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RESUMO

A resisténcia de fitopatégenos e os impactos dos agroquimicos tém impulsionado a busca por
bioinsumos sustentaveis. Nesse contexto, a violaceina, pigmento bioativo produzido por
Chromobacterium subtsugae, destaca-se por seu potencial antimicrobiano e inseticida. Este trabalho
teve como objetivo extrair, caracterizar e avaliar suas atividades bioldgicas frente a pragas e doencas
agricolas. A extragdo com etanol mostrou-se mais eficiente que acetato/acetona, resultando em
concentragdo média de 4,78 pg/mL, confirmada por HPLC e MALDI-TOF (343 m/z). Nos bioensaios,
a violaceina apresentou efeito inseticida dose-dependente contra ninfas de Euschistus heros (ECso =
4,2 pg/ensaio), alcancando até 85% de mortalidade nas doses mais elevadas. Também promoveu
inibicdo de 30,57% do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum, sem efeito sobre
Macrophomina phaseolina. Esses resultados evidenciam o potencial da violaceina como molécula
bioativa para aplicacdo em bioinsumos agricolas sustentaveis.
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INTRODUCAO

A agricultura brasileira desempenha papel estratégico na produgio global de alimentos,
destacando-se pela diversidade e relevancia de culturas como soja, milho, arroz, trigo e cana-de-
acucar (Nascimento et al,, 2024). Essas culturas sdo fundamentais para o abastecimento interno e
para a geracdo de divisas por meio das exportagdes, contribuindo para a seguranca alimentar e o
desenvolvimento econémico (Sadiku et al., 2024).

Com o crescimento populacional projetado para 2050, a demanda por alimentos podera
aumentar entre 35% e 56%, especialmente por proteinas e lacteos (Van Dijk et al., 2021). Nesse
cendrio, torna-se essencial compreender os fatores que afetam a produtividade agricola e
desenvolver estratégias sustentaveis (Basso et al., 2024).

A soja se destaca como uma das culturas mais relevantes, mas enfrenta desafios relacionados
a doencas como mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), podriddo de carvao (Macrophomina
phaseolina) e insetos-praga como o percevejo-marrom (Euschistus heros), que comprometem a
produtividade e sdo de dificil controle (Meyer et al,, 2019; Sosa-Gémez et al., 2020). O uso continuo
de pesticidas quimicos gera impactos ambientais e resisténcia, reforcando a necessidade de
alternativas sustentaveis, como bioinsumos (Santos et al., 2024).

Nesse contexto, a violaceina, pigmento produzido por Chromobacterium subtsugae, apresenta
propriedades antimicrobianas e inseticidas promissoras, configurando-se como candidata para
aplicacdo em bioinsumos agricolas (Cacchio et al., 2023).
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OBJETIVO

Objetivo geral
Avaliar a atividade biologica da violaceina produzida pela bactéria Chromobacterium
subtsugae (CCT 7991 / SBB09) no controle de pragas e doencas de importancia agricola.

Objetivos especificos

e Cultivar a cepa C. subtsugae (CCT 7991 / SBB09).

e Testar e otimizar protocolos de produgio e extracio de violaceina.

e Identificar a violaceina por espectrometria de massas (MALDI-TOF) e cromatografia liquida
de alta performance (HPLC).

e Avaliar a atividade antiftingica e inseticida da violaceina frente a fitopatégenos e pragas de
interesse agricola, como Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e Euschistus
heros.

METODO

A cepa C. subtsugae (CCT 7991 / SBB09), utilizada neste estudo, foi adquirida da empresa
Solubio Tecnologias Agricolas e armazenada em bags estéreis a 10 °C até sua utilizagdo. O cultivo
inicial foi realizado em incubadora shaker, utilizando meio Bug® (Solubio). A bactéria foi inoculada
a partir de coldnia isolada em meio TSA e transferida para frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de
meio Bug®, mantidos sob agitacao de 200 rpm a 28 °C por 24 horas.

A extracdo da violaceina foi conduzida em quadruplicata por dois protocolos distintos. No
primeiro, o pellet obtido por centrifugacao foi ressuspenso em etanol 298,5%, submetido a sonicacdo
e novamente centrifugado, sendo o sobrenadante concentrado em rotoevaporador e redissolvido em
etanol (Abedin et al., 2024). No segundo protocolo, utilizou-se uma mistura de acetato de etila e
acetona (4:1), seguida de separagdo da fase organica, concentracdo em evaporador rotativo e
ressuspensdo em etanol (Cortés-Osorio et al, 2017). Para validar a identidade da molécula, foi
utilizado um padrdo comercial de violaceina (>98% pureza, Sigma Aldrich), analisado por MALDI-
TOF e HPLC. As amostras extraidas foram submetidas as mesmas condi¢des cromatograficas,
permitindo a quantificacdo precisa do composto.

Com o objetivo de otimizar a extracdo, cultivos adicionais em maior volume (900 mL) foram
realizados, ajustando-se a proporc¢do de etanol para aumentar o rendimento do pigmento.

A atividade inseticida foi avaliada em ninfas de segundo estadio de E. heros, alimentadas com
dieta liquida contendo diferentes doses de violaceina (0,3-6,0 pg/ensaio). Foram estabelecidos trés
grupos experimentais: controle negativo (meio Bug®), controle positivo (biopesticida Grandevo®) e
tratamentos com violaceina. Os insetos foram mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura,
umidade e fotoperiodo, e a mortalidade foi monitorada diariamente por sete dias.

Os dados foram analisados no software GraphPad Prism 8.1. A sobrevivéncia foi avaliada por
curvas de Kaplan-Meier e teste de log-rank, enquanto a relacao dose-resposta foi determinada por
regressao nio linear, com calculo da concentracio efetiva média (ECs).

A atividade antiftingica foi testada frente a S. sclerotiorum e M. phaseolina pelo método de
difusdo em agar BDA. Discos de papel filtro receberam violaceina (100 pg/mL) ou etanol (controle),
posicionados em lados opostos da colbnia fingica. As placas foram incubadas a 25 °C até que o
crescimento micelial das coldnias controle atingisse a borda da placa. O efeito inibitério foi
determinado pelo calculo da porcentagem de inibicdo em relacdo aos controles.

RESULTADOS
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A producdo de violaceina por C. subtsugae SBB09 foi efetiva, permitindo a obtencdo de
biomassa suficiente para extracdo do pigmento. Os protocolos testados demonstraram que o uso de
etanol como solvente foi mais eficiente que a mistura de acetato de etila/acetona, resultando em
maior rendimento e concentragdio média de 4,78 ug/ml, se comparado aos 0,48 ug/Ml
respectivamente. A identidade da molécula foi confirmada por espectrometria de massas (MALDI-
TOF) e cromatografia liquida de alta performance (HPLC), apresentando o ion molecular
caracteristico de violaceina em aproximadamente 343 m/z e tempo de reten¢do de 13,95 minutos
(Duran et al,, 2021).

A otimizacdo do processo de extracdo, com aumento do volume de cultivo, possibilitou maior
recuperacdo do pigmento, validando a reprodutibilidade do método cromatografico. As analises
demonstraram consisténcia entre as replicatas e linearidade na curva padrdo, com coeficiente de
correlacdo superior a 0,98, confirmando a precisdo das quantificagoes.

Nos bioensaios com ninfas de segundo estddio de E. heros, observou-se efeito inseticida
dependente da dose. As concentracdes mais elevadas (4,5 e 6,0 ug/ensaio) resultaram em
mortalidade proxima a 85%, enquanto doses intermediarias (1,5 e 3,0 pg/ensaio) promoveram
mortalidade gradual. A menor dose (0,3 pg/ensaio) apresentou efeito reduzido, mas ainda superior
ao controle. A andlise estatistica revelou diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,0001),
e a curva dose-resposta ajustada ao modelo logistico indicou uma ECs, de 4,2 pg/ensaio, confirmando
a atividade inseticida da violaceina contra E. heros.

Nos ensaios antifingicos, a violaceina apresentou efeito inibitério sobre o crescimento
micelial de S. sclerotiorum, com média de inibicdo de 30,57%, evidenciando atividade antifiingica sob
as condi¢des experimentais aplicadas. Em contrapartida, ndo foi observada inibi¢ao significativa para
M. phaseolina, indicando seletividade da acdo do composto.

Esses resultados confirmam o potencial biotecnoldgico da violaceina como molécula bioativa
para aplicacdo em bioinsumos agricolas, demonstrando eficacia no controle de pragas e fitopatdgenos
e reforcando sua viabilidade como alternativa sustentavel aos defensivos quimicos convencionais.

CONCLUSAO

Os resultados confirmam que a violaceina, produzida por C. subtsugae, possui potencial para
aplicacdo no controle de pragas e fitopatégenos agricolas. O pigmento apresentou efeito inseticida
contra E. heros e atividade antifingica frente a S. sclerotiorum, embora sem agdo sobre M. phaseolina.
As metodologias de extracdo e caracterizacdo mostraram-se eficientes, destacando o etanol como
solvente mais adequado e validando a identidade da molécula por HPLC e MALDI-TOF.

Em sintese, a violaceina demonstra viabilidade como molécula bioativa para o
desenvolvimento de bioinsumos sustentaveis, representando uma alternativa promissora aos
defensivos quimicos convencionais e fornecendo bases para futuras pesquisas voltadas a agricultura.

Contudo, estudos em casa de vegetacdo e em campo sdo necessarios para confirmar sua
eficacia e viabilidade de aplicacdo em condi¢des reais de cultivo.
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