagdo do solvente
antes da aplicagcdo do organismo-teste. Para o ensaio, pulveriza-se, com um
pulverizador De Vilbis esterilizado, uma suspensao de conidios do fungo-
teste.
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Solvente

Fig. 1: Esqutma de cromatografia em camada delgada (CCD), mostrando diferentes
manchas e e:emplo de célculo de Rf de uma dada substancia, e em coluna de silica
gel.

Fonte: Rosa T S. Frighetto.

12. Incubar as culturas até que se possa evidenciar o halo de inibicdo do
crescimeito miceliano do organismo-teste, mensurar o tamanho do halo de
inibicao.

13. Para enssio de bioautografia, apds identificacdo dos Rfs, serd vertido sobre
a placa comatogréfica eluida, uma camada homogénea de meio de cultivo.
ApO6s soldificagdo do mesmo, pulveriza-se, com um pulverizador De Vilbis
esterilizado, uma suspenséo de conidios do organismo-teste, e a cultura ficara
incubada dentro de uma caixa hermeticamente fechada, a 37°C (Figura 2).
No expermento para TLC-MALDI, apds identificagcdo dos Rfs dos compostos
ativos, serd adicionado sobre os mesmos uma matriz liquida, no caso um
liquido ibiico, para auxiliar na ionizacdo dos compostos para subsequente
experimeito de MALDI [M*H+]+
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Reagentes especificos para
visualizacdo da atividade em CCD
Aplicar, em forma de spray, cerca de 5
ml de solucdo aquosa de:

Cloreto de Trifeniltetrazélio (TTC)
- Solugdo 20mg/ml ou
p-lodoNitroTetrazélio Violeta
(INT)

- Solugdo 5mg/ml

- Incubar por mais 3 a 4 horas a 37°C.

- Pulverizar com etanol 70% antes da
avaliacdo final.

Comparacao de Rf's
nw Qi Isolamento do(s) composto(s) ativo

Fig. 2: Aplicagdo da CCD no bioensaio (bioautografia) contra microrganismos para a
determinacéo de compostos ativos e visualiza¢do das zonas de crescimento (ou ndo) dos
microrganismos teste.

Fonte: Rosa T. S. Frighetto.

14. As fragdes que apresentaram atividade antibi6tica, assim determinadas
pelos testes in vitro e identificadas pelos Rfs nas placas de cromatografia,
serdo submetidas a purificacao e identificagdo quimica (Parte lII).

Nota: No caso de fungos e actinomicetos a extragdo do filtrado pode nédo ser
eficiente, em alguns casos, pois grande parte do metabdlito liberado pela célula
pode se depositar na parede celular. Aconselha-se, neste caso, proceder a
extracdo do micélio. Também, aconselha-se adicionar a cultura, antes de efetuar
0 processo de extracdo, acetona numa concentracdo de 1,5:1 (caldo:acetona)
(vlv) e agitar em uma mesa agitadora, por 30 minutos. Apd6s a filtracdo, remover
a acetona sob pressdo reduzida em evaporador rotativo e, entdo, prosseguir a

extragdo com solvente adequado.

Parte Ill - Purificacdo e identificacéo

Apl6s a extracdo do filtrado da cultura com acetato de etila e subsequente
evaporacdo do solvente, o residuo do extrato pode ser fracionado e purificado
através dos seguintes métodos:
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1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Sem duavida, podemos afirmar que a cromatografia em camada delgada é
uma técnica rapida, barata, simples e das mais utilizadas rotineiramente. Sua
desvantagem é a baixa precisdo na quantificacdo (relativamente a HPLC e CG) e a
falta de automacédo. Ela pode ser empregada em associagado com a quantificagao
por densitdmetro acoplado a um PC com software apropriado, onde a leitura
de um composto padrdao de concentragdo conhecida pode ser utilizada como
referencial. As placas de CCD - de silica gel com indicador de fluorescéncia 254
nm, na espessura de 0,2 mm sobre cartelas de aluminio ou de vidro de 20 x 20
cm - podem ser adquiridas comercialmente. Alternativamente, elas podem ser
preparadas (por exemplo: para cinco placas de 20 x 20 cm): preparar as placas de
vidro sobre uma superficie plana, limpa-las com hexano embebido em chumaco
de algodao. Pesar 25 g de silica gel para cromatografia em camada delgada, em
um frasco Erlenmeyer com tampa, e acrescentar cerca de 50 mL de agua destilada.
Agitar bem até que a mistura fique homogénea e a consisténcia adequada
para um espalhamento homogéneo. Para CCD, utiliza-se espessura de 0,25 mm
de silica gel sobre placas de vidro, e para cromatografia preparativa utiliza-se
espessura de até 2 mm, sendo neste caso a quantidade de silica e o volume de
agua duplicados. Uma revisdo dessa técnica aplicada nas analises de alimentos
e de outros interesses da agricultura pode ser encontrada em Sharma (2000).

2. Coluna cromatogréafica de adsorcgéo

A coluna de vidro é facilmente empacotada adicionando-se silica gel, baseando-
se na proporcao de 1:30 (extrato/silica gel) ou dependendo do caso até
1:100. Para tanto, a silica é suspensa em solvente anteriormente selecionado
através de analise por CCD, e passando varias vezes o solvente para melhor
empacotamento da silica. O extrato é adicionado na parte superior da coluna,
dissolvido em solvente adequado ou adsorvido em pequena quantidade de silica
gel, e sobre essa camada adiciona-se pequena porcao de la de vidro para evitar
0 seu revolvimento no momento de proceder a eluicdo com diferentes solventes.
A separacdo por coluna cromatografica de silica gel é facilmente utilizada tanto
para pequenas como para grandes quantidades de amostra. Entretanto, muitas
vezes é um processo lento e laborioso.

3. Cromatografia por exclusdo molecular

Também conhecida como cromatografia de filtracdo em gel ou de permeacéo
em gel, ela separa materiais com base em seus pesos moleculares. As moléculas
maiores do que o tamanho dos poros do material de empacotamento (limite de
exclusdo) sao eluidas primeiro, seguidas pelo restante em ordem decrescente
de peso molecular.
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4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC)

m

particularmente utilizada para constituintes de altos pesos moleculares e
pouco volateis, bem como materiais termicamente instaveis. A analise por HPLC
é uma técnica rapida, comparada aos métodos classicos de cromatografia em
camada, menos eficientes, e possibilita andlises quantitativas além de permitir a
automacdo da andlise e aumentar a produtividade. A maior desvantagem desta
técnica € o alto custo do equipamento.

Os materiais purificados podem ser identificados baseados em: i) valor de Rf
em cromatografia em camada delgada (CCD); ii) coloragdo em CCD quando
pulverizados com reagentes especificos; iii) através de espectros como o de
infravermelho, ultravioleta, ressonancia magnética nuclear de préton e carbono-
13, e massa; e iv) dependendo da classe quimica, esses compostos sdo também
caracterizados por eletroforese.

Parte IV - Exemplo de aplicacdo (FRIGHETTO; MELO, 1996)

Material e Métodos

Amostras de solo foram obtidas de trés fazendas situadas ao norte do Estado
de S&o Paulo, cultivadas com soja e tomate apresentando sintomas de doenca
causada por S. sclerotiorum. Foi isolado o fungo T. koningiipela técnica descrita
em Melo et al. (1996). O método de microextragcdo de metabdlitos extracelulares
foi descrito por Graeme-Cook e Faull (1991). Os metabdlitos foram extraidos
do meio liguido (2.500 mL), cultivado com T. koningii (linhagem TSS-3) apos
sete dias de incubacéo, livres de micélios através de filtragcdo, com acetato
de etila (3 x 700 mL). A fase orgéanica foi seca sobre sulfato de sédio anidro
e o solvente foi removido a vacuo em evaporador rotativo, resultando num
residuo oleoso de cor amarelada (1,0 g). O extrato bruto foi analisado por CCD
e os componentes foram separados por técnicas cromatogréaficas, de coluna e
em placa preparativa. Os espectros de ressonadncia magnética nuclear (RMN)
foram obtidos em equipamento Bruker AC 300, a 300 Mhz, em solugdes a
concentracdao de ~103M em cloroférmio deuterado (CDCI3) e referéncia interna
de Me4Si. Os espectros de infravermelho (IV) foram obtidos em Perkin Elmer
FT-IR e ultravioleta (UV) em espectrofotdbmetro Perkin Elmer em etanol 95%. O
ponto de fusdo (ndo corrigido) foi obtido em bloco de Kofler.
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Resultados e Discusséao

0 filtrado esterilizado em membrana de filtragdo inibiu o crescimento de S.
sclerotiorum em cultura pura (Tabela 1). A extracdo do filtrado com acetato de
etila resultou num 6leo amarelado que, em andlise por CCD, apresentou um
componente principal e varios componentes minoritarios. Por cromatografia em
coluna de silica gel e cromatografia em placa preparativa permitiu o isolamento
do composto principal 1 (Rf 0.13, Silica gel 60 F24, hexano/EtOAc 1:3). O ponto
de fusdo do composto isolado foi de 99,1-102,3°C (nao corrigido). 0 espectro
de 1X-RMN do 1 apresentou 16 sinais de carbonos, sendo trés de carbonos sp2,
assinalados como de um grupo carbonila ( 198.3 s) e dois carbonos olefinicos
(6 173.5 s, 112.6 s); indicando portanto que se trata de um composto biciclico.
Evidéncia da presenca de uma ciclohexanona a,|3-insaturada foi obtida do IV {v
max (Kbr) 1650, 1620 cm 1) e do espectro UV {A max (EtOH) 260 nm).

Tabela 1: Percentagem de inibicdo de crescimento de S. sclerotiorum em ensaios de
extratos brutos de trés culturas de T koningii (TSS-3, TSS-5 e TSS-12). Filtrados obtidos
das culturas em meio liquido apds 7 dias de incubagdo e extraidos com acetato de
etila.

. Inibicdo de Crescimento (%)
Linhagens

2 d apds inoculagéo 3 d ap6s inoculacédo
TSS-3 81.7 83.3
TSS-5 71.4 82.3
TSS-12 81.7 83.8

Dados sdo médias de seis repeti¢cdes.
Fonte: FRIGHETTO; MELO (1996).
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0 espectro de massa de baixa resolucdo indicou um ifon molecular (M+) para
o composto 1 de m/z 298, o mesmo de um composto previamente isolado e
identificado como sendo koninginin D, com a férmula molecular C16H2605
(DUNLORP et al., 1989). Uma comparacdo dos deslocamentos quimicos em RMN
dos 16 a4tomos de carbono do composto 1 e koninginin D apresentou certo grau
de semelhancga entre as estruturas desses dois compostos (Tabela 2).

Tabela 2: Comparagédo dos sinais de ,3C-NMR obtidos para o Composto 1 e dos
compostos estruturalmente relacionados como koninginin B, E and D.

Carbono Composto Koninginin Koninginin Koninginin
1 D B E

C1 198.3 195.8 198.1 197.6
C-2 27.1 33.3 27.1 333
C-3 28.6 28.8 29.0 29,0
C-4 71.0 65.7 71.0 65.9
C-5 1735 171.5 171.3 169.3
C-6 112.6 113.9 109.1 111.4
C-7 57.2 57.1 17.6 17.6
C-8 317 317 22.7 22.8
C-9 76.8 77.7 80.8 81.3
C-10 72.8 73.2 73.2 73.4
C-11 331 324 32.8 32.7
C-12 254 25.1 25.4 25.1
C-13 29.2 29.2 29.2 29.3
C-14 311 32.2 31.7 318
C-15 22.6 22.6 22.6 22.6
C-16 141 14.0 14.1 141

Fonte: FRIGHETTO; MELO (1996).
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Os deslocamentos quimicos referentes aos carbonos da porcdo aciclica das
moléculas sdo praticamente idénticos. As diferencas mais significativas entre
os deslocamentos quimicos dos carbonos foram registradas para C-1, C-2, C-4,
C-5, C-6 e C-9 da porcdo benzopyran-5-ona das moléculas. O esclarecimento
sobre a origem dessa diferenca foi obtido pelos dados de 13C-RMN de outros
metabdlitos de T. koningii, os compostos koninginin B e koninginin E (ALMASSI
et al,, 1991; PARKER et al, 1995), onde o padrdo do deslocamento quimico
para os atomos de C-1 a C-4 do composto J é exatamente o de koninginin B.
O carbono da porgao éter em C-9 no composto 1 esta protegido de 4.0 ppm
comparado ao mesmo carbono em koninginin B, como é esperado pela presencga
de um grupo (3-hidroxila em C-7 e o carbono vinilico em C-6 no composto
_1 esta desprotegido em comparagcdo ao mesmo carbono em koninginin B,
dando evidéncia da presenca de uma substituicdo oxigenada em C-7 no 1, de
forma similar ao koninginin D. Portanto, essas evidéncias permitem sugerir que
0 composto 1 e koninginin D sdo diastereoisdmeros, sendo epimeros no C-4
(Figura 3), estando desprotegido de 5.3 ppm no composto J comparado ao
mesmo carbono no koninginin D.

koninginin B

koninginin 0 I
E pyran-5-

koninginin

Fig- 3: Estrutura proposta para o composto 1lisolado de T. koningii(TSS-3). As estruturas
dos compostos koninginin B, Ee D sdo apresentadas para comparac¢ao (DUNLOP et al.,
1989, ALMASSI et al.,, 1991; PARKER et al.. 1995).
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0 composto 1 foi ativo contra S. sclerotiorum no ensaio por difusdo em agar
utilizando discos de papel de filtro contendo 10 e 20 pL por disco de uma
solugcdo 2.000 pg.mL'ldo composto teste. O método de bioautografia foi usado
em CCD vertendo, sobre a superficie de CCD, o meio de cultivo em agar liquido
inoculado com o microrganismo teste e visualizado com solugdo aquosa de p-
iodonitrotetrazolium violeta e incubacdo por 3 horas.
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