Ciéncias
Biologicas
UEL

Universidade Estadual de Londrina
Centro de Ciéncias Biologicas

Colegiado do Curso de Ciéncias Bioldgicas

TRABALHO DE CONCLUSAO DO CURSO DE GRADUACAO
EM CIENCIAS BIOLOGICAS

LUCAS MOREIRA DOS SANTOS

OTIMIZA(;AO DE MEIOS DE CULTIVO DE Bacillus
velezensis CMRP6330 (LABIM 41) PARA CONTROLE DE
Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum truncatum

Londrina — Parana
2025



1

TRABALHO DE CONCLUSAO DO CURSO DE GRADUACAO
EM CIENCIAS BIOLOGICAS

LUCAS MOREIRA DOS SANTOS

OTIMIZA(;AO DE MEIOS DE CULTIVO DE Bacillus
velezensis CMRP6330 (LABIM 41) PARA CONTROLE DE
Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum truncatum

Monografia apresentada ao Curso de
Graduacdo em Ciéncias Biolégicas da
Universidade Estadual de Londrina
como um dos requisitos a obtencdo do
titulo de Bacharel em Ciéncias
Biologicas.

Orientador: Admilton Goncalves de Oliveira Junior
Coorientador: Daniel Vieira da Silva

Londrina — Parana
2025



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragao

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

S2370

Santos, Lucas.
OTIMIZACAO DE MEIOS DE CULTIVO DE Bacillus velezensis CMRP6330
(LABIM 41) PARA CONTROLE DE Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum
truncatum / Lucas Santos. - Londrina, 2025.
74 £l

Orientador: Admilton Gongalves de Oliveira Junior.

Coorientador: Daniel Vieira da Silva.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Ciéncias Biologicas) -
Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biolégicas, Graduac¢do em
Ciéncias Bioldgicas, 2025.

Inclui bibliografia.

1. Bacillus - TCC. 2. Fermentacéo - TCC. 3. PCCR - TCC. 4. Meio de Cultura -
TCC. |. Gongalves de Oliveira Junior, Admilton. Il. Vieira da Silva, Daniel. lIl.
Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Biologicas. Graduagéo em
Ciéncias Biolégicas. IV. Titulo.

CDU 579




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Admilton Gongalves de Oliveira Junior

Prof. Dr. Jodo Paulo de Oliveira

Profa. Dra. Nicole Caldas Pan

Prof. Dr. Gerson Nakazato

Londrina, 01 de abril de 2025



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer primeiramente aos meus pais Ronaldo, Giane e
irmé&o Alexandre, por todo o suporte e incentivo que me fizeram chegar até onde estou.
Se sou a pessoa que me tornei, é totalmente por conta deles.

A0S meus amigos, e a0 mesmo tempo colegas de trabalho, do
Laboratorio de Biotecnologia Microbiana (LABIM), que me ajudaram e me
incentivaram nos dias mais dificeis do meu desenvolvimento cientifico, Angelo,
Beatriz, Paula, Eduardo, Fauzze, Guilherme, Malu, Daniel, Sandi, Roberto, Jo&o
Paulo, Helena, Gabriel, Nathan e Julia.

A minha namorada Isabela por estar ao meu lado o tempo todo, dando
suporte e apoio, mesmo com os periodos de “sumic¢o” por estar ocupado escrevendo
este trabalho.

Ao meu orientador Prof. Dr. Admilton por ter auxiliado na construcéo
do meu caminho para a pesquisa cientifica, me recepcionando no laboratério e dando
todo suporte e apoio necessario.

Aos meus amigos de Ensino Médio Madu, Alexandre, Jodo, Vinicius
e Takata, aos meus amigos de graduacdo Rian, Alice, Manu, Nadrienn, Pole, Leo
Facco e psicologa Geovana por terem me dado todo 0 apoio e suporte nos momentos

mais dificeis, ndo s6 no periodo de escrita do trabalho, mas também na vida.



“Be curious, not judgmental”
- Ted Lasso



SANTOS, L.M. Otimizagao de meios de cultivo de Bacillus velezensis CMRP6030
(LABIM 41) para controle de Sclerotinia sclerotiorum e Colletotrichum
truncatum. 2025. 74 fls. Trabalho de Conclusé&o de Curso (Graduacao em Ciéncias
Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2025.

RESUMO

O estudo investigou o potencial da linhagem Bacillus velezensis CMRP6330 (LABIM
41) como agente de biocontrole contra fungos fitopatogénicos, como Sclerotinia
sclerotiorum e Colletotrichum truncatum através da otimizacdo do meio de cultura.
Para a otimizacéo dos processos fermentativos utilizaram-se métodos de otimizagao
dos meios de cultivo através da matriz experimental de Plackett-Burman, onde foi
testado diferentes fontes de carbono e nitrogénio, e Planejamento de Composto
Central Rotacional (PCCR) para a formulacédo do meio de cultivo. Assim avaliadas nos
planejamentos estatisticos o raio de inibicdo do crescimento micelial dos fungos,
biomassa via absorbancia (600nm) e densidade celular de unidades formadoras de
colénia por mililitro (UFC/mL). O meio de cultura CM2 utilizado como controle
apresenta em sua composicdo glicose e triptona, ao qual demonstrou eficicia na
producdo de metabdlitos antifingicos, com inibicdo significativa do crescimento dos
fungos. No entanto, o meio de cultura por meio do PCCR resultou em formulacoes
com maior producdo de biomassa, mas com menor eficacia na producdo de
metabdlitos antifingicos em comparacdo ao CM2. A validacdo em biorreator de
bancada confirmou a viabilidade do processo fermentativo, com esporulacao
observada ap6s 60 horas de fermentacdo, indicando a potencial aplicacdo de B.
velezensis na formulacdo de bioinsumos. Concluiu-se que a concentragdo e
proporcao de nutrientes foram criticas para a producao de metabdlitos antifingicos e
biomassa bacteriana. O estudo destaca o potencial de B. velezensis como agente de
biocontrole e a importancia da otimizacéo de processos fermentativos para a producao
sustentavel de bioinsumos, contribuindo para a reducdo do uso de produtos quimicos
na agricultura.

Palavras-chave: Metabdlitos. Fermentacéo. Antibiose. Bioprocessos. PCCR.

Plackett-Burman.



SANTOS, L.M. Optimization of culture media for Bacillus velezensis CMRP6030
(LABIM 41) for the control of Sclerotinia sclerotiorum and Colletotrichum
truncatum. 2024. 4 pgs. Final Dissertation (Biological Sciences Undergraduation) —
Londrina State University. Londrina. 2024.

ABSTRACT

The study investigated the potential of the Bacillus velezensis CMRP6330 (LABIM 41)
strain as a biocontrol agent against phytopathogenic fungi, such as Sclerotinia
sclerotiorum and Colletotrichum truncatum, through culture medium optimization. For
the optimization of fermentation processes, culture media optimization methods were
applied using the Plackett-Burman experimental matrix, in which different carbon and
nitrogen sources were tested, and the Central Composite Rotational Design (CCRD)
for culture medium formulation. In the statistical designs, the inhibition radius of fungal
mycelial growth, biomass via absorbance (600 nm), and cell density in colony-forming
units per milliliter (CFU/mL) were evaluated. The CM2 culture medium, used as a
control, contains glucose and tryptone in its composition and demonstrated
effectiveness in producing antifungal metabolites, significantly inhibiting fungal growth.
However, the culture medium formulated through CCRD resulted in higher biomass
production but lower effectiveness in antifungal metabolite production compared to
CM2. Validation in a bench-scale bioreactor confirmed the feasibility of the
fermentation process, with sporulation observed after 60 hours of fermentation,
indicating the potential application of B. velezensis in bio-input formulation. It was
concluded that the concentration and proportion of nutrients were critical factors for the
production of antifungal metabolites and bacterial biomass. The study highlights the
potential of B. velezensis as a biocontrol agent and the importance of optimizing
fermentation processes for the sustainable production of bio-inputs, contributing to the
reduction of chemical product use in agriculture.

Keywords: Metabolites. Fermentation. Antibiosis. Bioprocesses. CCRD. Plackett-

Burman
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais com condi¢cdes climaticas favoraveis de
desenvolvimento agricola, apresentando disponibilidade de fontes de &agua,
abundéancia da biodiversidade e distribuicdo de nutrientes no solo. O mesmo foi 0
quarto maior produtor agricola no mundo em 2020, seguido da China, Estados Unidos
e india (EMBRAPA), assim sendo um pais mundialmente relevante em questdes de
producdo e exportacdo de produtos agricolas, tais como a soja, café e cana-de-
acucar. Entretanto, constantemente enfrenta-se desafios de origens bidticas e
abidticas associados ao aumento da demanda da producdo destes insumos que
anualmente causam prejuizos de forma que a reducdo acumulada na producao de
soja devido a esses estresses foi de aproximadamente 14,8 milhdes de toneladas,
resultando em uma perda econémica total de R$ 19,3 bilhdes (HIRAKURI, 2021). Isso
equivale a uma média anual de R$ 3,86 bilh6es. Dentre os fatores bidticos estdo a
constante exposi¢do das plantas na agricultura a fitopatégenos, que causam danos
as culturas, influenciando direta e indiretamente na rentabilidade e producdo do
empreendimento agricola (MICHEREFF, 2001), microrganismos estes que
eventualmente podem ocasionar em suas plantas hospedeiras sintomas como
podriddes de sementes e raizes, tombamento de mudas, podriddes de colo, tubérculo
e rizoma e podriddes moles em frutos. Os sintomas ndo sdo a doen¢a em si, mas séo
provocados por ela, assim indicando sua existéncia e ajudam no seu diagndstico
(CHAVES; ZAMBOLIM, 1985).

O controle destes microrganismos fitopatogénicos muitas vezes €
feito por meio do uso de produtos quimico sintéticos, que podem trazem uma série de
consequéncias, como ndo s6 danos ao préprio meio ambiente onde encontra-se a
plantacdo, mas também trazem riscos a saude humana e a biodiversidade alheia. Na
busca por opcdes mais sustentaveis os produtos de origem biolégica despertam
interesse no setor, para uso no manejo integrado de pragas e doencas, atendendo
uma gama de demandas sociais, ambientais e econdmicas (KLEIN; LUNA, 2020;
STABILE et al., 2020), produtos estes chamados de bioinsumos, cujas tecnologias
baseiam-se na interacdo dos microrganismos agentes de biocontrole com a planta e
com o patégeno. As bactérias do género Bacillus destacam-se entre o0s
microrganismos para a utilizagdo como principio ativo em produtos biolégicos, devido

a viabilidade de cultivo com alta produtividade, como a sua aplicacdo direta tanto foliar
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guanto a solo anexos as raizes de plantas, o que muitas vezes resulta em beneficios
como producdo de horménios e antibioticos que auxiliam no controle biolégico do
vegetal (FIGUEIREDO et, al., 2008). Hormonios estes que atuam de diversas formas,
COMO as auxinas e citocininas, que possuem a capacidade de modular a arquitetura
da planta de forma a influenciar a sua capacidade de suportar ataques de pragas sem
comprometer seu crescimento (WANG, et al.,, 2017) Dentre as versatilidades
trabalhadas em cima deste género bacteriano também existem a producdo de
metabdlitos de interesse comercial, tal como lipopeptideos, surfactinas, fengicinas e
iturinas de natureza anfifilica, com atividade contra diferentes fungos fitopatogénicos
(CAULIER et al., 2019).

O desenvolvimento de bioprocessos eficientes para a producdo de
insumos microbiolégicos é um dos pilares da biotecnologia aplicada a agricultura
sustentavel. A otimizacdo dos processos fermentativos € essencial para maximizar a
producdo de metabdlitos secundarios com atividade antifangica e a biomassa
microbiana, garantindo maior eficacia dos produtos formulados. A producdo de
metabdlitos antifingicos, como lipopeptideos, sideréforos e enzimas hidroliticas, esta
relacionada a ativacao de vias metabolicas especificas, as quais podem ser induzidas
por ajustes nutricionais e fisiologicos no meio de cultura (ZHANG et al., 2021). Além
disso, a biomassa produzida deve apresentar alta viabilidade celular e estabilidade
(como o processo de esporulacdo) para garantir eficiéncia apés a aplicacdo no campo
(SANTOS et al.,, 2022). Dito isso, a composi¢cdo do meio deve ser ajustada para
fornecer os precursores metabodlicos necessarios para a biossintese dos antifingicos
e promover o crescimento adequado da biomassa microbiana (SILVA et al., 2021).
Sendo assim sendo requerido a utilizagdo de metodologias que visem otimizar a
producdo destes metabdlitos de interesse econdmico e humanitario para uma
agricultura mais eficiente e ecoldgica.

O fungo Sclerotinia sclerotiorum é um dos patégenos mais destrutivos
na agricultura mundial, causando a doenga conhecida como mofo branco em diversas
culturas de importancia econdmica, como soja, feijdo, girassol e canola. Esse
fitopatdbgeno apresenta alta capacidade de sobrevivéncia no solo devido a producéo
de esclerddios, estruturas de resisténcia que permanecem viaveis por varios anos,
tornando seu controle um grande desafio agronémico (BOLTON et al., 2006). Os
sintomas tipicos da infeccdo por S. sclerotiorum incluem lesdes necréticas umidas em

folhas, hastes e vagens, seguidas pelo desenvolvimento de micélio branco
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algodonoso e, em estagios avancados, a formacédo de esclerddios no interior e na
superficie dos tecidos afetados (WILLETS; WONG, 1980). Além das perdas diretas
na produtividade, a doengca compromete a qualidade dos gréos e reduz o vigor das
sementes, impactando significativamente a rentabilidade agricola. O manejo integrado
da doenca envolve praticas como rotacdo de culturas, controle biolégico com
microrganismos antagonicos, uso de cultivares resistentes e aplicacdo de fungicidas
em condi¢Bes favoraveis ao desenvolvimento do patégeno (DEL RIO et al., 2020).

O fungo Colletotrichum truncatum n&o s6 é responsavel pela doenga
antracnose em mudas de soja quanto também pelo surgimento de doencas de finais
de ciclos (DFCs) em colheitas de soja, sendo de interesse econémico e comercial o
desenvolvimento de tecnologias capazes de suprimir ou atenuar as consequéncias
fisioldgicas das infecgbes destes microrganismos. O isolado Bacillus velezensis
CMRP6330 (LABIM 41) estd em processo de licenciamento e registro pela empresa
Vitales, pertencente ao grupo UbyAgro. O isolamento do microrganismo foi realizado
pelo Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) e é originario da fazenda escola da mesma. Este isolado apresentou
capacidade antagbnica contra fungos fitopatogénicos in vitro, além de produzir
moléculas com atividade antifingica em fermentacéo liquida (FLS) (TEIXEIRA et al.,
2024).

Com isso pode-se afirmar que o isolado B. velezensis CMRP6330
torna-se um possivel candidato para a fabricacdo de novos produtos de origem
bioldgica para o combate de infeccbes por C. truncatum e S. sclerotiorum. Sendo
assim, necessaria a aplicacdo de metodologias estatisticas e biotecnoldgicas para a
formulacdo de um fermentado com altas concentracbes de metabdlitos para a
supresséo dos dois fungos citados anteriormente. Dessa forma um dos métodos de
otimizacdo de processos fermentativos € a metodologia de superficie de resposta
(MSR) em Planejamento Composto Central Rotacional (PCCR), que oferece a
realizacdo de um numero de experimentos viaveis, fornece dados robustos para inferir
as condicbes oOtimas de fermentacdo, além da economia de tempo e recursos
(ZALILA-KOLSI et al., 2022).

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1 PRODUGCAO AGRICOLA NO BRASIL

O ramo agricola no Brasil tem se mostrado uma linha comercial
significativamente importante para a economia brasileira, onde estima-se que o PIB
do agronegdcio brasileiro foi de R$ 2,45 trilhdes em 2024, sendo R$ 1,65 trilhdo no
ramo agricola e R$ 801 bilhdes no ramo pecuério, tendo participagdo préxima de
21,5% do setor econdmico brasileiro (CEPEA, 2024). O pais apresenta enorme
potencial agronémico devida a vasta area disponivel para o plantio, disponibilidade de
recursos nhaturais, biodiversidade com potencial para prospeccao, condicbes
climaticas favoraveis, e potencial para desenvolvimento e aplicacdo de novos
produtos (KLEIN; LUNA, 2020; STABILE et al., 2020). Além disso, as exportacdes
agricolas foram fundamentais para o superavit da balanca comercial brasileira, com
os produtos agropecudrios respondendo por cerca de 50% das exportacdes totais do
pais, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Dentro do cenario agricola brasileiro, a soja se destaca como a
principal cultura em termos de producao e exportacdo. Em 2023, o Brasil manteve-se
como o maior produtor e exportador mundial de soja, com uma producgéo estimada em
154 milhdes de toneladas, segundo a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB). A soja € apenas um produto de extrema importancia econémica, mas
também possui um papel de extrema importancia no papel na cadeia produtiva de
alimentos, racdes e biocombustiveis. A soja brasileira é exportada principalmente para
paises como China, Estados Unidos e outros paises da Unido Europeia,
consolidando-se como um dos pilares da economia agricola do pais.

A alta demanda no aumento na producdo e produtividade das
culturas agricolas, as quais visam suprir 0 aumento populacional e aumentar 0s
retornos econdmicos, fazem com que novos métodos de otimizacdo na producao
sejam desenvolvidos. Neste cenario destaca-se 0 setor biotecnolégico, ao qual exerce
importante papel no fornecimento de novas solugdes para o mercado (BATISTA;
SINGH, 2021)

2.2 FUNGOS FITOPATOGENICOS
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Os microrganismos que causam doencas em plantas sao
responsaveis por prejuizos significativos sobre as plantacbes de importancia
econdmica nacional. Em culturas de soja, o patdgeno responsavel pela doenca do
mofo branco ou podriddo branca da haste exibe registros de infec¢cdes em 27% do
total da area de producéo de soja no Brasil, com potencial a reduzir a produtividade
de grdos em até 70% no ano de 2021 (MEYER, 2022). As associacfes entre 0s
patbgenos e pragas com as sementes € um fenbmeno amplamente estudado e
reconhecido em todo o mundo, ao qual tem sido responsavel por uma série de
consequéncias danosas, tais como a reducdo do poder germinativo de sementes,
introducéo de formas precoces e aleatérias de focos de infec¢ao nas areas de plantio,
aumento de custos de combate e acamulo de in6culos (MACHADO; POZZA, 2005).

Assim como no ambiente de plantio, o in6culo destes microrganismos
podem ser disseminados no processo pos-colheita, isso ocorre através da
contaminacdo de maquinas e equipamentos de beneficiamento de sementes, o que
acarreta a disseminacdo dos patdgenos a longas distancias, deterioracdo de
sementes durante o periodo de armazenamento, acarretando a perpetuacdo do
in6culo em funcédo do tempo (MACHADO; POZZA, 2005). Dentre os mecanismos de
infeccdo destes organismos, destaca-se a secrecdo de enzimas que realizam a lise
da parede celular das plantas ou acesso por estruturas especificas de infeccao
(MORALES-CEDENO et al., 2021).

2.2.1 FUNGO FITOPATOGENICO SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

O fungo Sclerotinia sclerotiorum é um dos mais devastadores
fitopatdgenos de importancia econdmica global, sendo o agente etiolégico da podridéao
branca em mais de 400 culturas (BOLTON et al., 2006). Sua ampla distribuicdo
geografica e sua versatilidade adaptativa derivam de sua capacidade de produzir
esclerddios, estruturas de resisténcia que permitem sua sobrevivéncia em condicfes
adversas por mais de 10 anos (WILLETS; WONG, 1980). No contexto agricola, sua
erradicacao é desafiadora devido a ampla gama de hospedeiros e as limitacdes de
meétodos convencionais de controle (PURDY, 1979). A sintomatologia da podridao
branca varia conforme a espécie hospedeira, sendo caracterizada por lesdes
necréticas, murcha e a presenca de micélio algodonoso sobre os tecidos afetados. A
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formacdao de esclerddios negros € um dos principais sinais diagnosticos, possibilitando
a identificacao visual do patogeno em campo (PURDY, 1979).

Durante o ciclo de vida de S. sclerotiorum podem ocorrer dois tipos de
germinacgdes, a miceliogénica e a carpogénica. Os esclerodios e 0s ascOsporos no
ambiente podem germinar miceliogenicamente caso estejam em condicbes
favoraveis, nesse caso, a germinacao ocorre pela formacéo de hifas a partir dessas
estruturas que irdo penetrar no tecido vegetal. Ja a germinagdo carpogénica ocorre
apenas a partir dos esclerédios, na qual € formado um corpo de frutificacéo,
denominado apotécio, que produz e libera diversos ascésporos no ambiente (XIA et

al., 2020). A Figura 1 contém o ciclo de vida de S. sclerotiorum.

Figura 1 — Ciclo de vida do fungo S. sclerotiorum
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No Brasil, S. sclerotiorum afeta principalmente culturas de alto valor
econdbmico, como soja, feijao e girassol, resultando em perdas significativas na
produtividade agricola. Em regides de clima temperado e imido, onde a disseminacao
do patdgeno é favorecida, prejuizos superiores a 50% foram relatados (MEYER et al.,
2017).
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2.2.2 FUNGO FITOPATOGENICO COLLETOTRICHUM TRUNCATUM

O fungo C. truncatum é um importante fitopatbgeno pertencente ao
complexo Colletotrichum, sendo o agente etiolégico da antracnose em diversas
culturas agricolas, como soja, feijao e lentilha (PRASANNA et al., 2017). A antracnose
causada por C. truncatum esta amplamente distribuida em regifes tropicais e
subtropicais, onde as condi¢cdes de alta umidade e temperatura favorecem sua
disseminacao (DANG et al., 2015). A infeccao por C. truncatum inicia-se com a adesao
do conidio a superficie da planta, seguido pela germinacao e formacao de apressorios,
estruturas especializadas na penetracdo dos tecidos hospedeiros (PERES et al.,
2005). O fungo utiliza um conjunto de enzimas degradativas, como cutinases,
pectinases e celulases, que auxiliam na degradacdo da parede celular vegetal e
promovem a colonizagéo intercelular e necrosante (DIAZ et al., 2017). O ciclo de
infeccdo envolve ainda um estagio hemibiotrofico, onde inicialmente o patégeno
cresce de maneira assintomatica nos tecidos hospedeiros, antes de ativar uma fase
necrotica destrutiva (BARRETO et al., 2018). Os sintomas tipicos da antracnose
causada por C. truncatum incluem lesdes necréticas deprimidas em folhas, hastes e
vagens, muitas vezes com a presenca de acérvulos, estruturas reprodutivas
assexuadas contendo massas de conidios de coloracdo escura (DIAZ et al., 2017),

como demonstra a Figura 2.

Figura 2 — Semente de soja com acérvulos de C. truncatum

Fonte: Elevagro (2014)
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Normalmente a disseminacdo de C. truncatum é feita a partir de
sementes, folhas infectadas ou pelos esporos, mas esse fungo também é capaz de
formar microesclerddios, similares aos encontrados em Sclerotiniaceae, que séo
estruturas de resisténcia, podendo ficar no solo por longos periodos de tempo até ter
condicbes favoraveis para germinacdo (TIKAMI et al.,, 2021). O ciclo de vida

generalizado das espécies de Colletotrichum é esquematizado na Figura 3.

Figura 3 — Ciclo de vida generalizado de Colletotrichum sp.
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Sintomas de antracnose

No Brasil, a antracnose causada por C. truncatum representa um
desafio crescente para a produgcdo de leguminosas, especialmente soja e feijao,
podendo resultar em perdas superiores a 40% da producdo em condi¢bes favoraveis
ao patogeno (PERES et al., 2005).

2.3 METODOS DE CONTROLE BIOLOGICO
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As culturas agricolas ao redor do globo estdo constantemente
submetidas a riscos de danos e possiveis perdas econémicas por conta da reducao
da produtividade causadas por doencas encontradas nestes ambientes de producao.
A ocorréncia de perdas se torna ainda mais frequente conforme o aumento da
producao de alimentos em funcéo do crescimento populacional a nivel mundial, assim
aumentando a demanda pelo desenvolvimento de produtos e solu¢cdes com eficiéncia
no controle destas pragas e doencas as quais a complexidade do agroecossistema
requer uma abordagem multidisciplinar dos problemas a serem resolvidos (BETTIOL,
1991). Por mais que seja um produto que garanta com eficacia a defesa e
desenvolvimento das culturas de soja, 0 Seu Uso excessivo gera controversias guanto
aos seus impactos, tanto do ponto de vista maléfico a saitde humana quanto aos
danos ambientais e prejuizos a biodiversidade alheia Estudos demonstram que
pesticidas organoclorados, como DDT e HCH, séo frequentemente encontrados no
leite materno, evidenciando o alto potencial de bioacumulacédo desses compostos no
organismo humano e sua transmissao para lactentes. A exposi¢cdo a esses residuos
tem sido associada a diversas consequéncias adversas a saude, incluindo mutacdes
genéticas, desenvolvimento de céancer, alteracbes no sistema nervoso central e
disfuncbes reprodutivas, como infertilidade e malformacdes fetais (SOUZA et al.,
2015)

Devido a estes impactos na saude humana causados pelo uso de
defensivos agricolas de origem quimica deve-se investir na utilizacdo e
desenvolvimento de métodos com menor niumero de efeitos colaterais possiveis. O
manejo integrado de pragas (MIP) e o manejo integrado de doencas (MID), mais
especificamente por métodos biolégicos, conferem alternativas a este cenario em
especifico, ao qual tem potencial benéfico com sustentabilidade ecologica e
econdmica (ABBAS et al., 2022). Para que ambos 0s manejos tenham maior eficiéncia
devem ser adotados procedimentos como uso de multiplas técnicas de controle para
0 manejo simultdneo de diferentes pragas, monitoramento frequente do controle do
patogeno, predadores e antagonistas e a busca por limitacbes de volumes de
aplicacdo principalmente em relacdo ao uso de produtos quimicos (STENBERG,
2017).
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2.4 BIOINSUMOS PARA CONTROLE DE FUNGOS

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
o termo bioinsumo classifica-se como “o produto, o processo ou a tecnologia de
origem vegetal, animal ou microbiana, destinado ao uso na produgdo, no
armazenamento e no beneficiamento de produtos agropecuarios, nos sistemas de
producdo aquaticos ou de florestas plantadas, que interfiram positivamente no
crescimento, no desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais, de plantas,
de microrganismos e de substancias derivadas que interajam com os produtos e 0s
processos fisico-quimicos e bioldgicos” (MAPA, 2021). A necessidade da integragéo
de um método de protecdo aos insumos da agricultura fez com que a busca pelo uso
de bioinsumos crescesse ao decorrer dos anos, justificando o crescimento de 20% ao
ano do mercado nacional de insumos biolégicos no Brasil, movendo cerca de 3,6
bilhGes de reais na safra de 2021/2022 e com previsao de chegar a 6 bilhdes de reais
até 2025 (SNA, 2022). Os produtos biolégicos surgem como uma op¢ao para uso na
producdo de alimentos no proprio MID, visando reduzir o impacto ambiental e a
geracdo de residuos por meio do uso de principios ativos presentes na natureza
(DEGUINE et al., 2021).

Na produgédo dos bioinsumos caracterizam-se na possibilidade da
utilizacdo de microrganismos como fungos, bactérias ou virus, usados no manejo de
insetos-praga ou de fitopatégenos. No caso de fungos e bactérias, podem ainda trazer
beneficios para as plantas pelo estabelecimento de relagdes simbibticas, ja os
produtos a base de virus tém sido destinados exclusivamente ao controle de insetos.
Além de alguns fungos e bactérias poderem atuar também tanto no controle indireto
de pragas pela ativagdo do sistema de defesa da planta, quanto também podem
promover crescimento da parte aérea e radicular e disponibilizar nutrientes para a

planta, como a solubilizacéo de fésforo e a fixagéo de nitrogénio (MEYER et al., 2022).

2.5 BACILLUS SPP. EM CONTROLE BIOLOGICO

O género Bacillus é classificado ao filo Firmicutes, classe Bacilli,
ordem Bacillales e da familia Bacillaceae. Sao bactérias que apresentam uma camada

espessa de peptidoglicano em suas paredes celulares, sendo classificada Gram-
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positiva, as mesmas presentam formato de bastonete e sdo formadoras de
endosporos, estruturas de resisténcia com capacidade de viabilidade longeva,
formadas quando em escassez de nutrientes, umidade, alteragbes na temperatura,
pH e outras condigbes inospitas do ambiente. Em condigbes favoraveis de
crescimento, estes enddsporos germinam, gerando novas células vegetativas
(BUTALA; DRAGOS, 2022). Dentre as espécies mais conhecidas e empregadas na
agricultura brasileira estdo Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefasciens, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Bacillus methylotrophicus
e Bacillus velezensis (MAPA, 2022). Tornando o isolado Bacillus velezensis
CMRP6330 (LABIM 41) um otimo candidato para a formulacdo de produtos para
controle bioldgico, assumindo que em testes prévios de cultura dupla, o mesmo ja
demonstrou a capacidade na producdo de metabdlitos de controle biol6gico contra
fungos fitopatogénicos (TEIXEIRA et al., 2024). Ademais, dentre os integrantes do
género Bacillus, a espécie B. velezensis € descrita como promotora de crescimento
vegetal e com alta capacidade de supressdo de diferentes fungos fitopatogénicos,
bactérias e nematdides, com presenca de cluster relacionados a biossintese de
metabdlitos secundarios de acdo no crescimento e na inducdo de resisténcia
sistémica em plantas por sintese de VOCs (Compostos Organicos Volateis), e no
controle de fitopatdgenos através da producéo de lipopeptideos ciclicos surfactina e
fengicina, siderd6foro bacilibactina, bacilomicina, e policetideos bacteriocinas
macrolactina, difficidina e bacilina (FAN et al., 2018; RABBEE et al., 2019).

2.5.1 MECANISMOS DE CONTROLE BIOLOGICO DE BACILLUS SPP.

Uma das principais estratégias de Bacillus spp. para o controle de
fitopatdbgenos é a produgédo de metabdlitos antimicrobianos, incluindo antibidticos,
lipopeptideos e enzimas hidroliticas (STEIN, 2005). Os lipopeptideos, como
surfactinas, iturinas e fengicinas, possuem atividade antifingica significativa e
mecanismos de acdo antimicrobiana diversificado. As surfactinas sdo lipopeptideos
ciclicos caracterizados por sua forte atividade surfactante e propriedades
antimicrobianas indiretas. Elas sdo compostas por um heptapeptideo ligado a uma
cadeia lipidica de B-hidroxiacidos, conferindo-lhes uma estrutura anfifilica que permite
a interacdo com membranas biologicas (FABRI et al., 2021), e a capacidade de
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perturbacdo da bicamada lipidica das células-alvo, reduzindo a tenséo superficial e
promovendo a lise celular. As iturinas possuem uma estrutura composta por um
heptapeptideo acilado por uma cadeia lipidica hidrofébica, permitindo sua interagédo
direta com membranas celulares fangicas (DE BRUIN et al., 2021), promovendo a
formacdo de poros e a perda de ions essenciais para a sobrevivéncia dos patdogenos.
As fengicinas possuem o mecanismo de acdo associado a interacdo com esteroéis da
membrana plasmatica de fungos, alterando sua permeabilidade e estrutura.
Diferentemente das iturinas, que promovem a lise celular direta, as fengicinas atuam
inibindo o crescimento fungico por interferéncia na organizacdo da membrana e na
regulacdo de processos metabdlicos essenciais (ZHANG et al.,, 2022). Essas
caracteristicas fazem com que os lipopeptideos sejam de grande importancia
biotecnoldgica na agricultura, tanto que existem diversos estudos e patentes sobre
essas moléculas (PENHA et al., 2020).

Além da acdo direta sobre os patdgenos, Bacillus spp. também
induzem resisténcia sistémica nas plantas, ativando mecanismos de defesa
fisiolégicos e bioquimicos (KLOEPPER et al.,, 2004). Esse processo envolve a
ativacao de vias de sinalizacdo mediadas por acido jasmonico e etileno, resultando no
aumento da expressdo de genes de defesa e na producdo de compostos como

fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PR) (VAN LOON et al., 1998).

2.6 METODOLOGIAS DE DELINEAMENTO DE EXPERIMENTOS (DOE)

O processo de otimizacéo e desenvolvimento de um produto bioldgico
é fundamental para garantir a efichcia e seguranca de novos tratamentos e
tecnologias. Um método amplamente utilizado para essa finalidade é o Design of
Experiments (DOE). DOE € uma abordagem estatistica que permite planejar, conduzir
e analisar experimentos de maneira eficiente, maximizando a quantidade de
informacdo obtida a partir de um numero limitado de ensaios experimentais
(MONTGOMERY, 2017). Esse método é especialmente valioso na biotecnologia,
onde o0s experimentos podem ser caros e demorados. Ao utilizar DOE, é possivel
identificar rapidamente as condi¢des Otimas para o desenvolvimento de um produto
bioldgico, reduzindo o tempo e o0s custos associados ao processo. O funcionamento
do DOE envolve a manipulacdo sistemética de multiplas variaveis de processo para
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avaliar seus efeitos sobre a resposta de interesse. Isso é feito através de um
planejamento experimental que define quais combinacdes de variaveis serao
testadas. As andlises resultantes ajudam a identificar interacdes entre varidveis e a
determinar quais fatores tém maior impacto no desempenho do produto (SINGH et al.,
2020).

Essa abordagem é essencial para a otimizacdo de processos
biolégicos, pois permite explorar de forma abrangente o espago experimental e
identificar condi¢Oes ideais que poderiam ser negligenciadas em experimentos nao
planejados. Existem diferentes abordagens dentro do DOE, sendo que duas técnicas
populares sdo o screening e as matrizes do tipo Plackett-Burman. O screening €&
utilizado na fase inicial do desenvolvimento para identificar quais fatores sdo mais
influentes. Esse método permite testar muitas variaveis com um numero reduzido de
experimentos, facilitando a identificacdo dos fatores criticos (MONTGOMERY, 2017).
As matrizes de Plackett-Burman, por outro lado, sdo designs fracionarios que
permitem avaliar o efeito de muitas variaveis com um ndmero minimo de
experimentos. Essas matrizes sao particularmente Uteis para estudos exploratérios
onde o objetivo é identificar rapidamente os fatores mais importantes para um
processo (SINGH et al., 2020). O uso do experimento de Plackett-Burman se torna
tdo eficaz de forma que com apenas 10% dos ensaios (PB 12 ou fatorial fracionado
27-3) de um fatorial completo 27, com 128 ensaios, é possivel a mesma informacéo
estatistica (RODRIGUES, 2014) Os beneficios do DOE na producdo de novas
tecnologias bioldgicas séo significativos, ao qual a aplicacdo dessa metodologia pode
levar a uma compreensdo mais profunda dos processos biotecnoldgicos, resultando
em produtos mais eficientes e seguros. Além disso, a capacidade de otimizar
processos de forma rapida e eficaz contribui para a aceleracdo do desenvolvimento
de novos produtos, proporcionando uma vantagem competitiva no mercado. Estudos
recentes tém demonstrado a eficacia do DOE em varias areas da biotecnologia, desde
a producdo de biofarmacos até o desenvolvimento de bioprocessos sustentaveis
(SINGH et al., 2020).

2.6.1 PLANEJAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (PCCR)
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O desenvolvimento de processos biotecnoldgicos eficientes requer
uma abordagem estatistica adequada para otimizar variaveis experimentais. O
Planejamento de Composto Central Rotacional (PCCR) € uma metodologia
amplamente empregada em estudos que envolvem fermentagcbes e a producéo de
bioinsumos, permitindo a modelagem e otimizacdo de variaveis de processo de
maneira sistematica. O PCCR é um dos principais planejamentos utilizados em
planejamento experimental para ajustar modelos mateméticos e prever respostas de
sistemas complexos (MONTGOMERY, 2019). Esse planejamento permite gerar
respostas por meio da superficie de resposta (MSR) e é amplamente utilizado para
otimizacao de processos. O planejamento consiste em trés componentes principais:
pontos fatoriais, pontos axiais e pontos centrais. Os pontos fatoriais definem o espaco
experimental basico, enquanto 0s pontos axiais permitem a exploracdo de curvatura
na resposta do sistema. Os pontos centrais ajudam a estimar a reprodutibilidade do
experimento e a validar o modelo matematico (BOX; WILSON, 1951).

Os bioinsumos microbiolégicos sdo produtos biotecnolégicos, que
contém microrganismos vivos ou seus metabdlitos, utilizados para melhorar processos
industriais, agricolas ou ambientais. Esses insumos incluem biofertilizantes,
biodefensivos, bioestimulantes e outros agentes biolégicos aplicados para promover
o crescimento de plantas, aumentar a produtividade agricola, proteger contra pragas
e doencgas ou otimizar processos fermentativos. Um exemplo € a aplicacdo do PCCR
para otimizar a producdo de Bacillus spp. e Trichoderma spp., organismos
amplamente utilizados como agentes de controle biolégico. Estudos demonstram que
fatores como a composicdo do meio de cultura, a temperatura de incubacao e a taxa
de aeracdo podem ser ajustados para maximizar a viabilidade e eficacia desses
bioinsumos (SILVA et al., 2022).

Estudos recentes demonstram a eficacia do PCCR na otimizagdo da
producédo de lipopeptideos com atividade antifingica por Bacillus velezensis, ao qual
utilizaram-se o PCCR para avaliar o efeito de variaveis como concentragéo de farelo
de soja, acucar cristal, pH e temperatura na producao de lipopeptideos. Os resultados
indicaram um aumento significativo na eficiéncia de produgdo, com ganhos de até 59
vezes para determinados isolados, evidenciando a importancia do ajuste preciso das
condi¢cbes de cultivo para a maximizagdo da producdo de metabdlitos de interesse
(FELIX, 2023). Tornando assim o uso do método de planejamento experimental do

PCCR uma 6tima estratégia para a otimizag&do de bioprocessos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS

O agente de biocontrole utilizado no desenvolvimento dos
experimentos in vitro foi a linhagem Bacillus velezensis CMRP6330 (LABIM 41),
previamente isolada a partir de amostra ambiental e bioprospeccdo de solo da
Universidade Estadual de Londrina. A linhagem foi armazenada na colecéo de
microrganismos do Laborat6rio de Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual
de Londrina (LABIM - UEL) e nas Cole¢Bes Microbiolégicas da Rede Paranaense
(CMRP), com o genoma disponivel no Genbank sob numero de acesso
PRJINA866538.

Os fitopatégenos alvos utilizados nos experimentos in vitro foram S.
sclerotiorum, utilizada nos experimentos como fungo marcador, e C. truncatum, cujas
linhagens estdo depositadas na colecdo de microrganismos do Laboratério de
Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de Londrina (LABIM - UEL).
Ambos os fungos foram utilizados no processo de validacdo das tecnologias

desenvolvidas.

3.2 FERMENTACAO LiQUIDA PARA PRODUCAO DE ANTIFUNGICOS E VALIDACAO

3.2.1 PREPARACAO PARA FERMENTACAO DO MEIO CM2

Para a ativacdo da linhagem proveniente do banco de células, uma
aliquota de 100 pL de um tubo criopreservado foi depositada ao meio Agar Triptona
de Soja agar (Tryptic soy agar - TSA). O meio foi incubado em estufa a 28°C overnight.
Apbs o periodo de incubacao foram suspendidas em solu¢éo salina em concentracéo
0,85% de NaCl e ajustada para uma densidade celular de aproximadamente 1,5 X 10°
UFC/mL, de acordo com a escala 0,5 de McFarland.

Para preparo do inoculo de fermentacdo, um frasco Erlenmeyer

contendo 20% (v/v) de sua capacidade total preenchida com meio de cultura
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previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos, foi transferido um
volume de 1% do volume do meio de cultura uma suspensdo em solucdo salina
preparada anteriormente em relagéo ao volume do meio de cultura. O frasco inoculado
foi cultivado em incubadora com agitagéo orbital, a 28°C e agitacdo de 150 rpm por
18 horas e, em seguida, uma aliquota de 1% (v/v) do fermentado foi transferida a um
novo Erlenmeyer aletado contendo o mesmo meio de cultura e novamente incubado
com agitacéo orbital a 150 rpm, a 28°C por 72 horas. O meio de cultura utilizado para
a fermentacdo na incubadora sera o meio CM2 (BAPTISTA, 2022) contendo as
seguintes concentracdes de nutrientes para cada litro de meio: Glicose: 20g, NaCl:
59, MnSO.4H20: 0.04g, MgCl..6H20: 1.44g, K2HPOa: 1.5g, Triptona: 12.4g,
FeS04.7H20: 1.67g e emulsdo antiespumante (Xiameter AFE-1520): 0.1% do volume
total de meio de cultura. A fermentacao foi utilizada como controle para comparagao

dos demais processos fermentativos do trabalho.

3.2.2 METODOLOGIA DE AVALIACAO DE INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL E BIOMASSA

A atividade antifungica contra S. sclerotiorum e C. truncatum foi
determinada pelo método de difusdo em agar. Placas de petri de 90 mm de diametro
com meio batata dextrose agar (BDA) foram suplementados com 100 mg/L de
cloranfenicol e, ao lado do in6culo fungico, pocos com 9 mm de diametro foram
perfurados no meio de cultura solidificado, aos pocos foram transferidas aliquotas de
200 pL de fermentado e as placas foram incubadas em incubadora do tipo BOD com
fotoperiodo de 12 horas a 25°C, durante 3 a 5 dias. Foi realizado um experimento
independente com cada fungo fitopatogénico escolhido como alvo com 6 réplicas
cada. O calculo de inibicdo do crescimento micelial dos fungos foi realizado a partir da
relacdo proporcional entre a area total do fungo crescido nas placas sem tratamento
(controle) e a area total do fungo crescido contendo o tratamento. Para o célculo da
area de crescimento fangico foi utilizado o aplicativo processador de imagens ImageJ,
para o célculo da area total de crescimento do fungo, e assim aplicado a equacéo:
at
a

ICM% = (1 — (—f)) x 100
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Onde “at” representa a area total ocupada pelos micélios do fungo na
placa de petri com a presenca do tratamento e “af” representa a area total ocupada
pelos micélios do fungo na auséncia de tratamento e “ICM%” representa a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial. A contagem de UFC/mL do
fermentado foi validada através de diluicbes de fator 10 em salina 0,85%. As diluicbes
foram depositadas e espalhadas sobre a superficie do meio de cultura solidificado
TSA (Neogen) em placas de petri de 90 mm em triplicata utilizando uma alga Drigalski.
Ademais a biomassa foi medida também pela andlise de densidade o6ptica (DO)
através da leitura de absorbancia em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de
600nm. Para manter a faixa linear de trabalho do equipamento, as amostras foram
diluidas em agua deionizada de modo a manter os valores de leitura entre 0,2 e 0,8,
onde a concentracao celular por densidade 6Optica (OD) foi calculada de acordo com

a seguinte equacéo:

Xpo = D0ad x (Vd + Va) +Va

A “DOad’” representa a leitura da amostra de meio fermentado diluida,
“Vd” representa o volume do diluente (agua deionizada), “Va” representa o volume de
amostra de meio fermentado e “Xpo” representando a leitura real da amostra. As
analises foram realizadas em triplicatas, ademais utilizou-se o0 método de diluicdo
seriada e plaqueamento em meio de cultura TSA para contagem de concentracdo de
Unidades Formadoras de Coldnia por mL (UFC/mL).

3.3 SCREENING DE FONTES DE NUTRIENTES

A etapa de desenvolvimento de screening de fontes de nutrientes foi
realizada utilizando metodologia de esquema fatorial de Plackett-Burman com o
auxilio do software Protimiza Experimental Design (PROTIMIZA, 2025). A partir do
software foi gerada uma matriz experimental com as seguintes fontes de carbono:
Sacarose (Alto Alegre), Glicose e Amido. As fontes de nitrogénio foram utilizadas para
a formulacé&o da matriz os seguintes insumos: extrato de levedura (Angel), peptona de

soja (Angel), colageno hidrolisado de galinha (Brf ingredientes), proteina isolada de
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soja (Relva Verde, 50g de proteina em 100g). Assim formando a seguinte matriz com

0s insumos que oscilam entre +1, 0 e -1 como segue a Tabela 1:

Tabela 1 — Valores dos insumos utilizados para a matriz de Plackett-Burman e suas

respectivas proporcoes (g/L)

Insumo -1 0 1

Peptona 5 7,5 10
Extrato de levedura 5 7,5 10
Colageno 5 10 15
Farinha 5 7,5 10
Sacarose 5 7,5 10
Glicose 5 7,5 10
Amido 5 7,5 10

Assim obtendo uma matriz com o total de 12 formulacdes de meios
de cultura diferentes e 3 pontos centrais (F13, F14 e F15), totalizando 15 fermentacdes

independentes como segue a Tabela 2.
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Tabela 2 - Matriz experimental de Plackett-Burman e suas respectivas proporc¢des
de insumos considerados fontes de carbono e nitrogénio de cada amostra
estabelecida e o total destes insumos utilizados (sem incluir os sais utilizados)

Formulacdes Pep. E.L Col. Far. Sac. Gli. Ami.  Total

(L) (@uv (@@L (@L (@@L (@@L (@@L (9L
F1 10 5 15 5 5 5 10 55
F2 10 10 5 10 5 5 5 50
F3 5 10 15 5 10 5 5 55
F4 10 5 15 10 5 10 5 60
F5 10 10 5 10 10 5 10 60
F6 10 10 15 5 10 10 5 65
F7 5 10 15 10 5 10 10 65
F8 5 5 15 10 10 5 10 60
F9 5 5 5 10 10 10 5 50
F10 10 5 5 5 10 10 10 55
F11 5 10 5 5 5 10 10 50
F12 5 5 5 5 5 5 5 35
F13 7,5 7,5 10 7,5 7,5 7,5 7,5 55
F14 7,5 7,5 10 7,5 7,5 7,5 7,5 55
F15 7,5 7,5 10 7,5 7,5 7,5 7,5 55

Legenda: Pep — Peptona; E.L — Extrato de Levedura; Col — Colageno Hidrolisado de

Galinha; Far — Farinha de soja; Sac — Sacarose; Ami — Amido de Milho.

Para preparo do inoculo de fermentacdo, um frasco Erlenmeyer
contendo 20% (v/v) de sua capacidade total preenchida com meio de cultura
previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos, foi transferido um
volume de 1% (v/v) da suspensdo em solucdo salina preparada anteriormente em
relacdo ao volume do meio de cultura. O frasco inoculado foi cultivado em incubadora
com agitacao orbital, a 28°C e agita¢cdo de 150 rpm por 18 horas e, em seguida, uma
aliquota do fermentado foi transferida a um novo Erlenmeyer aletado de 250 mL
contendo 20% (v/v) com o mesmo meio de cultura e novamente incubado com

agitacado orbital a 150 rpm, a 28°C por 72 horas. Todas as 15 amostras foram
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suplementadas, além das fontes de carbono e nitrogénio designadas pela matriz, os
mesmos sais que compdem o meio de cultura CM2 (BAPTISTA, 2022) e Xiameter
(AFE-1520): 0,1% do volume total do meio de cultura.

Para a analise e avaliacdo dos resultados foram validadas trés
respostas: biomassa via densidade Otica avaliada partir de espectrofotometria
(600nm), Concentracdo UFC/mL e Atividade antifungica por método de difusdo em
agar e medicao do raio do halo de inibicao de crescimento micelial com S. sclerotiorum
como fungo marcador para C. truncatum. Todos os dados e diferencas possivelmente
significativas entre as médias dos grupos utilizados para comparacéao foram utilizadas
o software de analise estatistica R Project (R CORE TEAM, 2024) e aplicadas ao teste
de T-student para a comparacao da média dos resultados com o resultado obtido pelo
meio de cultura controle (nivel de significancia de 0,05).

3.4 DEFINICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Para a etapa de desenvolvimento de definicdes dos meios de cultura
foi executada outra metodologia de Design Of Experiments (DOE). Onde as
influéncias das variaveis independentes sobre as varidveis de resposta foram
avaliadas de acordo com os conceitos de estatistica descritiva e multivariada. Para
isso utilizou-se do planejamento experimental de PCCR, onde as variaveis julgadas
como significativas na etapa de screening foram selecionadas para o planejamento
multifatorial, sendo elas: Glicose, Peptona e Colageno hidrolisado de galinha. As
propor¢cdes dos insumos para a composicao da matriz foram estabelecidas como

mostra a Tabela 3:

Tabela 3 - Valores dos insumos utilizados para a matriz de Planejamento Composto

Central Rotacional e suas respectivas propor¢des (g/L)

Insumo -1,68 -1 0 1 1,68
Glicose 0,01 2,55 6,275 10 12,54
Peptona 0,01 2,55 6,275 10 12,54

Colageno 0,01 3,82 9,41 15 18,81
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Assim obtendo uma matriz com 8 pontos fatoriais (F1 a F8), 6 pontos
axiais (F9 a F14) e 5 pontos centrais (F15 a F19), totalizando 19 fermentacfes

independentes como segue a tabela 4:

Tabela 4 - Total de amostras do Planejamento Composto Central Rotacional, suas

respectivas proporcdes e total de insumo utilizado para cada formulacao

Formulacao Glicose (g/L) Peptona (g/L) Colageno (g/L) Total (g/L)

F1 2,55 2,55 3,82 8,92
F2 10 2,55 3,82 16,37
F3 2,55 10 3,82 16,37
F4 10 10 3,82 23,82
F5 2,55 2,55 15 20,1
F6 10 2,55 15 27,55
F7 2,55 10 15 27,55
F8 10 10 15 35

F9 0 6,275 9,41 15,69
F10 12,54 6,275 9,41 28,22
F11 6,28 0 9,41 15,69
F12 6,28 12,54 9,41 28,22
F13 6,28 6,28 0 12,55
F14 6,28 6,28 18,81 31,36
F15 6,28 6,28 9,41 21,96
F16 6,28 6,28 9,41 21,96
F17 6,28 6,28 9,41 21,96
F18 6,28 6,28 9,41 21,96
F19 6,28 6,28 9,41 21,96

Todas as amostras formadas na matriz da PCCR foram
suplementadas, além das fontes de carbono e nitrogénio designadas pela matriz, os
mesmos sais que compdem o meio de cultura CM2 (BAPTISTA, 2022) e Xiameter
(AFE-1520): 0,1% do volume total do meio de cultura.

Para a analise e avaliagdo dos resultados foram validadas trés

respostas: Biomassa via densidade otica validada a partir de espectrofotometria
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(600nm), concentracdo de UFC/mL e Atividade antifingica avaliada pelo método de
difusdo em agar e inibicdo do crescimento micelial com S. sclerotiorum, assim utilizada
como marcador para o fungo C. truncatum, dada sua relevancia e alta velocidade de

crescimento em meio solidificado.

3.5 VALIDACAO DA FORMULACAO

ApoOs a avaliacao dos resultados da PCCR foram definidas, de forma
guantitativas, as composi¢cdes de um meio de cultura otimizado na faixa de valores
estudada. As formulagdes de otimizagéo da concentracdo de UFC/mL e producéo de
metabdlitos antifingicos, representadas respectivamente pelas tabelas 5 e 6, foram
validadas em incubadoras de agitacdo orbital, enquanto para biorreator de bancada
foi validada apenas a formulac@o de metabolitos e montada uma curva de crescimento

em funcéo da DO.

Tabela 5 - Composicdo do meio de cultura para producdo de metabdlitos
antifungicos

Insumos Proporcdes (g/L)

Glicose 12,95
Peptona 6,28
Colageno 0,1

Tabela 6 - Composicdo do meio de cultura para otimizacdo na concentracao de

UFC/mL
Insumos Proporcoes (g/L)
Glicose 6,28
Peptona 13,95
Colageno 19,9

3.5.1 VALIDACAO DA FORMULACAO EM SHAKER
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O processo de validacéo da formulacdo em shaker seguiu 0s mesmos

padrbées fermentativos do topico “3.2.1 Preparacdo para fermentacdo”, porém

utilizando o meio de cultura descrito das Tabelas 5 e 6. Ademais dos processos de

validagdo que seguiram 0s mesmos padroes do topico “3.2.2 Metodologia de

avaliacao de inibicdo do crescimento micelial e biomassa”.

Todos os dados e diferencas possivelmente significativas entre as
médias dos grupos utilizados para comparacgédo foram utilizadas o software de anélise
estatistica R Project (R CORE TEAM, 2024).

3.5.2 VALIDACAO DA FORMULACAO PARA OTIMIZAGCAO DE MOLECULAS ANTIFUNGICAS EM

BIORREATOR DE BANCADA

O processo de validacao seguiu as mesmas etapas citadas no tépico
“3.2.1 Preparacao para fermentacdo do meio CM2”, exceto que para 0s processos de

fermentacao liquida foram utilizadas o meio de cultura para producdo de metabdlitos
(tabela 5), previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e inoculado
com 1% v/v da suspenséo celular preparada. O frasco inoculado foi cultivado em
incubadora com agitacéo orbital, a 28°C e 150 rpm, por 18h.

Uma aliquota de 20 mL do in6culo foi transferida para o vaso de 3000
mL contendo 2000 mL de meio de cultivo formulado para producdo de metabdlitos
antifangicos (Tabela 5). ApGs inoculado, o vaso foi acoplado ao biorreator Applikon
(Ez-Control- Holanda) onde foi monitorado a variacdo de pH e controlado o oxigénio
dissolvido e nivel de espuma com bombeamento de Xiameter (AFE-1520). Para a
fermentacao, o Biorreator Applikon seguia as seguintes configuracdes: entrada de ar
0,5 vvm; agitacdo acionada para 500 rpm com aumento para até 1700 rpm quando
oxigénio dissolvido (OD) ficar abaixo de 30%; temperatura 28°C.

Para a montagem da curva de DO foram validadas a morfologia
celular por microscopia Optica e densidade 6tica com Oh, 3h, 6h, 9h, 12h, 18h, 24h,
30h, 36h, 48h, 60h, 72h de fermentacdo. Para validar a atividade fungicida, o
fermentado foi testado quanto seu efeito de controle de S. sclerotiorum, C. truncatum
e in vitro pelo método de difusdo de agar com Oh, 12h, 24h, 48h, 60h e 72h de
fermentacdo. A contagem de UFC/mL do fermentado proveniente do biorreator foi
validado através de diluicdes de fator 10 em salina 0.85%. A validacdo quanto a
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concentracdo celular foi validada pelo método de espalhamento, realizada em
duplicatas tanto para validar o niumero de células vegetativas quanto o numero
enddsporo nos tempos Oh, 12h, 24h, 36h, 48h, 60h e 72h de fermentagdo. Para a
validacdo de enddsporos as salinas utilizadas no processo de espalhamento foram
aguecidas a 80°C por 15 minutos, assim selecionando apenas células que se
encontram esporuladas, dadas que as células vegetativas morreriam em decorréncia
da alta temperatura.

Todos os dados e diferencas possivelmente significativas entre as
meédias dos grupos utilizados para comparacao foram utilizadas o software de analise

estatistica R Project.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FERMENTACAO LiQUIDA COM MEIO CM2

ApOs o0s processos fermentativos do meio de cultura CM2
(BAPTISTA, 2022) foi possivel a formacéo de zonas de inibicdo em todos os fungos
utilizados no experimento, como mostra a Figura 4. A partir do experimento o
fermentado demonstrou uma inibicdo do crescimento micelial de 19,51% e formacgao
de halos com raios de aproximadamente 15,66mm com S. sclerotiorum e ICM de
32,08% com C. truncatum. Ademais o fermentado apresentou uma densidade celular
de 1,2 x 10° UFC/mL e DO de 2,389 Abs (600nm). Ao qual considera-se um bom
resultado, levando em conta que concentragao esperada de UFC/mL em bioinsumos,
como inoculantes microbianos, geralmente varia entre 10% a 10" UFC/mL, conforme

as normativas do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA).

Figura 4 - Zonas de inibicdo formados pelo fermentado utilizando o meio de cultura
CM2 (BAPTISTA, 2022) em contato com fungos fitopatogénicos
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Legenda: “AC” representando a placa controle de C. truncatum e seu respectivo

tratamento em triplicata “Al, 2 e 3” e “BC” representando a placa controle de S.

sclerotiorum e seu respectivo tratamento em triplicata “B1, 2 e 3”

4.2 SCREENING DE FONTE DE NUTRIENTES

Cerca de 73% dos meios de cultura testados obtiveram biomassa via
UFC/mL maior que o meio CM2, obtendo assim meios com biomassa de 1,593 x 10°
+ 1,155 x 107 (F1, aumento de 32,75%), 1,577 x 10° + 1,804 x 108 (F8, aumento de
31,41%) e 1,523 x 10° + 3,842 x 108 (F7, aumento de 26,91%), como é mostrado na
Tabela 7. Sendo este um resultado esperado, sabendo que o meio CM2 é formulado

com o enfoque na producéo de moléculas (BAPTISTA, 2022).
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Tabela 7 - Biomassa e atividade fungicida do sobrenadante de LABIM 41 a partir

das formulac6es sugeridas pelo método de Plackett-Burman

Formulacbes Biomassa (Abs)

Biomassa (UFC/mL)

Atividade A.F (mm)

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9

F10

F11

F12

F13

F14

F15

2,03
2,25
2,9
1,48
3,51
2,71
2,25
1,72
1,81
2,18
1,6
3,33
1,63
11
1,89

1,593 x 10°+ 1,155 x 10
1,317 x 10°+ 1,115 x 108
1,410 x 10°+ 7,000 x 107
1,383 x 10°+ 2,991 x 108
9,467 x 108+ 1,290 x 108
4,000 x 108+ 3,606 x 107
1,523 x 10°+ 3,842 x 108
1,577 x 10°+ 1,804 x 108
1,010 x 10°+ 7,071 x 107
1,467 x 10°+ 1,457 x 108
1,253 x 10°+ 5,686 x 107
1,333 x 10°+ 5,774 x 107
1,120 x 10°+ 4,101 x 108
1,260 x 10°+ 1,179 x 108
1,363 x 10%+ 2,371 x 108

8,292
7,133
12,300
7,800
8,958
8,800
15,225
11,333
18,533
19,183
15,033
11,600
11,925
9,358
9,750

Ademais foi possivel a formacao de halos de inibicdo maiores que os

formados a partir do meio CM2 (15,66mm), sugerindo assim que ha uma possibilidade

de otimizar o meio de cultivo para a producéo destes metabdlitos antifingicos, como

mostra a Figura 5. As formulagcbes F10 e F9 que obtiveram respectivamente a

formacdo de halos com raios de 19,18mm e 18,53mm, aos quais possuem uma

diferenca estatisticamente significativa entre os valores do controle escolhido (t-cal: -

2,53 e p-valor: 0,0229 para os halos de F9 e t-cal: -3,24 e p-valor: 0,0053 para os

halos de F10, nivel de significAncia de 0,05 para ambos).



40

Figura 5 - Resultado do teste de difusdo em agar das formulacdes na etapa de

screening

Legenda — Letra “C” representado a placa controle de S. sclerotiorum e letra “F”

representando sua respectiva formulacdo da etapa de screening

Baseado nas respostas obtidas para cada uma das formulacdes e
com o uso do websoftware de design experimental Protimiza, foi possivel obter o nivel
de significAncia das variaveis (Glicose, Extrato de levedura, Sacarose, Farinha de
soja, Colageno hidrolisado de galinha, Amido de milho e Peptona) que constituiram
as formulacdes em funcdo das respostas escolhidas (Biomassa por absorbancia
(600nm), Biomassa por UFC/mL e Producdo de metabdlitos antifingicos). Dentre as
respostas escolhidas para a etapa de screening apenas na resposta de producéo de
metabolitos houve a presenca de variaveis que realmente tinham impacto o suficiente
para serem consideradas significativas, com o nivel de significancia no valor de 10%
(a=0,1), como mostra a Figura 6, sendo estas Glicose, Peptona e Colageno
hidrolisado de galinha.
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Figura 6 - Gréfico de Pareto representativo do nivel de significancia (a=10%) das

varidveis em funcdo da resposta de producdo de metabdlitos antifingicos
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Enquanto nas demais respostas escolhidas as variaveis nao
apresentaram impacto o suficiente para serem classificadas como estatisticamente
significativas, como é possivel observar nas Figuras 7 e 8. Entretando para a resposta
de biomassa por absorbancia € possivel observar a presenca da curvatura, onde essa
propriedade é identificada por meio da inclusdo de pontos centrais no planejamento
experimental, os quais permitem detectar desvios em relacéo a linearidade assumida
na modelagem inicial dos fatores estudados (MONTGOMERY, 2020). O alto grau de
significancia da curvatura sugere que, neste cenario, a relacdo entre as variaveis
independentes (insumos) e variaveis dependentes (respostas) estejam sob efeitos de
funcdes quadraticas ou intera¢des nao lineares significativas (MONTGOMERY, 2020).
As formulagcbes geradas na etapa de screening apresentaram concentragdes e
proporcdes diferentes de fontes de carbono e nitrogénio entre elas, as quais este
modelo pode impactar na producdo de metabalitos de forma néo linear (GUJARATI et
al., 2020), ao qual foi necessario 0 uso de um delineamento que permitiu avaliar tanto
o efeito linear quanto quadrético, além de explorar as interagfes de segunta ordem

entre os nutrientes julgados como estatisticamente significativos.



Figura 7 - Grafico de Pareto represetativo do nivel de significancia (a=10%) das

variaveis em fungéo da resposta de biomassa em UFC/mL

Media

Sacarose (Xs)
Extrato de levedura (x2)
Amido (x7)

Glicose (xs)

Variavel

Peptona (x1)
Colageno (x3)
Farinha (xa)

Curvatura

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Efeitos Padronizados (tcaic)

Figura 8 - Gréfico de Pareto represetativo do nivel de significancia (a=10%) das

variaveis em funcao da resposta de biomassa por absorbancia (600nm)

Meédia

Curvatura

Glicose (xs)

Extrato de levedura (x2)

Sacarose (xs)

Variavel

Farinha (x4)
Colageno (x3)
Amido (x7)

Peptona (x1)

0 2 4 6 8 10 12
Efeitos Padronizados (tcalc)



43

4.3 PCCR ENTRE AS VARIAVEIS SIGNIFICATIVAS SELECIONADAS NO SCREENING DE
NUTRIENTES

Os 19 meios de cultura formulados registrados pela Tabela 4 para a
PCCR foram fermentados seguindo os padrdes descritos na metodologia (Topico 3.3)
e obtendo os resultados descritos.

Tabela 8 - Total de amostras do Planejamento Composto Central Rotacional, suas

respectivas proporcoes e total de insumo utilizado para cada formulacao

Formulacao Glicose (g/L) Peptona (g/L) Colageno (g/L) Total (g/L)

F1 2,55 2,55 3,82 8,92
F2 10 2,55 3,82 16,37
F3 2,55 10 3,82 16,37
F4 10 10 3,82 23,82
F5 2,55 2,55 15 20,1
F6 10 2,55 15 27,55
F7 2,55 10 15 27,55
F8 10 10 15 35

F9 0 6,275 9,41 15,69
F10 12,54 6,275 9,41 28,22
F11 6,28 0 9,41 15,69
F12 6,28 12,54 9,41 28,22
F13 6,28 6,28 0 12,55
F14 6,28 6,28 18,81 31,36
F15 6,28 6,28 9,41 21,96
F16 6,28 6,28 9,41 21,96
F17 6,28 6,28 9,41 21,96
F18 6,28 6,28 9,41 21,96
F19 6,28 6,28 9,41 21,96

Onde apenas 4 formulacdes apresentaram o surgimento de zonas de
inibicdo, sendo que F4 apresentou maior raio de inibigdo com 10,26mm, como mostra

a Figura 9. Porém 42,10% das fermentacdes apresentaram contagem de UFC/mL 4



44

vezes maior que o meio de cultura utilizado como controle (meio CM2), como o0 meio
F7 com 5,300 x 10° + 3,650 x 108 UFC/mL. Além de 57,89% das formulacdes
apresentarem maior biomassa por espectrofotometria (600nm), como mostra a Tabela
8.

Tabela 9 - Resultados do Planejamento Composto Central Rotacional com as 19

formulagBes geradas a partir das variaveis selecionadas na etapa de screening

Formulagdo Biomassa (Abs) Biomassa (UFC/mL) Atividade A.F (mm)
F1 2,01 4,230 x 108 + 7,767 x 107 0
F2 2,13 3,000 x 108 £ 9,539 x 107 9,70
F3 2,08 3,130 x 108 £1,617 x 108 0
F4 3,32 1,126 x 10° + 2,902 x 108 10,26
F5 3,24 1,433 x 10° + 2,950 x 108 0
F6 2,84 1,246 x 10° £ 1,570 x 108 0
F7 5,08 5,300 x 10° + 3,650 x 108 0
F8 4,83 1,596 x 10° + 1,966 x 108 0
F9 3,36 8,030 x 108 + 1,193 x 108 0
F10 5,87 1,630 x 10° £ 1,732 x 108 7,93
F11 3,54 1,350 x 10° + 3,100 x 108 0
F12 4,61 4,450 x 10° £ 5,575 x 108 0
F13 3,62 3,800 x 108 + 3,439 x 108 8,01
F14 2,59 2,740 x 10° £ 6,589 x 108 0
F15 2,25 9,833 x 108 + 2,309 x 107 0
F16 1,78 9,366 x 108 + 1,115 x 108 0
F17 2,03 8,600 x 108 + 1,054 x 108 0
F18 2,09 8,233 x 108 £ 1,528 x 107 0
F19 2,35 8,833 x 108 + 3,055 x 107 0

A reducao na formacéo de halos de inibicdo, e consequentemente da
producdo de metabdlitos antifingicos, pode estar relacionada tanto na propor¢cao
quanto na propria fonte de carbono e nitrogénio utilizada para as formulagbes, onde
fontes de carbono desempenham um papel central nos processos fermentativos de

bactérias, sendo o principal substrato para geracdo de energia e sintese de
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biomoléculas. A proporcao dessas fontes no meio de cultura pode impactar
diretamente na eficiéncia do crescimento bacteriano, a formacao de metabdlitos e a
produtividade geral do processo. A escolha da fonte de nitrogénio pode afetar ndo
apenas a taxa de crescimento, mas também a producéo de metabdlitos secundarios,

sendo crucial para processos industriais (ANOOP et al., 2019).

Figura 9 - Resultado do teste de difusdo em agar das formulac6es geradas pela
matriz da PCCR, ao qual a placa de letra “C” representa a placa controle, e as

demais respectivas formulacdes

F2

4.3.1 MODELOS DE PREDIGCAO, ANALISES ESTATISTICAS E SUPERFICIES DE RESPOSTAS DO

PCCR: ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A analise das respostas cedidas ao aplicativo de estatistica gerou
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uma funcdo quadratica que representa a relacdo entre as variaveis independentes
para cada resposta avaliada. Neste caso, foi gerado o seguinte modelo matematico
de predicdo, a partir dos coeficientes, efeitos correspondentes e significancias da
regressdo, que descreve o didmetro maximo do halo de inibicdo de crescimento
micelial do fungo fitopatogénico (S. sclerotiorum) em funcéo das variaveis codificadas.
Sendo Xi, X2 e X3 representados por Glicose, Peptona e Colageno hidrolisado de
galinha, respectivamente. O modelo matematico foi parametrizado ao nivel de

significancia de 10%

Y1=-0,02+ 0,48 x; + 0,25 x,%- 0,55 x3 + 0,34 x3% - 0,49 x4 X3

Na Figura 10 o grafico de Pareto, os comprimentos de cada barra
foram apresentados o efeito do respectivo coeficiente, com a linha vertical delimitando
a direita os coeficientes com significancia estatistica ao nivel de 10%. Ao qual tanto
no gréafico quanto no modelo matematico os coeficientes que nao foram julgados como
estatisticamente significativos foram excluidos para reparametrizar o modelo ao nivel

de significancia escolhido.

Figura 10 — Gréfico de Pareto da andlise estatistica do diametro do halo de inibicao

de crescimento micelial do fungo fitopatogénico alvo do PCCR
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A Figura 11 descreve a correlacdo entre os valores experimentais
obtidos com o teste e valores preditos pelo modelo gerado na analise estatistica de

diametro do halo de inibicdo do crescimento micelial do fungo fitopatogénico.

Figura 11 — Correlacéo entre valores preditos e experimentais da analise estatistica
de diametro do halo de inibicdo de crescimento micelial do fungo fitopatogénico alvo
do PCCR
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A Tabela 9 apresenta a analise de variancia e significancia estatistica
da regresséo para o diametro do halo de inibicdo de crescimento micelial do fungo
fitopatogénico alvo. A analise de variancia (ANOVA) para o diametro do halo de
inibicdo de crescimento micelial de S. sclerotiorum revela que o modelo ajustado
apresenta excelente desempenho estatistico. O teste F para a regressao resultou em
um valor extremamente elevado (177,07), com um p-valor de 1,76 x 1071, indicando

gue o modelo é altamente significativo ao nivel de significancia de 0,1.
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Tabela 10 — Andlise de variancia (ANOVA) da regressao para o diametro do halo de

inibicdo de crescimento micelial do fungo fitopatogénico alvo do PCCR

Soma dos Graus de Quadrado

Fonte de Variacéo Quadrados Liberdade Médio Fcalc p-valor
Regresséao 11,440 5 2,288 177,0727 1,76E-11
Falta de Ajuste 0,167 9 0,018 Infinity NaN
Erro Puro 0 4 0
Total 11,608 18
R? = 98,55%

R? ajustado = 98,26

Portanto, embora o modelo seja estatisticamente robusto e apresente
um ajuste quase perfeito (R? = 98,55% e R? ajustado = 98,26), é essencial avaliar a
metodologia experimental. A auséncia de erro puro real indica que a variabilidade das
repeticbes experimentais deve ser reconsiderada, garantindo maior confiabilidade nos
resultados e na validade do modelo ajustado.

A Figura 12 apresenta o grafico de superficie de resposta respectivo
ao modelo matematico de predicdo do raio do halo de inibicdo contra o fungo
fitopatogénico marcador, gerados assim na analise estatistica do PCCR. O grafico
indica as regides 6timas para a variavel X1 — Glicose nas regides de 12,95¢/L; para a
variavel X2 — Peptona nas regides de 6,28g/L e para a variavel Xz —Colageno
hidrolisado de galinha nas regides de 0,1g/L. Assim, baseado no modelo matematico,

esperando uma resposta de: 4,96mm * 0,20mm.

Figura 12 — Superficies de resposta e Curva de Contorno da interagéo entre as
fontes de nutrientes Colageno hidrolisado de galinha e Glicose da analise estatistica
de tamanho méximo do raio do halo de inibicdo micelial contra S. sclerotiorum do
PCCR
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4.3.2 MODELOS DE PREDICAO, ANALISES ESTATISTICAS E SUPERFICIES DE RESPOSTAS DO
PCCR: CONCENTRACAO DE UFC/ML

Neste segundo caso, foi gerado o seguinte modelo matemético de
predicdo, a partir dos coeficientes, efeitos correspondentes e significancias da
regressao, que descreve a concentracdo maxima de UFC/mL em fungéo das variaveis
codificadas. Sendo Xi, X2 e X3 representados por Glicose, Peptona e Colageno
hidrolisado de galinha, respectivamente. O modelo matematico foi parametrizado ao

nivel de significancia de 10%

Y2=123,02 + 113,10 X, + 69,34 x,2 + 122,15 x5 - 98,51 x; X, - 123,51 x4 X3 + 110,01
Xz X3

Na Figura 13, o grafico de Pareto, foi possivel de observar os
coeficientes que foram julgados como estatisticamente significativos de acordo com o
grau de significancia estatistica em 10%. Onde torna-se impreciso a comparac¢ao entre
estes resultados com o anterior, dada a elevada variacdo de dados no experimento
de atividade antimicrobiana. Ademais ressalta-se a falta de ajuste em ambos o0s

experimentos, sugerindo assim mudanc¢as na metodologia aplicada.

Figura 13 — Grafico de Pareto da analise estatistica da contagem de UFC/mL do
PCCR
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A Figura 14 descreve a correlacdo entre os valores experimentais

obtidos com o teste e valores preditos pelo modelo gerado na analise estatistica da

concentracédo de UFC/mL.
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Figura 14 — Correlacéo entre valores preditos e experimentais da analise estatistica
da contagem de UFC/mL do PCCR
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A Tabela 10 O coeficiente de determinacdo (R? = 74,36% e R?
ajustado = 69,23%) demonstra que aproximadamente 69,23% da variabilidade da
variavel resposta pode ser explicada pelo modelo ajustado, 0 que sugere um ajuste
razoavel. Entretanto, a decomposicdo dos residuos revela p-valor extremamente
baixo (4,83 x 10°°). Isso significa que a variacdo ndo explicada pelo modelo ndo pode
ser atribuida apenas ao erro puro, mas sugere possivelmente auséncia de variaveis

importantes ou necessidade de transformacdes nos dados.

Tabela 11 — Analise de variancia (ANOVA) da regressao para a concentracdo de
UFC/mL do PCCR

Somados Grausde Quadrado

Fonte de Variacao Quadrados Liberdade Médio Fcalc p-valor
Regresséo 743176,665 6 123862,777 5,801 4,85E-03
Falta de Ajuste 256028,256 8 32003,532 718,240 4,83E-06
Erro Puro 178,232 4 44,558
Total 999383,155 18
R? =74,36%

R? ajustado = 69,23%
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Assim, apesar da significancia do modelo, a elevada falta de ajuste
sugere que mudancas na metodologia sdo necessarios para melhorar a qualidade da
predicdo, como a inclusdo de novas variaveis, transformacdes nos dados ou a
consideracao de interagBes entre os fatores. A Figura 15 apresenta o gréfico de
superficie de resposta respectivo ao modelo matematico de predicdo para a
concentracdo de UFC/mL, gerados assim na analise estatistica do PCCR. O gréfico
indica as regides 6timas para a variavel X1— Glicose nas regifes de 6,28g/L; para a
varidvel X2 — Peptona nas regides de 13,95¢g/L e para a varidvel X3 —Colageno
hidrolisado de galinha nas regides de 19,90/L. Assim, baseado no modelo matematico,
esperando uma resposta de: 1,674 x 101°+ 2,994 x 10° UFC/mL.

Figura 15 — Superficies de resposta e Curva de Contorno da interagéo entre as
fontes de nutrientes Peptona e Glicose (A), Colageno hidrolisado de galinha e
Glicose (B), Peptona e Colageno hidrolisado de galinha (C) da analise estatistica de

contagem maxima de UFC/mL do PCCR
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4.3.3 MODELOS DE PREDICAO, ANALISES ESTATISTICAS E SUPERFICIES DE RESPOSTAS DO

PCCR: BIOMASSA POR ABSORBANCIA (600NM)

No terceiro caso, foi gerado o seguinte modelo matematico de
predicdo, a partir dos coeficientes, efeitos correspondentes e significAncias da
regressao, que descreve a biomassa maxima via absorbancia em funcéo das variaveis
codificadas. Sendo X1, X2 e X3 representados por Glicose, Peptona e Colageno
hidrolisado de galinha, respectivamente. O modelo matematico foi parametrizado ao

nivel de significancia de 10%
Y3 =0,40 + 0,04 x42 + 0,04 x5 - 0,05 x32 - 0,09 x; X35 - 0,05 X, X3

Na Figura 16 o grafico de Pareto foi possivel de observar os
coeficientes que foram julgados como estatisticamente significativos de acordo com o
grau de significancia de 10%, sendo possivel também reparar que a interagcéo entre
X1 e Xz apresenta maior significancia. Reforcando o fato de que os insumos dentro de
um processo fermentativo apresentam comportamentos nao lineares, onde o0s

ingredientes ndo geram respostas de forma totalmente independente.

Figura 16 - Grafico de Pareto da andlise estatistica da contagem de UFC/mL do
PCCR
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Figura 17 — Correlacéo entre valores preditos e experimentais da analise estatistica

da biomassa via absorbancia do PCCR
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Com base nos dados obtidos a partir da analise de variancia das
respostas obtidas foi possivel analisar alguns comportamentos: valor de F calculado
para a regressao foi 9,355, com um p-valor de 0,0005, indicando que os fatores
incluidos no modelo explicam uma parte substancial da variagdo nos dados. O erro
puro, com um quadrado meédio de 0,0007, indica alta consisténcia nos dados das

replicacdes experimentais. Isso reforca a confiabilidade das medi¢cfes, mas também
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destaca a necessidade de refinar o modelo para melhorar a preciséo das previsfes e

reduzir a falta de ajuste.

Tabela 12 — Analise de variancia (ANOVA) da regressao para a concentracdo de
UFC/mL do PCCR

Somados Grausde Quadrado

Fonte de Variacdo Quadrados Liberdade Médio Fcalc p-valor
Regresséao 0,175 5 0,035 9,355 0,0005
Falta de Ajuste 0,045 9 0,005 6,780 0,040
Erro Puro 0,003 4 0,0007
Total 0,224 18
R2 =78,25%

R? ajustado = 73,9%

Portanto, apesar da significancia estatistica do modelo na previsdo do
comportamento fermentativo, a falta de ajuste de sugere que melhorias sao
necessarias. A Figura 11 apresenta o grafico de superficie de resposta respectivo ao
modelo matemético de predicdo para a biomassa medida via absorbancia, gerados
assim na andlise estatistica do PCCR. O gréfico indica as regifes Otimas para a
variavel X1— Glicose nas regifes de 13,95g/L; para a varidvel X2— Peptona nas regides
de 6,28g/L e para a variavel X3 —Colageno hidrolisado de galinha nas regides de
0,1g/L. Assim, baseado no modelo matematico, esperando uma resposta de: 7,100
Abs + 1,100 Abs.

Figura 18 — Superficies de resposta e Curva de Contorno da interacdo entre as
fontes de nutrientes Peptona e Glicose (A), Colageno hidrolisado de galinha e
Glicose (B), Peptona e Colageno hidrolisado de galinha (C) da analise estatistica de

biomassa maxima por absorbancia (600nm) do PCCR
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AO DAS FORMULAGCOES PREVISTAS COMO OTIMAS

4.5 VALIDAC
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A partir das respostas e analises dos dados estatisticos, foi possivel
obter as trés condi¢cdes que predizem maiores atividades e crescimento microbiano,
como mostra a Tabela 12. Onde é possivel observar que o valor total de insumos
utilizados para a formulacéo de otimizacdo da concentracdo de UFC/mL apresenta

guase o dobro de insumos que as demais, sendo ele o meio mais concentrado.

Tabela 13 — Formulag@es previstas como 6timas pelo aplicativo de analise
estatistica, seguida dos insumos necessarios em g/L e o total de ingredientes

utilizados
Insumos
Glicose TOTAL
Formulacao 6tima g/L  Peptona g/L Colageno g/L g/L
Biomassa (Abs) 13,95 6,28 0,1 20,33
Atividade A. F 12,95 6,28 0,1 19,33
Concentragao
UFC/mL 6,28 13,95 19,9 40,13

4.5.1 VALIDACAO DAS FORMULACOES EM SHAKER

A técnica de espectrofotometria € amplamente utilizada para medir
biomassa de fermentados, que mede a densidade 6ptica (DO) da cultura microbiana.
No entanto, essa abordagem apresenta uma limitacéo significativa: a incapacidade de
distinguir entre células viaveis e ndo viaveis, uma vez que ambas contribuem
igualmente para a turbidez da amostra, embora seja uma metodologia rapida e
fornece uma estimativa de crescimento. Portanto para a etapa de validagéo, foram
utilizadas apenas as formulacfes de Atividade antifangica e Concentracéo de UFC/mL
por ser uma técnica mais robusta e precisa. As fermentacdes ocorreram seguindo os
padrées descritos anteriormente no topico de metodologia e obtendo os resultados
obtidos nas Figuras 19 e 20. Onde é possivel observar na Figura 19 a formacao de
zonas de inibicao contra o fungo C. truncatum, tanto com a formulacdo de otimizagéo
na concentracao de UFC/mL quanto na atividade antifangica. Porém, em comparacao
com o meio de cultura escolhido como controle (CM2) as zonas de inibicdo foram

menores, tendo inibicdo de crescimento micelial de 13,7% + 1,85% com a formulacéo
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para otimizacdo na producdo de moléculas antifungicas e 3,07% * 0,15% com a

formulacédo para otimizacdo na concentracao de UFC/mL.

Figura 19 — Resultado do teste de difuséo em &gar contra C. truncatum, com as
formulacbes premeditadas na PCCR como 6timo em atividade antifingica (A) e

densidade de UFC/mL (B), seguido dos controles (C) e meios de cultura CM2

N&o apenas na validacdo atividade antifungica in vitro contra C.
truncatum, mas também contra o fungo marcador S. sclerotiorum a inibicdo de
crescimento micelial também foi reduzida, apresentando resultados da formulacdo
para otimizacdo na producdo de moléculas antifingicas de apenas 6,55% * 2,85% e
a formulacdo de otimizacdo na concentracdo de UFC/mL apresentou uma inibicdo de
2,32% + 0,76%. Ambos os fermentados apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre o meio CM2, como sugere a Tabela 13. Os resultados obtidos a

partir da validacdo das formulacdes se encontraram fora do intervalo previsto pelo
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websoftware estatistico e menores que o meio de cultura utilizado como controle
(CM2).

As causas na reducdo da producdo metabdlica podem estar
diretamente relacionadas a menor concentracdo e propor¢ao de insumos presentes
no meio formulado pelo aplicativo de planejamento estatistico. Ao qual nota-se que o
meio de cultura CM2 apresenta uma concentragcdo muito maior de fonte de carbono e
nitrogénio, em contraste aos 12,95g/L de glicose e 6,38g/L de fontes de nitrogénio
(Peptona e Colageno hidrolisado de galinha). Além de que para a confec¢do do meio
de cultura CM2 utilizou-se insumos de qualidade laboratorial, que por si apresentam
um grau de pureza maior, tanto para as fontes de nitrogénio quanto para carbono.
Enquanto para os meios de cultura testados no PCCR apresentaram insumos de nivel
técnico industrial, contando com um grau de pureza menor que 0S iINSUMOS
laboratoriais. Esta dependéncia nutricional fica mais evidente quando exposta a
formulacdo do meio de cultura na etapa de screening que apresentou maior producao
de moléculas antifingicas (F9), ao qual apresenta como fontes de Nitrogénio: Peptona
10g/L, Extrato de levedura 5g/L, Colageno hidrolisado de galinha 5g/L e Farinha
proteica de Soja 5g/L (total de 25g/L) e fontes de Carbono: Sacarose 10g/L, Glicose
10g/L, Amido de milho 10g/L, Extrato de levedura 5g/L e Farinha proteica de soja 5¢g/L
(total de 40g/L de fontes de carbono).

Assim evidenciando a necessidade nutricional do microrganismo B.
velezensis CMRP6330 (LABIM 41) de maiores fontes de carbono e nitrogénio para
maior producdo de metabdlitos antifGngicos com acdo de inibicdo do crescimento

micelial contra S. sclerotiorum e C. truncatum.
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Tabela 14 — Teste de t-Student para avaliar diferenca significativa entre o meio de
cultura controle CM2 e formulacéo para otimizacdo de metabdlitos antifingicos e
concentracéo de UFC/mL

Amostras (cm?)

Formulacao 1 2 3 4
Atividade A. F 53,361 54,018 56,742 53,147
CM2 45,004 45,449 49,026 47,675
valor de t -5,98
p-valor 9,80E-04
Amostras (cm?)
Formulacao 1 2 3 4
UFC/mL 56,53 57,335 56,924 56,334
CM2 45,004 45,449 49,026 47,675
valor de t 10,27
p-valor 4,98E-05

Figura 20 — Resultado do teste de difusdo em &gar contra S. sclerotiorum, com as
formulagbes premeditadas na PCCR como 6timo em atividade antifungica (A) e

densidade de UFC/mL (B), seguido dos controles (C) e meio de cultura controle CM2
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Apbs os processos fermentativos a formulacdo para otimizacdo na
atividade antifingica apresentou uma média de 8,333 x 108 + 5,777 x 107 UFC/mL,
enquanto a formulacdo para otimizacdo na densidade de UFC/mL apresentou uma
média de 2,347 x 10° + 3,786 x 10’ UFC/mL estando fora do intervalo previsto pelo
modelo matematico de 1,674 x 10%°+ 2,994 x 10° UFC/mL, porém demonstrou maior

concentracao de unidades formadoras de colbnia por mL que 0 meio CM2.

4.5.2 VALIDACAO DA FORMULACAO PARA OTIMIZACAO DE MOLECULAS ANTIFUNGICAS EM

BIORREATOR DE BANCADA
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A leitura de densidade 6ptica da formulacdo expressa pela Tabela 5
foi realizada tanto com o meio de cultura estéril antes da fermentacdo quanto nos
pontos de coleta estabelecidos anteriormente, em seguida os dados foram agrupados
de forma a acompanhar o crescimento da biomassa microbiana em fungéo do tempo

de fermentacédo, como mostra a Tabela 14.

Tabela 5 — Composi¢do do meio de cultivo para producdo de metabdlitos

antifangicos

Insumos Proporcoes (g/L)

Glicose 12,95
Peptona 6,28
Colageno 0,1

Tabela 15 — Densidade 6ptica (600nm) do meio de cultura utilizado (ML) e das
aliquotas de fermentado, medidas em triplicata (L) para cada tempo de coleta (T),

seguido das suas respectivas médias e leitura real (Xpo)

TEMPO L1 L2 L3 MEDIA Xpo
ML 0,441 0,45 0,415 0,435 2,176
TO 0,792 0,784 0,788 0,788 3,940
T3 0,881 0,873 0,894 0,882 4,413
T6 0,812 0,833 0,848 0,831 7,479
T9 0,484 0,492 0,491 0,489 12,714
T12 0,414 0,423 0,395 0,410 9,308
T18 0,394 0,384 0,374 0,384 9,984
T24 0,515 0,499 0,500 0,504 13,121
T30 0,385 0,383 0,376 0,381 9,914
T36 0,386 0,392 0,389 0,389 10,114
T48 0,452 0,463 0,445 0,453 11,786
T60 0,479 0,487 0,470 0,478 12,445
T72 0,411 0,400 0,389 0,400 10,400

Além dos dados de densidade 6ptica, os respectivos pontos de coleta
descritos na metodologia para validagdo de UFC/mL e quantificacdo de esporulagao
foram coletados e agrupados os dados como mostra a Tabela 15. O que possibilitou

perceber que o fermentado apdés 60 horas de fermentacdo passou a apresentar



63

esporulacdo de quase 100%, ao qual este valor persistiu até o final da fermentacéao.
Sendo este um dado de extrema importancia, dado que o processo de esporulacao
contribui diretamente para a eficiéncia dos processos de producdo de insumos
microbiolégicos, em contrapartida dos microrganismos esporulados néo contribuirem
para a producdo de metabdlitos antifiUngicos por conta do seu metabolismo inerte. Os
esporos apresentam resisténcia a condicbes ambientais adversas, como
temperaturas extremas, radiacdo UV e desidratacdo, garantindo a viabilidade dos
microrganismos durante o armazenamento e apOs a aplicacdo no campo. Essa
resisténcia € crucial para manter a eficacia dos insumos microbiolégicos em diferentes
condicbes ambientais (SILVA et al.,, 2022). Essa capacidade € particularmente
vantajosa na producdo de inoculantes microbianos, pois assegura que as bactérias
mantenham sua viabilidade e eficacia apds os processos industriais de secagem e
armazenamento (ARAUJO et al., 2021).

Tabela 16 — UFC/mL no fermentado coletado para cada tempo de coleta, seu desvio
padrdo (Desv. Pad) e validacéo para formacédo de enddsporos para o tempo T48, 60

e 72 acompanhado de seus respectivos valores de desvio padrao

Tempo UFC/mL Desv. Pad UFC/mL (End6sporo) Desv. Pad
TO 1,50 x107 1,57 x108 - -
T12 3,30 x10° 7,55 x108 - -
T24 7,33 x108 1,15 x108 - -
T36 1,70 x10° 3,46 x108 - -
T48 1,80 x10° 4,00 x108 9,97 x108 4,51 x107
T60 1,39 x10° 1,67 x108 1,03 x10° 1,07 x108
T72 1,19 x10° 1,76 x108 1,16 x10° 1,55 x108

Foi possivel também observar, através dos pontos de coletas e
microscopia Optica, o processo de esporulacdo com o decorrer do tempo de

fermentacdo, como é possivel observar através da Figura 21.

Figura 21 — Microscopia de contraste de fase do fermentado em seus respectivos

pontos de coleta em objetiva de 100x
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As amostras de fermentado retiradas nos tempos TO, T12, T24, T48,
T60 e T72 foram qualificadas quanto a producdo de moléculas antifingicas e assim
obtendo os resultados da Figura 22, contra S. sclerotiorum e Figura 23, contra C.
truncatum. Onde a formulacdo apresentou producdo de metabdlitos antifingicos de
forma que, em 24 horas de fermentacédo o fermentado apresentou o pico mais alto na
producdo destas moléculas. Os dados referentes a dimencdo dos halos foram
representadas seguindo a Tabela 16 para o tratamento contra S. sclerotiorum e
Tabela 17 para C. truncatum.
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Figura 22 — Testes de difusédo em agar e observacgédo da inibigcdo do crescimento micelial contra S. sclerotiorum com as amostras
dos respectivos pontos de coleta

T48(1)

’ [
‘

T48(2)
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Tabela 17 — Valores dos raios de inibigdo do crescimento micelial no sentido
horizontal (H) e vertical (V) em relagédo ao poc¢o tratamento contra S.

sclerotiorum

Tempo 1V 1H 2V 2H 3V 3H 4V 4H 5V 5H 6V 6H Média
T12 1,461 4,022 1,447 1,832 1,435 1,546 1,874 1,981 1,568 1,056 1,366 1,288 1,814

T24 1947 2,208 1,848 2,043 1,859 2,286 1,741 2,745 1,871 2,286 1,804 2,214 2,071
T48 1856 2,238 1,81 2,096 1,637 1,672 1,832 1,854 1,716 2,096 1,839 2,211 1,904
T60 3625 2,208 1,703 1,975 1,627 2,016 1,717 1,84 1,632 2,018 1522 2,218 1,841
172 1677 1,826 1,721 1,736 1,823 1,703 1,602 1,883 1,703 1,799 1,788 1,988 1,770

Tanto os valores dos halos para S. sclerotiorum e C. truncatum
foram submetidos a andlise estisticas para validar possiveis diferencas
estatisticas entre as médias dos tempos (ANOVA). Onde para os halos contra S.
clerotiorum, como representa a Tabela 16, foi obtido Fcal = 1,077 e p-valor =
0,377 (p-valor > 0,05), assim nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre as médias dos halos, indicando que as médias entre os halos mantiveram-
se homogénias com o decorrer da fermentacdo. Para os halos contra C.
truncatum, representados pela Tabela 17, pela foi obtido Fcal = 0,876 e p-valor
de 0,493 (p-valor > 0,05), assim ndo houve diferenca estatisticamente
significativas entre as médias dos halos, indicando que as médias entre os halos
mantiveram-se homogénias com o decorrer da fermentagdo. Descartando a
possibilidade da concentracdo de metabdlitos antifingicos ter diminuido

siginificativamente com o decorrer da fermentacao.

Tabela 18 — Valores do raio de inibicdo do crescimento micelial com o

tratamento contra C. truncatum

Tempo CT1 CT2 CT3 CT4 CT5 CT6 Média
T12 1,747 2,149 1,817 2,510 2,337 1,596 2,026
T24 1,800 1,906 2,323 - 2,472 2,432 2,186
T48 1,705 2,413 1,664 1,237 2,212 2,047 1,879
T60 2,290 1,786 2,525 2,237 1,841 2,315 2,165
T72 1,914 1,980 1,928 2,140 2,180 1,990 2,022
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Figura 23 — Testes de difusdo em agar e observacéao da inibicdo do crescimento micelial contra C. truncatum com as amostras dos
respectivos pontos de coleta

T12(3) T24(3) T483) T60(3) T72(3)
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A partir dos dados obtidos de densidade 6ptica e de inibicdo de
crescimento micelial com ambos os fungos, foi possivel montar duas curvas de
crescimento microbiano e producdo de metabdlitos antifangicos para os respectivos

fungos, como mostra a Figura 24 e Figura 25.
Figura 24 — Grafico da curva de crescimento da biomassa microbiana por densidade
optica (D.O) e tamanho do raio de inibicdo micelial contra o fungo C. truncatum (CT)

em funcado dos tempos de coleta estabelecidos
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Figura 25 — Grafico da curva de crescimento da biomassa microbiana por densidade
optica (D.O) e tamanho do raio de inibicdo micelial contra o fungo S. sclerotiorum

(SS) em funcéo dos tempos de coleta estabelecidos

Curva de crescimento e producao de metabdlitos
antifungicos contra S. sclerotiorum

14 2,5
12
2 =
10 3
— >
g 8 1'5 28
o =
e 2
S £
G 13
RS
4 o
0,5
2
0 0
TO T3 T6 T9 T12T18T24T30T36 T48 Te0 T72
I SS
Tempo
—D.0

Por meio dos graficos de crescimento é possivel observar um
crescimento exponencial na biomassa microbiana a partir das 3 horas de fermentacao
e terminando em aproximadamente 9 horas. Logo apdés, a densidade Optica passa por
um periodo de oscilagdo entre altas de baixas concentracdes de biomassa, sendo
também impossivel inferir um periodo de crescimento estacionario, dado que os
valores da DO a partir do tempo 12 diferem-se entre si estatisticamente através de um

teste estatistico de comparagdes multiplas (Tukey, R Project), como mostra a Tabela

18.
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Tabela 19 — Valores obtidos no teste estatistico de comparaces multiplas (Tukey, R

Project) entre os valores obtidos de D.O dos respectivos tempos utilizados

Tempo Valor Grupos
T24 0,50466 a
T60 0,47866 ab
T48 0,45333 b
T12 0,41066 C
T72 0,4 c
T36 0,389 C

5. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o meio de cultura CM2, utilizado
como controle, apresentou uma boa producdo de metabdlitos antifingicos, com
inibicdo do crescimento micelial. No entanto, a tentativa de otimizacdo do meio de
cultura por meio do PCCR permitiu identificar formulacées com maior potencial para
a producéo de biomassa, embora a producdo de metabdlitos antifingicos tenha sido
inferior ao esperado. Isso sugere que a concentracdo e propor¢gdo de nutrientes no
meio de cultura séo fatores criticos para a producdo de metabdlitos antifungicos, e
gue o meio CM2, com maior concentracdo de fontes de carbono e nitrogénio, pode
ser mais adequado para essa finalidade. Novos ensaios devem ser conduzidos para
confirmar se as fontes sugeridas pelo modelo podem ser utlizadas, com a
possibilidade de aumentar a concentragédo de cada insumo

A validacdo da formulacdo otimizada em biorreator de bancada
confirmou a viabilidade do processo fermentativo, além disso, a esporulagdo do
microrganismo foi observada a partir de 60 horas de fermentacéo, indicando a
viabilidade do uso de B. velezensis LABIM41 na formulacdo de bioinsumos, dada a
resisténcia dos esporos a condi¢cdes adversas. Além de que, pelo fato de o fermento
apresentar uma taxa de esporulacao de aproximadamente 100% nesta mesma faixa
de tempo, sugere que 0 processo fermentativo possa terminar neste mesmo
momento, dado que os enddsporos ndo contribuem mais para a producdo de
metabdlitos e ndo havendo razdes pelas quais finalizar as 12 horas de fermentagéo

restantes.
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A partir dos resultados obtidos dos processos fermentativos e controle
contra ambos os fungos apresentados no trabalho, ressalta-se o maior potencial de
antibiose contra o fungo C. truncatum, mostrando um potencial maior da linhagem
bacteriana B. velezensis LABIM41 contra fungos fitopatogénicos caracteristicos de fim
de ciclo e possibilitando a formulacédo de um produto biologico de aplicacao foliar.

Em conclusédo, este trabalho demonstra o potencial da bactéria
utilizada no trabalho como agente de biocontrole de fungos fitopatogénicos,
destacando a importancia da otimizacéo de processos fermentativos para a producao
de bioinsumos. Apesar dos desafios encontrados na otimizacdo da producdo de
metabalitos antiflingicos, os resultados obtidos abrem caminho para futuras pesquisas
visando o aprimoramento das formulagcbes e a aplicacdo em escala industrial. A
utilizacdo de bioinsumos representa uma alternativa sustentavel e eficaz para o
controle de doencas agricolas, contribuindo para a reducdo do uso de produtos

guimicos e para a promocao de uma agricultura mais sustentavel.
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