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RESUMO - O emprego da quitosana na agricultura esta tomando importancia pela sua
atividade antimicrobiana sobre uma grande variedade de fitopatdgenos, incluindo fungos e
bactérias. Foi avaliada a acdo inibitéria do polimero quitosana no crescimento do fungo
Penicillium digitatum isolado de trés cultivares de laranjas. Os fungos obtidos foram
chamados de S (isolado da laranja Serra d’agua), P (isolado da laranja Péra Rio) e B
(isolado da laranja Bahia). As amostras 1, 2 e 3 de quitosanas variaram quanto a diferentes
massas molares, sendo 132, 234 e 245 kDa, respectivamente. Variou-se também as
concentragcOes de quitosana atraves das quais obteve-se a concentracao inibitorio minima
(CIM) para cada fungo. A faixa de CIM dos trés isolados de P. digitatum foi de 80 a 180
ng x mL™, constatando a atividade antifingica da quitosana contra o fungo em estudo.
Observou-se que fungos tratados com quitosanas de maiores massas molares obtiveram
menor CIM.

1. INTRODUCAO

Desde os anos 80, o Brasil tornou-se 0 maior e 0 mais competitivo produtor no mercado
mundial de laranja (Costa et al., 2012). O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
mensurou a safra de 2013 de producdo de laranja no Brasil em 16,3 milhdes toneladas. Entretanto,
esse valor ja foi maior em anos anteriores, quando o Brasil produzia em média 19,4 milhdes de
toneladas da fruta. 1sso mostra que o setor tem passado por uma das crises mais severas, influenciada
pela diminuicdo do consumo de suco de laranja no mercado externo e elevados estoques. Segundo
Conselho Nacional de Abastecimento (CONAB), essa crise tem como uma das principais causas o
elevado custo de producdo, consequéncia do aumento de doencas causadas por fitopatdgenos. As
perdas econdmicas ocasionadas por doencas de pos-colheita representam um dos principais
obstaculos da citricultura mundial, uma vez que comprometem a qualidade e a quantidade dos frutos
colhidos (Fisher et al., 2007).

Diversas doengas podem comprometer a produtividade de citros em varias fases da cultura. As
doencas em pos-colheita dos citros podem ser responsaveis por até 50 % de perdas (Ladaniya, 2008).
Entre as varias doencas poés-colheita de frutos citricos, os bolores sdo as de maior importancia
econdmica. Eles também podem ocorrer durante a fase final de maturagdo. Contudo, eles causam
maiores prejuizos quando ocorrem apos a colheita, durante as operacOes de processamento,
armazenamento e transporte (Kimati et al., 1997). Entre os bolores, o bolor verde é o que ocorre com
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maior frequéncia nas culturas nacionais. Ele pode ser causado por trés espécies de fungos do género
Penicillium, causando podriddes moles nos frutos (Ladaniya, 2008). Dentre as espécies de Penicillium
causadores de bolores em frutos citricos, Penicillium digitatum € a mais frequente no Brasil (Fisher et
al, 2008), na qual o fungo desenvolve um micélio branco sobre o tecido afetado, que depois é
revestido por uma densa massa de esporos (Kimati et al., 1997).

O fungicida mais utilizado contra 0 mofo verde em citros é do grupo dos benzimidazoéis (Fisher
et al 2007). Entretanto, ele possui varias restricdes de uso, como a de selecionar estirpes de
Penicillium resistentes, sem contar que as populacdes resistentes proliferam-se facilmente resultando
em resisténcia multipla (Ladaniya, 2008). Além disso, a situacdo se agrava no caso de frutos para
exportacdo, uma vez que existem diferencas entre as legislacbes dos paises consumidores na aceitacao
de determinados fungicidas, bem como na concentracdo de residuos tolerada. Para retomar sua
lideranca no mercado internacional, o Brasil precisa de esforcos constantes em processos produtivos
mais sustentaveis (Santos, 2013). A sustentabilidade agricola depende do desenvolvimento continuo
de novos defensivos que sejam menos persistentes, biodegradaveis e atinjam mais acuradamente as
pragas alvo (Townsend et al., 2006).

A quitosana é um biopolimero do tipo polissacarideo, derivado da desacetilacdo da quitina, a
qual constitui a maior parte dos exoesqueletos dos insetos, crustaceos e parede celular dos fungos
(Azevedo et al., 2007). Sendo assim, ela é considerada um produto natural, de baixo custo, renovavel
e biodegradavel. As carapacas de crustaceos sdo residuos abundantes e rejeitados pela inddstria
pesqueira, que em muitos casos as consideram poluentes (Mirani et al., 2014). Devido a essas
caracteristicas a quitosana tem sido proposta como um material potencialmente atraente para usos
diversos, como na area alimenticia, biotecnologia, ciéncia dos materiais, tratamento de agua, produtos
farmacéuticos, agricultura, protecdo ambiental (Azevedo et al., 2007). Na agricultura, seu emprego
estd tomando importancia pela sua atividade antimicrobiana sobre uma grande variedade de
fitopatdgenos, incluindo fungos e bactérias, como: Solanum licopersycum em tomateiros (Pefia et al.,
2014), Rhizoctonia solani Kuhn (Freddo et al., 2014), Colletotrichum musae em bananas (Negreiros
et. al, 2013), Penicillium expansum em macd (Britto e Assis, 2012), Alternaria alternata, Botrytis
cinerea, Penicillium expansum e Rhizopus stolonifer (Oliveira Junior et al., 2012).

Acredita-se no potencial do polimero quitosana como uma substancia alternativa no controle de
P. digitatum causador da podriddo branca em poés-colheita de citros. Como ja mencionado, ela
apresentou atividade antimicrobiana e antifungica contra diversos microrganismos. Este trabalho tem
0 objetivo de avaliar a inibi¢do do crescimento de P. digitatum com quitosana.

2. METODOLOGIA UTILIZADA
2.1 Micro-organismos: isolamento e cultivo

As cepas do fungo P. digitatum foram obtidas de laranjas de diferentes cultivares (Serra d’agua,
Péra-Rio e Bahia) expostas ao ambiente para contaminacdo. O P. digitatum foi isolado por técnicas de
estriamento em placas com agar Sabouraud dos frutos que apresentaram sinais de incidéncia do mofo
verde. A pureza da cultura foi assegurada ap6s o isolamento, e durante 0s experimentos, através de
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microscopia optica. A padronizagdo do indculo foi feita pela contagem em camara de Neubauer dos
esporos obtidos por filtragdo com gaze e solucdo salina 0,85 %. Os esporos de P. digitatum foram
nomeados como S para os isolados de laranja Serra D’agua, como P para os isolados de laranja Péra-
Rio e como B para os isolados de laranja Bahia.

2.2 Amostras de quitosana

As amostras de quitosana, obtidas do camaréo Pandalus Borealis, foram adquiridas da Primex
e os seus dados fornecidos pelo fabricante sdo mostrados na Tabela 1. A solucéo estoque de quitosana
foi preparada com acido acético 0,15 M, na concentragdo 4 mg x mL™.

Tabela 1- Caracteristicas das amostras de quitosana fornecidas pela Primex

Amostra Lote Teorde  Viscosidade Grau_ de ) Densidade  Turbidez
massa seca (cP) desacetilacdo (g/mL) (NTU)
1 TM3493 94,5 % 5 90 % 0,61 23
2 TM3529 90,8 % 520 95 % 0,34 47
3 TM3142 90,2 % 1300 91 % 0,32 19

Para a determinacdo da massa molar média absoluta as amostras de quitosana foram dissolvidas
em tampdo acetato de sodio pH 4 na propor¢do 1:100 (m/v), filtradas em filtros 0,45 um e, em
seguida, submetidas a cromatografia de permeacdo em gel. A analise foi realizada utilizando duas
colunas em série Ultrahydrogel™ Linear 7,8 x 300 mm, um injetor Viscotek GPCmax VE 2001
Solvent/SAMPLE MODULE, detector Viscotek TDA 302 Triple Detector Array, tendo como fase
mével tampdo acetato de sédio pH 4. O volume injetado foi de 100 pL a uma vazdo de 0,8 mL min™ e
0 equipamento € dotado dos seguintes detectores: indice de refracdo (IR), viscosidade (DP) e
espalhamento de luz (RALS).

2.3 Bioensaio

A atividade antifngica das amostras de quitosana com diferentes massas molares e diferentes
graus de acetilacdo foi testada avaliando seu efeito no crescimento das cepas de P. digitatum. O meio
Sabouraud liquido tinha a seguinte composicéo em g x L™: 20 de glicose, 5 de extrato de levedura e
10 de peptona. O pH do meio foi ajustado para 5,5 para garantir a solubilidade da quitosana. O
bioensaio ocorreu em micro placas de poliestireno contendo 96 pocos, na qual foram adicionados,
respeitando a seguinte ordem e totalizando o volume de 200 uL: i) Qsp 200 uL de &gua destilada
estéril; 115 uL de meio estéril Sabourad; ii) quitosana (concentracfes de acordo com a Tabela 2); iii)
10 pL da suspencéo padréo de esporo do P. digitatum (exceto no branco o qual foi substituido por 10
pL de agua). O controle foi feito através de uma replicata incubada nas mesmas condigdes de cultivo,
porém com auséncia de quitosana. O procedimento foi realizado em triplicata.
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Tabela 2- Concentracdes dos componentes adicionados nos bioensaios

Meio (uL) 115 115 115 115 115 115 115 115 115 115 115

Inoeulo 415 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(uL)
Quitosana 0 1 2 4 6 10 20 40 50 60 70
(uL)
AguaquL) 75 74 73 71 69 65 55 35 25 15 5
Quitosana 5 55 49 80 120 200 400 800 1000 1200 1400
(ug xmL™)

Apdbs o preparo, as placas foram incubados a 25°C com agitacdo de 180 rpm. A inibi¢do do
crescimento microbioano foi monitorada atraves da densidade Optica medida a 405 nm em intervalos
de 24 horas por 5 dias. Os fungos P. digitatum P, B e S tiveram seu crescimento analisado com as trés
amostras de quitosana, totalizando nove andlises. A determinagdo da concentracdo inibitoria minima
(CIM) foi encontrada apds novas analises seguindo o mesmo roteiro, cujas concentracdes de
quitosana foram aproximadas do intervalo de confianca obtido nas primeiras andlises.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados observados demonstraram efeito significativo e inversamente proporcional das
diferentes concentracfes de quitosana sobre o crescimento do fungo P. digitatum em cultivo in vitro,
ou seja, havendo diminuicdo progressiva do crescimento micelial de acordo com o aumento da
concentracdo de quitosana. As leituras de densidade Optica (OD) variaram de 0 a 1,2. Os graficos da
Figura 1 permitem observar que concentracdes acima de 800 pg x mL™ inibiram completamente o
crescimento dos fungos, com as trés amostras de quitosanas e para os trés isolados de P. digitatum.
Sendo assim, aumentou-se esse intervalo para encontrar a CIM, avaliando a inibicdo da quitosana nas
seguintes concentracdes: 0, 40, 80, 100, 120, 140, 200, 400 e 800 pg x mL™. Esses resultados estdo
apresentados na Figura 2. Considerou-se a CIM como os menores valores de OD cuja concentragao
de quitosana inibiu completamente os fungos. A faixa de CIM dos trés isolados de P. digitatum foi de
80 a 180 pg x mL™. Para o Inéculo S, a CIM foi de 140, 180 e 120 pg x mL™ para as quitosanas 1, 2 e
3, respectivamente. Para o Inéculo P, a CIM foi de 180, 160 e 100 pg x mL™ para as quitosanas 1, 2 e
3, respectivamente. Para o Inéculo B, a CIM foi de 140 e 80 pg x mL™ para as quitosanas 2 e 3,
respectivamente (as amostras com a quitosana 1 apresentaram sintomas de contaminacéo, por isso, 0S
resultados foram desconsiderados).

A massa molar das amostras 1, 2 e 3 de quitosana foram, respectivamente, 132, 234 e 245 kDa.
Pode-se observar que a quitosana 3, que apresentou maior massa molar, representou a maior
eficiéncia na inibicdo do crescimento dos fungos. A relacdo entre massa molar (MM) e atividade
antimicrobiana de quitoligbmeros foi estudada por Jeon et al. (2001). Quitoligbmeros com trés
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diferentes massas molares, classificados em alto, medio e baixo, tiveram seu efeito antimicrobiano
testado contra bactérias gram positivas e gram negativas, mostrando que quitoligdbmeros de maior
MM (entre 1 a 10 kDa) tiveram melhor atuacdo na inibicdo dos microrganismos e sua eficacia
aumentou proporcionalmente com a massa molar. Os efeitos de quitoligdmeros no crescimento
miceliano de fungos também foi avaliado por Oliveira Junior (2006). Foi observado que misturas de
quitoligdbmeros de DP (grau de polimerizagdo) 5 a 8, DP 2 a 12 e DP 2 a 11, promoveram menor
efeito no crescimento fungico de A. alternata, B. cinerea, P. expansum e R. stolonifer na concentracao
de 1000 pg x mL™ do que as quitosanas DP 45 a 3850.

Estudos sobre o mecanismo de agdo da atividade antimicrobiana da quitosana sugere que esse
polimero interfira nos grupos negativamente carregados das macromoléculas expostas na superficie
da parede celular fangica e, desta maneira, hd& modificacdo da permeabilidade da membrana
plasmatica, o que conduz a liberagcdo de proteinas e outros constituintes intracelulares (Benhamou,
1996). Portanto, o aumento da disponibilidade de grupos amino que interagem com as paredes das
células na quitosana (refletidos pelo maior grau de desacetilacdo), significa maior atividade
antimicrobiana. Entretanto, ndo foi possivel observar esse comportamento, uma vez que a quitosana 2,
gue apresenta maior grau de desacetilacdo ndo mostrou menores CIM para os trés fungos em estudo.

1 Quitosana 1 1 Quitosana 2 1 Quitosana 3
, ] /
E 08 Indculo P +— Opg/mL _ 03 Indeulo P yd 0,8 Indeulo P #
) a O g/ = =% —e—Opgl
—=— 20 pg/mL E 0,6 A +  ——Opg/ml E o6 . 0 ug/mL
X n e o 40 pg/mL
—&— 40 pg/mL % 0,4 “__.._..’ —— 20 pg/mL g 0.4 ‘ )/ He/m
—s— 80 pg/mL = s 400 pg/mL é 02 Ay, —— 80 pg/mL
a Y e . ' " 4 £ /i
P y ol 800 pg/mL (=] =— AW 1000 pg/mL
——ougm O R =g — 0 0 mE— - :
o 1 2 3 s 5 1500 pgfm o 1 s 5 e s 1400 pg/mL 0 1 2 3 s 1400 pg/ml
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)
1
: P *
08 Indcule B m 0,8 Indeulo B Ve 0,8 Indculo B
/ ——ougml ¥ e Oush
0.6 / . , 0.6 / 0 pgfmL 0.6 40 pgfmL
0.4 L= —8— 2 pg/ml 40 pg/mL 0a —#— 120ug/mL
. — . 0,4 / ;
02 Ve i 400 pg/mL A 200 pg/ml " 400 pg/mL
, / . 0,2 3 0.2
= | 1200 pg/ml ' 4 800 pg/mL . 800 pg/mL
0 1400 pg/mi o = —h—a—n—8=u —m— 1400 pg/ml 0 o ) 1000 pg/mL
0o 1 2 3 4 5 0o 1 2 3 4 s b o 1 2 3 4 5
: 4 1
0,8 Oug/ 5
—+— Opg/mL ) 0.8 Indcule 5 . —— Opg/mL
06 , —+— O pg/mL ot
K —&— 40 pg/mL . 0,6 o —s— 80 ug/mL
: —8— 20 pg/mL * .
042 e g0 ug/mL , 0.4 /o e nougmt
, 40 pg/mL # A
0,2 —+— 400 pg/mL V) 032 o 400 pg/mL
—t . A —E— 1400 pg/mL ’ e
0 i - —— 800 pg/mlL - K 0 B 80O pg/mL
, —s— 800 pg/mL
o 1 2 3 4 5 1500 pg/ml o 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5 1000 pg/mL

Figura 1- Gréaficos do efeito de inibigdo das quitosanas 1, 2 e 3 com concentra¢des de 0 a 1500
ng x mL™ no crescimento dos trés isolados de P. digitatum; P, S e B. Algumas curvas foram
omitidas para melhor visualizacdo do grafico. O eixo x representa 0 avango dos cinco dias de
crescimento, € 0 eixo y representa a OD, medida no comprimento de onda de 405 nm.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 5



Congresso Brasileiro de

Engenharia Quimica

19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Indeulo P

InGculo B

Indculo S

Quitosana 1

—F
—m
,'f o _7'__7_.
-
. u
— .
2 3 4 5

Tempo (dias)

2 3 4 5
Tempo (dias)

- __:-::':—'-':'*—--._
> —y . =

2 3 4 5
Tempo (dias)

Quitosana 2

Indeule P g
Vol -
/)
P =~
0 1 2 3

Indculo B

=k
4 5
=

Quitosana 3

Indculo P —
} .:;_:.-':'.i —

0 1 2 3 4 5
Indculo B

=i

0 1 2 3 4 5
Indculo §

,7_ ____T-fq

o 1 2 3 4 5

—B-40
80

—=—100

——120
140
160
180
200

800

Figura 2- Graficos do efeito de inibi¢do das quitosanas 1, 2 e 3 com concentracdes de 0 a 800 g

x mL™ no crescimento dos trés isolados de P. digitatum; S, P e B. O eixo x representa 0 avanco

dos cinco dias de crescimento, e 0 eixo y representa a OD, medida no comprimento de onda de
Todas as curvas foram mostradas para ilustrar que concentragcdes abaixo da CIM

405 nm.

apresentaram comportamento semelhante.

5. CONCLUSAO

A quitosana mostrou-se um polimero com acdo antifingica contra o fungo P. digitatum,
causador do mofo verde em citrus, apresentando CIM entre 80 a 180 pg x mL™ para os trés isolados
do fungo testados. Os resultados desse estudo confirmam o fato de que polimeros de quitosanas com
maiores massas molares sdo antimicrobianos mais eficientes. No entanto, estudos futuros seréo
necessarios para avaliar se a inibicdo da quitosana foi fungicida ou fungistatica. Além disso, analises
in vivo poderdo averiguar a eficacia da aplicacdo de quitosana no controle de P. digitatum em campo.
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