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METODO DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE UMA
COMPOSICAO SOBRE FITOPATOGENOS E COMPOSICAO ANTIBACTERIANA

CAMPO DA INVENCAO

[001]Aa presente invencéao pertence ao campo da
agricultura, especificamente, ao campo dos compostos
biocidas; mails especificamente, ao campo dos compostos
antimicrobianos de uso agricola.

ESTADO DA TECNICA

[002]Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas visando
a obtencdo de novos agentes antimicrobianos, principalmente
os antimicrobianos provenientes de extratos vegetails, gue
possam ser aplicados tanto na industria farmacéutica e de
cosméticos, como na agroindustria.

[003] A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é
avaliada através da determinacdo de uma pequena quantidade
da substédncia em estudo necessaria para inibir o crescimento
do microrganismo em teste; esse valor é conhecido como
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), conforme proposto por
MADIGAN, et al em 2000. Um aspecto bastante relevante na
determinacdo da CMI de extratos vegetalis & a preocupacgio,
principalmente em relacdo aos aspectos toxicoldgicos,
microbioldégicos e legais pertinentes aos compostos naturais
ou suas combinacdes.

[004] Atualmente existem varios métodos para avaliar a
atividade antibacteriana e antifungica dos extratos
vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusédo em
dgar, teste da difusdo em disco, método de macrodiluicdo e
microdiluicdo, o método sensivel de microdiluicdo para
determinar a CMI ou a Concentracdoc Minima Bactericida (CMB)

de extratos ativos de plantas, e outros.
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[005] Todos estes métodos sdo realizados 1in vitro e
nenhum em vegetais ou partes de vegetais in vivo.

[006]As plantas citricas, compreendidas principalmente
por laranjeiras, tangerinas, limoeiros e limeiras
desempenham um papel de acentuada importéncia socioecondmica
mundial. Esta importéncia deve-se a grande aceitacdo dos
citros na alimentacdo humana, principalmente sob as formas
de fruta fresca e de suco. O sabor é muito apreciado e seu
valor nutritivo, como fonte de wvitamina C, € conhecido
universalmente e os citros também contém outros nutrientes
como glicidios, compostos nitrogenados e de cédlcio, ferro e
outros sais minerais.

[007]A citricultura movimenta R$9,0 bilhdes por ano e
gera mais de 400 mil empregos no Brasil. O pais exporta
USS$1,77 bilhdo em suco de laranija, o que representa a fatia
de 86% do mercado mundial. O Brasil é responsavel por 38% da
producdo mundial de laranja (19,1 milhdes de toneladas) e
61% da producdo mundial de suco de laranja (1,33 milhdo de
toneladas), exportando 98% da sua produgdo (USDA- United
States Department of Agriculture). Dados indicam que 3 a
cada 5 copos de suco de laranja comercializados no mundo,
sdo produzidos no Brasil.

[008]Um dos principails riscos a citricultura brasileira
& o avanco de pragas e doencas capazes de causar danos
irreversiveis nas plantas, ameacando a quantidade e
qualidade das frutas citricas, podendo levar a erradicacédo
completa de pomares, configurando risco potencial de
inviabilidade econdmica da producéo.

[009]Dentre as diversas pragas e doencas gue incidem na

citricultura mundial, temos o© cancro c¢itrico, clorose



3/16

variegada dos citros (CVC), morte subita, podriddo floral
dos citros (PFC, também conhecido como estrelinha), bicho
furao, leprose, pinta preta, e mais recentemente o
huanglongbing (HLB-greening) .

[0010]0 cancro c¢citrico apresenta grande potencial
destrutivo, causando grandes perdas econbmicas. O cancro
citrico é uma fitopatologia causada pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri, atingindo ramos, folhas e
frutos, sendo disseminada principalmente pelo homem, mas
podendo ocorrer pela agdo da natureza e pelo plantio de mudas
contaminadas.

[0011]S30 véarios os tipos de cancro citrico, de acordo
com o tipo de Xanthomonas envolvido. O Cancro Citrico
Asidtico ou Cancrose A é causado por Xanthomonas citri subsp.
citri (Xac). E o grupo mais importante e severo, afeta um
grande nUmero de espécies da familia Rutacea, principalmente
do género Citrus. O cancro citrico B, cancrose B ou “falso
cancro”, causado pela estirpe B de Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii tipo B (Xau B), afeta um numero menor de
hospedeiros que a cancrose A e também apresenta sintomas
mais brandos. E mais agressivo em limdes verdadeiros (Citrus
limon) e 1lima &acida “Galego” (Citrus aurantifolia). A
cancrose C ou cancrose do limoeiro “Galego”, causada pela
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (Xau (),
ocorre principalmente em lima acida “Galego”.

[0012]N&o existindo método curativo para a doenga cancro
citrico, a erradicacdo de plantas e material contaminado é
o método escolhido de controle da doenga no campo, aonde
ainda ndo for endémica. Aonde a doenca for endémica, arvores

sadias sdo plantadas para limitar a propagacdo entre os
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pomares.

[0013]0s primeiros sintomas do cancro citrico aparecem
principalmente nas folhas, quando comparado com a presenca
dos sintomas em outros locais afetados. Nas folhas as lesdes
surgem nos dois lados, podendo aparecer em apenas um lado,
sem deformd~las. As lesdes aparecem na cor amarela e logo se
tornam marrons. Quando a doenca estd em estagio mais
avancado, as lesdes nas folhas ficam corticosas, com centro
marrom e um anel amarelado em volta. Nos frutos a doenca se
manifesta pelo surgimento de pegquenas manchas amarelas, com
um ponto marrom no centro, Jque aos poucos vao crescendo e
podem ocupar grande parte da casca do fruto. As manchas sao
salientes, parecidas com verrugas, de cor marrom no centro.
Em estagio avancado, as lesdes provocam o© rompimento da
casca. Nos ramos, as lesbes sdo de forma de crosta de cor
parda.

[0014]0 estado da técnica recomenda para o controle de
doencas agricolas bacterianas que se realizem pulverizacgdes
de produtos cupricos, como oxicloreto de cobre, sulfato de
cobre, hidrdéxido de cobre e O6xido cuproso. O cobre atua na
protecdo do tecido vegetal contra infeccdo por bactérias e
na reducdo da populacdo na superficie foliar. Entretanto sdo
necessarias varias aplicagdes de produtos para alcancar
controle adeguado de doencas bacterianas. A época e o numero
de aplicagdes de cobre para controle eficiente do cancro
citrico dependem de véarios fatores como susceptibilidade do
cultivar, idade da planta, condig¢des ambientais e adocdo de
outras medidas de controle. Mas com © uso prolongado de
bactericidas cupricos pode ocorrer o surgimento de linhagens

de bactérias resistentes ao cobre, além do inconveniente da
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disseminacdo de um metal pesado pelo meio-ambiente, aliado
aos possiveis efeitos deletérios para a saude humana.

[0015]A literatura também de patentes e técnica também
descreve diversas metodologias de controle e/ou erradicacdo
de Dbactérias fitopatogénicas. Motoyama, M.M. et al [Acta
Scientiarum Agronomy. 509-512. (2003)] descrevem um extrato
comercial com acdao antimicrobiana sobre Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis, um patdgeno que afeta as plantacdes
de mandioca.

[0016]Espina, L., et alFood Control, [22 (2011l) 896 e
902 (2010)], tratam de uma composicdo guimica de ©bleos
essenciais de trés citrinos comerciais: laranja (Citrus
sinensis), limédo (Citrus limon) e mandarim (Citrus
reticulata), cuja atividade antimicrobiana contra
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella enterica subsp. enterica; foi
examinada contra alguns microrganismos patogénicos.

[0017]Pathan, R.K., et al. [Asian Pacific Journal of
Tropical Disease, S328-S331 (2012)], avaliaram a eficéacia
antimicrobiana de Citrus aurantifolia Linn (CA) contra
alguns microrganismos - bactérias e fungos: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
spp, Aspergillus niger, Aspergillus fumiga, Mucor spp e
Pencillium, por ensaios 1in vitro.

[0018] Ekwenye, U.N., et al [International Journal of
Pharma and Bio Sciences. 0975-6299., (2010)]; antecipam a
atividade antibacteriana in vitro de extratos agquoso e
etandélico de folhas de Citrus sinensis, dissolvidos em &agua
ou dimetilsulfdéxido 50%; que foi avaliada em estirpes de

bactérias como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
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Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus pelo método de
difusdo em disco. O maior efeito do extrato aquoso foi sobre
E. coli; e indicam que os extratos hidroalcodlicos tém baixo
potencial para uso em tratamento de doencas causadas por
estes microrganismos.

[0019]0s documentos de patente PIB400179-8, PIS9815339-
0, PI0401559-2, tratam de compostos ou composicgdes guimicas
sintéticas gue sdo Uteis no tratamento de doencgas
fitopatogénicas.

[0020]10 PI0418380-0 trata de uma composicdo de
tratamento/ prevencdo de infeccbes de Xanthomonas sp., que
consiste numa mistura de extratos de fungo (Trichoderma spp),
extratos de folha e raiz de Yucca schidigera que sdo ricos
em saponinas; e extratos da bactéria ndo fitopatogénica
Xanthomonas sp., sendo aplicada por pulverizacéo.

[0021]1J4& o PI0201249-9 trata de um processo de deteccgédo
do cancro citrico pela observacdo da fluorescéncia em
plantas, ou partes das plantas, no gqual a planta é submetida
a uma luz de baixo comprimento de onda onde é detectada a
doenca mesmo antes de sua manifestacdo visual.

[0022]10 W0O2010069021 antecipa um extrato bacteriano de
Xanthomonas, contendo fragmentos de parede celular, membrana
plasmatica e proteinas citoplasmaticas, que ¢é capaz de
promover e/ou estimular defesas naturais de plantas contra
patbgenos.

[0023]Como pode ser verificado, o estado da técnica é
rico em documentos relativos ao tratamento gquimico e
bioldégico de plantas de interesse agronbmico, tal como as
plantas citricas, contra doencas bacterianas, bem como, a

métodos de deteccdo do cancro citrico, mas, no entanto, ndo



7/16

h&d nenhum relato referente a um método de avaliacgdo in vivo
da atividade antimicrobiana de extratos vegetais e/ou
compostos gquimicos em geral.

OBJETIVO DA INVENCAO

[0024]0 primeiro objetivo da presente invencdo é propor
um método de avaliacdo da atividade antimicrobiana de uma
composicdo sobre fitopatdgenos.

[0025]0 segundo objetivo da presente invencdo é propor
uma composicdo antibacteriana que compreende ao menos um
agente gquimico, e ao menos um excipiente; que é eficaz na
prevencao, reducao, e/ou eliminacdo da infestacdo de
fitopatdgenos em uma planta de interesse agrondmico.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

[0026]Para se obter uma completa visualizacdo dos
objetivos da presente invencdo, é necessaria a leitura deste
documento e a andlise dos desenhos que o acompanham e aos
quais se faz referéncias conforme segue abaixo.

[0027]Figura 1 - Avaliacédo in vitro do efeito
antimicrobiano de extratos de Citrus sinensis pelo método de
difusdo em disco

[0028] .Figura 2 - Medidas dos diadmetros dos halos de
inibicd&o ao redor das coldnias bacterianas pelo método de
difusdo em disco.

[0029]Figura 3 - Aspecto das folhas de 1limdao galego
(Citrus aurantifolia) apds infiltracdo de DMSO 100%.

[0030]Figura 4 - Avaliacdo do desenvolvimento do cancro
citrico em folhas de Citrus aurantifolia inoculadas com
células de Xac previamente mantidas em contato com o extrato
citrico.

[0031]Figura 5 — Avaliacdo do efeito de extratos citricos
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sobre a viabilidade das células de Xac inoculadas em Citrus
aurantifolia.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

[0032]A presente invencdo trata de propor um método de
avaliacdo da atividade antimicrobiana de uma composicdo
sobre fitopatdgenos que compreende as etapas de:

(a) Desafiar as células de microrganismos de
interesse diretamente com a composicdo dissolvida
eficientemente em solvente 1indcuo as células
bacterianas;

(b) Lavagem das bactérias desafiadas, seguida da
suspensdo das células em solvente indcuo a célula
vegetal;

(c) Inocular a suspensdo das bactérias desafiadas na
epiderme vegetal;

(d)Analise da epiderme vegetal.

[0033]Na etapa (a), as células de uma cultura liquida do
microrganismo de interesse é inicialmente desafiada com uma
composicdo antibacteriana contendo uma quantidade eficaz do
agente gquimico dissolvido no excipiente.

[0034]Pelo método da presente invencio, qualquer
composicdo consistida de uma quantidade eficaz de ao menos
um agente agroguimico; e, ao menos um excipiente pode ser
testada para verificacédo de sua eficacia sobre
microrganismos gue sdo pragas agricolas.

[0035]As bactérias alvo desta invencgdo sdo bactérias dos
géneros pertencentes ao grupo compreendido de: Xanthomonas,
Agrobacterium, Erwinia, Xylella, Pseudomonas, entre outras.

[0036]De acordo com o método de avaliacdo da atividade

antimicrobiana da presente invencdo, © ao menos um agente
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quimico é pertencente ao grupo compreendido de extrato
vegetal, 6leo essencial, um composto natural isolado, ou um
composto guimico sintético; © ao menos um excipiente é
pertencente ao grupo consistido de dimetilssulfoéxido (DMSO),
acetonitrila (MeCN), acetona, etilacetato, tetrahidrofurano
(THF), diclorometano (DCM), um &lcool Ci a Cs, &cido acético,
agua, polissorbato, sorbitol, ou uma misturas destes.

[0037]Entende-se por gquantidade eficaz uma proporgio
peso/volume (p/v) de entre 0,01 e 1 g do agente guimico por
ml do excipiente.

[0038] Preferencialmente, o agente gquimico é um extrato
vegetal, ou um composto natural isolado; o excipiente é
pertencente ao grupo consistido de dimetilssulfdéxido (DMSO),
agua, polissorbato, sorbitol, ou uma mistura destes.

[0039]Mais preferencialmente, no método da presente
invencdo, e agente quimico & um extrato vegetal dissolvido
em uma proporcdo de entre 0,05 a 0,8 g/1 do excipiente DMSO.

[0040]0 excipiente pode ser usado em sua forma pura, ou
diluido. A mistura de excipientes pode conter dois ou mais
excipientes, desde gue ndoc afetem a proporcgdo p/v final do
agente guimico.

[0041]1Assim, na etapa (a), uma massa de microrganismos,
obtida de cultivo em meio sdlido, é suspendida em um volume
de entre 1 a 10 ml de &gua destilada, preferencialmente até
alcancar a densidade oética de 0,3 e, em seguida trés
aligquotas iguais, de entre 100 a 500 pl, sdo coletadas e
centrifugadas entre 12000 a 18000 g, até sedimentar as
células. O sobrenadante ¢é descartado e cada sedimento é
ressuspendido com 100 a 500 pl de &agua destilada para

controle do experimento; ou 100 a 500 pul de solvente para o
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controle da composicdo; ou 100 a 500 ul da composicgédo
antibacteriana da invencdo. Para facilitar o entendimento as
aliquotas serdo doravante identificadas da seguinte forma:
(i) desafio com agente quimico puro; (ii) desafio com
excipiente puro; e (i1iii) desafio com a composicdo da
invencdo. As trés aliquotas s&o mantidas em contato com os
desafiantes durante entre 8 a 24 horas, a temperatura entre
20 a 30°C, para se verificar o nivel de inibicdo dos
microrganismos.

[0042]1Na etapa (b)), as células das suspensdes (i), (ii)
e (iii) sdo recolhidas por centrifugacdo, o sobrenadante é
entdo descartado e o sedimento & ressuspenso com entre 100
a 500 pl de agua destilada antes da etapa (c).

[0043]Na etapa (c¢), as folhas frescas do vegetal de
interesse sdo recolhidas com o peciolo e, limpas com uma
solugdo solvente orgadnica, tal como, uma solucdo de etanol
70%, mas ndo limitada a esta. Sd8oc recolhidas entre 1 a 4
folhas para cada tipo de indculo (i), (ii) e (iii) testado.
Em seguida, na porcgdo infericr de cada folha independente,
sdo realizadas 3 aplicacgdes de cada um dos inoculos (i),
(ii) e (iii) sob a epiderme inferior das folhas, sendo
aplicado um inoculo distinto por folha. As aplicagdes séo
realizadas com uma seringa de agulha fina pertencente ao
estado da técnica, tal como, uma seringa de insulina.

[00441Apbs a aplicacdo do inoculo, as folhas sao
colocadas em um recipiente adequado contendo &gua, com o
peciolo sendo parcialmente submerso na agua. O recipiente
adequado pode ser qualgquer tubo ou vaso que possibilite a
folha permanecer na posicdo vertical e gue possua uma tampa

gue permita a realizacdo de trocas gasosas entre o tubo e
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meio, mas 1impeca a entrada de insetos. Por exemplo, o
recipiente pode ser um tubo de centrifugacdo, tipo falcon.

[0045]As folhas permanecem no tubo durante entre 7 a 10
dias para gque se possa visualizar o surgimento dos sintomas
foliares causados pelo fitopatdgenos, caso 0 mesmo permaneca
viavel.

[0046]A etapa (d) ocorre pela observacdo visual de lesdes
causadas pela proliferacdo do microrganismo inoculado que
permaneceu viavel. Por exemplo, a Figura 4 mostra a etapa
(d) e podem ser observadas manchas escuras, marcas de
ferrugem, cloroses e etc, dependendo do microrganismo sendo
testado.

[0047]A presente invencdo trata ainda de uma composicdo
antibacteriana da presente invencdo compreende entre 0,001
a 1l g/mL de ao menos um agente quimico dissolvida em ao menos
um excipiente.

[0048]0 ao menos um agente gquimico é pertencente ao grupo
compreendido de extrato vegetal, 6leo essencial, um composto
natural isolado, e um composto quimico sintético; o ao menos
um excipiente ¢é pertencente ao grupo consistido de
dimetilssulfdxido (DMSO), acetonitrila (MeCN), acetona,
etilacetato, tetrahidrofuranc (THF), diclorometano (DCM),
adgua, polissorbato, sorbitol, ou uma misturas destes.

[0049] Preferencialmente, o agente gquimico €& um extrato
vegetal, tal como, um extrato obtido das folhas, peciolos,
casca, caule ou raiz de um vegetal do género Citrus. Mais
preferencialmente ainda, © agente guimico é um extrato das
folhas e peciolos de uma planta do género Citrus; ainda
preferencialmente, o exciplente ¢é pertencente ao grupo

consistido de dimetilssulféxido (DMSO), &lcool C; a Csi, acido
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acético, 4gua, polissorbato, sorbitol, ou uma mistura
destes; e agente guimico & dissolvido em uma proporgdo de
entre 0,05 a 0,8 g/ml de excipiente.

[0050] Sabidamente, o} DMSO é um bom adijuvante
farmacéutico que auxilia o transporte de certas substéncias
através da membrana celular; entretanto, o DMSO puro, ou
seja, DMSO com 100% de concentracgdo causa danos as folhas
vegetais, gerando marcas semelhantes a gqueimado e ferrugem
nas folhas, conforme pode ser visto na Figura 3. Na
Composicdo antibacteriana da presente invencdo, o DMSO 100%
¢ mais preferencialmente usado como excipiente, e foi
verificado que nesta pureza, ao ser usado para diluir o
agente quimico preferencial, o DMSO favorece a acao
antimicrobiana do agente quimico, fato gque ndo ocorre ao se
usar o DMSO com grau de pureza menor. As figuras 1, 2 e 4
mostram dados experimentais in vitro e in vivo gque comprovam
essa afirmativa. Os experimentos realizados serdo melhor
explicados nos exemplos que serdo dados.

[0051]0s objetos desta invencdo, acima descritos tém
suas concretizacgdes ilustradas pelos exemplos abaixo.
Entretanto, cabe ressaltar que os exemplos apresentados sdo
meramente ilustrativos e ndo devem sSer empregados na
limitacdo dos direitos dos 1inventores, gque se restringem
somente aquilo contido nas reivindicacgdes em anexo.

[0052] Finalmente, embora a invencdo tenha sido
amplamente descrita, é 6bvio para agueles versados na técnica
que varias alteracdes e modificacgdes podem ser feitas sem
gue as referidas alterac¢des ndo estejam cobertas pelo escopo
da invencéao.

Exemplos — teste contra o cancro citrico
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Exemplo 1 - Obtencdo do extrato de folhas de laranjeira

(Citrus sinensis).

[0053]Folhas frescas e os peciolos de C(C.sinensis
variedades Péra-rio e Hamlin s&o lavadas em &gua corrente,
cortadas e colocadas em um recipiente adequado
(aproximadamente 50 g de cada), as guais foram destacadas
dos ramos Jjuntamente com © peciolo no mesmo dia em gque se
realizou a extragcdo. As folhas foram lavadas em &gua
corrente, cortadas e colocadas em um erlenmeyer, ao gual
foram adicionados 800 mL de etanol absoluto (Synth), de
maneira a cobrir as folhas. Estas foram processadas com um
triturador (modelo: T25 digital ULTRA-TURRAX Brazil Power,
marca: IKA) a 20 rpm. Apds 48 horas de repouso realizou-se
a filtracdo em gaze e em papel de filtro. O procedimento
descrito de extracdo com etanol, repouso e filtracdo foi
repetido por mais duas vezes.

[0054]Foram utilizadas 44 gramas de folhas de laranja
Hamlin e 50 gramas de folhas de laranja Péra-rio. Apds
extracdo obteve-se massas de 3,78 gramas de extrato Hamlin
e 4,03 gramas de extrato Péra-rio, sendo qgque para O UsoO
destes nos ensaios bioldégicos uma quantidade de 0,051g foi
solubilizada em 300uL de DMSO 100%.

[0055]Considerando-se gque o rendimento (R) pode ser

calculado pela seguinte férmula:

R = massa de extrato x 100%

massa de folhas

[0056]temos que os valores de R foram calculados para ambos
0os extratos (Tabela 1).

Extrato Péra-rio

Extrato Hamlin

Massa de folhas {g)

50

34

Massa de extrato obtida (g)

4,03

3.78

Rendimento (%)

8.1

8.6
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Exemplo 2 - Efeito do extrato de laranjeira in vitro

sobre culturas de Xanthomonas citri subsp. citri (Xac)

[0057]A Figura 1 mostra o efeito dos extratos de
laranijeira variedades Péra-rio e Hamlin dissolvidos em DMSO
~100% (Sigma), sobre culturas de bactérias X. citri crescidas
in vitro; onde pode ser visto a variacdo no tamanho do disco
bacteriano, de acordo com o método de difusdo em disco. Na
Figura 1 DMSO e agua sdo controles e EP = extratos de folhas
de laranija variedade Péra-rio, e EH extrato de folhas de
laranja wvariedade Hamlin, sendo o0s extratos previamente
diluidos em DMSO. Nesta Figura pode ser verificado o efeito
antibacteriano satisfatdrio dos extratos.

Exemplo 3 - Inoculacgdo direta dos extratos com as

células: efeito deletério do DMSO nas folhas:

[0058]Para se avaliar o efeito dos extratos sobre a
fitopatogenicidade e viabilidade bacterianas in vivo, foram
realizados testes com folhas de 1limdo galego (Citrus
aurantifolia), sendo as mesmas infiltradas diretamente com
as células de Xac suspendidas em agua, DMSO ~100% ou extratos
citricos solubilizados em DMSO ~100%, mas este contato direto
da folha com o solvente ocasionou lesdes as folhas (Figura
3).

[0059]Aspecto das folhas de 1limdo galego (Citrus
aurantifolia) apds infiltracdo de DMSO 100%. As folhas
mostradas foram documentadas apdés 1 a 8 dias, sendo gue a
lesdo se inicia no mesmo dia da infiltracédo.

Exemplo 4 -~ Efeito do extrato de laranjeira in vitro

sobre de Xanthomonas citri subsp. citri (Xac).

[0060]A Figura 4 mostra o teste in vivo realizado para

a avaliacdo do desenvolvimento do cancro citrico em folhas
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de Citrus aurantifolia (limdo galego) infiltradas com
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) apds contato prévio (in
vitro) das células bacterianas em repouso com 0s controles
agua, DMSO 50% e DMSO 100%; extrato de (C.sinensis variedade
Péra~rio solubilizado em DMSO 50%; e extrato de C(C.sinensis
Péra~rio solublizado em DM3SO 100%. As setas indicam os locais
de inoculacdo das células Dbacterianas. O experimento foi
realizado em folhas destacadas, mantidas em tubos Falcon
contendo Agua, segundo metodologia j& descrita (Belasque Jr.
et al 2003; Francischini et al., 2003). Os resultados obtidos
apontam que foram observados sinais de cancro citrico nas
folhas que foram infiltradas com células de Xac previamente
expostas ao extrato de C.sinensis Péra-rio solubilizado com
DMSO 50% e, no entanto, com este mesmo extrato solubilizado
com DMS0100% n&o houve manifestacdo de cancro citrico,
indicando que o DMSO 100% é o mais indicado para ser usado
na solubilizacdo dos agentes quimicos, para a aplicacdo do
método de avaliacdo da atividade antimicrobiana da presente
invencéao.

[0061]No experimento da Figura 4, é mostrada a avaliacédo
do desenvolvimento do cancro citrico em folhas de Citrus
aurantifolia (limdo galego) infiltradas com Xanthomonas
citri subsp. citri (Xac) apds contato prévio por 15 horas
das células bacterianas com: agua (controle), DMSO 50% ou
DMSO~ 100% (controles) e extrato Pé&ra-rio, solubilizado com
DMSO 50% ou com DMSO~100%. Apds cada tratamento e
centrifugacdo, o pellet resultante fol ressuspendido em agua
antes da infiltracdo. As setas 1indicam o©os locais de
inoculacdo nas folhas.

Exemplo 5 - Efeito dos extratos sobre a wviabilidade
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bacteriana in vivo:

[0062] Na Figura 5 pode ser visto o grafico contendo a
contagem das células viadveis de Xac recuperadas a partir das
folhas infectadas; foli realizada apbds oito dias da
inoculacgdo, por meio de excisdo de discos foliares de 8,0 mm
de dié&metro, nas imediac¢des das infiltracdes, seguida de
maceracdo e plaqueamento (ANDRADE et al., 2008) para
guantificacdo das células viadveils, como detalhado a seguir.

[0063]0s trés discos da mesma folha foram retirados e
armazenados em um mesmo microtubo (Eppendorf), sendo entéo
realizadas as etapas de desinfeccgdo das folhas em condicgdes
estéreis.

[0064]0s trés discos de cada folha foram macerados em
almofariz contendo 3,0 mL de &gua destilada estéril, sendo
0 sobrenadante transferido para um tubo Eppendorf, e em
seguida diluido (107?) para plaqueamento (100 uL) em meio
Agar Nutriente. Apds incubacdo das placas por 2 dias a 28°C,
fol realizada a contagem de coldnias para determinacdo do
numero de UFC (Unidades Formadoras de Coldnias).

[0065] Pode ser visto gque nas placas de Xac tratada
previamente com o0s extratos Péra-rio ou Hamlim ndo foram
detectadas células viaveis de Xanthomonas, enquanto gue para
o tratamento com DMSO foi observado numero de células viavels
comparavel com a agua (controle), o que confirma o efeito
bactericida sobre Xac de ambos o0s extratos (Pera-Rio e

Hamlin) de Citrus sinensis.
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REIVINDICACOES:
1 - Método de avaliacdo da atividade antimicrobiana de

uma composicdo sobre fitopatdégenos caracterizado por

compreender as etapas de:

(a) Desafiar a cultura de microorganismos de
interesse;

(b) Lavagem das bactérias desafiadas e ressuspenséao
em agua;

(c) Inocular as suspensdes de bactérias desafiadas
na epiderme vegetal;

(d)Analise da epiderme vegetal.

2 — Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de na etapa (a), uma cultura liguida do
microrganismo de interesse ser, inicialmente desafiada com
uma composicdo contendo uma quantidade eficaz de um agente
guimico dissolvido no excipiente; a composicdo consistida de
uma quantidade eficaz de ao menos um agente agroquimico; e,
um ao menos um excipiente pode ser testada para verificacéo
de sua eficécia sobre bactérias gue sdo pragas agricolas.

3 - Método de acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizado

pelo fato de o ao menos um agente quimico ser pertencente ao
grupo compreendido de extrato vegetal, 6leo essencial, um
composto natural iscolado, ou um composto quimico sintético;
0 ao menos um excipiente ser pertencente ao grupo consistido
de dimetilssulféxido (DMSO), acetonitrila (MeCN), acetona,
etilacetato, tetrahidrofurano (THF), diclorometano (DCM), um
dlcool Ci1 a C4, acido acético, &gua, polissorbato, sorbitol,
ou uma misturas destes.

4 — Método de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado

pelo fato de o agente gquimico ser um extrato vegetal, ou um



2/4

composto natural isolado; o excipiente ser pertencente ao
grupo consistido de dimetilssulfdéoxido (DMSO), alcool Ci a Cg,
acido acético, agua, polissorbato, sorbitol, ou uma mistura
destes.

5 - Método de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado

pelo fato de a guantidade eficaz ser uma Proporcgdo
peso/volume (p/v) de entre 0,01 e 1 g do agente gquimico por
ml do excipiente.

6 - Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de uma massa de microrganismos ser retirada de uma
cultura de microrganismos e suspendida em um volume de entre
1 a 10 ml &gua destilada preferencialmente até alcancar a
densidade 6tica de 0,3 e, em seguida trés aliquotas iguais,
de entre 100 a 500 pl, sdo coletadas e centrifugadas entre
12000 a 18000 g, até sedimentar as células; o sobrenadante
ser descartado e o sedimento ressuspendido com 100 a 500 pul
de agua destilada para controle do experimento; ou 100 a 500
pl de solvente para o controle da composicgdo; ou 100 a 500
pl da composicdo antibacteriana.

7 - Método de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado

pelo fato de as trés aliquotas serem mantidas em contato com
o desafiante e os controles durante entre 8 a 24 horas, a
temperatura entre 20 a 30°C para se verificar o nivel de
inibicd&o do crescimento dos microrganismos.

8 — Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de na etapa (b), as células das suspensdes (i),
(ii) e (iii) sdo recolhidas por centrifugacdo, o sobrenadante
é entdo descartado e o sedimento é ressuspenso com entre 100
a 500 pl de Agua destilada.

9 - Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
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pelo fato de etapa (c¢), as folhas frescas do vegetal de
interesse serem recolhidas com o peciolo e, limpas com uma
solucdo solvente orgdnica; em seguida, na porcdo inferior de
cada folha independente, serem realizadas 3 aplicacdes de
cada um dos 3 inoculos sob a epiderme inferior das folhas,
com uma seringa de agulha fina.

10 - Método de acordo com a reivindicacdo 9,

caracterizado pelo fato de a solucdo solvente orgdnica serx

uma solucdo de etanol 70%.
11 - Método de acordo com a reivindicacdo 9,

caracterizado pelo fato de apds a aplicacdo do inoculo, as

folhas serem colocadas na posicdo vertical em um recipiente
adequado contendo &gua, com o peciolo sendo parcialmente
submerso na agua; as folhas permanecem no tubo durante entre
7 a 10 dias.

12 - Método de acordo com a reivindicacggdo 9,

caracterizado pelo fato de etapa (d) ocorrer pela observacéo

visual de manchas causadas pela proliferacdo do
microrganismo inoculado que permaneceu viavel.

13 - Composicdo antibacteriana caracterizada ©por
compreender entre 0,001 a 1 g/mL de ao menos um agente
quimico dissolvida em ao menos um excipiente.

14 - Composicdo de acordo com a reivindicacdo 13,

caracterizado pelo fato de o ao menos um agente guimico ser

pertencente ao grupo compreendido de extrato vegetal, déleo
essencial, um composto natural iscolado, e um composto quimico
sintético; o ao menos um excipiente ser pertencente ao grupo
consistido de dimetilssulféxido (DMSO), acetonitrila (MeCN),
acetona, etilacetato, tetrahidrofurano (THF), diclorometano

(DCM), um &lcool C; a Cs4, &cido acético, &agua, polissorbato,
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sorbitol, ou uma misturas destes.
15 - Composicdo de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado pelo fato de o agente quimico ser um extrato

vegetal.

16 - Composicgdo de acordo com a reivindicacao 14,

caracterizado pelo fato de ainda preferencialmente, ©

excipiente ser pertencente ao grupo consistido de
dimetilssulfdéxido (DMSO), 4alcool C; a Cs, écido acético,
agua, polissorbato, sorbitol, ou uma mistura destes; e agente
guimico ser dissolvido em uma proporgdo de entre 0,05 a 0,8

g/l de excipiente.
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RESUMO
METODO DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE UMA
COMPOSICAO SOBRE FITOPATOGENOS E COMPOSICAO ANTIBACTERIANA
Esta invencdo refere-se a um método de avaliacdo da
atividade antimicrobiana de uma composicéo sobre
fitopatdgenos; e a uma composicdo antibacteriana caracterizada
por compreender entre 0,001 a 1 g/mL de ao menos um agente

quimico dissolvida em ao menos um excipiente.
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