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RESUMO

Uvas podem ser contaminadas por fungos toxigénicos, como Aspergillus carbonarius,
um dos principais responsaveis pela ocorréncia de Ocratoxina A (OTA) em uvas. Tal
micotoxina esta associada a efeitos genotoxicos, teratogénicos e imunossupressores. A
inibicdo do crescimento fungico é considerada a melhor forma para evitar a
contaminagdo por OTA. Neste caso, o controle de fungos é feito principalmente pela
aplicacdo de fungicidas sintéticos, que podem trazer diversas consequéncias negativas,
tais como: risco ocupacional, geracdo de residuos no solo, na 4gua e na prépria uva, e
alterar sua composicgdo fenolica, perfil volatil, aparéncia e textura. Por esses motivos,
alternativas de biocontrole vém ganhando destaque na agricultura, principalmente por
serem praticas mais sustentaveis para o controle de pragas e doencas. O objetivo deste
estudo foi avaliar a capacidade de quatro cepas de Bacillus (P1, P7, P11 e P45) em
inibir o desenvolvimento de A. carbonarius e a sintese de OTA em uvas Chardonnay,
bem como avaliar o efeito da cepa mais promissora no perfil volatil. As bagas utilizadas
foram inoculadas com suspenséo de células de cada Bacillus (10° UFC mL™) e com A.
carbonarius (10° esporos mL™). Todas as cepas apresentaram atividade antifiingica,
com destaque para a cepa P1, que demonstrou 100% de inibicdo fungica e sintese de
OTA. Além disso, as uvas tratadas com essa cepa de Bacillus apresentaram maior
concentracdo de compostos volateis com odores agradaveis. As cepas de Bacillus
investigadas sdo potenciais agentes de controle biolégico para prevenir ou reduzir a
ocorréncia de A. carbonarius em uvas, e ainda inibir a sintese de OTA, proporcionando
um alimento seguro e de qualidade.

PALAVRAS-CHAVE: biocontrole, micotoxinas, uva, Aspergillus carbonarius,
Bacillus, Ocratoxina A



ABSTRACT

Grapes can be contaminated by toxigenic fungi, such as Aspergillus carbonarius, one of
the main responsible for the occurrence of Ochratoxin A (OTA) in grapes. Such
mycotoxin is associated with genotoxic, teratogenic and immunosuppressive effects.
The inhibition of fungal growth is considered the best way to avoid contamination by
OTA. In this case, the control of fungi is done mainly by the application of synthetic
fungicides, which can bring several negative consequences, such as: occupational risk,
generation of residues in the soil, in the water and in the grape itself, and change its
phenolic composition, volatile profile, appearance and texture. For these reasons,
biocontrol alternatives have been gaining prominence in agriculture, mainly because
they are more sustainable practices for the control of pests and diseases. The aim of this
study was to evaluate the ability of four strains of Bacillus (P1, P7, P11 and P45) to
inhibit the development of A. carbonarius and the synthesis of OTA in Chardonnay
grapes, as well as to evaluate the effect of the most promising strain on the profile
volatile of grapes. The berries used were inoculated with cell suspension from each
Bacillus (10° CFU mL™) and with A. carbonarius (10° spores mL™). All strains showed
antifungal activity, especially the strain P1, which showed 100% fungal inhibition and
OTA synthesis. In addition, the grapes treated with this strain of Bacillus showed higher
concentration of volatile compounds with pleasant odors. The Bacillus strains
investigated are potential biological control agents to prevent or reduce the occurrence
of A. carbonarius in grapes, and also inhibit the synthesis of OTA, providing a safe and
quality food.

KEY WORDS: biocontrol, mycotoxins, grape, Aspergillus carbonarius, Bacillus,
Ochratoxin A.
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1. INTRODUCAO

A uva é um fruto oriundo da videira pertencente ao género Vitis e a familia
Vitaceae. Mais de sessenta espécies compde o género Vitis, sendo que a espécie mais
comum ¢é a Vitis vinifera, que apresenta diversas cultivares com fins distintos, como:
uvas destinadas para producao de vinho, uvas de mesa e uvas para producdo de passas
(Embrapa, 2012).

A viticultura é uma atividade econdmica recente no Brasil e o Rio Grande do Sul
é¢ o principal estado produtor de uvas para processamento (Embrapa, 2003),
contribuindo com aproximadamente 90% da producdo nacional de uvas. Na safra de
2018 foram colhidos, no Rio Grande do Sul, cerca de 663,2 milhGes de quilogramas de
uvas destinadas ao processamento, sendo essa colheita acima da média histdrica dos
ultimos dez anos que foi de 607,5 milhdes de quilogramas (Conab, 2018). Em 2019,
devido as adversidades climaticas, houve uma diminuicdo de 10 a 15% em relacdo a
quantidade colhida na safra de 2018 (Conab, 2019). Ja em 2020 houve uma queda de
17,8% na producéo geral de uva, comparada a safra de 2019. Foram colhidos 504
milhdes de quilogramas de uvas, e as possiveis causas para essa reducdo da safra sdo: o
excesso de chuva na floracdo e a seca no enchimento da baga e na maturacdo (Secretaria
da Agricultura, Pecuéria e Desenvolvimento Rural, 2020).

A ocorréncia de fungos nas uvas durante o seu cultivo é bastante comum,
destacando a presenca de Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger, os quais séo
reconhecidos como 0s principais responsaveis pela ocorréncia da micotoxina
denominada Ocratoxina A (OTA) nesta fruta (DACHERY et al., 2015). Esse metabdlito
fangico secundario esta relacionado a genotoxicidade, nefrotoxicidade, teratogenicidade
e carcinogenicidade (ROCHA et al., 2014).

Na producdo convencional de uvas, o controle dos fungos é feito através da
aplicacdo de fungicidas sintéticos. O uso destes pesticidas para o controle de pragas
pode levar a geracdo de cepas resistentes aos fungicidas (DEISING; REIMANN;
PASCHOLATI, 2008), residuos indesejaveis nas uvas apos a colheita (ROMANAZZI
et al., 2016), alteracdo do perfil volatil (ALEM et al., 2019) e da composicdo fendlica
(OLIVA et al.,, 2008). O uso intensivo de fungicidas em vinhedos pode levar a

contaminagc&o do solo e da agua (KOMAREK et al., 2010), além de apresentarem risco
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toxicologico em organismos-testes (principalmente em Danio rerio) (LI et al., 2018),
promoverem hepatotoxicidade em ratos Wistar (KNEBEL et al., 2019). Além disso, a
exposicdo crbénica a fungicidas estd epidemiologicamente associada ao aumento da
incidéncia de hipertireoidismo (SHRESTHA et al., 2019), leucemia mieloide (PATEL
et al., 2019) e Parkinson (NARAYAN et al., 2017).

Os agrotoxicos sao utilizados para proteger as plantas contra pestes, e
contribuem, significativamente, para 0 aumento da produtividade agricola (NAGY et
al., 2019), para a reducdo de perdas causadas pela acdo de ervas daninhas, patdgenos,
pragas e insetos (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009), e para a consequente
reducdo no preco desses produtos que serdo ofertados (VEIGA, 2007). Entretanto, a
exposicdo (dérmica, oral e inalatéria) a esses compostos esta relacionada a ocorréncia
de doencas em humanos, tais como: leucemia, mieloma e cénceres de prostata,
pancreas, pulmao e ovario (HOPPIN et al., 2017). Além disso, em 2017, 2.548 casos de
intoxicagdo por agrotoxicos foram registrados no Brasil, envolvendo 1.195 pessoas da
regido sul do pais (SINITOX, 2017). Devido aos eventos citados, novas estratégias de
controle fingico vém sendo estudadas, como é o caso do controle bioldgico.

O biocontrole caracteriza-se pelo uso de microrganismos, parasitoides ou insetos
para inibir ou diminuir o desenvolvimento de fitopatdgenos e controlar a presenca de
insetos transmissores de doencas, além de evitar os efeitos negativos das préaticas
agricolas convencionais no ambiente, promovendo seguranca ocupacional,
sustentabilidade e um alimento seguro (TORRES et al., 2016). No caso dos
biofungicidas, sua aplicacdo em qualquer etapa do desenvolvimento do alimento, até
mesmo no dia da colheita, confere maior vantagem em relacdo ao uso de fungicidas
sintéticos, uma vez que estes possuem um intervalo de seguranca. O mecanismo de acdo
desses agentes pode ser justificado pela sua capacidade de afetar o patégeno através de
parasitismo, competi¢do por nutrientes e sintese de metabdlitos, como os lipopeptideos
fengicina, iturina e surfactina (CALVO et al., 2019; CAULIER et al., 2019). Hanif et al.
(2019) atribuem a atividade antifingica de Bacillus amyloliquefaciens FZB42 a sintese
de Fengicina. Ja Dang et al. (2019) relatam que a producdo de Iturina por Bacillus
amyloliquefaciens C2LP inibiu o crescimento de diversas espécies fungicas, como:
Alternaria alternata, Botrytis cinerea e Colletotrichum gloeosporioide. A Surfactina,
outro lipopeptideo sintetizado por Bacillus, apresentou atividade antagonista contra

Plasmopara viticola, em estudo conduzido por Li et al. (2019).
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Diferentes cepas de Bacillus isoladas de intestino de peixes da regido amazoénica
(Potamorhina latior, Piaractus mesopotamicus e Leporinos sp.) demonstraram o
potencial como agentes antifungicos. Experimentos in vitro confirmaram sua atividade
antagonista, reducdo da germinacdo de esporos e da sintese de micotoxinas, além de
serem capazes de produzir os lipopeptideos citados anteriormente (VERAS et al., 2016).

As préaticas agricolas também podem afetar algumas caracteristicas fisico-
quimicas das uvas, como a composicdo fendlica, atividade antioxidante, perfil volatil,
aparéncia e textura das bagas (MULERO et al., 2015). Em relagdo a composicdo das
uvas, o seu perfil volatil estd relacionado com a localizacdo geogréfica das videiras
(KOUNDOURAS et al., 2006), tipo de solo, caracteristicas climéaticas (SABON et al.,
2002) e variedade de uva (ARMANINO et al., 2008). O aroma é um dos fatores mais
importantes relacionado a qualidade de vinhos e as préticas agricolas podem afetar o
perfil volatil das uvas (NICOLLI et al., 2018).

OLIVA et al. (2008) elucidaram que a aplicacdo de pesticidas sintéticos pode
afetar negativamente a composicdo aromatica de vinhos. Os vinhos que foram
elaborados com uvas Monastrell na Espanha que tinham sido tratadas com os fungicidas
sintéticos fluquinconazol e fenehexamida apresentaram menor concentragdo de ésteres
etilicos e acetato de etila (aroma frutal e doce, respectivamente) do que os vinhos
elaborados a partir de uvas que nao receberam esses fungicidas.

Ja em estudo conduzido por Escribano-viana et al. (2018), o agente de
biocontrole comercial “Serenade Max”, que contém 5,3 x 10'° UFC/mL de Bacillus
subtilis QST 713, foi pulverizado em uvas da cultivar Tempranill. O biofungicida néo
afetou negativamente o perfil volatil das uvas e do vinho que foi produzido a partir das
bagas tratadas, e por isso o agente natural ndo influenciou na qualidade de ambos. Em
outro estudo, Bacillus vanillea XY18 foi utilizado no processo de cura de favas de
baunilha. Houve um aumento na quantidade de vanilina, que é um aldeido formado a
partir da hidrolise enzimatica da glucovanilina (GU et al. 2015). E, por fim, Jeong et al.
(2017) inocularam o Bacillus licheniformis em soja e verificaram um aumento nos
niveis de alcoois e carbonetos, principalmente. Os volateis obtidos em ambos os estudos
sdo importantes para a qualidade desses alimentos, j& que sdo compostos cuja presenca €
desejada tanto na soja, quanto na baunilha. Jeong et al. (2017) afirmam que bactérias
“starters”, como B. licheniformis, podem ser utilizadas para manipular e customizar o

sabor da soja fermentada, comida tipicamente japonesa. Ademais, GU et al. (2015)
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relatam que o uso de Bacillus aumenta a sintese de vanilina sem gerar atributos
sensoriais desagradaveis.

Além de apresentarem compostos aromaticos, as uvas também possuem um
elevado teor de compostos fenodlicos (SOMKUWAR et al., 2018), que sdo 0s
responsaveis pela atividade antioxidante capaz de ter efeito protetor contra o cancer e
doencas cardiovasculares (AUNE et al., 2018). Tal acdo pode ocorrer através da
interferéncia no processo de oxidacdo das celulas, quelando metais e sequestrando
radicais livres (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Tendo em vista que as préticas agricolas interferem na qualidade das uvas,
Mulero et al. (2015) avaliaram como o uso de fungicidas afeta a composicdo fendlica e
a atividade antioxidante de vinhos produzidos a partir de uvas da cultivar Monastrell.
Seis solugbes diferentes compostas por fungicidas comerciais foram pulverizadas nas
videiras. As uvas foram colhidas e passaram por um processo de microvinificacao.
Apos a realizacdo dos métodos utilizando o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés: High Performance Liquid
Chromatography; HPLC), foi observado que as quantidades de alguns compostos
fendlicos, como os flavonoides, diminuiram e a atividade antioxidante também foi
menor, quando comparada com a da amostra controle.

Além de induzirem o aumento da concentracdo de compostos volateis, 0s
Bacillus também sdo capazes de elevar a atividade antioxidante. Em estudo conduzido
por Yang et al. (2019) Bacillus amyloliquefaciens SWJS22 aumentou a quantidade de
fendlicos totais e de flavonoides em farelo de soja através da acdo da S-glucosidase e da
protease presente nessa cepa.

Considerando os riscos que tanto o uso de pesticidas, quanto a exposicdo a
micotoxinas pode trazer para a saide humana, animal, e gerar danos no ambiente, faz-se
necessario o estudo e a introducdo de alternativas de biocontrole, como o uso de novas

cepas do género Bacillus.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de agrotdxicos esta relacionado ao risco de intoxicagdo, principalmente
ocupacional (NARAYAN et al., 2017), e ao acumulo de residuos quimicos no ambiente
(DE MICCOLIS ANGELINI et al., 2014). Portanto, cada vez mais as alternativas ao
seu uso vém sendo estudadas e utilizadas, principalmente através do emprego de
agentes de biocontrole. Testes in vitro demonstraram que as cepas P1, P7 e P11 de
Bacillus sp. e P45 de Bacillus subtilis, isoladas do intestino de peixes da Bacia
Amazonica, foram promissoras na reducdo do crescimento micelial de Aspergillus
carbonarius e da sintese de OTA em meio de cultura (VERAS et al., 2016).

Levando isso em consideracdo, uma avaliagdo da aplicacdo pratica dessas
bactérias se faz necessario. Desta forma, a verificacdo do seu efeito sobre o crescimento
de fungos toxigénicos na cultivar de uva Chardonnay, sendo considerada a cultivar mais
suscetivel a colonizacdo do Aspergillus carbonarius e acumulo de Ocratoxina A
(VERAS et al., 2020), poderia favorecer seu uso como uma alternativa de biocontrole,

mais especificamente, como um biofungicida.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Verificar o potencial de Bacillus sp. P1, P7, P11 e Bacillus subtilis P45 em inibir

o desenvolvimento de Aspergillus carbonarius e a sintese de Ocratoxina A na cultivar
de uva Chardonnay.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a capacidade de cepas do género Bacillus em atuar como uma alternativa

de biocontrole do desenvolvimento de A. carbonarius e producdo de OTA em
uva;

e Verificar o efeito da inoculacéo do Bacillus no perfil volatil das uvas.



17

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Aspergillus carbonarius

O fungo filamentoso A. carbonarius € o principal produtor de OTA em uvas. O
desenvolvimento desse fungo ocorre, frequentemente, em bagas que foram danificadas
durante o seu periodo de amadurecimento. Entretanto, A. carbonarius é uma espécie tdo
invasiva que € capaz de penetrar nas bagas mesmo quando ndo ha danos na superficie
das uvas, e em qualquer estagio de maturacdo. Dessa forma, cachos sem aparente
desenvolvimento fangico também podem conter OTA (GONCALVES et al., 2020).

Em meio de cultura Synthetic Grape Juice (SGM, composicéo: glicose, frutose,
acido tartarico, acido malico, fosfato de aménio, fosfato monopotéassico, sulfato de
magnésio, cloreto de sodio, cloreto de célcio, cloreto de cobre, sulfato de ferro, sulfato
de zinco, hidrato de catequina e agar), as condicdes ideais para desenvolvimento de A.
carbonarius ocorreram entre 30 a 35 °C com atividade de agua entre 0,93 e 0,98
(MITCHELL et al., 2004). Entretanto, as condi¢Oes ideais para a producdo de OTA,
analisadas em Synthetic Nutrient Medium (SNM) de composicdo semelhante ao SGM,
foram 15 e 20 °C e a atividade de agua de 0,95 a 0,98 (BELLI et al., 2004). ESTEBAN
et al., (2004) verificaram que A. carbonarius podem se desenvolver entre 10-40 °C em
meio de cultura Yeast Extract Sucrose (YES) composto por extrato de levedura,
sacarose, sulfato de magnésio e agar.

A ocorréncia de A. carbonarius ja foi detectada em uvas cultivadas em diversos
paises, conforme mostrado na Tabela 1, e a presenca de OTA foi verificada em todos os
estudos.

Tabela 1. Ocorréncia de Aspergillus carbonarius e presenga de OTA em cultivares de uva de diferentes
paises.

Cultivar Niveis de Pais Referéncia
OTA
detectados

(ng /9)

Alvarinho,  Loureiro, Vinhdo, 0,012 -5,24 Portugal (SERRA; MENDONCA; VENANCIO, 2006)
Tinta Barroca, Touriga Franca e
Cabernet Sauvignon



Nao mencionada
Nao mencionada

Negro Amaro, Malvasia Nero,
Sangiovese, Primitivo, Verdeca e
Trebbiano

N&o mencionada

Negro Amaro

Né&o mencionada

Garnacha, Tempranillo, Bobal,
Graciano, Cabernet Sauvignon,
Merlot,  Macabeo,  Moscatel,
Chardonnay e Sauvignon blanc

Cabernet  Sauvignon, Garnatxa
blanca, Macabeu, Moscatel e
Palomino Fino

Pinot, Cabernet Sauvignon,
Tempranillo,  Syrah, Merlot,
Chardonnay, Xare-lo, Zalema,
Chelva, Palomino, Ximénez e
Montepila

Xinomauro,  Athiri,  Cabernet
Sauvignon,  Sauvignon  Blanc,
Agiorgitiko, Athiri, Aidani,
Asyrtiko, Mandilaria, Grenache
Rouge, Limnio e Muscat

Malbec, Chardonnay, Merlot,
Cabernet e Bonarda

Sultana, Zante Currant, Carina,
Waltham Cross e Muscat Gordo
Blanco

N&o mencionado

05-875
8,38

< 0,001 - >
0,1

0,002 - > 0,04

20-90

222,00

0,05-477,3

1,92 - 195,46

263 - 2568

0- >0,025

18- 234

Nao
mencionado

1,03

18

Franca (SAGE et al., 2002)
Libano (EL KHOURY et al., 2008)
Italia

(BATTILANI et al., 2003)

Italia
(OLIVERI; TORTA; CATARA, 2008)
Italia
(COZZl et al., 2013)
China
(HUANG et al., 2020)
Espanha ;
(BELLI et al., 2006)
Espanha
(BAU et al., 2005)
Espanha .
(GARCIA-CELA et al., 2015)
Grécia (TJAMOS; ANTONIOU; TJIAMOS, 2006)
Brasil (ROSA et al., 2004)

Austrélia (LEONG et al., 2004)

Eslovaquia (MIKUSOVA et al., 2010)
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4.2 Ocratoxina A

A OTA é um metabodlito secundario produzido por fungos filamentosos
toxigénicos quando ha condi¢des climaticas favoraveis, tais como temperatura e
umidade, e em areas geogréaficas especificas (WELKE; HOELTZ; NOLL, 2009). A
exposicdo a OTA pode ocorrer através do consumo de alimentos contaminados por essa
micotoxina, como milho (MAGNOLI et al., 2003; SEKIYAMA et al., 2005), trigo
(RIBA et al., 2008), café (LEONG et al., 2007), e uva (LASRAM et al., 2007)

A OTA apresenta uma molécula de cloro em sua estrutura (Figura 1),
fluorescéncia azul quando exposta a luz ultravioleta, além de ser soluvel em solventes
organicos e ligeiramente solivel em agua (FRENETTE et al., 2008) A molécula de
cloro presente na estrutura da OTA potencializa seu carater toxico (SCHMIDT-HEYDT
et al., 2012), pois a torna uma substancia lipossoluvel capaz de penetrar membranas
celulares e se acumular nos tecidos conjuntivo, epitelial, muscular e adiposo (PUSSA,
2008). Essa toxina também é conhecida por promover danos oxidativos através da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e formar adutos covalentes com o
DNA (Acido desoxirribonucleico) (HADJEBA-MEDJDOUB et al., 2012).

Figura 1. Estrutura quimica da ocratoxina A (EL KHOURY; ATOUI, 2010)

O OH O

Os efeitos tdxicos dessa micotoxina estdo relacionados a genotoxicidade (EDITE
BEZERRA DA ROCHA et al., 2014), caracterizada pela carcinogenicidade atraves da
indugdo de mutagdes (NOHMI, 2018), nefrotoxicidade (JECFA, 2001), relacionada a
inducdo de morte celular no epitélio do tabulo proximal renal (RACHED et al., 2008),
teratogenicidade (EL KHOURY; ATOUI, 2010), sendo capaz de atravessar a barreira
placentaria e se acumular nos tecidos fetais (EL KHOURY; ATOUI, 2010),
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neurotoxicidade (SAVA et al., 2006), estresse oxidativo, lipoperoxidacdo e danos no
DNA de células neurais foram observados em estudo com camundongos (SAVA et al.,
2006) e imunossupressdo (ROSSIELLO et al., 2008), causada pela deplecdo dos
linfocitos e reducdo da atividade dos anticorpos (KUMAR et al., 2008). Além disso, em
nivel celular, os efeitos da OTA estdo relacionados com a inibigdo da sintese proteica
através da competicdo com a fenilalanina-tRNA ligase (BAYMAN; BAKER, 2006),
uma vez que, a OTA ¢é uma isocumarina ligada a uma molécula de fenilalanina
(PUSSA, 2008).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classifica a OTA
no grupo 2B, como possivelmente carcinogénica para humanos (IARC, 1993). O
Comité de Peritos em Aditivos Alimentares da Organizacdo das Nacgdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO)/Organizacdo Mundial da Saude (OMS) determinou
como parametro de exposicao segura a ingestdo semanal toleravel proviséria (PTWI) de
112 ng/kg de peso corporal, 0 que corresponde a um exposicao toleravel proviséria de
16 ng/kg de peso corporal por dia (JECFA, 2007).

4.3 Uso de pesticidas sintéticos no cultivo das uvas

A ocorréncia de fungos nas uvas pode ser observada durante o cultivo, colheita,
transporte e armazenamento (DACHERY et al., 2016). Com o intuito de prevenir e
combater a contaminacdo fangica, fungicidas como Procimidona (ANVISA, 2015),
Mancozebe (ANVISA, 2018), Pirimetanil (ANVISA, 2016), Famoxadona (ANVISA,
2016) e Fenamidona (ANVISA, 2015) sdo aplicados em diferentes estagios de
maturacdo das uvas, e sdo permitidos, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA), para aplicacdo foliar, respeitando o limite maximo recomendado
(LMR) e o intervalo de seguranca, que € de 21 dias para o Pirimetanil e 7 dias para 0s
demais.

Em 2018 foram registrados 450 agrotoxicos (Mapa, 2018), entre 0s quais
encontra-se o Sulfoxaflor, classificado como medianamente toxico (classe IlI), que
passou a ser permitido para aplicagdo em uvas (ANVISA, 2018). Ja em 2019, até o més
de margo, 57 agrotoxicos tinham sido registrados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Mapa), sendo alguns deles, como o Piriproxifeno e o

Glifosato, permitidos para aplicagdo em culturas de uva e classificados como
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extremamente toxicos (classe 1) (Diério Oficial da Unido, 2019). O Glifosato apresenta
risco para os trabalhadores de lavouras e para as pessoas que vivem proximo a essas
areas. Entretanto, ainda néo foi classificado como carcinogénico para que 0 Seu USoO seja
proibido (ANVISA, 2019). J& o Piriproxifeno esta relacionado ao aumento da
resisténcia de Vvarios insetos, como € o caso da mosca branca (GRAFTON-
CARDWELL et al., 2005), que causa danos as culturas e é vetor de varias espécies do
género Begomovirus (WANG et al., 2010). Além disso, 0 uso de pesticidas pode levar a
geragdo de cepas resistentes na populacdo de patégenos (DEISING; REIMANN;
PASCHOLATI, 2008), contaminagio do solo e da agua (KOMAREK et al., 2010),
alteracdo da composicdo fenolica (OLIVA et al., 2008) e do perfil volatil de uvas e
vinhos (GARCIA et al., 2004)

O efeito toxico dos fungicidas é especialmente preocupante para os agricultores,
bem como para a populagdo que vive em torno dos vinhedos devido a dissipagdo destes
produtos no ambiente ap6s a pulverizacgdo. Estudos epidemioldgicos tém demonstrado a
relacdo entre a exposicdo ocupacional aos fungicidas e o aumento da incidéncia de
hipertireoidismo em agricultores da Carolina do Norte e de lowa, Estados Unidos
(SHRESTHA et al., 2019). Leucemia mieloide aguda em criancas da International
Childhood Cancer Cohort Consortium (Australia, Dinamarca, Israel, Noruega e Reino
Unido) cujos pais e maes se expuseram a fungicidas em Portugal (PATEL et al., 2019),
doenca de Parkinson nos Estados Unidos (NARAYAN et al.,, 2017), asma em
agricultores dos Estados Unidos (HOPPIN et al., 2017), e melanoma na Italia e no
Brasil (FORTES et al., 2016) sdo outros exemplos dos efeitos desses compostos. Entre
os fungicidas usados nos vinhedos estdo incluidos o captan, a piraclostrobina,
hexaclorobenzeno (clorotalonil) e o tebuconazol (IBRAVIN, 2018). Estudos tém
mostrado que 0 captan provoca estresse oxidativo, necrose e apoptose em
linfocitos (INOUE et al., 2018), a piraclostrobina induz teratogenicidade e
imunotoxicidade em Danio rerio (LI et al., 2018), o hexaclorobenzeno induz a
progressdo do quadro de endometriose em ratas (CHIAPPINI et al.,, 2019) e o
tebuconazol promove hepatotoxicidade em ratos Wistar e em células hepaticas HepG2 e
HepaRG (KNEBEL et al., 2019).
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4.4 Estratégias de biocontrole

O biocontrole caracteriza-se pelo uso de microrganismos, parasitoides ou insetos
para inibir ou diminuir o desenvolvimento de fitopatdgenos e controlar a presenga de
insetos transmissores de doencas que servem como alternativa a utilizacdo de pesticidas
sintéticos, promovendo sustentabilidade, seguranca ocupacional e do alimento. Esses
microrganismos podem atuar competindo por espago e nutrientes (TORRES et al.,
2016), produzindo moléculas bioativas e induzindo respostas defensivas (CALVO et al.,
2019; CAULIER et al., 2019). Um exemplo de biocontrole que vem sendo estudado € a
utilizacdo de cepas do género Bacillus.

Bacillus sp. é uma bactéria gram-positiva que pode formar esporos e atuar nas
folhas e raizes de plantas, competindo com patdgenos (FAN et al., 2018). Diversos
estudos testaram espécies do género Bacillus como alternativa de biocontrole
principalmente para fungos (Tabela 2). A maioria dos estudos mostrados na Tabela 2 foi
realizada in vitro a partir de diferentes meios de cultura: Potato dextrose agar (VERAS
etal., 2016; MA et al., 2018;MASSAWE et al., 2018; SAECHOW et al., 2018; Ll et al.,
2018; PAZ et al., 2018; MANNAA; KIM, 2018; GUARDADO-VALDIVIA et al.,
2018; CAO et al., 2011; JIANG et al., 2014; WANG et al., 2018; CHEN et al., 2018;
CALVO et al., 2017), Yeast extract sucrose (VERAS et al., 2016), Luria agar (PINTO
et al., 2018), Luria-Bertani (LUO et al., 2018; (MASUM et al., 2018), Plate count agar
(NIGRIS et al., 2018; OZTOPUZ et al., 2018), Malt extract broth (OZTOPUZ et al.,
2018), Minimal salt (MASSAWE et al., 2018), Nutrient broth (LI et al., 2019a;
SHUKLA et al., 2018), Yeast malt extract agar (PANDIN et al., 2018), Brain-heart
infusion (WAMBACQ et al., 2018), Corn silage infusion (WAMBCQ et al., 2018) e
Tryptone yeast extract broth with glucose



Tabela 2. Estudos focados na utilizacdo de Bacillus spp. como biocontrole de fungos, virus, bactérias e nematoides.
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Cepa Origem do Bacillus Tipo de avaliacéo Método Objetivo Principais resultados Pais Referéncia
Estudo in vitro
Bacillus subtilis ATCC 19659 e Intestlpo'de PeIXes tlplcgs _da Inoculaggo em meio ds Avaliar a capacidade dos Efeito antagonista, diminuigdo da
- Amazbnia brasileira cultura  contendo 10 - - .
P45B, Bacillus sp. P1, P7, P11, . - - s Bacillus em afetar os pardmetros  quantidade de esporos e das
(Potamorhina latior, . a UFC/mL do Bacillus e 10 - . . .
P11, P34, P39A, P51 e B312, pi - In vitro (PDA* e L de crescimento dos fungos micotoxinas Aflatoxina B1, OTA .
: - : - iaractus  mesopotamicus, b esporos/mL de espécies de N x S . Brasil (VERAS et al., 2016)
Bacillus licheniformis P40 - YES®) S toxigénicos e da produgcdo de e citrinina e sintese dos
Leporinus sp., fungos toxigénicos . - . . . . -
. . - micotoxinas, e a habilidade de lipopeptideos lturina, Fengicina e
Semaprochilodus  sp. e Aspergillus, Fusarium, - . . -
- S produzirem lipopetideos Surfactina
Myletus edulis) Penicillium e Monascus
C N _— Identificacéo dos genes
aracterizagdo  gendmica L2 X
- . responsaveis pela producéo de
do_ Bacillus cultivado em Realizar e analisar o lipopeptideos compostos
Bacillus - meio LA a 28 °C por 24 . A Popep ' P
. . s In vitro . sequenciamento genémico do B. bioativos, atividade
amyloliquefaciens subsp.  Vitis vinifera cv. Merlot ¢ horas. O DNA da cepa foi - . - . . Portugal (PINTO et al., 2018)
(LAY P . amyloliquefaciens e comparar antimicrobiana e crescimento da
Plantarum F321 extraido _utilizando 0 com o genoma de outras espécies lanta, tais como: baciloene
Wizard  Genomic  DNA g P plantd, ’ S
e dificidina, macrolactina,
Purification kit - - S
surfactina, fengicina e sideréforo
Sequenciamento genémico Elucidagéo dos genes
utilizando a plataforma responsaveis pela sintese de
Illumina HiSeq 2500. Os Identificar os genes da cepa enzimas antioxidantes (catalase,
. L In vitro (lllumina genes responsaveis pela responsaveis pela promogdo de peroxidase e superoxido ¢ .. (POTSHANGBAM et al.,
Bacillus altitudinis L5 Arroz preto HiSeq 2500) sintese de antibidticos e crescimento da planta e dismutase) e metabolitos India 2018)
metabdlitos secundarios  biocontrole secundarios (bacilisina,
foram analisados usando fengicina, surfactina, fengicina,
antiSMASH 4.4.0 entre outros)
Meio de cultura contendo
10°  esporos/mL™*  (para
testar efeito antiflngico na
gel;mma(;ao de esploros) ou Inibicdo do crescimento micelial
10° esporos/mL _ (para e da germinagdo de esporos
. Lo . . testar o efeito antifingico Awvaliar a produgdo de enzimas 9 G0 poros,
Bacillus thuringiensis, Bacillus . In vitro . s s . o produgdo de enzimas liticas . -
. : - Solo de pomares de figo e f no crescimento micelial) do liticas e os efeitos antifingicos - o Turquia (OZTOPUZ et al., 2018)
cereus e Bacillus mojavensis (PCA* e MEB') : (quitosanase, quitinase, protease
fungo testado (Aspergillus das cepas e N-acetil-
niger, foetidus, ochraceus e B-hexosaminidase)
Fusarium solani) e 0,5-5
mL da cultura de Bacillus
incubado a 28-30 °C por 24
horas
Bacillus velezensis PEBA20 - In vitro Sequenciamento gendmico  Sequenciar e analisar os genes da  Caracterizagéo dos genes  China (KONG et al., 2018)
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utilizando a plataforma
llumina HiSeq 2500

cepa responsaveis pela atividade
de biocontrole

relacionados a promogdo de
crescimento da planta e producéo
de substéncias antimicrobianas
(mersacidina, amilociclicina,
bacilomicina D,  fengicina,
surfactina, dificidina,
macrolactina e bacillaene)

Determinagao dos genes
responsaveis pela producdo de

Sequenciamento genomico Realizar a sequéncia gendmica lipopeptideos (mycosubtilina,
. . . L da cepa e avaliar quais sdo os surfactina e fengicina) e .
Bacillus velezensis B6 Solo In vitro Hﬂ:;]zierl]r;dﬁisea 25[E)Igtaforma genes responséveis pela atividade  antibidticos (bacilene e China (GAO et al., 2018)
4 de biocontrole bacilisina) com atividade
antibacteriana,  antflngica e
hemolitica
Fusarium solani com 6mm
de didmetro foi inoculado Atividade antagonista contra F.
no centro da placa e o solani elucidada através da
Bacillus foi inoculado a 2 Analisar o mecanismo molecular observagao da area de inibicéo;
Bacillus atrophaeus GQUK17 Solo contendo rizosfera de  Invitro cm de distancia do da capacidade de biocontrole da Identificacéo dos genes .o (MA et al., 2018)
P Goji Berry (PDAY) Fusarium, por 3 a 5 dias a cena P responsaveis pela producdo de v
28°C; P surfactina, fengicina,
Sequenciamento gendmico peligipeptina, ~ xenocoumacina,
através da  Polymerase bacilomicina e rizocticina
chain reaction (PCR)
Técnica de cultura dupla
realizada com 5 microlitros Destacar  os  efeitos  dos
da cultura de Bacillus em compostos volateis produzidos  Inibicdo do crescimento micelial
EZE:::E: VEIZ\;?[/]Isilslquefacnens € Sementes de milho :\:Sg\;'tro (PDA" e mﬁ:o d'\(:ls%ur? gmgilllgro?ienig pelos  Bacillus contra S. atividade antibiética e mudangas China (MASSAWE et al., 2018)
sclerotirum gm meio PDA sclerotiorum morfolégicas nas células flngicas
incubados a 25 °C por 5
dias
In_vitro: culturas duplas
contendo micélios de 5 mm
dos fungos Curvularia
lunata, Fusarium Inibicdo do crescimento micelial
Bacillus amyloliquefaciens In vitro semitectum e Avaliar a atividade antagonista dos fungos, producdo dos
BAS23 Solo de cultura de arroz (PDA*) e in vivo Helminthosporium oryzae a do Bacillus contra fungos lipopeptideos iturina, fengicina e  Tailandia (SAECHOW et al., 2018)
(sementes de arroz)  4,5cm  de distancia do  patogénicos presentes no arroz surfactina, e promogdo do
Bacillus (1 alcada); crescimento da planta
In vivo: Sementes de arroz
imersas em  suspensdo
bacteriana por 1 hora
Bacillus subtilis KU-153 Comida fermentada  In vitro In vitro: Bacillus subtilis Avaliar a habilidade do Bacillus Reducédo de 58,1% dos niveis de  Coreia do Sul (SHUKLA et al., 2018)
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tradicional coreana (Kimchi)

(NB" e em vinho
tinto

foram inoculados em 25
mL de NB contendo
40pg/L  de OTA e
incubados por 48h a 35 °C;

Em vinho: 2 mL de vinho
tinto inoculados  com
40pg/L de OTA e 0,49 de
Bacillus, por 24 horas as 35
°C

em reduzir a quantidade de OTA

OTA em meio de cultura e de
90% no vinho tinto

In vitro: Meio NB contendo
5-6 uL da cultura de SEM-
9 colocado em discos de

Elucidagéo dos genes

papel filtro, que foram Caracterizar a sequéncia relacionados com a regulacio da
postos em contato com o gendmica da cepa SEM-9 e a sua producio de biofilme e de
meio PDA  contendo fungdo na  promocdo  de I tid factina
In vitro espécies de  Fusarium crescimento de plantas e na IPOpepIdeos __(§ur !
Bacill btilis SEM-9 Bicho da sed (PDA* e NB") e in  (sambucinum, catenulatum, atividade antagonista  contra ferl;gt]illcmiz:], A): bacmsmatiVid de Chin Lletal. 2018
actilus subtilis . cho da seda planta (Repolho  oxysporum,  proliferatum, patégenos; Z?\ta grﬁis; c)(;ntra Fusaarim sa e a (Lletal., )
chinés) equiseti e graminearum), a  Avaliar a atividade antagonista (inib% 30 do crescimento miceﬁgi
30 °C por 2-3 dias; do Bacillus in vitro e da ¢ -
) x . e da germinagdo de esporos) e
In_planta: Plantas de promocdo de crescimento na romocio de  crescimento da
repolho  chinés  foram planta pl t &
pulverizadas trés vezes com planta
suspensédo de  SEM-9
contendo 5 x 10° UFC/mL
In_vitro: culturas duplas
contendo micélio de 1 cm
de diametro das espécies
fingicas B. cinerea ou
Calonectria gracilis, e o
Bacillus incubadas por 7
dias a 28 °C;
Invitro (PDA%) ein In planta: Estacas de E. Avaliar a cepa de Bacillus como Inibigdo do crescimento micelial
B. amyloliquefaciens EUCB10 Eucalipto planta (Eucalyptgs urograndis ff)ram agente de_ biocontrole contra do B. cinerea e do C gracilis, e Brasil (PAZ et al., 2018)
urophylla, grandis submersas em suspensdo de  Botrytis cinerea e Calonectria aumento do crescimento das
e urograndis) Bacillus 10° UFC/mL por  gracilis raizes do Eucalipto
uma hora e depois suas
folhas foram pulverizados
com 10° esporos/mL de C.
gracilis e o B. cinerea foi
inoculado  nos  danos
realizados nas folhas
Bacillus velezensis QST713 Biofungicida comercial  Invitro (YMEA'") e Invitro: fungo inoculado no  Determinar a sequéncia  Diminuicdo da incidéncia de T. Franca (PANDIN et al., 2018)

(Serenade Max)

in vivo (cogumelo)

centro do meio e o Bacillus

gendmica da cepa e realizar

aggressivum, inibicéo do
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em trés pontos a 3 cm de
distancia, a 25 °C por 5
dias;

In_vivo: meio de cultura

contendo o  cogumelo
(Agaricus  bisporus)  foi
contaminado com

Trichoderma aggressivum e
tratado com 5x10° UFC/gr*
da cepa QST713

experimentos para enfatizar sua
atividade de biocontrole

crescimento  micelial e da
esporulagéo flngica e
identificagdo dos genes
responsaveis pela formacéo de
biofilme e sintese de metabdlitos
secundarios (surfactina,
bacilomisina D, macrolactina,
fengicina, entre outros)

In vitro: meios de cultura
contendo diferentes
concentragBes de suspensao
bacteriana e 1 x 10*

) ) In kvitro (_BHI‘_ e conidiosporos/mL™ de P Ava_liar o efeito antagon_is_ta_do Inibicdo d_o crescimento  de
Bacillus velezensis NRRL B- CSI) e in vivo . . Bacillus  contra  Penicillium  P.roqueforti e P. paneum e o
23189 (azevém e trevo roquefortlepaneum_, o roqueforti e Penicillium paneum reducdo na quantidade de Bélgica (WAMBACQeet al., 2018)
In planta: mini-silos . : L
branco) contendo mistura  de &M condi¢des de silagem conidiosporos
azevém e trevo branco,
Penicillium e suspensdo de
Bacillus
In vitro: 2 x 10® UFC/mL*
de suspensdo bacteriana e 1
x 10° esporos/mL™ de
Aspergillus flavus,
Fusarium graminearum,
Mucor sp. e Alternaria sp. Reducéo do crescimento micelial
inoculados por 5 dias a 25 e inibicdo da germinacdo de
°C; esporos de todos os fungos
) Sedimento marinho do Mar  In vitro (ISP1G)) e Polymerase ch_ain r_e_actign Ideqti_ficar as _caracteristicas analisados, i(,ien_tificagéo . dos o (RADOVANOVIC et al,
Bacillus sp. PPM3 . - (PCR) para identificagdo genéticas e fenotipicas da cepa e genes responsaveis pela sintese  Sérvia
Vermelho in planta (milho) . - - P . - 2018)
dos genes; avaliar a atividade inibitoria de surfactina, iturina,
In vivo: Sementes de milho bacilomicina e mycosubtilina e
imersas em 10° UFC/mL de promocdo de crescimento da
suspensdo bacteriana por planta
uma hora e plantadas em
solo previamente
contaminado  com  10°
esporos/mL de F.
graminearum
In_vitro: 10° conidios/mL  Avaliar a atividade antifungica Inibicdo de crescimento micelial
Grios de arroz armazenados Invitro (PDA%) ein de suspensio  flingica das cepas e dos compostos e atividade antagonista contra
Bacillus megaterium KU143 na Coreia vivo (grdos de (Aspergillus candidus e volateis de Bacillus contra todas as espécies flngicas Coreia do Sul (MANNAA; KIM, 2018)
arroz) fumigatus, Penicillium  Aspergillus e Penicillium sp. e estudadas, sintese de hexanona e
fellutanum e islandicum) identificar esses volateis dimetil-hexano
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inoculada com 1 mL do
filtrado de cultura
bacteriana contendo 10°
células/mL, a 28 °C por 10
horas;

In_vivo: Grdos de arroz
tratados com  suspensdo
bacteriana contendo 108
células/mL e inoculados
com 107 conidios/mL por 7
dias

Bacillus atrophaeus BS

Colegdo de cepas do

Laboratério de Invitro (PDAY) e in
Biotecnologia do Instituto vivo (graviola e
Tecnolégico de  Tepic, abacate)

México

In_vitro: 107 UFC/mL de

suspensao bacteriana
inoculada com 10°
esporos/mL* de

Colletotrichum
gloeosporioides a 28°C por
7 dias;

In vivo: graviola e abacate
foram imersos em 107
UFC/mL de suspensdo
bacteriana e inoculados
com 15 puL de suspensdo de
esporos flngicos contendo
10° esporos/mL, e
armazenadas a 25 °C por 5
a 10 dias

Avaliar a eficacia da cepa em
controlar a ocorréncia de
antracnose’ em graviola e abacate

Reducéo do desenvolvimento de
C. gloeosporioides, diminui¢do
dos sintomas de antracnose' e

(GUARDADO-VALDIVIA
etal., 2018)

Bacillus subtilis SQR 9

Solo contendo rizosfera de In vitro (PDA?) e in
pepino planta (Pepino)

In vitro: Fusarium
oxysporum inoculado no
centro da placa e o Bacillus
entre a borda da placa e o
fungo, por 7 dias a 28°C;

In planta:  suspensdo
bacteriana (4x10%

UFC/mL) aplicada no solo
das mudas de pepino
contaminado com  4x10°
conidios/mL de F.
oxysporum

Avaliar o potencial antagonista
da cepa SQR 9 contra F.
oxysporum e  estudar o
mecanismo de acdo do Bacillus

. S o México
identificagcdo dos genes
envolvidos na sintese de
surfactina, bacilomicina e iturina

Inibi¢&o do crescimento micelial,

reducdo de até 64% da incidéncia China

de F. oxysporum e aumento do
crescimento da planta

(CAO et al., 2011)
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In vitro (PDA? e in
vivo (uvas de mesa:
Thompson, Kyoho
e Red earth)

Bacillus subtilis CCTCC M
207209

In_vitro: a suspensdo de
1x10°  esporos/mL  de
Aspergillus carbonarius foi
espalhada no PDA e a
cultura liquida contendo
1x10°® UFC/mL do Bacillus
foi inoculada no centro do
PDA, mantido a 25-30°C
por 5 dias;

In_vivo: suspensdo de
Bacillus (1x10° UFC/mL) e
de  Aspergillus  (1x10°
esporos/mL) foi injetada
nas uvas a 2 mm sob a
casca. As bagas foram
mantidas a 25-30 °C por 30
dias ou a -1 °C por 80 dias

Investigar o efeito inibitorio do
B.subtilis sobre o fungo A.
carbonarius que contamina as
uvas de mesa durante o
armazenamento refrigerado

A inibigdo do A. carbonarius foi
observada em todas as amostras
tratadas com o B. subtilis

(JIANG et al., 2014)

Solo de rizosfera de plantas
de tomates saudaveis

In vitro (PDA?) e in

Bacillus subtilis WXCDD105 planta (Tomate)

In_vitro: meios contendo
10® UFC/mL*? da cepa de
Bacillus e 10° UFC/mL™ de
Botrytis cinerea ou de
Cladosporium fulvum
inoculados a 28 °C por 5
dias;

In planta: Mudas de tomate
foram pulverizadas com
uma solugdo contendo 10°
UFC/mlI™* de Bacillus uma
vez por semana, por trés
semanas, e ap6s, inoculadas
com 10° UFC/mL* de
Botrytis cinerea e
Cladosporium fulvum

Triar novas bactérias ativas e
identificar seus efeitos
antagonistas

Inibicdo de mais de 80% do
crescimento fungico, aumento do
crescimento das mudas de tomate
e da germinagdo das sementes

China

(WANG et al., 2018)

In vitro (PDAY)
Raiz de amendoim e in vivo
(Amendoim)

Bacillus velezensis LDO2

In vitro: micélios de 6 mm
de diametro dos fungos dos
géneros  Aspergillus, e
Penicillium, e 10° UFC/mL
bactéria do género
Ralstonia foram inoculados
no centro da cultura e 10°
UFC/mL do Bacillus foi
inoculado a 25 mm de
distancia, a 28 °C e até que
os fungos da cultura

Avaliar a  atividade de
biocontrole da cepa LDO2 em
amendoim e entender 0s
mecanismos genéticos da
atividade antimicrobiana, e de
promocdo de crescimento da
planta

Aumento da altura da planta e
comprimento das raizes, inibicdo
do crescimento de A. flavus e R.
solanacearum e identificacéo dos
genes responsaveis pela sintese
dos lipopeptideos fengicina e
surfactina

China

(CHEN et al., 2019)
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controle tivessem crescido
por toda a placa, ou, no
caso da bactéria patogénica,
a 30 °C por 24 horas;
In_planta: sementes pré-
germinadas de amendoim
foram cultivadas com 10°
UFC/mL do Bacillus por 2
semanas, para avaliar a
promogcéo de crescimento

In vitro: a cepa GL174 foi
inoculada com os fungos
Phaeoacremonium
aleophilum, Phaeomoniella
spp., Botryosphaeria spp.,
Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum e
Phytophthora infestans, por
1 semana a 28 °C

Investigar a  atividade de

Inibicdo do crescimento micelial,
degradacdo da parede celular de
fungos (quitinase), identificacéo

Bacillus licheniformis GL174 Zzlflllii\\//aigla{?;aviﬂgglvar Glera In vitro (PCA®) e in  In planta: estacas da uva e biocontrole da cepa e o0s seus g?if/i da(?:nesde e?i’&‘;ﬁﬁ?;e n: Italia (NIGRIS et al., 2018)
vivo (Uva) suas folhas foram  mecanismos de acéo ~ . .
inoculadas com o Bacillus e producdo  de _ enzimas I|t|§as
com micélios de 10 mm de (acetolactato sintase e acetoina
diametro  de Botrytis redutase)
cinerea e plantas com 60
dias tiveram suas folhas
infiltradas ~ com 10°
células/mL de suspensdo
bacteriana
In_vitro: 10° UFC/mL de
Botrytis cinerea, Monilinia
fructicola e laxa,
Penicillium digitatum, P.
expansum e P. italicum
) ) L?;ig:j ;n& CI'{':I?gOZ ';% gse nlth; ) ) Inibi¢do do crescimento miceli_al
In vitro (PDA?) e in UEC/mL da cépz; BU’Z—14 Avaliar o potencial da cepa BUZ- de todos os fungos testados in
Bacillus amyloliquefaciens BUZ-  Superficie de frutos de vivo foi inoculada distante do 14 em controlar doengas que vitro e reducdo da incidéncia das Espanha (CALVO et al., 2017)
14 péssego (laranja, mag4, uva, ocorrem apés a colheita de espécies de Penicillium, de o

cereja e péssego).

centro, por 7 dias a 25 °C;

In vivo: danos de 3 mm de
profundidade e de didmetro
foram realizados nas frutas,
que foram inoculadas com
10 uL de 10° conidios/mL
de B. cinerea, P. digitatum,
P. expansum ou P. italicum.

laranja, mag4, uva e péssego

Monilinia e de Botrytis cinerea
nas frutas testadas
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¢ 10 pL de 10® UFC/mL da
cepa BUZ-14, por 7 dias a
20°C

In vitro: meio LB inoculado
com 1 x 10® UFC/mL? de
Acidovorax  oryzae, e,
depois, com 1 x 10°
UFC/mL* do Bacillus, a
30°C por 48 horas;

Isolar, caracterizar e determinar a

Os Bacillus reduziram em até
80% o namero de células e em

. . - . PR 0 ~ s .
Bacillus amyloliquefaciens R.'ZOSTefa de_ s0ja, pepino, In vitro (LBY) € in In vivo: sementes de arroz  atividade  antibacteriana  de 65/0,5.‘ formagdo de b'Of',Ime da  China € (MASUM et al., 2018)
pimentdo, berinjela e tomate  vivo (arroz) P - - . . bactéria A. oryzae, além de Bangladesh
germinadas foram imersas  Bacillus amyloliquefaciens .
p promoverem o crescimento da
em mistura contendo a lanta
bactéria patogénica e a P
bactéria antagonista (1:1; 1
x 108 UFC/mLY), e
mantidas a 28 °C por 7 dias
Estudos in vivo
As folhas de plantas de
beterraba foram injetadas
com 10" UFC/mL de i le bioldgico d
. . Pseudomonas syringae pv. ,;\va |dar o controle bio ogll_co de
Bac!llus pumlll_Js 85.'10'7 € Colegao previamente Aptata P53 e com 1 seudomonas syringae utilizando Diminuigdo de necrose nas folhas . .
Bacillus amyloliquefaciens SS- . . Beterraba 1 . . extratos lipopeptidicos de B. N . . Sérvia (NIKOLIC et al., 2019)
12.6 e SS-38.4 estabelecida e caracterizada mg/mL™ dos lipopeptideos amvloliquefaciens e de B © SuPpressdo notavel do patdgeno.
' ' (lturina A, Fengicina A e ur¥1ilusq '
Surfactina) isolados ou com P
10" UFC/mL de B.
amyloligueaciens SS-12.6
Raizes de mudas de arroz TR L
f - Diminuigdo da incidéncia da
oram imersas em doenca brusone® e aumento da
Colecdo de cepas do suspensdo bacteriana Avaliar a eficicia das cepas de atividade de enzimas
Bacillus spp. KFP-5, KFP-7 e Laboratério de Interagio contendo 8x10° UFC/mL?, - 1a das cepas o i . -
- . Arroz . - Bacillus em suprimir a incidéncia  antioxidantes (Superéxido  Paquistdo (RAIS et al., 2018)
KFP-17 Planta-microrganismo, e o fungo Pyricularia de b 2 iedades d di id lifenol
Paquistio oryzae foi inoculado apés e brusone® em variedades de |s_rdnutase, 'I=:’erc_>|><|| ase, Po ifeno
40-60 dias do transplante da arroz IcJ_X| ase e Fenilalanina amonia-
iase)
planta
Citrus sinensis (laranjeira)
irrigadas com uma solugdo  Avaliar a  atividade de  Reducédo de 50% da incidéncia de
Folhas saudaveis de Citrus de Bacillus (OD® 600 nm) biocontrole da cepa GJ1, e Candidatus Liberibacter e
Bacillus amyloliquefaciens GJ1 sinensis Laranja uma vez a cada 7 dias, e 0 realizar transcricdo génica para identificacdo de genes da cepa China (TANG et al., 2018)
genoma da cepa GJ1 foi elucidar as diferengas nos responsaveis pelas  repostas
extraido utilizando o “Pure  mecanismos de detoxificacdo defensivas
Plasmid Mini Kit”
Bacillus cereus Jdm1 Isolado pelo Laboratério de  Tomate Mudas de tomate irrigadas  Avaliar a eficiéncia da cepaJdml Aumento do crescimento da China (XIAO et al., 2018)
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Nematologia do Instituto de
Protecdo Vegetal

com 40 mL de suspensdo
do Bacillus (10" UFC/mL)
por 7 semanas, e 600
nematoides recém-
eclodidos foram pipetados
na regido ao redor das
raizes das mudas; No teste
de campo, as mudas foram
irrigadas com 15 x 10°
UFC/mL do Bacillus

contra Meloidogyne incognita e o
seu impacto nas comunidades
bacterianas presentes na rizosfera
do tomate

planta, alteracdo da comunidade
bacteriana da rizosfera do tomate,
aumento da mortalidade do M.
incognita e diminuicdo da
eclosdo dos seus ovos

Bacillus
MBI600

amyloliquefaciens

Biofungicida Serifel BASF
SE

Tomate

Plantas  irrigadas  com
solugéo contendo 5,5 x 107
UFC/mL do Bacillus, e, um
dia ap6s, as folhas do
tomate foram esfregadas
com indculos de Tomato
spotted wilt e Potato virus
Y

Testar a atividade antiviral da
cepa MBI600 em plantas de
tomate

Reducéo de 80% da incidéncia de
Tomato spotted wilt virus e
diminuicdo do acimulo sistémico
de Potato virus Y

Estados Unidos

(BERIS et al., 2018)

Bacillus velezensis LM2303

- Trigo

800 mL de caldo de cultura
bacteriana (2x10® UFC/mL)
foram  pulverizados no
trigo, e 300 mL de
suspensdo contendo
Fusarium graminearum
(2x10° esporos/mL) foram
pulverizados  dois  dias
depois

Avaliar a eficécia do Bacillus em
inibir o crescimento fingico no
trigo, sequenciar e analisar o
genoma da cepa LM2303

Reducdo da ocorréncia do
Fusarium, identificacdo  dos
genes envolvidos na formagéao de
biofilme, atividade antibacteriana
e promogdo de crescimento da
planta

China

(CHEN et al., 2018)

 PDA — Potato dextrose agar. ° YES — Yeast extract sucrose. °LA — Luria-agar. ¢ LB — Luria-Bertani ® PCA — Plate count agar 'MEB — Malt extract broth MS — Minimal salt "NB — Nutrient broth "'YMEA — Yeast

malt extract agar

IBHI — Brain-heart infusion

kCsl

Corn silage

infusion 'ISP1G

Tryptone yeast extract broth com adicdo de glicose "MRS — De Man,

Rogosa and Sharpe

Antracnose — doenca fngica causada por Colletotrichum gloeosporioides (EMBRAPA, 2015). Brusone — doenca causada pelo fungo Pyricularia oryzae, que causa necrose na planta e pode levar a sua morte

(EMBRAPA,

2015).

oD

Optical

density
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Entre os estudos realizados in vitro pode-se destacar o que foi conduzido por
OZTOPUZ et al. (2018), um dos Unicos estudos com fungos ocratoxigénicos. Neste
caso, 0s autores avaliaram a producdo de enzimas liticas e os efeitos das cepas de
Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus e Bacillus mojavensis, isoladas do solo de
pomares de figo, contra as espécies Aspergillus niger, Aspergillus foetidus, Aspergillus
ochraceus e Fusarium solani. Os fungos A. niger e A. ochraceus sao comumente
encontrados em café, e responséaveis pelo apodrecimento dos grdos (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2003), ja A. foetidus pode ser encontrado em
milho e amendoim e sintetizar a micotoxina fumonisina (PALENCIA et al., 2014). E o
F. solani é encontrado com frequéncia em batatas, e favorece a entrada de bactérias e de
outros fungos no tubérculo (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
2003). Para testar o efeito antifungico dos Bacillus no crescimento micelial de A. niger,
o meio de cultura Malt extract broth foi inoculado com 10° esporos mL™ e 5 mL da
cultura de Bacillus, e incubado a 30 °C por 24 horas. Uma inibicdo de até 33% do
crescimento micelial e da germinacdo de esporos do fungo foram verificadas, além da
identificacdo das enzimas liticas quitosanase, quitinase, protease e N-acetil-p-
hexosaminidase. A quitina € um polissacarideo que esta presente na parede celular dos
fungos (YANG; ZHANG, 2019), ja a quitosana é um derivado da desacetilacdo parcial
da quitina (LOPES et al., 2017). Tanto a quitina quanto a quitosana sao compostas por
mondmeros de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina unidas por ligagdes B (1-4)
(COSTA SILVA; DOS SANTOS; FERREIRA, 2006; FRAGUAS et al., 2015). A
enzima N-acetil-B-hexosaminidase é uma hidrolase que cliva as ligacOes entre esses
monomeros (XI; PAN; ZHANG, 2015). Logo, todas essas enzimas identificadas,
incluindo as proteases, causam danos na estrutura celular do fungo.

Outra abordagem de biocontrole ¢é a trazida por MASSAWE et al. (2018) que
visaram determinar os efeitos dos compostos volateis produzidos pelos Bacillus
amyloliquefaciens e B. velezensis contra Sclerotinia sclerotirum, um fungo comumente
encontrado em alcachofra, alface, amendoim, batata e berinjela, e responsavel pela
ocorréncia do chamado mofo branco, que causa podridao na regido do caule da planta e
amarelamento das folhas (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2003).
As cepas de Bacillus foram isoladas de sementes de milho e a avaliagdo da atividade

antibidtica dos seus compostos volateis foi realizada da seguinte forma: 5 microlitros da
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cultura contendo Bacillus foi inoculada em meio Minimal salt e um micélio de S.
sclerotirum de 6 mm de diametro foi inoculado na extremidade central da particdo que
continha 0 meio Potato dextrose agar; o meio foi incubado por 5 dias a 25 °C. Os
efeitos observados foram uma inibicdo do crescimento micelial de 78,1% e 75,24%
causada por B. velezensis VM10 e B. amyloliquefaciens VM42, respectivamente. Esses
resultados sugerem que Bacillus produzem compostos aromaticos, como 2-undecanona,
benzotiazol, 1,3-butadieno e N,N-dimetildodecilamina, capazes de prevenir o
crescimento fangico.

Em relacdo a avaliacdo da inibicdo da sintese de micotoxinas através da
utilizacdo de cepas de Bacillus, poucos estudos foram realizados com esse intuito.
VERAS et al. (2016), por exemplo, utilizaram cepas de Bacillus subtilis ATCC 19659,
Bacillus sp. P1, Bacillus sp. P7, Bacillus sp. P11, Bacillus sp. P34, Bacillus sp. P39A,
Bacillus licheniformis P40, Bacillus subtilis P45B, Bacillus sp. P51 e Bacillus sp. B312
isoladas do intestino das seguintes espécies de peixes tipicos da regido amazonica
brasileira:  Potamorhina latior, Piaractus mesopotamicus, Leporinus sp.,
Semaprochilodus sp. e Myletus edulis. A determinacdo do efeito do Bacillus na
producdo da micotoxina OTA foi realizada por meio da inoculacio de 10° esporos/mL
de Aspergillus carbonarius ITAL293, e 10" UFC/mL de suspensdo bacteriana em meio
Potato Dextrose agar, que foi incubado por 10 dias a 25 °C. A porcentagem de reducao
de OTA pelas cepas P1 e P11 foi de 97,5% e 97,3%, respectivamente. Sugere-se que
essas cepas bacterianas sejam candidatas promissoras para a atividade de biocontrole de
fungos toxigénicos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Monascus e Fusarium.

Em outros estudos, como os conduzidos por POTSHANGBAM et al. (2018) e
PINTO et al. (2018), foi efetivada a caracterizacdo genémica de Bacillus altitudinis Lc5
e de Bacillus amyloliquefaciens F321, respectivamente, para elucidar 0s seus
mecanismos de acdo na atividade de biocontrole. POTSHANGBAM et al. (2018)
reportaram que B. altitudinis Lc5 foi a primeira cepa dessa espécie isolada das folhas de
arroz negro. Entretanto, a espécie B. altitudinis ja& é conhecida pelo seu efeito
antagonista contra o fungo Monilinia fructicola (LIU et al., 2018), por exemplo,
causador da podriddo-parda em ameixa, péssego, uva e maca (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, 2003). O sequenciamento gendmico foi realizado através da
plataforma Illumina HiSeq 2500. Foram identificados os genes responsaveis pela
producdo de enzimas antioxidantes, como a catalase e a peroxidase, e de metabolitos

secundarios, como a fengicina, surfactina e liquenisina. JA PINTO et al. (2018) isolaram
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o B. amyloliquefaciens F321 de uvas Vitis vinifera, cultivar Merlot, e extrairam o seu
DNA utilizando o Wizard Genomic DNA Purification kit. A espécie B.
amyloliquefaciens foi capaz de inibir o crescimento de Fusarium graminearum,
produtor das micotoxinas desoxinivalenol (DON) e zearalenona, em estudo
concretizado por GU et al. (2017). Foram elucidados por PINTO et al. (2018) os genes
ber-BVY13 11500 e fosB-BVY13_ 12675, responsaveis pela sintese de bacitracina e
fosfomicina (compostos que conferem resisténcia & agdo de outros microrganismos), e
grupos de genes envolvidos na producdo de dificidina, macrolatina e fengicina
(atividade de biocontrole).

H4 ainda trabalhos em que foi avaliado o potencial de Bacillus no biocontrole
de fungos em alimentos, como: tomate (WANG et al., 2018), laranja, maca e uva
(CALVO et al., 2017), arroz (RAIS et al., 2018) e trigo (CHEN et al., 2018). Bacillus
subtilis WXCDD105 foi utilizado por WANG et al. (2018) para controlar a ocorréncia
de Botrytis cinerea e Cladosporium fulvum em tomate. B. cinerea é o causador do
chamado mofo cinzento, encontrado com frequéncia em alface, abacate, berinjela,
batata e cebola. Os sintomas tipicos sdo a queima das pontas das folhas, manchas
marrons nas folhas e apodrecimento das flores e dos frutos (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, 2003). Cladosporium fulvum € conhecido por causar
manchas amarelas na superficie das folhas, bem como manchas brancas a verde-oliva,
que se tornam marrons durante a esporulacdo do fungo (THOMMA et al., 2005) o que
impede a realizacdo de fotossintese, diminuindo a produtividade e a qualidade da fruta
(MESARICH et al., 2018). WANG et al. (2018) pulverizaram as mudas de tomate com
uma solugdo contendo 108 UFC/mL™ da cepa WXCDD105 uma vez por semana,
durante trés semanas. Apés esse periodo, uma suspensio contendo 10° UFC/mL™ de B.
cinerea e C. fulvum, diluida em Potato dextrose broth, foi aplicada nas mudas. O
resultado obtido foi uma reducdo de 74,7% e 72,07% da ocorréncia de B. cinerea e C.
fulvum, respectivamente. Os autores concluiram que além de ter atividade antifingica, a
cepa de Bacillus também foi capaz de promover o crescimento das mudas e manter a
qualidade dos tomates.

Enquanto isso, CALVO et al. (2016) realizaram danos de 3 mm de profundidade
e de didametro em laranjas (cultivar Valencia), magés (cultivar Golden delicious) e uvas
(cultivar Sultanina), que foram inoculadas, respectivamente, com 10 pL de 10°
conidios/mL de Penicillium digitatum, P. italicum e P. expansum, e Botrytis cinerea.

Depois, as frutas foram inoculadas com 10 pL de 10° UFC/mL do Bacillus
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amyloliquefaciens BUZ-14, durante 7 dias a 20 °C. Os fungos pertencentes ao género
Penicillium causam bolores verdes em gréos de milho e lesdes aquosas sobre a casca de
frutas, principalmente no periodo pos-colheita (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, 2003). CALVO et al. (2016) observaram que a incidéncia de P.
expansum nas macas foi de apenas 20% e a reducéo do B. cinerea foi de 20% nas uvas,
concluindo que a cepa de Bacillus é promissora para tratamentos preventivos contra
espécies de Penicillium.

Bacillus spp. KFP-5, KFP-7 e KFP-17 foram utilizados por RAIS et al. (2018)
para o controle do fungo Pyricularia oryzae, causador da doenca brusone em arroz que
leva a formacdo de lesdes necrdticas de coloracdo marrom na planta e a sua consequente
morte (Embrapa, 2015). No estudo conduzido por RAIS et al. (2018), as raizes de
mudas de arroz foram imersas em suspensdo bacteriana contendo 8 x 10° UFC/mL™, e,
apos transcorridos 60 dias do cultivo do arroz, as mudas foram inoculadas com o fungo
P. oryzae. As cepas de Bacillus reduziram em cerca de 44% a severidade da doenga
brusone nas mudas de arroz, além disso, os Bacillus induziram o aumento da acdo das
enzimas antioxidantes Superdxido dismutase, Peroxidase, Polifenol oxidase e
Fenilalanina amonia-liase. Finalizando, Bacillus spp. KFP-5, KFP-7 e KFP-17 foram
considerados os candidatos ideais para 0 manejo de brusone no arroz.

Produtos a base de Bacillus spp. estdo disponiveis comercialmente como agentes
de biocontrole contra fungos fitopatogénicos. O Serenade produzido pela Agro Bayer é
composto por Bacillus subtilis (QST 713, 10° UFC g) e recomendado para o controle
de doengas como: mancha-de-alternaria (Alternaria dauci), mofo-cinzento (Botrytis
cinerea), antracnose (Colletotrichum gloeosporioides) e mofo-branco (Sclerotinia
sclerotiorum) em cenoura, coentro, alface, batata, uva, abacate, alho, maca, amendoim,
berinjela, tomate, entre outros alimentos (Agro Bayer, 2018). O Duravel produzido pela
BASF é a base de Bacillus amyloliquefaciens (MBI 600, 10'° esporos viaveis g?), e é
recomendado para controle de Cryptosporiopsis perennans, Botrytis
squamosa, Phyllosticta citricarpa, Xanthomonas campestris, entre outros patdgenos, em
tomate, berinjela, pimentdo, frutas citricas e macd (BASF, 2018). Os biofungicidas
apresentam como vantagem em relacdo aos fungicidas sintéticos a possibilidade de
serem aplicados em qualquer etapa do desenvolvimento do alimento e até o dia da
colheita (IHARA, 2017), logo ndo possuem intervalo de seguranca (Agro Bayer, 2018).

Em relacdo aos metabolitos secundarios produzidos pelas espécies de Bacillus,

os lipopeptideos capazes de inibir o crescimento fangico, incluindo as iturinas,
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fengicinas e surfactinas, cujas estruturas s@o mostradas na Figura 2, tém sido
identificados como um dos responsaveis pelo efeito antifungico de Bacillus (DANG et
al., 2019; HANIF et al., 2019; LI et al., 2019b).

Figura 2. Estrutura quimica dos lipopetideos Iturina, Surfactina e Fengicina. (HAMLEY, 2015; KHAN;
MAYMON; HIRSCH, 2017)
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Hanif et al. (2019) atribuem a atividade antifingica do Bacillus
amyloliquefaciens FZB42, contra Fusarium graminearum em Potato dextrose agar
(PDA), a sintese de fengicina. Por outro lado, Dang et al. (2019) relatam que a sintese
de iturina por Bacillus amyloliquefaciens C2LP inibiu o crescimento de cinco espécies
fangicas: Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides,
Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani em meio PDA. A Surfactina apresentou
atividade contra Plasmopara viticola em uvas Vitis vinifera cv. Marselan, em estudo
conduzido por Li et al. (2019), e diminuiu o crescimento de Magnaporthe grisea em
meio de cultura PDA (WU et al.,, 2019). As surfactinas ndo possuem atividade
antifangica, todavia, atuam de forma sinérgica amplificando a atividade das iturinas e
das fengicinas (COUTTE et al., 2010); as iturinas alteram a estrutura e a permeabilidade
da membrana celular dos fungos criando canais transmembrana que permitem a
liberagdo de ions vitais, como o K*, das células fingicas (HSIEH et al., 2008), ja as
fengicinas atuam interagindo com o0s componentes lipidicos da membrana
citoplasmatica do fungo, como o ergosterol, inibindo o seu crescimento (DELEU et al.,
2005).



37

Enzimas liticas como a quitinase (PAN et al., 2019), a glucanase (CAULIER et
al., 2018), as celulases e as proteases (KARUPPIAH et al., 2019) também sé&o
sintetizadas por espécies de Bacillus e apresentaram atividade antifingica contra
Alternaria solani, Fusarium solani e Rhizoctonia solani em meio Luria- Bertani (LB)
(CAULIER et al., 2018).

As espécies do género Bacillus apresentadas mostraram ser alternativas
promissoras ao uso de pesticidas sintéticos, além disso, sdo capazes de promover o
crescimento das plantas e manter a qualidade das frutas. Estudos com outros alimentos,
cepas de Bacillus, e microrganismos patogénicos sdo necessarios para dar continuidade

a esse avanco biotecnoldgico e aumentar o espectro de agdo do género.

4.6 Importéncia do perfil volatil para a qualidade das uvas

Os compostos volateis possuem baixo ponto de ebulicdo e sdo capazes de
estimular uma resposta sensorial no sistema olfativo humano (GASIOR; WOITYCZA,
2016). Esses compostos pertencem as classes dos alcoois, aldeidos, cetonas, acidos,
tiois e ésteres (CANUTI et al., 2009). Metabdlitos secundarios das uvas também podem
estar relacionados ao aroma, incluindo compostos das classes dos terpenos, Cis-
norisoprenoides e fendis, que podem ser encontrados nas formas livre ou como
moléculas glicoconjugadas (ALEM et al., 2019)

Os terpenos presentes nas uvas ocorrem em maior quantidade na casca do que na
polpa (ALEM et al., 2018) e sdo comumente encontrados conjugados a glicose,
arabinose, ramnose e apiose. Os terpenos glicosilados sdo compostos ndo volateis que
durante o processo de fermentacdo sofrem hidrolise através da acdo enzimatica das
glicosidases, e sao transformados na sua forma ativa (livre) (MAICAS; MATEOQO, 2005)
conferindo um aroma floral aos vinhos (WELKE et al., 2014).

Os norisoprenoides sdo derivados da biodegradacdo de carotenoides
(ROBINSON et al., 2014) sendo a-ionona, B-ionona ¢ a -damascenona 0s principais
compostos Cis-norisprenoides presentes em vinhos e que contribuem para a formagéo
de aromas florais e frutados (WINTERHALTER; ROUSEFF, 2001). Algumas das
formas glicoconjugadas mais comumente encontradas s&o: 3,4-di-hidro-3-oxo-
actinidiol, 7,8-dihidrovomifoliol, 3-oxo-o-ionol e 3-oxo-retro-a-ionol (SANCHEZ-
GOMEZ et al., 2018). E, assim como os terpenos, também s&o hidrolisados durante a
fermentacdo (BAHENA-GARRIDO et al., 2019).
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Os fenois também podem ser encontrados tanto na forma glicoconjugada quanto
na forma livre. Alguns exemplos de fendis ativos sdo o maltol, guaiacol, eugenol, 4-
vinilguaiacol, siringol e trans-isoeugenol. Esses compostos podem contribuir para um
aroma doce, caramelado, floral ou defumado (LAN et al., 2019)

Alcoois e aldeidos sdo oriundos da oxidacdo de moléculas de 4cidos graxos e
responsaveis pelo “green aroma” (adstringéncia) das uvas (ROBINSON et al., 2014).
Além de alguns alcoois, como o 2-feniletanol, estarem relacionados ao aroma floral e
aldeidos, como ao aroma amanteigado em vinhos (WELKE et al., 2014).

Em relacdo a classe dos ésteres, 0s compostos que se destacam sdo o éster de
acetado e os ésteres de cidos graxos, que sdo sintetizados pelas leveduras durante a
fermentacdo alcoolica do vinho (SUMBY; GRBIN; JIRANEK, 2010). Os ésteres
trazem atributos frutados e florais ao vinho (POIVET et al.,, 2018)Ja os compostos
acidos, como o acido succinico, acido acético, acido propanoico e acido isobutanoico
possuem aroma de meldo (LASIK-KURDYS; MAJCHER; NOWAK, 2018), de
vinagre, de especiarias e um aroma rangoso, respectivamente (TANG et al., 2019).

Os ti6is sdo compostos sulfurados (PENA-GALLEGO et al., 2012), cuja origem
se da a partir de &cidos graxos e sao encontrados ligados a cisteina ou a glutationa, e sdo
compostos sem odor até que ocorra a lise enzimatica durante a fermentacdo (BELDA et
al., 2017). Alguns componentes majoritarios sdo o 4-mercapto-metilpentan-2-ona, 3-
mercaptohexan-1-ol e o acetato 3-mercaptohexil, que trazem para o vinho aromas de
groselha e maracuja (KING et al., 2008). Ja os &cidos podem possuir aroma pungente,
amanteigado e gorduroso, enquanto as cetonas atribuem odores herbal e frutal (L1U et
al., 2020).

As caracteristicas arométicas das uvas e dos vinhos séo resultantes de diversos
fatores, tais como: localizacdo geogréafica das videiras (KOUNDOURAS et al., 2006),
tipo de solo, caracteristicas climaticas (SABON et al., 2002), variedade de uva
(ARMANINO et al., 2008), tipo de levedura utilizada na etapa de fermentacao
(TORRENS et al., 2004) e das técnicas utilizadas na produgdo de vinho (ESTI;
TAMBORRA, 2006).

Outro fator que afeta o perfil volatil das uvas € o uso de fungicidas sintéticos. O
efeito dos fungicidas ciprodinil, fludioxonil e pirimetanil na composi¢do aromatica do
vinho branco de Vitis vinifera, cultivar Airen, foi estudado por GARCIA et al. (2004).
Os fungicidas foram dissolvidos em uma solucdo contendo agua e etanol (9:1 v/v) e

adicionados separadamente no mosto, que foi fermentado com Saccharomyces
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cerevisiae, em duas doses (1 mg L™ e 5mg L™). Através de anélise cromatogréfica, foi
observado que a quantidade de &lcoois isoamilicos aumentou, o que reduz a qualidade
do vinho, pois em altas quantidades sdo considerados compostos indesejaveis; a
quantidade aumentada de acetato isoamilo afetou negativamente o aroma do vinho, ja
que € um composto muito frutado.

Por outro lado, OLIVA et al. (2008) analisaram como a pulverizagdo dos
fungicidas comerciais Equatin Pro GR (famoxadona), Teldor WG (fenehexamida),
Castellan GD (fluguinconazol), Stroby WG (metil-kresoxim), Arius SC (quinoxifeno) e
Flint WG (trifloxistrobina) em uvas Vitis vinifera, cultivar Monastrell, diluidos e
aplicados entre 14 a 35 dias antes da colheita das uvas, afeta o perfil volatil do vinho
tinto. Ao final do tratamento, as uvas passaram pelo processo de microvinificacdo logo
apos as uvas terem sido colhidas. As quantidades de acidos, acetatos de etila, ésteres
etilicos e de terpenos encontradas nessas amostras foram inferiores as quantidades da
amostra controle. Essas diminui¢cfes podem ter ocorrido por, principalmente, dois
motivos: efeito sobre a atividade fermentativa da levedura, grande parte dos compostos
volateis estudados sdo oriundos desse processo, e sobre a atividade da glicosidase,
enzima responsavel pela transformacdo dos terpenos na sua forma livre/aromatica.
Portanto, os vinhos obtidos a partir das uvas Monastrell tratadas com esses fungicidas
tinham um fraco potencial vinico.

Hé& ainda estudos que averiguaram como algumas cepas de Bacillus influenciam
no perfil volatil de determinados alimentos. GU et al. (2015) avaliaram como a
utilizacdo de Bacillus pode estar envolvida na formacdo de vanilina, um aldeido,
durante o processo de cura de favas de baunilha. Células de Bacillus vanillea XY18 e
Bacillus subtilis XY20 foram utilizadas no processo de cura. As favas de baunilha
passaram oito semanas sendo curadas através do processamento com ar quente e com 0S
Bacillus. Cinco compostos volateis (&cido hexanoico, acido benzoico, 2-acetil-1H-
pirrol, acetato de 2-feniletila e apocinina) foram identificados como resultantes do
metabolismo de Bacillus e nenhum atributo sensorial desagradavel foi gerado. Esse
resultado sugere que a enzima B-D-glucosidase produzida por essas cepas participe da
formacédo de vanilina através da hidrdlise de glucovanilina. A cepa XY20 aumentou a
producéo de &cido butanoico na baunilha, que é utilizado na inddstria alimenticia como
um aditivo de sabor.

JEONG et al. (2017) por sua vez, utilizaram Bacillus licheniformis, isolados do

“doenjang”, uma pasta de soja fermentada, e do “meju”, soja fermentada seca, para
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avaliar a sua efetividade na producdo de compostos aromaticos nesses alimentos. A soja
esterilizada foi inoculada com 5x10° UFC/g do Bacillus e incubada por vinte e oito dias
em uma temperatura de 25 °C. A analise dos volateis foi realizada através do metodo
cromatografico GC-MS. Os principais volateis formados foram o alcool oct-1-en-3-ol e
o carboneto 3-hidroxibutan-2-ona. Espécies de Bacillus s@o essenciais para produzir o
sabor tradicional do “doenjang” (HONG; JUNG; KIM, 2012) tradicionalmente
consumido na Coreia.

E, em estudo realizado por AZOKPOTA et al. (2010) sementes de alfarroba
africanas foram fermentadas com Bacillus subtilis B51, B52 e B53 e foi realizada uma
avaliacdo qualitativa e quantitativa dos compostos volateis. As cepas de B. subtilis
foram isoladas dos condimentos fermentados “afitin”, “iru” e ‘“sonru”, comumente
consumidos em Benim. Cerca de 0,5 mL da diluicdo de cada cepa de Bacillus foi
adicionado a 50g de alfarroba esterilizada, que foi mantida incubada a 37 °C por 24
horas ou 48 horas. A extracédo e a identificacdo dos compostos volateis foram realizadas
através do método de destilagdo-extragdo “Likens-Nickerson”. Os compostos
identificados sdo das classes dos alcoois, aldeidos, cetonas, pirazinas, ésteres, acidos e
sulfurados. B. subtilis foi considerado um potencial starter para ser utilizado na
fermentacdo de alfarroba africana para produzir condimentos Benineses.

Até 0 momento, apenas um estudo avaliou o perfil volatil de uvas e vinho ap6s
inoculacdo com espécie de Bacillus. ESCRIBANO-VIANA et al. (2018) pulverizaram
em videiras de uvas Vitis vinifera cultivar Tempranillo, localizadas na Espanha, o
biofungicida comercial “Serenade Max” contendo 5,3 x 10'° UFC/mL de Bacillus
subtilis QST 713. O biofungicida foi aplicado em dois momentos: 21 dias e 3 dias antes
da colheita. O processo de vinificacdo foi realizado através de fermentacdo alcoodlica
espontanea a 25 °C, e fermentacdo malolatica a 20 °C utilizando as bactérias acido
laticas comerciais “Uvaferm alpha”. Os testes de pH, acidez total e concentracfes de
acido malico, &cido glucbnico e potassio ndo mostraram diferencas significativas
quando comparados com as amostras controle. A aplicacdo do biofungicida reduziu 7%
da quantidade de alcoois, como o 1-hexanol, nas amostras de vinho. Concluiu-se que o
tratamento com o biofungicida ndo influenciou negativamente a qualidade das uvas ou
do vinho, e que foi positivo do ponto de vista microbiologico, ja que ocasionou um
aumento na producdo das uvas e melhorou a implantacdo da bactéria utilizada na

fermentagdo malolética.
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7 CONCLUSAO

As cepas de Bacillus estudadas tém potencial para serem utilizadas como agente
de controle biolégico em uvas a fim de prevenir ou reduzir a ocorréncia de A.
carbonarius, bem como na sintese de OTA e suas formas modificadas, sendo uma
alternativa sustentdvel e promovendo um alimento seguro. Uma vantagem dos
biofungicidas sobre os pesticidas sintéticos € que podem ser aplicados em qualquer
etapa do desenvolvimento do alimento e até o dia da colheita.

Bacillus sp. P1 se destacou entre as demais por apresentar 100% de inibicdo
fangica e sintese de OTA, incluindo suas formas modificadas. Os volateis produzidos
em uvas tratadas com Bacillus sp. P1 possuem uma descricdo de odor agradavel, o que
pode contribuir positivamente para as caracteristicas de aroma e sabor das uvas
Chardonnay. Atraves desses achados, pode-se concluir que a cepa de Bacillus sp. € uma
alternativa sustentavel para o controle fungico em uvas, proporcionando um alimento

seguro e com melhor descrigéo de odor.
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