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RESUMO 

 
Perdas agrícolas significativas são causadas por fungos fitopatogênicos todos os 
anos, na busca por soluções ecologicamente corretas e economicamente viáveis, os 
produtos biotecnológicos surgem como uma excelente escolha. O presente trabalho 
teve como objetivo produzir e extrair as moléculas com ação antifúngica produzidas 
por Bacillus velezensis CMRP4490 contra os fungos fitopatógenos Machophomina 
phaseolina e Rhizoctonia solani. Por meio de uma fermentação líquida submersa 
foram obtidos biomassa contendo o microrganismo e os produtos provenientes de seu 
metabolismo. Os métodos utilizados para a extração de metabólitos secundários 
foram: Extração em Fase Sólida (EFS), Precipitação Ácida (PA) em pH 2,0 e pH 4,0 e 
uma metodologia de otimização, aliando ambas as extrações (PA e EFS) visando a 
separação de metabólitos secundários com características lipopeptídicas. Todas as 
metodologias foram acompanhadas de testes in vitro pelo método de Spot On The 
Lawn (SOTL) utilizando os fitopatógenos M. phaseolina e/ou R. solani. A zona de 
inibição de cada extrato foi medida em milímetros sendo que, aquele com maior 
atividade contra os fitopatógenos foi o precipitado em pH 4,0 proveniente da 
metodologia otimizada (PA + EFS) atingindo halos de 30 mm, a mesma amostra 
atingiu inibição total do fungo M. phaseolina na concentração 250 ug/ml. É possível 
inferir que os lipopeptídeos produzidos por B. velezensis CMRP4490 tem ação 
antifúngica, sendo necessária a aplicação de metodologias para a purificação e 
identificação destes. 

 
Palavras-chave: Antifúngico. Bacillus. Extração. 
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ABSTRACT 

 
Significant agricultural losses are caused by phytopathogenic fungi every year, in the 
search for ecologically correct and economically viable solutions, biotechnological 
products emerge as an excellent choice. The present work aimed to produce and 
extract molecules with antifungal action produced by Bacillus velezensis CMRP4490 
against the phytopathogenic fungi Machophomina phaseolina and Rhizoctonia solani. 
The microorganism and the products resulting from its metabolism were obtained 
through submerged liquid fermentation. The methods used for the extraction of 
secondary metabolites were: Solid Phase Extraction (EFS), Acid Precipitation (PA) at 
pH 2.0 and pH 4.0 and an optimization methodology, combining both extractions (PA 
and EFS) aiming the separation of secondary metabolites with lipopeptide 
characteristics. All methodologies were accompanied by in vitro tests using the Spot 
On The Lawn (SOTL) method using the phytopathogens M. phaseolina and/or R. 
solani. The inhibition halo of each extract was measured in millimeters, and the one 
with the greatest activity against phytopathogens was the precipitate at pH 4.0 from 
the optimized methodology (PA + EFS), reaching halos of 30 mm, which achieved total 
inhibition of the fungus M. phaseolina at a concentration of 250 ug/ml. It is possible to 
infer that the lipopeptides produced by B. velezensis CMRP4490 have antifungal 
action, making it necessary to apply methodologies for their purification and 
identification. 

 
Keywords: Antifungal. Bacillus. Extraction. 
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1 1 INTRODUÇÃO 

2 

3 Estima-se que a população global deverá atingir cerca de 9,7 bilhões de 
 

4 pessoas até 2050, segundo dados do Departamento de Assuntos Sociais e 
 

5 Econômicos da ONU (2022). Para suprir a crescente demanda por alimentos, o 
 

6 sistema de produção alimentícia global deverá passar por mudanças para garantir a 
 

7 segurança alimentar e nutrição de qualidade a todos (FAO, 2017). 
 

8 Um dos principais obstáculos para o aumento na produção agrícola reside na 
 

9 incidência de doenças provocadas por fitopatógenos, ocasionando a redução média 
 

10 de 15 a 25% da produção (VILLA-RODRIGUEZ et al., 2016). 
 

11 A aplicação de defensivos químicos sintéticos é o método mais utilizado para a 
 

12 redução das perdas na produção agrícola, o uso contínuo ou em excesso destes pode 
 

13 ser associado a riscos ambientais e à saúde. A partir dessas questões faz-se 
 

14 necessário o desenvolvimento de métodos inovadores para a diminuição dos 
 

15 prejuízos causados por fitopatógenos (AZIZBEKYAN, 2019; MICHEREFF et al., 
 

16 2005). 
 

17 O fungo Macrophomina phaseolina, é cosmopolita e promotor de perdas 
 

18 substanciais de  rendimento, afetando em torno  de  800 espécies de plantas em 
 

19 diferentes estágios de desenvolvimento (BITANCOURT, 1935). No Brasil, esse 
 

20 fitopatógeno foi detectado pela primeira vez em raízes de feijão e sucessivamente 
 

21 passou a infectar outros cultivares, de acordo com Wrather et al. (1997). 
 

22 O fungo Rhizoctonia solani é um fitopatógeno capaz de infectar uma ampla 
 

23 gama de hospedeiros, podendo afetar as sementes, frutos, mudas,  talo, raiz e folhas 
 

24 (OGOSHI, 1985), tendo como consequência à morte prematura da planta e redução 
 

25 da produtividade (GARCÍA-JIMÉNEZ et al., 2000). Apresentando ampla 
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26 disseminação, R. solani pode ser classificado como um fungo de difícil controle, 
 

27 devido à complexidade do seu comportamento ecológico (ZILLI et al., 2007). 
 

28 Os produtos biotecnológicos surgem destacando-se pela sustentabilidade e 
 

29 aplicabilidade, suprimindo ou eliminando agentes patogênicos por meio de produção 
 

30 de biomoléculas, com grande especificidade e rápida degradação, podendo ser 
 

31 empregados isoladamente, ou associados a outros métodos de controle (CORDEAU 
 

32 et al., 2016; SUTTON et al., 2016). 
 

33 Diante da importância pela busca de novos compostos que apresentem baixa 
 

34 toxicidade e menor custo de produção, o gênero Bacillus torna-se uma excelente 
 

35 escolha para o desenvolvimento de um fungicida altamente eficiente devido a ampla 
 

36 diversidade metabólica associada à sua presença em diferentes ecossistemas 
 

37 (KUPPER et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2010). 
 

38 Bactérias do gênero Bacillus, são Gram-positivas, com formato de bastonetes 
 

39 e podem ser aeróbios ou anaeróbios facultativos. Reconhecidas por auxiliarem no 
 

40 crescimento de plantas, podem também serem utilizadas como antagonistas contra 
 

41 bactérias, fungos e nematóides produzindo compostos que atuam como bactericidas, 
 

42 bacteriostático e fungicidas (SCHILLINGER et al., 1996; JOGAIAH et al., 2016; SILVA 
 

43 et al., 2018). 
 

44 Através da produção de moléculas bioativas como os lipopeptídeos cíclicos 
 

45 classificados em surfactinas, iturinas e fengicinas, os representes do gênero Bacillus 
 

46 têm a capacidade de agir de forma direta, inibindo o crescimento de patógenos ou 
 

47 indireta, estimulando a resistência sistêmica nas plantas hospedeiras (HASHEM et al., 
 

48 2019). 
 

49 A utilização de lipopeptídeos no setor agrícola ou alimentar é amplamente empregado, 
 

50 contudo, o desenvolvimento de processos analíticos eficientes e economicamente 
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51 viáveis é crucial para o desenvolvimento de metodologias que concedam resultados 
 

52 satisfatórios após os processos de extração dos compostos de interesse (ONGENA; 
 

53 JACQUES, 2008). 
 

54 A cepa B. velezensis CMRP 4490 apresenta grande potencial já relatados in 
 

55 sílico anteriormente, contudo, a purificação dos metabólitos produzidos pelo 
 

56 microrganismo ainda é uma área inexplorada, assim, o objetivo deste trabalho foi 
 

57 produzir, extrair, fracionar e avaliar as moléculas com ação antifúngica contra M. 
 

58 phaseolina e R. solani. 
 
 
 

59 2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

60 2.1 AGRONEGÓCIO NO BRASIL 

61 

62 A agricultura no Brasil é uma atividade econômica estratégica que se destaca 
 

63 mundialmente em relação à produção de insumos e commodities como, açúcar, 
 

64 laranja, café, soja, milho e algodão (FAOSTAT, 2019). 
 

65 Em 2023, o PIB do agronegócio correspondeu a 23,8% do PIB do país, sendo 
 

66 que a soja e derivados, lideram o mercado, atingindo cerca de 40,4% das exportações 
 

67 nacionais, contribuindo ativamente para o faturamento de US$166 bilhões 
 

68 anualmente. (CEPEA/ USP/ CNA 2023). 
 

69 O crescimento da agricultura brasileira nas últimas décadas deve-se principalmente 
 

70 ao consumo de químicos sintéticos amplamente utilizados para o manejo de 
 

71 fitopatógenos. Em 2021, o Brasil consumiu cerca de 720.870 toneladas de 
 

72 agrotóxicos, o uso intensivo destes impacta negativamente a saúde humana, o meio 
 

73 ambiente e eventualmente promove a aquisição de resistência contra os defensivos. 
 

74 Isso se deve a seu alto potencial bioacumulativo e resistência à decomposição por 
 

75 fatores biológicos (SAVOY, 2011; MURAKAMI et al., 2014). 



19 
 

 

76 Dentre as problemáticas associadas à produção agrícola, o crescimento 
 

77 populacional tornou-se um importante tema, estima-se que a população global deverá 
 

78 atingir cerca de 9,7 bilhões de pessoas até 2050, segundo dados do Departamento 
 

79 de Assuntos Sociais e Econômicos da ONU (2022). 
 

80 Para suprir a crescente demanda por alimentos e diminuir as perdas 
 

81 decorrentes de estresse bióticos e abióticos (10 a 40% da produção global), o sistema 
 

82 de produção inseriu novas práticas de Manejo Integrado de Pragas e Doenças (IPDM), 
 

83 que se constituem da combinação de métodos biológicos, culturais e químicos de 
 

84 forma otimizada, com o objetivo de diminuir os impactos ambientais e manter o 
 

85 equilíbrio econômico (GASQUES et al., 2012; FAO, 2017; MOREIRA et al., 2017). 
 

86 Dados indicam que cerca de 21,5% do trigo, 30% do arroz, 22,6% do milho, 
 

87 17,2% da batata e 21,4% da soja são afetados por insetos e outros patógenos, 
 

88 contribuindo para uma busca crescente por novos métodos para o controle de 
 

89 fitopatógenos que sejam economicamente viáveis e ambientalmente sustentáveis 
 

90 (CARVAJAL-YEPES et al., 2019). 
 

91 Os produtos biotecnológicos surgem destacando-se pela sustentabilidade e 
 

92 aplicabilidade, suprimindo ou eliminando agentes patogênicos por meio de produção 
 

93 de biomoléculas, com grande especificidade e rápida degradação, podendo ser 
 

94 empregados isoladamente, ou associados a outros métodos de controle (CORDEAU 
 

95 et al., 2016; SUTTON et al., 2016; RÊGO-MACHADO et al., 2021). 
 

 

96 2.2 FUNGOS FITOPATOGÊNICOS 

97 Os fungos representam o maior grupo de organismos fitopatogênicos, ocorrem 
 

98 em diversos tipos de sistemas agrícolas e causam doenças que podem afetar todos 
 

99 os estágios de desenvolvimento das plantas (MICHEREFF et al., 2005; CORREIA; 
 

100 MICHEREFF, 2018). 
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101 O ambiente como um todo, bem como as características do solo e da rizosfera 
 

102 determinam quais microrganismos estarão presentes, afetando diretamente a 
 

103 possibilidade de patógenos causarem ou não doenças (CHIARAMONTE; MENDES; 
 

104 MENDES, 2020). 
 

105 Os fungos do solo podem sobreviver por longos períodos de forma inativa, 
 

106 como estruturas de resistência que apresentam atividade metabólica nula ou reduzida, 
 

107 sendo que alguns fungos podem produzir esporos e serem facilmente transportados 
 

108 por ar ou água (HILLOCKS; WALLER, 1997; MICHEREFF et al., 2005). 
 

109 Após a germinação do propágulo, o fungo entra contato com as raízes do 
 

110 hospedeiro iniciando a fase de colonização, caracterizada pela invasão progressiva 
 

111 dos tecidos vegetais e o consequente aumento da produção de biomassa do fungo. 
 

112 Quando a disponibilidade de energia decresce, ocorre a redução na produção de 
 

113 biomassa e os fungos voltam a se diferenciar em estruturas de resistência (CORREIA; 
 

114 MICHEREFF, 2018). 
 

115 Dentre as principais culturas é possível classificar os fungos fitopatógenos que 
 

116 mais as acometem. Os principais gêneros de fungos fitopatógenos desencadeadores 
 

117 de infecções são Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotinia e Macrophomina. 
 

118 Tabela 1: Doenças causadas por fungos do solo sobre as principais culturas agrícolas no Brasil. 
 

Cultura Tipo de doença Patógeno Referência 

 
 
 
 
 

Soja 

 
 

Tombamento de plântulas 

Murcha-de-fusarium 

Murcha-de-esclerócio 

Podridão cinzenta do caule 

Podridão branca 

Podridão radicular seca 

Cancro da haste 

• Rhizoctonia solani 

• Pythium spp. 

• Fusarium oxysporum f.sp. glycines 

• Sclerotium rolfsii 

• Macrophomina phaseolina 

• Sclerotinia sclerotiorum 

• Fusarium solani f. sp. sojae 

• Diaporthe phaseolorum f. sp. 

meridionalis 

 

LANUBILE et 

al., (2015). 

MICHEREFF 

et al, (2005). 

 

 
Milho 

 

 
Podridão do colmo 

Queima de plântulas 

 
• Macrophomina phaseolina 

• Pythium spp. 

• Rhizoctonia solani 

COSTA et al, 

(2019). 

MICHEREFF 

et al, (2005). 
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Cana de 

açúcar 

 

 
Podridão abacaxi 

Podridão radicular 

Podridão de esclerócio 

 

• Thielaviopsis paradoxa 

• Pythium spp. 

• Sclerotium rolfsii 

BORGES et 

al., (2019). 

MICHEREFF 

et al, (2005). 

 
 

 
Café 

 

 
Podridão radicular 

Podridão do caule 

Rizoctoniose 

 
 

• Rosellinia spp. 

• Fusarium solani 

• Rhizoctonia solani 

MICHEREFF 

et al, (2005). 

MONTEIRO 

et al., (2017). 

 
 
 
 

Feijão 

 

Murcha-de-fusarium 

Podridão radicular seca 

Podridão cinzenta do caule 

Podridão branca 

Murcha de esclerócio 

Tombamento de plântulas 

• Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli 

• Fusarium solani f sp. phaseoli 

• Macrophomina phaseolina 

• Sclerotinia sclerotiorum 

• Sclerotium rolfer 

• Rhizoctonia solani 

• Pythium spp. 

HENRIQUE 

et al., (2015). 

MICHEREFF 

et al., (2005). 

 
Trigo 

 
Mosaico do trigo 

 
• Polymyxa graminis 

DALBOSCO 

et al., (2002) 

 
 
 
 

Arroz 

 
 

Podridão do caule 

Rizoctoniose 

Podridão radicular 

 

 
• Sclerotium rolfsii 

• Rhizoctonia solani 

• Pythium spp 

AMAIZ et al., 

(2017). 

MICHEREFF 

et al., (2005). 

 
 
 
 

Algodão 

 
 
 
 

Tombamento de plântulas 

Podridão negra 

Murcha-de-fusarium 

Murcha-de-verticílio 

Podridão cinzenta do caule 

• Rhizoctonia solani 

• Pythium spp. 

• Thielaviopsis basicola 

• Fusarium oxysporum f. sp. 

vasinfecton 

• Verticillium dahliae 

• Verticillium albo-altrum 

• Macrophomina phaseolina 

 

HALPERN et 

al., (2013). 

MICHEREFF 

et al. (2005). 

 
 
 

 
Mandioca 

 

 
Podridão radicular seca 

Podridão radicular mole 

Podridão do colo 

Podridão negra 

 
 

• Fusarium solani 

• Platophthora drechsleri; 

• Sclerotium rolfsii 

• Rosellinia necatrix 

MICHEREFF 

et al., 2005 

STEFANELL 

O et al., 

2017 

 
 

 
Laranja 

 
 

 
Podridão do pé 

Podridão de fusário 

 
 
 

• Phytophthora spp. 

• Fusarium solani 

MITCHEREF 

F et al. 2005 

SÁENZ 

PEREZ et 

al. 2019 

119 Fonte: O próprio autor. 



19 
 

 
 

120  

121 2.2.1 Macrophomina phaseolina 

 
122 O fungo Macrophomina phaseolina foi descrito por Tassi em 1901, pertencente 

123 à divisão Ascomycota, classe Dothideomycetes e família Botryosphaeriaceae, é 

124 classificado como um fungo necrotrófico, patógeno que causa a morte do hospedeiro 

125 e obtêm nutrientes do tecido morto (SALES JÚNIOR et al., 2020; LODHA; MAWAR, 

126 2020; FARR; ROSSMAN, 2022). 

127 Em culturas in vitro, M. phaseolina apresenta-se com coloração variável 

128 dependendo do tempo de incubação e meio de cultura utilizado, as colônias vão de 

129 cinza, marrom até preto (DHINGRA e SINCLAIR 1978; KAUR, DHILLON, BRAR, 

130 VALLAD, et al. 2012; SHORT, WYLLIE E AMMON 1978). 

131 No Brasil, esse fitopatógeno foi detectado pela primeira vez em raízes de feijão 

132 e sucessivamente  passou a infectar  outros cultivares, causando doenças como: 

133 podridão do carvão, podridão cinzenta do caule, podridão das raízes, tombamento e 

134 danos às sementes, sendo mais agressiva em países tropicais e subtropicais, de clima 

135 semiárido (WRATHER et al. 1997; KAUR et al. 2013; KHAN et al, 2017). 

136 A ampla variabilidade morfológica, fisiológica, patogênica e genética torna M. 

137 phaseolina um fungo cosmopolita e promotor de perdas substanciais de rendimento, 
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138 afetando em torno de 800 espécies de plantas de valor comercial, como: soja, 
 

139 melão, melancia, feijão, sorgo e algodão (VENDAS JÚNIOR et al., 2020; LODHA; 
 

140 ROSA, 2020; LONGE; ROSMAN, 2022). 
 

141 A capacidade de sobreviver durante longos períodos em reservatórios biológicos 
 

142 como: resíduos culturais e sementes, ocorre através de estruturas de de sobrevivência 
 

143 composta por múltiplas hifas, conhecidas como microescleródios, esses, promovem 
 

144 resistência à degradação física, química e biológica (BOLTON; THOMMA; NELSON, 
 

145 2006). 
 

146 Quando em estado patogênico, o fungo M. phaseolina coloniza o tecido 
 

147 vascular, adentra o córtex e penetra nos vasos do xilema, podendo migrar em direção 
 

148 à raiz, onde obstrui mecanicamente os vasos, causando desidratação e desnutrição 
 

149 da planta, levando ao processo de murcha até morte (KAUR, DHILLON, BRAR, 
 

150 VALLAD, et al. 2012; MAYEK-PÉREZ et al. 2002). 
 

151 Além da produção de proteínas que desempenham papel fundamental  no 
 

152 processo de infecção por M. phaseolina, alguns metabólitos com atividade fitotóxica 
 

153 já foram identificados e contribuem no processo infeccioso (BANDARA et al., 2018, 
 

154 KHAN et al., 2017, SINHA et al., 2021). Esses compostos estão concatenados a 
 

155 seguir. 
 

156 Tabela 2: Compostos produzidos por M. phaseolina. 
 

Proteínas Metabólitos 

Amilase Ácido faseolínico 

β-glucosidase Botriodiplodina 

Catalase Faseolinona 

Endoglucanase Fasesociclopentanona A 

Hidrolases Fasesociclopentanona B 

Lipase Guignardona A 

Protease Isoasperlina 

Superóxido dismutase Macrofominol 

Xilanases Meleína 
157 Fonte: O próprio autor. 
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158 Referências: BHATTACHARYA et al., 1987; MAHATO et al. 1987; BHATTACHARYA et al., 1994; 

159 TRIGOS et al. 1995; RAMOS-SANTOS et al., 2014; SARKAR et al., 2014; KHAN  et al., 2017; 

160 BANDARA et al., 2018; LAI & LIOU, 2018; ABBAS et al., 2020; KHAMBHATI et al., 2020; LU et al., 

161 2020; SALVATORE et al., 2020; SINHA et al., 2021. 

162 
 

163 Quando em contato com o hospedeiro, estes metabólitos podem apresentar 

164 atividade de supressão da divisão celular, ativação ou inibição da respiração, 

165 alterações bioquímicas (síntese ou transporte de compostos), danos às membranas 

166 celulares ou até mesmo mimetizar alguns fitohormônios (OTANI, KOHMOTO, 

167 

 
168 

KODAMA 1995; BERESTETSKIY 2008). 

 

 
169 

 
 

2.2.2 Rhizoctonia solani 

 
170 O fungo Rhizoctonia solani pertencente ao   filo   Basidiomycota, classe 

171 Agaricomycetes, família Ceratobasidiaceae, é classificado como necrotrófico e 

172 responsável por danos a uma ampla gama de culturas como soja, algodão, canola, 

173 trigo, beterraba, batata e alecrim (NAGARAJ et al., 2017). 

174 Devido a sua alta patogenicidade, R. solani pode causar tombamento pré e 

175 pós-emergência, ferrugem da bainha, podridão da raiz, podridão do colo, cancro do 

176 caule, podridão da coroa, podridão de botões e frutos e ferrugem da folhagem 

177 (EMBRAPA, 1999; NAGARAJ et al., 2017). 

178 A infecção nos tecidos vegetais ocorre por meio de hifas especializadas ou 

179 estruturas de infecção,  conhecidas como apressórios lobados. A penetração da 

180 cutícula ocorre através da pressão mecânica aliada a degradação do tecido 

181 hospedeiro, causada por enzimas como: celobiose desidrogenase, β-xilanase, β- 

182 glucanase, β-glucosidase, cutinase e glicosil transferase (GARCIA et al., 2006). 
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183 Além das enzimas, durante a infecção, há a secreção de fitotoxinas como: ácido 
 

184 3-metiltiopropiônico e ácido 3-metiltioacrílico, componentes determinantes quanto a 
 

185 patogenicidade e progressão da doença (VERWAAIJEN et al., 2017). 

 
186 186 

 

 

187 2.3 Controle biológico 
 

188 O controle biológico é um fenômeno natural que consiste na regulação dos 
 

189 organismos por inimigos naturais, pode ser classificado como um fenômeno dinâmico 
 

190 que sofre influência de fatores climáticos, da disponibilidade de alimentos e da 
 

191 competição (VAN DEN BOSCH et al, 1982). 
 

192 Atualmente o controle biológico é empregado como uma metodologia crescente 
 

193 no mundo e uma estratégia eficaz no controle de pragas agrícolas, essa inovação 
 

194 trouxe consigo o incentivo para o uso de bioinsumos (MAPA, 2022). 
 

195 Os bioinsumos, são definidos como produto, processo ou a tecnologia de 
 

196 origem vegetal,   animal ou   microbiana, destinado   ao   uso   na   produção,   no 
 

197 armazenamento e no beneficiamento de produtos agropecuários, nos sistemas de 
 

198 produção aquáticos ou de florestas plantadas, que interfiram positivamente no 
 

199 crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais, de plantas, 
 

200 de microrganismos e de substâncias derivadas e que interajam com os produtos e os 
 

201 processos físico-químicos e biológicos, esses, são produzidos a partir de 
 

202 microrganismos ou moléculas produzidas por eles que atuam de forma benéfica para 
 

203 controle de doenças ou como fertilizantes (MAPA, 2022). 
 

204 Atualmente no Brasil, estão registrados 636 inoculantes e 617 produtos para 
 

205 controle de pragas, dentre estes, apenas 94 são agentes biológicos de controle. Com 
 

206 relação a bioinsumos produzidos a partir de microrganismos, os registros indicam 295 
 

207 inseticidas, 114 fungicidas, 78 nematicidas e 5 bactericidas (MAPA, 2024). 
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208 2.3.1 Bacillus 
 

209 Dentre os 114 fungicidas microbiológicos registrados no Brasil, 50 deles são 
 

210 produzidos a partir Bacillus, gênero pertence à família Bacillaceae, estes, apresentam 
 

211 formato de bastonetes, são gram-positivos, facultativos aeróbios, catalase positivos e 
 

212 são produtores de endósporos (MADIGAN et al., 2010). 
 

213 A vasta utilização deste gênero bacteriano na produção de fungicidas se deve 
 

214 ao aparato genético e grande estabilidade. Essas características estão intimamente 
 

215 relacionadas a capacidade de formação de endósporos, a produção de metabólitos e 
 

216 promoção de crescimento em plantas, o que torna o gênero Bacillus uma alternativa 
 

217 promissora (YOO et al., 2006; RÜCKERT et al., 2011; JI et al., 2013; BLEICH et al., 
 

218 2015; ZHANG et al., 2015). 
 

219 Entre os 50 bioinsumos compostos por Bacillus ou por moléculas produzidas 
 

220 por eles, 16 deles são referentes a B. velezensis. Essa espécie foi isolada pela 
 

221 primeira vez na foz do rio Vélez em Málaga (sul da Espanha) e descrita por Ruiz- 
 

222 García et al. 2005, como uma bactéria Gram positiva que se desenvolve na faixa de 
 

223 temperatura de 15 a 45 °C e faixa de pH de 5,0 a 10,0 (MAPA, 2024). 
 

224 A cepa de B. velezensis CMRP 4490 utilizada no presente trabalho, após 
 

225 sequenciada apresentou um genoma estimado em 3.996.396 pb. Foram identificados 
 

226 13 clusters relacionados à síntese de moléculas com atividade antifúngica, dentre 
 

227 eles, 8 apresentaram agrupamentos de genes biossintéticos já descritos ligados à 
 

228 síntese de: surfactina, butirosina A/B, macrolactina H, bacileno, fengicina, difficidina, 
 

229 bacilibactina e bacilisina (TEIXEIRA, G. M. et al., 2020). 

 
 

230 230 
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231 2.3.2 Compostos antifúngicos 

232  

233 Vários compostos apresentam propriedade de inibição de microrganismos, 

234 desde lipopeptídeos não ribossomais até algumas proteínas, as quais são produzidas 

235 por uma grande variedade de organismos como as bactérias, espécies de 

236 vertebrados, invertebrados, plantas e fungos (WILLIAM et. al. 1989; WONG et al. 

237 2008). 

238 O metabolismo secundário é caracterizado pela produção de compostos 

239 dependentes dos produtos advindos do metabolismo primário, essa via metabólica é 

240 responsável pela produção de moléculas que podem ou não serem ativas (VINING, 

241 1986; SPECIAN et al., 2014). 

242 Com uma ampla gama de funções, os metabólitos secundários podem atuar 

243 como defesa contra patógenos, herbívora, proteção contra raios ultravioletas, 

244 tolerância à dessecação, transporte de metais entre outros (WHITTAKER, 1975; 

245 DETHIER, 1954; FRAENKEL, 1959; STAMP, 2003;). 

246 Um exemplo da ação de proteínas antifúngicas na natureza, são as proteínas 

247 análogas a taumatina, essas estão presente em Thaumatococcus daniellii e podem 

248 ser encontradas no oeste da África. Embora a proteína taumatina e sua proteína 

249 análoga sejam semelhantes estruturalmente, não compartilham das mesmas 

250 características, já que a taumatina não apresenta atividade antifúngica (HO et al. 

251 2007). Estas proteínas análogas são produzidas por algumas monocotiledôneas como 

252 cevada, trigo, sorgo e aveia, e tem capacidade de inibir o crescimento micelial dos 

253 fungos Fusarium oxysporum e Mycosphaerella arachidicol (HO et al. 2007; WONG et 

254 al. 2008). 
 

255 
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256 2.3.3 Lipopeptídeos 
 

257 A literatura indica que microrganismos do gênero Bacillus são capazes de 
 

258 produzir metabólitos secundários pela via NPSP- Nonribosomal Peptide Syntasis 
 

259 Pathway ou pela via do PKS – Polyketide Synthase (WONG et al., 2008; WONG & 
 

260 NG, 2009; BENITEZ et al. 2012;). Alguns dos compostos identificados e 
 

261 caracterizados são: iturina A, bacilomicina, bacilopeptina, surfactina e fengicina. 
 

262 A família das iturinas apresenta uma estrutura de pentapeptídio ou 
 

263 heptapeptídio cíclico com uma cadeia de ácido graxo contendo de 14 a 17 átomos de 
 

264 carbono. Destacam-se as iturinas A, C, D e E, bacilomicina D, F, L, bacilopeptina e 
 

265 mycosubtilina (MAGET-DANA & PTAK 1990; ALVAREZ, 2011; JEMI et al., 2017). 
 

266 O mecanismo de ação das moléculas de iturina ocorre quando penetram a 
 

267 membrana citoplasmática da célula-alvo e desorganizam a bicamada lipídica ativando 
 

268 as fosfolipases. Dentro da membrana,   elas formam estruturas oligôméricas 
 

269 (agregados de lipopeptídeos ou agregados do complexo lipopeptídeo-fosfolípido) que 
 

270 formam poros e aumentam com o passar do tempo e permitem o vazamento de K+ 
 

271 intracelular (MAGET-DANA & PTAK, 1990). 
 

272 A família das surfactinas refere-se às moléculas formadas por um 
 

273 heptapeptídeo ligado a uma cadeia de ácido graxo contendo entre 13 e 16 átomos de 
 

274 carbono. Essas moléculas promovem a alteração na membrana fosfolipídica devido 
 

275 às interações fortes que estabelecem com a membrana, além de serem poderosos 
 

276 surfactantes, por terem a capacidade de reduzir a tensão superficial da água de 72 
 

277 para 27 mN/m em uma concentração tão baixa quanto 0,005%, além de apresentar 
 

278 potente atividade antiviral, antitumoral, anticoagulante e bem como inibições 
 

279 enzimáticas (YAN et al., 2012; MNIF & GHRIBI, 2015). 
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280 A família das fengicinas é composta por lipodecapeptídios cíclicos ligados a 
 

281 uma cadeia de ácido graxo contendo entre 14 e 18 átomos de carbono (saturados ou 
 

282 insaturados), apresentando uma forte ação contra fungos filamentosos. As fengicinas 
 

283 diferem das iturinas e surfactinas pela presença de aminoácidos incomuns, como 
 

284 ornitina e alo-treonina. A variação da posição 6 no anel peptídico em Ala- Val permite 
 

285 diferenciar as estruturas das moléculas pertencentes à família da fengicina em 
 

286 fengicina A e B e plipastatina A e B (ONGENA et al., 2005; ALVAREZ, 2011; MNIF & 
 

287 GHRIBI, 2015). 

 
288 

 

 
 

289 3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

290 3.1 Microrganismos 
 

291 A bactéria utilizada neste trabalho foi uma linhagem da espécie B. velezensis 
 

292 CMRP 4490, originalmente isolada de um solo localizado a 23°19′26,2″S, 
 

293 51°11′50,5″W, na Universidade Estadual de Londrina (UEL), Paraná, Brasil. A cepa 
 

294 foi mantida no Laboratório de Biotecnologia Microbiana da UEL e depositada como 
 

295 cepa CMRP 4490 nas “Coleções Microbiológicas da Rede Paranaense (CMRP)” da 
 

296 Universidade Federal do Paraná, Curitiba, Brasil. 
 

297 Os fitopatógenos utilizados nos experimentos in vitro foram M. phaseolina e R. 
 

298 solani, ambos se encontram estocados no Laboratório de Biotecnologia Microbiana - 
 

299 LABIM da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Paraná, Brasil. 

 
300 300 
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301 3.2 Produção dos metabólitos 
 

302 Para ativação da linhagem proveniente do banco de células, o isolado foi 
 

303 inoculado em placas de ágar Luria-Bertani (LB - Acumedia, USA) e incubados em 
 

304 estufa a 28°C por 24 horas, posteriormente foram feitos repiques a partir de colônia 
 

305 isoladas, e incubados em meio LB a 28 °C por 18 horas. Após crescimento, colônias 
 

306 isoladas foram suspensas em salina e ajustadas na concentração 0,5 da escala 
 

307 nefelométrica de Mc Farland, correspondendo a uma concentração de 1,5x10⁸ 
 

308 unidades formadoras de colônias (UFC). Para o preparo da cultura iniciadora (CI) 
 

309 300ul da suspensão salina foram inoculados em frascos Erlenmeyer  de 100 ml 
 

310 contendo 30 ml de meio formulado: g L-1: glicose 20,00; triptona 12,40; NaCl 5,00; 
 

311 K2HPO4 3H2O 1,50; MnSO4 H2O 0,04; FeSO4 7H2O 1,67; MgCl2 6H2O 1,22; pH 7,00 - 
 

312 7.20 (Patente BR 102020013481 7), os quais foram incubados a 28°C, 200 rpm 
 

313 (agitador orbital Thoth 6430B, Brasil), por 18h. 
 

314 Para a realização da fermentação líquida submersa, uma alíquota de 1% (v/v) 
 

315 proveniente da cultura iniciadora foi transferida para o Biorreator Applikon (Ez-Control- 
 

316 Holanda) contendo 2000 ml do mesmo meio formulado, sob agitação de 1000 rpm à 
 

317 28° C e 0,5 VVM de ar. 
 

318 Após inoculado, a dorna foi acoplada ao Biorreator Applikon (Ez-Control- 
 

319 Holanda) onde monitorou-se a variação de pH, oxigênio dissolvido, temperatura e 
 

320 controlado o nível de espuma. 
 

321 Para a obtenção do Sobrenadante Livre de Células (SLC), o fermentado foi 
 

322 centrifugado por 15 min a 8860 x g (Hitachi, CR21G Himac), congelado e liofilizado, 
 

323 obtendo o extrato bruto, material seco ri 

 
324 324 
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325 3.3 Contagem de células viáveis 
 

326 A determinação da quantidade de unidades formadoras de colônias foi 
 

327 realizada por meio da diluição seriada, a partir de um tubo de ensaio contendo 9 ml 
 

328 de solução salina e 1ml do fermentado. As amostras referentes a cada uma das 
 

329 diluições foram plaqueadas por meio da técnica de espalhamento com Drigalsky em 
 

330 placas de Petri de 90 mm contento meio TSA (Trypticase Soy Agar) solidificado 
 

331 (MORAES, R., 1993). 
 

332 As placas foram incubadas à 25ºC e analisadas após 24 e 36 horas, as 
 

333 contagens foram delimitadas como válidas quando entre 30 e 300 colônias. 
 

 

334 3.4 Tratamento térmico 
 

335 Os mesmos tubos de ensaio utilizados na contagem de células viáveis foram 
 

336 aquecidos a 80ºC durante 15 minutos em banho maria e as amostras referentes a 
 

337 cada uma das diluições foram plaqueadas por meio da técnica de espalhamento com 
 

338 Drigalsky em placas de Petri de 90 mm contento meio TSA (Trypticase Soy Agar) 
 

339 solidificado (MORAES, R., 1993). 
 

340 As placas foram incubadas à 25ºC e analisadas após 24 e 36 horas, as 
 

341 contagens foram delimitadas como válidas quando entre 30 e 300 colônias. 

 
342 342 

 

 

343 3.5 Teste de poço-difusão em ágar 
 

344 Os testes de poço-difusão foram realizados no período de 72:00h em placas 
 

345 de Petri contendo o meio de cultivo BDA (Ágar Batata Dextrose) para o 
 

346 acompanhamento da produção metabólica e determinação da atividade antifúngica 
 

347 do SLC contra M. faseolina e R. solani. 
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348 O spot de 9 mm do fungo antagonista foi depositado ao centro da placa e de 
 

349 forma equidistante foram dispostos os poços de 9 mm de diâmetro, nesses foram 
 

350 depositados 200μl do Sobrenadante Livre de Células ainda líquido, as amostras foram 
 

351 esterilizadas por filtração em membrana de polietersulfona (PES) 0,22 μm 
 

 

352 3.6 Extração dos metabólitos 
 
 

353 3.6.1 Extração em Fase Sólida (EFS) do Extrato Bruto (EB) 
 

354 O Sobrenadante Livre de Células (SLC) após ser liofilizado, foi denominado 
 

355 como Extrato Bruto (EB). A partir do EB foi realizada a primeira Extração em Fase 
 

356 Sólida (EFS ou Solid Phase Extraction - SPE) utilizando cartuchos de Sílica de Fase 
 

357 Normal (EFS-N), a partir de 1 g do EB adsorvida em 325 mg de sílica gel (0,063- 
 

358 0,200m), triturados com auxílio de almofariz e pistilo e inseridos em cartuchos, 
 

359 contendo 750 mg de sílica gel, como fase móvel foi utilizado 250 ml de metanol para 
 

360 a extração dos compostos polares. O extrato orgânico obtido a partir desta técnica foi 
 

361 denominado EFS do EB. 

 
362 362 

 

 

363 3.6.2 Precipitação ácida (PA) em pH 2,0 
 

364 Para a realização da precipitação ácida foi adicionado ao SLC ainda líquido, 
 

365 ácido clorídrico à 6M ajustando a solução até o pH 2,0, o frasco foi mantido a 4º C 
 

366 durante a noite para a precipitação completa dos lipopeptídeos. Após o período de 
 

367 overnight, a solução foi centrifugada durante 15 minutos a 12.000 rpm. Após 
 

368 centrifugação, o precipitado e sobrenadante foram ressuspensas em água e o pH 
 

369 ajustado à 7,5. 

 
370 370 
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371 3.6.3 Precipitação ácida (PA) em pH 4,0 
 

372 Para a realização da segunda precipitação ácida, foi adicionado ao SLC ainda 
 

373 líquido, ácido clorídrico à 6M ajustando a solução até o pH 4,0, o frasco foi mantido a 
 

374 4º C durante a noite para a precipitação completa dos lipopeptídeos. Após o período 
 

375 de overnight, a solução foi centrifugada durante 15 minutos a 12.000 rpm. Após 
 

376 centrifugação, o precipitado e sobrenadante foram ressuspensas em água e o pH 
 

377 ajustado à 7,5. 

 
378 378 

 

 

379 3.6.4 EFS dos Precipitados (P) obtidos na Precipitação Ácida (PA) 
 

380 Com o objetivo de otimizar a extração foram aplicados métodos de forma 
 

381 conjunta, aliando a EFS à PA. Os Precipitados (P) resultantes da PA foram extraídos 
 

382 novamente pela EFS, a partir de 1 g do Precipitado (P) adsorvidos em 325 mg de sílica 
 

383 gel (0,063-0,200m), triturados com auxílio de almofariz e pistilo e inseridos em 
 

384 cartuchos, contendo 750 mg de sílica gel, como fase móvel foi utilizado 250 ml de 
 

385 metanol para a extração dos compostos polares. 
 

386 Para a retirada dos solventes, as amostras coletadas: EFS do Precipitado em 
 

387 pH 2,0 e EFS do Precipitado em pH 4,0, foram concentradas em rotaevaporador 
 

388 (Fisatom, 801) ressuspensas em água, congeladas e liofilizadas. 

 
389 389 

 

 

390 3.7 Teste de difusão em ágar Spot on The Lawn (STL) 
 

391 A qualificação da possível atividade inibitória foi realizada por meio de testes 
 

392 Spot on lawn contra M. phaseolina e R. solani. Em placas de Petri de 90 mm de 
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393 diâmetro com meio de cultivo Batata Dextrose Ágar (BDA) foram depositados 
 

394 Spots de 9 mm do fungo antagonista ao centro da placa e de forma equidistante foram 
 

395 dispostas 10µl as amostras de interesse na mesma concentração. 
 

396 Foram testadas duas concentrações: 500μg/10µl e 250ug/10µl, as placas foram 
 

397 incubadas com fotoperíodo de 12 horas em incubadoras do tipo BOD a 25 °C, durante 
 

398 5 a 7 dias e os diâmetros dos halos de inibição foram medidos em milímetros (mm). 

 
399 399 

 

 

400 3.8 Concentração Inibitória mínima (CIM) 
 

401 Para determinar a concentração inibitória mínima da amostra mais ativa, foi 
 

402 realizada uma diluição seriada do extrato em tubos contendo água deionizada estéril, 
 

403 após a diluição, 1 ml de cada amostra foi incorporado aos 9 ml de meio BDA em placas 
 

404 de Petri (60mm), resultando nas concentrações: 250 ug/ml; 125 ug/ml; 62,5 ug/ml; 
 

405 31,2 ug/ml; 15,6 ug/ml e 7,8 ug/ml, estas concentrações já são as concentrações dos 
 

406 extratos incorporados ao meio de cultura. 
 

407 Plugs de 5 mm de diâmetro com o micélio de M. phaseolina obtidos de uma 
 

408 cultura de 5 dias, foram depositados no centro das placas, após solidificado. O 
 

409 crescimento micelial foi avaliado em 24:00, 48:00 e 72:00 horas de incubação a 25°C 
 

410 e a porcentagem de Inibição do Crescimento Micelial (ICM) calculada de acordo com 
 

411 Yahyazadeh et al., (2008): 

 
412 412 

 

413 ICM (%) = [(C – T)] / C] x 100 

 
414 

 

415 Onde C (mm) é o diâmetro médio da colônia no controle e T (mm) é o diâmetro 
 

416 médio da colônia de cada tratamento. A concentração inibitória mínima foi a menor 
 

417 concentração que inibiu completamente o crescimento fúngico. 
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418 4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

419 4.1 Contagem de células viáveis e tratamento térmico 
 

420 As diluições foram realizadas com o intuito de verificar a pureza do fermentado 
 

421 com relação a contaminantes e determinar a concentração de células viáveis obtidas 
 

422 após a fermentação líquida submersa. 
 

423 Por meio do plaqueamento e contagem, foram obtidas colônias puras de 
 

424 mesmas características macromorfológica e em quantidades satisfatórias, 
 

425 demonstrando boa relação entre o metabolismo da cepa e o meio de cultura escolhido. 
 

426 Através do estresse térmico causado pelo aquecimento das diluições e 
 

427 plaqueamento, foi confirmada a capacidade do microrganismo de se diferenciar em 
 

428 endósporos, a contagem de colônias em ambos os testes estão na tabela a seguir. 

 
429 429 

 

430 Tabela 3: Contagem de células viáveis e endósporos com 24 horas e 36 horas. 
 

Teste Diluição 24h 36h 

Unidades Formadoras de 
Colônia 

-6 4,1 x 10⁸ 5,4 x 10⁸ 

Endósporos -6 3,2 x 10⁸ 4,4 x 10⁸ 

 
431 Fonte: o próprio autor 

432 
 

 

433 4.2 Teste de poço difusão em ágar 

 
434 Após a fermentação líquida submersa foi realizado o teste de poço-difusão com 

435 o sobrenadante livre de células, constatando a presença de metabólitos secundários 

436 com ação antifúngica. Os halos resultantes foram medidos e atingiram 27,55 ± 0,74 

437 mm contra M. phaseolina e 28,25 ± 0,85 mm contra R. solani. 
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438 
 

439 Figura 1:Teste de poço difusão utilizando 200µl de sobrenadante livre de células (líquido) contra os 
440 fitopatógenos M. phaseolina e R. solani. 

 

 
441 Fonte: O próprio autor. 

 
442 

 

443 As extrações resultaram em diferentes rendimentos de acordo com a 
 

444 metodologia utilizada, obteve-se os seguintes valores a partir das amostras ativas: 

 
445 

 

446 Tabela 4: Rendimento dos extratos liofilizados. 
 

 
Extrações 

 

Peso matéria prima 
 

Peso extrato 
liofilizado (g) 

 

Porcentagem 
(%) 

P. pH 2,0 
 

100 ml (SLC) 
0,490 

 
- 

P. pH 4,0 100 ml (SLC) 0,530 - 

P. pH 4,0 EFS 1 g (PELLET) 0,601 
 

60,1 

EFS 1 g (EB) 0,415 41,5 

447 Fonte: O próprio autor. 
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448 Legenda: P.pH 2,0: Precipitado da precipitação ácida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitadoda precipitação 
 

449 ácida em pH 4,0/ P. pH 4,0 EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitação ácida após extração em fase 
 

450 

 

451 

sólida/ EFS: Extração em fase sólida do extrato bruto. 

 

 

452 4.3 Teste de difusão em ágar Spot On The Lawn (SOTL) 
 

453 Por meio do teste STL contra M. phaseolina utilizando as extrações em 
 

454 concentração 250 ug/ 10µl ou 25 mg/ml, foi observada atividade antifúngica nas 
 

455 amostras: precipitado (PA) em pH 2,0 (P.pH 2,0), precipitado (PA) em pH 4,0 (P.pH 
 

456 4,0) e precipitado em pH 4,0 (PA) após a extração em fase sólida (P.EFS), as zonas 
 

457 de inibição foram de 21,9 mm a 26,2 mm respectivamente. 
 

458 As amostras: extrato bruto (EB), extração em fase sólida do extrato bruto (EFS), 
 

459 sobrenadante da precipitação ácida em pH 2,0 (S.pH2) e sobrenadante da 
 

460 precipitação ácida em pH 4,0 (S.pH4), não apresentaram nenhuma atividade. O 
 

461 resultado pode ser observado na figura 2 e as medidas dos halos na tabela 6. 

 
462 462 

 

463 Figura 2: Teste SOTL utilizando extratos contra M. phaseolina em concentração de 250ug/10µl. 
 
 

464 Fonte: O próprio autor. 
 

465 Legenda: EB: extrato bruto (SLC liofilizado)/ S.pH2: sobrenadante da precipitação ácida em pH 2,0/ 
 

466 S.pH4: sobrenadante da precipitação ácida em pH 4,0/ EFS: Extração em fase sólida do extrato bruto/ 
 

467 P.pH 2,0: Precipitado da precipitação ácida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitadoda precipitação ácida em 
 

468 pH 4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitação ácida após extração em fase sólida. 
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469 Tabela 5: Medida em diâmetro dos halos no teste spot on the lawn contra M. phaseolina na 

470 concentração de 250 ug/10µl. 

 
471 471 

 
472 472 

 
473 473 

 
474 474 

 
475 475 

 
476 476 

 
477 477 

 
478 Fonte: O próprio autor. 

 

479 Legenda: EB: extrato bruto/ EFS: extração em fase sólida/ S.pH2: sobrenadante da precipitação ácida 
 

480 em pH 2,0/ S.pH4: sobrenadante da precipitação ácida em pH 4,0/ EFS: Extração em fase sólida/ P.pH 
 

481 2,0: Precipitado da precipitação ácida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitadoda precipitação ácida em pH 
 

482 4
8

2 

 
483 4

8

3 

4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitação ácida após extração em fase sólida/ C: controle. 

 

484 Em maior concentração (500ug/10µl ou 50mg/ml) contra R. solani, foi 
 

485 constatada atividade antifúngica nos precipitados provenientes da precipitação ácida, 
 

486 como mostra a figura 3 e tabela 7. Os sobrenadantes resultantes da precipitação, bem 
 

487 como o extrato bruto e extração em fase sólida não apresentaram inibição alguma 
 

488 nessa concentração. 

 
489 489 

 

490 Figura 3: Teste SOTL utilizando extratos contra R. solani em concentração de 500 ug/10µl. 
 

491 Fonte: O próprio autor. 

 

Extrações 
Medida dos halos em 

mm (250ug/10µl) 

 

Desvio padrão 

EB 00,0 - 

EFS 00,0 - 

S_pH2 00,0 - 

S_pH4 00,0 - 

P_pH2 21,9 1,833 

P_pH4 22,3 1,389 

P_EFS 26,2 1,177 

C 00,0 - 
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492 Legenda: EB: extrato bruto (SLC liofilizado)/ EFS: extração em fase sólida/ S.pH2: sobrenadante da 
 

493 precipitação ácida em pH 2,0/ S.pH4: sobrenadante da precipitação ácida em pH 4,0/ EFS: Extração 
 

494 em fase sólida do EB/ P.pH 2,0: Precipitado da precipitação ácida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitadoda 
 

495 precipitação ácida em pH 4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitação ácida após extração em 
 

496 4
9

6 

 

497 4
9

7 

fase sólida. 

 

498 Tabela 6: Medida em diâmetro dos halos no teste SOTL contra R. solani em concentração de 500 

499 ug/10µl. 
 

Extrações Medida dos halos em 
mm 

 
Desvio padrão 

EB 00,0 - 

EFS 00,0 - 

S_pH2 00,0 - 

S_pH4 00,0 - 

P_pH2 24,5 0,984 

P_pH4 26,5 0,416 

P_EFS 30,0 0,866 

C 00,0 - 

500 Fonte: O próprio autor. 
 

501 Legenda: EB: extrato bruto (SLC liofilizado)/ EFS: extração em fase sólida/ S.pH2: sobrenadante da 
 

502 precipitação ácida em pH 2,0/ S.pH4: sobrenadante da precipitação ácida em pH 4,0/ EFS: Extração 
 

503 em fase sólida do EB/ P.pH 2,0: Precipitado da precipitação ácida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitado da 
 

504 precipitação ácida em pH 4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitação ácida após extração em 
 

505 fase sólida. 
 

506 506 

 

507 Por meio do tamanho da zona de inibição nos testes posteriores foi possível 
 

508 realizar uma inferência com relação a eficiência entre as metodologias, foi observada 
 

509 uma pequena diferença entre a atividade antifúngica do precipitado em pH 4 e 
 

510 precipitado em pH 2, dada, provavelmente, pela estabilidade das moléculas quando 
 

511 expostas ao pH mais ácido. Essa exposição pode ocasionar danos ou destruição das 
 

512 moléculas ativas, refletindo negativamente no potencial antifúngico das extrações. 
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513 A amostra precipitada em pH 4,0 após EFS, destacou-se apresentando a 
 

514 maior zona de inibição contra ambos os patógenos, como mostra o gráfico 1. 
 

515 Para a separação de um lipopeptídeo extracelular do meio livre de células, a 
 

516 precipitação ácida é a metodologia mais utilizada. Ao reduzir o pH do meio, as 
 

517 moléculas se carregam positivamente, diminuindo a eficácia da sua região hidrofílica, 
 

518 havendo sua agregação e insolubilidade e, por consequência, o tensoativo precipita 
 

519 na forma sólida. Contudo, a cauda de ácido graxo contribui na solubilidade em 
 

520 solventes orgânicos, assim, esse método em geral, é seguido de uma extração com 
 

521 solvente orgânico, justificando a maior atividade na amostra extraída utilizando essa 
 

522 5
2

2 

 
523 5

2

3 

524 5
2

4 

525 5
2

5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
526 5

2
6 

527 5
2
7 

metodologia (YANG, H. et al, 2015). 

 

Gráfico 1: Média do diâmetro dos halos obtidos a partir dos extratos no teste spot on the lawn contra 
M. phaseolina e R. solani. 

 

 
Fonte: O próprio autor. 
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528 Legenda: EB: extrato bruto/ EFS: extração em fase sólida/ S.pH2: sobrenadante da precipitação ácida 
 

529 em pH 2,0/ S.pH4: sobrenadante da precipitação ácida em pH 4,0/ EFS: Extração em fase sólida/ P.pH 
 

530 2,0: Precipitado da precipitação ácida em pH 2,0/ P.pH 4,0: Precipitado da precipitação ácida em pH 
 

531 4,0/ P.EFS: Precipitado em pH 4,0 da precipitação ácida após extração em fase sólida/ C: controle. 
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532 4.4 Teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
 

533 Com o intuito de identificar a concentração mínima inibitória, o teste CIM foi 
 

534 realizado e na figura 4 são apresentados os resultados obtidos, as placas contêm 
 

535 diferentes concentrações do extrato mais ativo (PELLET+EFS) nas concentrações: 
 

536 250 ug/ml; 125 ug/ml; 62,5 ug/ml; 32,1 ug/ml; 15,6 ug/ml; 7,8 ug/ml. 
 

537 A placas em concentração 250 ug/ml atingiram 100% de inibição contra M. 
 

538 phaseolina durante as 72 horas, a segunda diluição mais concentrada (125 ug/ml), 
 

539 apresentou inibição total nas primeiras 24 horas, contudo, a partir das 48 horas houve 
 

540 uma diminuição na performance de controle, atingindo 79,8%. 
 

541 Nas placas em concentração de 62,5 ug/ml foi possível observar o atraso no 
 

542 crescimento do fungo e inibição de 55,3 %, já entre as outras diluições não houve 
 

543 inibição ou controle significativo. 

 
544 544 

 

545 Tabela 7: Medida em diâmetro do fungo M. phaseolina durante o teste de concentração mínima 

546 inibitória. 

 
Concentração do extrato precipitado em pH 4,0 

+ EFS (µg/mL) 

 
% inibição 

24h 

 
% inibição 

48h 

 
% inibição 

72h 

250 100,0 100,0 100,0 

125 100,0 82,6 79,8 

62,5 36,6 58,3 55,3 

31,25 2,4 47,9 35,8 

15,62 2,4 20,1 0,0 

7,81 2,4 11,5 0,0 
547 Fonte: O próprio autor. 

 
548 548 

 

549 549 

 

550 550 
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551 Figura 4: Teste de concentração mínima inibitória com 72 horas de incubação contra M. phaseolina. 
 

552 Fonte: O próprio autor. 

553 
 

554 Gráfico 2: Medidas do fungo M. phaseolina ao longo de 72 horas referentes ao teste de 

555 concentração inibitória mínima . 
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Fonte: O próprio autor. 
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558 5. CONCLUSÕES 

 

559 O presente estudo buscou produzir e extrair os compostos produzidos por B. 
 

560 velezensis CMRP 4490, ressaltando o potencial antifúngico dos metabolitos 
 

561 produzidos. Os dados dos testes in vitro foram indicadores de que os compostos ativos 
 

562 contra M. phaseolina e R. solani podem ser eficientemente extraídos por diversas 
 

563 metodologias, sendo que entre elas, a mais eficiente foi a precipitação ácida seguida 
 

564 de extração em fase sólida. Além disso, foi possível concluir que a concentração 
 

565 inibitória mínima da amostra mais ativa contra M. phaseolina está entre 250ug/ml e 
 

566 125ug/ml, entretanto, são necessários mais testes e metodologias de purificação para 
 

567 separar, identificar e avaliar a atividade das moléculas antifúngicas individualmente. 
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