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RESUMO

GOUVEIA, Paula Oliveira. Potencial biotecnolégico de Bacillus velezensis
CMRP4490 para a produgao de metabdlitos biofungicidas voltados ao controle
de Macrophomina phaseolina. 2024-2026. 96. Dissertagdo de Mestrado em
Microbiologia — Departamento de Microbiologia, Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2024-2026.

O agronegécio enfrenta o desafio de mitigar os significativos impactos ambientais e o
desequilibrio ecoldgico decorrentes do modelo de manejo baseado no uso intensivo e
exclusivo de defensivos quimicos sintéticos. Diante desse cenario, o desenvolvimento
de bioinsumos microbianos, como os metabdlitos antifungicos produzidos pelo género
Bacillus, surge ndao como uma solucado de substituicdo total, mas como um aliado
estratégico no manejo integrado. Essa abordagem biotecnoldgica, caracterizada pela
alta especificidade e rapida degradacgado, contribui para a redugao do impacto
ambiental e auxilia no controle de fungos fitopatogénicos, a exemplo de
Macrophomina phaseolina. O objetivo deste trabalho foi produzir, fracionar e identificar
os metabdlitos secundarios da cepa Bacillus velezensis CMRP4490, avaliando seu
potencial biolégico e otimizando os processos de isolamento. A metodologia englobou
a caracterizagdo macromorfolégica bacteriana em meios solidificados e ensaios de
escalonamento da fermentacido liquida submersa, partindo de frascos agitados
(shaker) para biorreator de bancada (3 L) e, posteriormente, para biorreator em escala
piloto (40 L). O crescimento populacional e a atividade antagonista foram monitorados
por quantificacdo de células viaveis, testes de pogo-difusdo em agar, Spot on lawn e
determinacdo do indice de Crescimento Micelial (ICM). Para as etapas de
recuperacado (downstream), foi realizada precipitagdo acida por ajuste de pH,
utilizando pH 2,0 e pH 4,0, seguida por extragao em fase solida (EFS), isolamento por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e anotagdo molecular utilizando
espectrometria de massas (MALDI-TOF e LC-MS). Os resultados demonstraram que
a biossintese maxima de compostos ativos € tempo-dependente e atrelada ao platd
de biomassa celular, alcangando seu pico de eficacia antifungica em 48 horas de
cultivo em escala piloto. A recuperagao dos metabdlitos por precipitagdo acida
revelou-se um meétodo eficiente, sendo o ajuste para pH 4,0 recomendado por
apresentar maior consisténcia e reprodutibilidade analitica. O precipitado demonstrou
forte atividade inibitéria dose-dependente contra M. phaseolina, induzindo 87,7% de
supressao fungica na concentracdo de 500 pg/mL apés 72 horas de incubacgéo. O
fracionamento cromatografico permitiu isolar a fragao bioativa F4, que inibiu 100% do
crescimento fungico nas concentragdes 36,5 e 18,25 ug/mL. Complementarmente, a
espectrometria de massas detectou correspondéncias moleculares para lipopeptideos
das familias surfactina, iturina, corroborando a analise gendmica prévia da cepa.
Conclui-se que a linhagem B. velezensis CMRP4490 detém alto potencial
biotecnolégico para atuar como biofungicida e que o protocolo estabelecido
representa uma via metodoldgica robusta e eficaz para a formulagdo de novos
defensivos bioldgicos e bioquimicos, consolidando-se como uma importante
ferramenta aliada a sustentabilidade no campo.

Palavras-chave: Bacillus velezensis;, Bioinsumos; Macrophomina phaseolina;
Lipopeptideos; Downstream.



ABSTRACT

GOUVEIA, Paula Oliveira. Biotechnological potential of Bacillus velezensis
CMRP4490 to produce biofungicidal metabolites aimed at controlling
Macrophomina phaseolina. 2024-2026. 96p. Master's Thesis (Master in
Microbiology) — Department of Microbiology, State University of Londrina (UEL),
Londrina, 2024-2026.

Agribusiness faces the challenge of mitigating the significant environmental impacts
and ecological imbalance resulting from a management model based on the intensive
and exclusive use of synthetic chemical pesticides. Given this scenario, the
development of microbial bioinputs, such as antifungal metabolites produced by the
genus Bacillus, emerges not as a total substitution solution, but as a strategic ally in
integrated management. This biotechnological approach, characterized by high
specificity and rapid degradation, contributes to reducing environmental impact and
assists in the control of phytopathogenic fungi, such as Macrophomina phaseolina.
The objective of this work was to produce, fractionate, and identify the secondary
metabolites of the Bacillus velezensis CMRP4490 strain, evaluating its biological
potential and optimizing the isolation processes. The methodology encompassed
bacterial macromorphological characterization in solidified media and scale-up assays
of submerged liquid fermentation, starting from shake flasks to a bench-top bioreactor
(3 L) and, subsequently, to a pilot-scale bioreactor (40 L). Population growth and
antagonistic activity were monitored by quantifying viable cells, agar well diffusion
tests, Spot on lawn, and determining the Mycelial Growth Index (MGl). For the recovery
stages (downstream), acid precipitation was performed by pH adjustment, using pH
2.0 and pH 4.0, followed by solid-phase extraction (SPE), isolation by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC), and molecular annotation using mass
spectrometry (MALDI-TOF and LC-MS). The results demonstrated that the maximum
biosynthesis of active compounds is time-dependent and linked to the cellular biomass
plateau, reaching its peak of antifungal efficacy at 48 hours of cultivation on a pilot
scale. The recovery of metabolites by acid precipitation proved to be an efficient
method, with the adjustment to pH 4.0 being recommended for presenting greater
consistency and analytical reproducibility. The precipitate showed strong dose-
dependent inhibitory activity against M. phaseolina, causing 87.7% fungal suppression
at a concentration of 50 ug/mL after 72 hours of incubation. Chromatographic
fractionation allowed the bioactive fraction F4 to be isolated, which inhibited 100% of
fungal growth at concentrations of 36.5 and 18.25 yg/mL.. Complementarily, mass
spectrometry detected molecular matches for lipopeptides from the surfactin, iturin,
and fengycin families, corroborating the previous genomic analysis of the strain. It is
concluded that the B. velezensis CMRP4490 strain holds high biotechnological
potential to act as a biofungicide and that the established protocol represents a robust
and effective methodological pathway for the formulation of new biological and
biochemical pesticides, consolidating itself as an important tool allied to sustainability
in the field.

Keywords: Bacillus velezensis; Bioinputs; Macrophomina phaseolina; Lipopeptides;
Downstream.
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1 INTRODUGAO

A preocupacgdo crescente com as questdes ambientais tem sido um dos
principais motivos por tras da busca por abordagens mais sustentaveis em diversos
setores da sociedade. Um campo fundamental que demanda por mudancgas € a
agricultura, uma atividade intrinsecamente ligada a subsisténcia da humanidade. A
agricultura convencional mantém a produgao de alimentos ao longo de décadas,
contudo, é cada vez mais evidente, os impactos significativos nos ecossistemas
terrestres e aquaticos. Nesse contexto, cresce a urgéncia por métodos produtivos que
garantam o rendimento reduzindo o impacto ambiental.

Além das questbes ambientais, a estimativa de crescimento populacional traz
a tona outro grande desafio, deixando de estar apenas no setor econdémico e
passando a configurar como uma infraestrutura critica de sobrevivéncia. Segundo
relatorio oficial da ONU intitulado "World Population Prospects 2024, a populagao
mundial atingira um pico de aproximadamente 10,3 bilhdes de pessoas em 2080
(ONU, 2024), com menos recursos naturais disponiveis e sob maior presséao climatica.
Para suprir a crescente demanda por alimentos, o sistema de producéo alimenticia
global devera passar por mudangas para garantir a segurancga alimentar e nutricdo de
qualidade a todos (FAO, 2017).

Os fertilizantes e defensivos quimicos sintéticos sdo amplamente utilizados
para o aumento da produtividade das lavouras. No entanto, apesar dos beneficios, a
presenca destes compostos no solo, na agua e na atmosfera trazem alteragdes em
suas composi¢cdes que comprometem o equilibrio ecolégico previamente existente
(TOSI et al., 2018). Além disso, a utilizagéo recorrente e demasiada de agroquimicos
favorece o surgimento e disseminagao de cepas resistentes (DEISING et al., 2008), o
que ao longo do tempo, diminui sua eficacia em proteger as lavouras (KIM; KABIR;
JAHAN, 2017; RANI et al., 2021). Diante dessas complexas interagdes entre a
agricultura convencional e o meio ambiente, €& imprescindivel que haja
desenvolvimento de técnicas e produtos que agreguem as praticas agricolas mais
sustentaveis (BABBAL; ADIVITIYA; KHASA, 2017).

O género Bacillus tem sido reconhecido como principal componente dos
bioinsumos microbianos registrados pelo MAPA (2021) na agricultura brasileira. Entre
0s géneros bacterianos, ele se destaca pela sustentabilidade, ampla aplicabilidade e

durabilidade, decorrentes de sua capacidade de diferenciarem em enddsporos
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resistentes e de produzir biomoléculas altamente especificas.

Os bioestimuladores de origem microbiana sao produtos utilizados na
agricultura moderna com capacidade de promover o crescimento vegetal de forma
sustentavel e eficiente. Os produtos formulados com bactérias do género Bacillus
apresentam interacdo benéfica com a planta através da produgdo de moléculas
analogas a fitorménios de crescimento, além de aumentar o aproveitamento de
nutrientes do solo através da solubilizagdo de minerais no solo interagdo, além da
inducao de resisténcia sistémica contra patdogenos e estresses abidticos (Barbosa et
al., 2022).

Segundo Gharsallah et al., (2025), cepas do género Bacillus isoladas de raizes
e solo, produziram lipopeptideos com atividade antifungica contra Rhizoctonia solani,
apresentando inibicdo de 60% do micélio, apresentando melhor controle do que em
ensaio de antagonismo em cultura pareada.

Um estudo sobre a diversidade quimica dos metabdlitos produzidos por Bacillus
velezensis, ressaltam seu potencial como biofungicidas de alta eficacia e baixo risco
ambiental, bem como a necessidade de otimizar a producgao, extracdo e formulagao
para aplicagcdo pratica (Salazar et al., 2022). Os lipopeptideos sdao moléculas
sintetizados pela via nao ribossomal, durante processos de fermentagado, nos quais
diferentes variagdes destas moléculas podem ser obtidas, dependendo da linhagem
selecionada e das condi¢des nutricionais de cultivo.

A integragdo da produgdo de metabdlitos secundarios antifungicos com a
promogao de crescimento vegetal como um modelo robusto para o desenvolvimento
de tecnologias agricolas, que mantém a produtividade ao mesmo tempo que
minimizam danos ao meio-ambiente (Khan et al., 2022; Poveda & Gonzalez-Andrés,
2021).

Dessa forma, o desenvolvimento de formulacdes baseadas em metabdlitos de
B. velezensis apresenta-se como uma resposta estratégica as necessidades da
agricultura. No entanto, a transicdo da eficacia laboratorial para o sucesso em larga
escala exige a validagao dessa tecnologia. Nesse contexto, o presente trabalho teve
como objetivo identificar os compostos produzidos por B. velezensis apos

fermentacao liquida submersa e avaliar a performance antifungica destas moléculas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir, fracionar e identificar metabdlitos secundarios produzidos pela
linhagem Bacillus velezensis CMRP4490 e investigar a natureza quimica e potencial

biolégico dessas moléculas

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizagdo macromorfolégica das colénias;

b) Fermentagdo liquida submersa para produgao de matabdlitos de
interesse;

c) Avaliagao da atividade antifungica dos metabdlitos secundarios;

d) Extragdo os metabdlitos secundarios;

e) Fracionamento e identificagdo das moléculas;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 UsO DE INSUMOS NO AGRONEGOCIO

A agricultura no Brasil € uma atividade econémica estratégica em ascensao
mundial na produgao de insumos e comodities como, agucar, laranja, café, soja, milho
e algodao (FAOSTAT, 2019). Em 2023, o agronegécio correspondeu a 23,8% do PIB
do pais, sendo que a soja e derivados lideram o mercado, atingindo cerca de 40,4%
das exportagdes nacionais, contribuindo ativamente para o faturamento de US$166
bilhdes anualmente. (CEPEA/ USP/ CNA 2023). Em relagdo a demanda internacional,
as exportagdes para a China representaram, em média, 71% do total de soja entre
2020 e 2024 (COLUSSI et al., 2024).

O crescimento da agricultura brasileira nas ultimas décadas deve-se
principalmente ao consumo de quimicos sintéticos amplamente utilizados para o
manejo de fitopatdgenos. Em 2021 o Brasil consumiu 720.870 toneladas de
defensivos quimicos sintéticos, aos quais o0 uso intensivo impacta negativamente a
saude humana e o meio ambiente, acelerando a sele¢ao de populacdes resistentes e
provocando falhas no controle, um ciclo que afeta a produtividade e aumenta os custos
(GARUD et al, 2024; MURAKAMI et al., SAVOY, 2011; 2014).

Dentre as problematicas associadas a produgdo agricola, o crescimento
populacional tornou-se um importante tema. Estima-se que a populagao global devera
atingir cerca de 9,7 bilhdes de pessoas até 2050, segundo dados do Departamento
de Assuntos Sociais e Econdmicos da ONU (2022). Para suprir a crescente demanda
por alimentos e diminuir as perdas decorrentes de estresse bidticos e abidticos, o
sistema de producéao inseriu novas praticas de Manejo Integrado de Pragas e Doencas
(IPDM), que consideram a combinagcdo de métodos bioldgicos, culturais e quimicos
de forma otimizada, com o objetivo de diminuir os impactos ambientais e manter o
equilibrio econémico (GASQUES et al., 2012; FAO, 2017; MOREIRA et al., 2017).

Dados indicam que cerca de 21,5% do trigo, 30% do arroz, 22,6% do milho,
17,2% da batata e 21,4% da soja s&o afetados por insetos e patégenos, contribuindo
para uma busca crescente por novos métodos para o controle de fitopatégenos que
sejam economicamente viaveis e ambientalmente sustentaveis (CARVAJAL-YEPES
etal., 2019).
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Colussi e Langemeier (2026) desenvolveram pesquisas a respeito da produgao
de soja destacando as diferengas em implementacao tecnoldgica, pregos de insumos,
fertilidade do solo, e outros fatores entre duas importantes regides produtoras de soja
no Brasil e Estados Unidos.

A partir desta analise, foi realizado um levantamento de custos de insumos
categorizados em trés grupos principais: custos diretos, custos operacionais e custos
indiretos que podem ser observados na figura 1.

Figura 1: Custo de produgao de soja entre duas importantes regides produtoras entre 2020 e 2024
no Brasil e Estados Unidos.
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Fonte: COLUSSI; LANGEMEIER, 2026 gerado pelo Agri Benchmark Network database.

Nota: Os custos diretos incluem sementes, defensivos agricolas, fertilizantes, irrigagdo, seguro agricola, secagem e financeiros.
Os custos operacionais compreendem magquinario, mao de obra (tanto contratada quanto familiar), terceirizagdo, combustivel e
outras despesas com energia. Os custos indiretos consistem em depreciagao de terrenos, depreciagéo de edificagdes, reparos

e juros, impostos sobre a propriedade, seguros e despesas diversas.

No Brasil, os custos voltados para insumos, como fertilizantes e defensivos
agricolas, ultrapassaram 60% do valor total gasto em média, durante o periodo de
2020 e 2024. Esses dados estdo atrelados a regido do Cerrado brasileiro, onde
concentra-se grande parte da producgao de soja e faz-se necessario o controle quimico
de pragas e uso de fertilizantes para correcéo de deficiéncias do solo. De modo geral,
os custos totais de producdo foram menores no Brasil, mesmo com os aumentos

substanciais no pregco dos fertilizantes registrados a partir de 2022, gerados
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principalmente devido ao conflito entre Russia e Ucrania, paises que exportavam
cerca de 85% dos fertilizantes utilizados no Brasil (COLUSSI; LANGEMEIER, 2026).
Nas ultimas décadas, a pesquisa para desenvolvimento de novos defensivos
agricolas evoluiu, langando novas moléculas quimicas mais seletivas, eficientes e
seguras. Essa tendencia é elucidada por Lazarevic-Pasti et al. (2025), que destaca o
decaimento do impacto ambiental e a saude humana dos defensivos nas ultimas duas
décadas.
O desenvolvimento de uma nova molécula quimica que possa ser aplicada a
agricultura € um processo demorado e complexo, como € mostrado no levantamento
da CropLife International (2024), indicando que o custo médio para levar uma
molécula do laboratério até o mercado pode chegar a US$ 301 milhdes, somando as
etapas de pesquisa, desenvolvimento e registro. Em sintese, garantir a longevidade
dessas moléculas e conter a ressurgéncia de pragas exige doses precisas, momentos

corretos de aplicacao e alternancia de principios ativos.
3.2 BIOINSUMOS NA AGRICULTURA

O crescimento dos bioinsumos consolida o modelo agricola sustentavel por
meio da inovacao biotecnoldgica. Essas solugbes atuam via biomoléculas de alta
especificidade e baixa persisténcia ambiental, aplicaveis de forma isolada ou
combinada. (CORDEAU et al., 2016; SUTTON et al., 2016; REGO-MACHADO et al.,
2021).

O uso de biodefensivos tem crescido no Brasil, segundo o ministério da
Agricultura e Pecuaria, em 2025, foram aprovados 912 registros de produtos
destinados ao controle fitossanitario de pragas e doencas, vegetais e animais,
movimentando R$ 4,35 bilhdes, de acordo com o estudo FarmTrak Bioinsumos
2024/25, da Kynetec.

Os biofungicidas microbianos utilizam microrganismos viaveis com atividade
fungicida no controle fitossanitario (ABBEY et al., 2019). O biocontrole de
fitopatdgenos fundamenta-se em quatro modos de agdo principais: competicdo
ecolégico-nutricional, antibiose via sintese de compostos antagénicos, parasitismo
direto e indugéo de respostas de defesa enddgenas no hospedeiro vegetal (CAL et
al., 2012).

Os biofungicidas microbianos compdéem o principal grupo de bioinsumos
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presentes nos produtos comerciais de controle, desenvolvidos com diferentes
microrganismos, incluindo Bacillus spp., no entanto, os compostos com atividade
fungicida naturais produzidos por microrganismos sao escassos no mercado (ABBEY
et al., 2019). Esses bioprodutos apresentam vantagens que os tornam a opg¢ao ideal
para o combate a pragas em culturas agricolas, com alta seletividade, eles atuam
primordialmente, somente contra o patdgeno alvo. A eficiéncia dos mesmos pode
ocorrer por contato ou por ingestao, fazendo com que as pragas parem de se alimentar
levando a morte em algumas horas ou dias (KHAKIMOV et al., 2020).

Apesar das vantagens sob o uso de produtos naturais, a maioria se degrada
facilmente no ambiente sob mudancas de temperatura, radiagdo ou quando expostos
a enzimas de insetos apds ingestdo, implicando na diminuicdo do periodo de
persisténcia no ambiente e redugao de riscos para organismos néo-alvo (PERTOT et

al., 2016), sinalizando um possivel objeto de estudo e otimizagao.

3.3 FUNGOS FITOPATOGENICOS

Os fungos representam o maior grupo de organismos fitopatogénicos,
acometem diversos tipos de sistemas agricolas e causam doengas que podem afetar
todos os estagios de desenvolvimento das plantas (MICHEREFF et al., 2005;
CORREIA; MICHEREFF, 2018). O ambiente como um todo, bem como as
caracteristicas do solo e da rizosfera determinam quais microrganismos estarao
presentes, afetando diretamente a possibilidade de patdégenos causarem ou nao
doencgas (CHIARAMONTE; MENDES; MENDES, 2020).

Os fungos do solo podem sobreviver por longos periodos de forma inativa,
como estruturas de resisténcia que apresentam atividade metabdlica nula ou reduzida,
sendo que alguns fungos podem produzir esporos e serem facilmente transportados
por ar ou agua (HILLOCKS; WALLER, 1997; MICHEREFF et al., 2005).

Apos a germinacao do propagulo, o fungo entra contato com as raizes do
hospedeiro iniciando a fase de colonizagao, caracterizada pela invasdo progressiva
dos tecidos vegetais e o consequente aumento da produgédo de biomassa do fungo.
Quando a disponibilidade de energia decresce, ocorre a redu¢gado na producao de
biomassa e os fungos voltam a se diferenciar em estruturas de resisténcia (CORREIA,;
MICHEREFF, 2018).

Dentre as principais culturas agricolas € possivel classificar os fungos
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fitopatégenos que mais as acometem. Os principais géneros de fitopatdégenos
desencadeadoras de infecgdes sao Rhizoctonia sp., Fusarium sp., Sclerotinia sp. e

Macrophomina sp. (Tabela 1).

Tabela 1: Doencgas causados por fungos do solo sobre as principais culturas agricolas no Brasil.

Cultura Microrganismo patégeno Referéncia

Rhizoctonia solani
Pythium spp.
Fusarium oxysporum f.sp. glycines

Soja Sclerotium rolfsii LANUBILE et al., (2015).
Macrophomina phaseolina MICHEREFF et al, (2005).
Sclerotinia sclerotiorum
Fusarium solani f. sp. sojae
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis
Macrophomina phaseolina COSTA et al, (2019).

Milho Pythium spp. MICHEREFF et al, (2005).

Cana de agucar

Café Fusarium solani MONTEIRO et al., (2017).
Rhizoctonia solani
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
Fusarium solani f sp. phaseoli
Macrophomina phaseolina HENRIQUE et al., (2015).
Feijao Sclerotinia sclerotiorum MICHEREFF et al., (2005).
Sclerotium rolfer
Rhizoctonia solani
Pythium spp.
Trigo Polymyxa graminis DALBOSCO et al., (2002)
Sclerotium rolfsii AMAIZ et al., (2017).
Arroz Rhizoctonia solani MICHEREFF et al., (2005).
Pythium spp.
Rhizoctonia solani
Pythium spp.
Thielaviopsis basicola HALPERN et al., (2013).
Algodao Fusarium oxysporum f. sp. vasinfecton MICHEREFF et al. (2005).

Rhizoctonia solani

Thielaviopsis paradoxa
Pythium spp.
Sclerotium rolfsii

Rosellinia spp.

Verticillium dahliae
Verticillium albo-altrum
Macrophomina phaseolina

BORGES et al., (2019).
MICHEREFF et al, (2005).

MICHEREFF et al, (2005).
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2 . lani
. P;:;”Zﬂ:;?’;;chsleﬂ_ MICHEREFF et al., 2005
Mandioca P ) i ’ STEFANELLO et al., 2017
e Sclerotium rolfsii
e Rosellinia necatrix
MITCHEREFF et al. 2005
Laranja e Phytophthora spp. SAENZ

e Fusarium solani PEREZ et al. 2019

Fonte: O autor, 2026.

3.3.1 Macrophomina phaseolina

O fungo Macrophomina phaseolina foi descrito por Tassi em 1901, é
pertencente a divisdo Ascomycota, classe Dothideomycetes e familia
Botryosphaeriaceae, esse fitopatogeno € classificado como hemibiotrofico, por
apresentar uma fase biotréfica assintomatica de até 36 horas antes do inicio do
colapso necrotico do tecido vegetal (CHOWDHURY et al., 2017), caracterizado por
manchas pretas no tecido da planta hospedeira.

Em culturas in vitro, M. phaseolina apresenta-se com coloragao variavel
dependendo do tempo de incubagao e meio de cultura utilizado, as coldnias vao de
cinza, marrom, até preto (DHINGRA e SINCLAIR 1978; KAUR, DHILLON, BRAR,
VALLAD, et al. 2012; SHORT, WYLLIE E AMMON, 1978).

No Brasil, esse fitopatdogeno foi detectado pela primeira vez em raizes de feijao
e sucessivamente passou a infectar outros cultivares, causando doengas conhecidas
como: podriddo do carvao, podriddao cinzenta do caule, podriddo das raizes,
tombamento e danos as sementes (KAUR et al., 2013; KHAN et al, 2017; WRATHER
et al., 1997).

A alta variabilidade morfolégica, fisioldgica, patogénica e genética tornam M.
phaseolina um fungo cosmopolita e promotor de perdas substanciais de rendimento,
afetando em torno de 800 espécies de plantas de valor comercial, como: soja, melao,
melancia, feijao, sorgo e algodao (LODHA; ROSA, 2020; LONGE; ROSMAN, 2022;
VENDAS JUNIOR et al., 2020;). Os sintomas da infecgdo s&o mais severos sob
estresse térmico e hidrico, caracteristicos de clima tropical, arido e semiaridos (Kaur
etal., 2012).

A capacidade de sobreviver durante longos periodos em reservatorios
biolégicos como residuos culturais e sementes, ocorre através de estruturas de

sobrevivéncia composta por multiplas hifas, conhecidas como microesclerédios,
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esses, promovem resisténcia a degradacao fisica, quimica e biolégica (BOLTON;
THOMMA; NELSON, 2006).

Quando em estado patogénico, o fungo M. phaseolina coloniza o tecido
vascular, adentra o cortex e penetra nos vasos do xilema, podendo migrar em diregao
a raiz, onde obstrui mecanicamente os vasos, causando desidratacdo e desnutricao
da planta, levando ao processo de murcha até morte (Figura 2) (KAUR, DHILLON,
BRAR, VALLAD, et al. 2012; MAYEK-PEREZ et al. 2002).

Figura 2: Eventos presumidos e interagdes moleculares que determinam o resultado da infec¢do do
hospedeiro por M. phaseolina.
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hospedeiro. (A) Germinagdo dos microesclerédios no solo, penetragdo tecidual via hifopddios e secregdo de enzimas
degradadoras de parede celular (CWDE), acompanhada do reconhecimento imune (PAMP/DAMP) e produgéo de ROS/NO. (B)

Colonizagao sistémica dos tecidos vasculares e formagao de novos microesclerédios.

Além da producdo de proteinas que desempenham papel fundamental no
processo de infecgdo, alguns metabdlitos com atividade fito toéxica ja foram
identificados e contribuem no processo infeccioso (BANDARA et al., 2018, KHAN et
al., 2017, SINHA et al., 2021) (Tabela 2).

Quando em contato com o hospedeiro, estes metabdlitos podem apresentar
atividade de supressao da divisao celular, ativacdo ou inibicdo da respiragao,
alteragdes bioquimicas (sintese ou transporte de compostos), danos as membranas
celulares ou até mesmo mimetizar alguns fitorménios (BERESTETSKIY 2008; OTANI,
KOHMOTO, KODAMA 1995).
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Tabela 2: Compostos produzidos por M. phaseolina.

Proteinas Metabdlitos

Amilase Acido faseolinico
B-glucosidase Botriodiplodina

Catalase Faseolinona
Endoglucanase Fasesociclopentanona A
Hidrolases Fasesociclopentanona B
Lipase Guignardona A
Protease Isoasperlina

Superdéxido dismutase Macrofominol

Xilanases Meleina

Fontes: BHATTACHARYA et al., 1987; MAHATO et al. 1987; BHATTACHARYA et al., 1994; TRIGOS et al. 1995; RAMOS-
SANTOS et al., 2014; SARKAR et al., 2014; KHAN et al., 2017; BANDARA et al., 2018; LAl & LIOU, 2018; ABBAS et al., 2020;
KHAMBHATI et al., 2020; LU et al., 2020; SALVATORE et al., 2020; SINHA et al., 2021.

3.3.2 Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum € um fungo pertencente a familia Sclerotiniaceae, da
classe Leotiomycetes. E classificado como fitopatogénico hemibiotréfico capaz de
infectar mais de 700 espécies de plantas causando danos significativos em diversas
culturas (BOLAND; HALL, 1994; KABBAGE et al., 2015). Nos Estados Unidos, as
perdas econémicas causadas por Sclerotinia sclerotiorum nas culturas de soja entre
1996 e 2016 totalizaram US$ 4,663 bilhdes (BANDARA et al., 2020).

A doenga é conhecida popularmente como mofo branco ou podridao
algodonosa, nomes que fazem referéncia ao micélio cotonoso que se desenvolve nas
superficies aéreas dos tecidos vegetais infectados (PURDY, 1979).

S. sclerotiorum pode apresentar-se na forma de hifas, esclerédios, ascosporos
ou microconidios quando in vivo (AMSELEM et al., 2011). A formagao de esclerédios
permite a sobreviva no solo durante longos periodos podendo germinar quando em
condi¢gdes adequadas, produzindo hifas ou apotécios (ERENTAL et al., 2008; SOUSA
MELO et al., 2019) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo esquizotréfico do fungo Sclerotinia sclerotiorum.
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Fonte: Adaptado de SHANG et al., 2024

Legenda: Formagéo de esclerédios que podem germinar micelogenicamente, produzindo hifas, ou carpogenicamente, formando
apotécios que liberam ascosporos e podem se disseminar por longas distancias, constituindo a principal fonte de inéculo. Os
ascosporos também podem atuar como inéculo quando crescem endofiticamente em plantas ndo hospedeiras.

A viruléncia de S. sclerotiorum é sustentada pela secrecdo de enzimas
degradadoras da parede celular, como pectinases, celulases e proteases que
desestruturam as barreiras fisicas do hospedeiro, viabilizando a penetracdo e a
colonizagao rapida dos tecidos vegetais (AMSELEM et al., 2011; DERBYSHIRE et al.,
2017; LYU et al., 2016; XIAO et al., 2014).

3.4 METABOLITOS ANTIFUNGICOS PRODUZIDOS POR BACILLUS

Varios compostos apresentam propriedade de inibicdo de microrganismos,
desde lipopeptideos néo ribossomais até algumas proteinas, as quais sdo produzidas
por uma grande variedade de organismos, como as bactérias, espécies de
vertebrados, invertebrados, plantas e fungos (WILLIAM et al. 1989; WONG et al.
2008).

O metabolismo secundario de bactérias € caracterizado pela producao de
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compostos dependentes dos produtos advindos do metabolismo primario, essa via
metabdlica é responsavel pela produ¢cdo de moléculas que podem ou n&do serem
ativas (VINING, 1986; SPECIAN et al., 2014). Com uma ampla gama de fungdes, os
metabolitos secundarios podem atuar como defesa contra patégenos, herbivoros,
protegcdo contra raios ultravioletas, tolerancia a dessecacéao, transporte de metais
entre outros (WHITTAKER, 1975; DETHIER, 1954; FRAENKEL, 1959; STAMP, 2003).

Os microrganismos do género Bacillus sdo capazes de produzir metabdlitos
secundarios pela via NPSP- Nonribosomal Peptide Syntasis Pathway ou pela via do
PKS — Polyketide Synthase (WONG et al., 2008; WONG & NG, 2009; BENITEZ et al.
2012). Analise genbmica de espécie demonstrou a presenga de genes que codificam
metabolitos secundarios bem conhecidos, como: surfactina, fengicina, plipastatina
(mais frequentes e prevalentes) bacilaeno, bacilibactina, bacilicina, subtilomicina,
sublancina , butirosina, liquenicina, liquenicidina e outros agrupamentos de genes
desconhecidos (OLIVEIRA et al., 2024).

Os lipopeptideos sao peptideos ciclicos hidrofilicos, constituidos por sete a dez
a-aminoacidos ligados a um unico acido. O agrupamento acido graxo [-amino
diferencia a familia das iturinas e o agrupamento B-hidroxi caracteriza a familia das
sufactinas. Essas moléculas tém caracteristica anfotera, ou seja, dominios
hidrofébicos e hidrofilicos que lhes permitem estar em meios polares ou apolares
(ONGENA, et al., 2007).

A familia das iturinas apresenta uma estrutura quimica de pentapeptidio ou
heptapeptidio ciclico com uma cadeia de acido graxo contendo de 14 a 17 atomos de
carbono. Destacam-se as iturinas A, C, D e E, bacilomicina D, F, L, bacilopeptina e
mycosubtilina (MAGET-DANA & PTAK 1990; ALVAREZ, 2011; JEMI et al., 2017). O
mecanismo de ag¢ao dessas moléculas ocorre através da membrana citoplasmatica da
célula-alvo, desorganiza a bicamada lipidica e ativa as fosfolipases. Dentro da
membrana, elas formam estruturas oligbméricas (agregados de lipopeptideos ou
agregados do complexo lipopeptideo-fosfolipido) que formam poros e aumentam com
0 passar do tempo e permitem o vazamento de K+ intracelular (MAGET-DANA &
PTAK, 1990).

A familia das surfactinas, compde moléculas formadas por um heptapeptideo
ligado a uma cadeia de acido graxo contendo entre 13 e 16 atomos de carbono, que
promovem a alteracdo na membrana fosfolipidica devido ao estabelecimento de

interagdes fortes com a membrana (Figura 4). Surfactinas s&o poderosos surfactantes
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com a capacidade de reduzir a tensao superficial da agua de 72 para 27 mN/m em
uma concentragado tdo baixa quanto 0,005% (SHALIGRAM; SINGHAL, 2010). Ha
estudos que mostram outros espectros de potencial atividade, como: antiviral,
antitumoral, anticoagulante e de inibicdo enzimatica (YAN et al., 2012; MNIF &
GHRIBI, 2015).

Figura 4: Estrutura quimica da surfactina, e seus derivados contendo sete residuos
de aminoacidos a e um f3.
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2024.
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A familia das fengicinas € composta por lipodecapeptidios ciclicos ligados a
uma cadeia de acido graxo contendo entre 14 e 18 atomos de carbono (saturados ou
insaturados), apresentando uma forte agao contra fungos filamentosos. As fengicinas
diferem das iturinas e surfactinas pela presengca de aminoacidos incomuns, como
ornitina e alo-treonina. A variagédo da posigao 6 no anel peptidico em Ala - Val permite
diferenciar as estruturas das moléculas pertencentes a familia da fengicina em
fengicina A e B e plipastatina A e B (ONGENA et al., 2005; ALVAREZ, 2011; MNIF &
GHRIBI, 2015) (Figura 5).



Figura 5: Estrutura quimica da fengicina.
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Fengycin (Plipastatin)
Fonte: OLIVEIRA et al., 2024.

As macrolactinas compdem o grupo de compostos macrolideos e podem
apresentar mais de vinte derivados ja descritos, essas moléculas contém trés dienos
separados em um anel lacténico de 24 membros e foram isoladas de varias cepas de
Bacillus sp. (ORTIZ, 2020). As macrolactinas sao consideradas primordialmente como
compostos antibidticos, contra bactérias clinicamente importantes, e patdgenos
bacterianos gram-positivos, e atualmente a macrolactina A e a 7-O-succinil
macrolactina s&o associadas a atividade contra fungos fitopatogénicos (SALAZAR,;
ORTIZ; SANSINENEA, 2020) (Figura 6).

Figura 6: Estrutura quimica da macrolactina A e 7-O-succinil macrolactina A.
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2024.

3.5 CARACTERIZACAO DE BACILLUS VELEZENSIS

Bactérias do género Bacillus sao pertencentes a familia Bacillaceae,
apresentam formato de bastonetes, Gram-positivos, facultativos aerébios, catalase
positivos e produtores de enddsporos (MADIGAN et al., 2010) (Figura 7).
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A vasta utilizagdo deste género bacteriano na producgao de fungicidas se deve
ao aparato genético e grande estabilidade. Essas caracteristicas estdo intimamente
relacionadas a capacidade de formacao de enddsporos, producdo de metabdlitos e
promogao de crescimento em plantas, o que torna o género Bacillus uma escolha
promissora para o desenvolvimento de produtos agricolas mais sustentaveis (YOO et
al., 2006; RUCKERT et al., 2011; JI et al., 2013; BLEICH et al., 2015; ZHANG et al.,
2015).

Figura 5: Coloracdo de Gram e enddésporos da linhagem CMRP4490.
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Fonte: O autor, 2026.

Legenda: Microscopia da coloragéo de Gram e microscopia de endédsporos destacados com cor azul brilhante.

Essa espécie, B. velezensis, foi isolada pela primeira vez na foz do rio Vélez
em Malaga (sul da Espanha) e descrita por Ruiz-Garcia et al. 2005, como uma bactéria
Gram positiva que se desenvolve na faixa de temperatura de 15 a 45 °C e faixa de pH
de 5,0 a 10,0 (MAPA, 2024).

A cepa de B. velezensis CMRP4490, utilizada na atual pesquisa, apos
sequenciada apresentou um genoma estimado em 3.996.396 pares de bases e 13
clusters relacionados a sintese de moléculas com atividade antifungica (Tabela 3),
dentre eles, 8 apresentaram agrupamentos de genes biossintéticos ja descritos
ligados a sintese de: surfactina, butirosina A/B, macrolactina H, bacileno, fengicina,
difficidina, bacilibactina e bacilisina (TEIXEIRA et al., 2020). Estes agrupamentos
auxiliam na sobrevivéncia do microrganismo em ambientes hostis e na interagdo com

a microbiota do solo, com o hospedeiro ou influenciando a diferenciacdo celular do
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proprio organismo e do hospedeiro.

Tabela 3: Clusters Génicos Biossintéticos (BGCs) encontrados no genoma da linhagem CMRP4490
usando o servidor web antiSMASH 5.1.0.

Cluster Tipo Cluster relacionado Similaridade
1 NRPS Surfactin _ NRP: 82%
lipopeptide
2 Phosphonate
3 PKS-like Butirosin Saccharide 7%
Albutirosin B ?

4 Terpene

5 TransAT-PKS Macrolactin H Polyketide 100%
TransAT-PKS, T3PKS, TransAT-PKS- . Polyketide + o

6 like, NRPS Bacillaene NRP 100%

7 NRPS, transAT-PKS, beta-lactone Fengycin NRP 100%

8 terpene

9 T3PKS

10 TransAT-PKS-like, transAT-PKS Difficidin Polykotde * 100%

11 NRPS, bacteriocin Bacillibactin NRP 100%

12 NRPS

13 other Bacilysin Other 100%

Nota: NRPS, sintase de peptideo nao ribossomal; NRP, peptideo ndo ribossomal. PKS, sintase de poliquetideo.
AT, acetiltransferase; T3PKS, tipo 3 PKS.
Fonte: TEIXEIRA et al., 2020.

O genoma de B. velezensis possui apenas 3,9 Mb e algumas rotas complexas
para a producido de metabdlitos, mostrando que a cepa direciona uma parcela
significativa de seu aporte energético para a produgdo de moléculas de defesa e
aquisigcao de nutrientes. Esse investimento biossintético, operado por complexas rotas
de NRPS e PKS, confere a cepa a capacidade de modular a microbiota circundante e
resistir a pressées ambientais hostis (CHOWDHURY et al., 2015; RAAIUMAKERS et
al., 2010; RABBEE et al., 2019).
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3.6 ESTADO DA ARTE EM PRODUCAO DE BIOMOLECULAS

As evidéncias encontradas na literatura sobre a CMRP4490 permitem destacar
experimentos in vitro, cujos resultados enfatizam seu potencial biotecnoldgico. Dentre
os achados mais significativos, observa-se a atividade antagonista da cepa
controlando o crescimento micelial de S. sclerotiorum, M. phaseolina, Botrytis cinerea
e R. solani em cerca de 60%, sem diferencas significativas entre os patégenos
(TEIXEIRA, M. G. et al., 2020) (Figura 8).

Figura 6: Potencial antagbnico da linhagem CMRP4490 contra fungos
fitopatogénicos
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Sclerotinia scleotiorum Macrophomia Botrytis cinerea Rhizoctonia solani
phaseoling
Fonte TEIXEIRA, M. G. et al., 2020.

Ensaios de difusdo em pogo em agar, utilizando o sobrenadante livre de
células, demonstraram a inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum,
evidenciando a biossintese de metabdlitos secundarios com atividade antifungica.
Observou-se que o didmetro dos halos de inibicdo é diretamente influenciado pela
composicao nutricional do meio de fermentagao, especificamente, os tratamentos
suplementados com triptona como fonte de nitrogénio resultaram em halos
estatisticamente superiores, atingindo médias de 34,06 + 1,47 (GODOY, 2023).
Adicionalmente, a integracdo de mecanismos de regulagao celular, formacao de
biofilme e motilidade, aliada a producdo dessas moléculas bioativas, fundamenta a
capacidade antagbnica da cepa frente a diversos fitopatégenos.

Ensaios de estabilidade térmica, fotossensibilidade e variacdo de pH foram
conduzidos com o sobrenadante livre de células frente ao fitopatogeno S. sclerotiorum
(OLIVEIRA JUNIOR et al.,, 2020). Os resultados indicaram que os metabdlitos

secundarios produzidos pela cepa antagonista apresentaram elevada estabilidade
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fisico-quimica sob as condi¢gdes testadas, tal resiliéncia € uma caracteristica
fundamental para bioprodutos destinados a aplicagdo em campo, onde a exposi¢ao a
fatores abidticos é constante (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2020).

A transicao dos ensaios laboratoriais para a aplicagao pratica demonstrou o
potencial multifuncional da cepa CMRP4490, tanto na promog¢ao do crescimento
vegetal quanto no controle fitossanitario. No que tange a germinacéo de sementes de
soja, o revestimento com a cepa elevou a taxa de germinagao de 55,5% para 64%
(TEIXEIRA, M. G. et al., 2020). As mesmas sementes tratadas, apresentaram reducao
da incidéncia de infecgao de niveis criticos para 60-66 %, uma redugao comparavel a
fungicidas quimicos e pode ser utilizada no manejo integrado, proporcionando controle
efetivo de fungos, melhoria da germinagao e resisténcia a condigdes ambientais
adversas.

Seguindo para os processos de downstream, segundo Bertioli, 2022, a
validacao da atividade antifungica do extrato metandlico, este, obtido por extragdo em
fase solida (Silica C18) e testado pelo método experimental Spot on lawn, apresentou
halos de inibigdo de 24,54 + 2,31 mm contra S. sclerotiorum. Quando comparado a
atividade do sobrenadante livre de células (23,375 + 1,44 mm), o extrato metandlico
apresenta baixa variagado na capacidade de inibir o fungo alvo, e consequentemente
uma purificacao parcial da amostra de interesse, retirando interferentes e residuos do
meio de cultivo (BERTOLI, 2022).

O processo de purificacdo de metabdlitos pode ser realizado por meio de
diferentes técnicas, em estudos prévios, foi conduzido em colunas manuais
empacotadas com silica C18 (230 - 400 mesh) utilizando um sistema movel,
constituido de uma parte apolar (metanol / acetato [1:1]) e outra polar (metanol / agua
[1:1]) submetidos a baixa pressao de eluigdo. De acordo com o perfil quimico das
amostras obtidas, foram separadas 24 fracdes, unidas em 8 fracdes finais. Para a
analise do potencial antifungico, foram realizados ensaios Spot on lawn, evidenciando
halos de inibigdo de 21,8 £ 2,177 mm em F4, e 24,4 £ 3,13 mm em F5 (BERTOLI,
2022).

Em suma, o historico investigativo da cepa CMRP4490 consolida sua eficacia
in vitro e in vivo. Contudo, os processos de extracao e purificacdo, permanecem como
etapas nao consolidadas, diante deste cenario, a caracterizagao quimica e otimizagao

dos processos de purificagdo sao necessarios.
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3.6.1 Convergéncia de Evidéncias ao Escopo da Atual Pesquisa

Apesar da validagado do potencial da linhagem B. velezensis CMRP4490, a
abordagem de uma investigacao sistematizada sobre a transicdo dessas tecnologias
para escalas produtivas maiores € essencial. Nesse contexto, o presente estudo
investigou a transicao do cultivo em frascos agitados para biorreatores de bancada e
escala piloto, analisando os impactos dessas mudangas sobre a produgao de
metabdlitos antifungicos.

Dada a caréncia de protocolos padronizados para o isolamento de metabdlitos
secundarios, este trabalho abordou a otimizacdo das etapas de recuperagao
(downstream), com um fluxo de purificagdo relacionado a atividade biolégica das
amostras, priorizando métodos que otimizaram o tempo de execug¢ao e minimizaram
0 uso de solventes organicos. Complementarmente, foi estabelecido as condi¢des
ideais para a concentragao dos analitos de interesse, assegurando a remogéo de
interferentes e o efetivo enriquecimento das fragcbes bioativas.

Dessa forma, o conjunto de estratégias implementadas buscou conferir maior
previsibilidade e reprodutibilidade ao processo produtivo ao integrar o controle de
parametros fermentativos e elucidacdo das moléculas ativas, finalizando o ciclo de
investigacao, e permitindo correlacionar a estrutura quimica das moléculas ao seu

desempenho fitossanitario.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

A cepa utilizada no desenvolvimento da pesquisa foi a linhagem Bacillus
velezensis CMRP4490, previamente isolada a partir de amostra ambiental de solo,
localizado a 23°1926,2"S, 51°11'50,5"W, na Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Parana, Brasil (HIGASHI, 2020; TEIXEIRA et al., 2021). A linhagem é mantida
em criopreservagao na colegdo de microrganismos do Laboratério de Biotecnologia
Microbiana da Universidade Estadual de Londrina (LABIM — UEL) e nas Colegbes
Microbiolégicas da Rede Paranaense (CMRP)

A cepa esta cadastrada no Sistema Nacional de Gestao do Patrimoénio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) e seu genoma pode ser acessado
no GenBank através do codigo CP045993.1.

O fitopatogeno alvo utilizado nos experimentos in vitro foi o fungo
Macrophomina phaseolina, a linhagem esta depositada na colegdo de microrganismos
do Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de Londrina
(LABIM — UEL). O fungo S. sclerotiorum, utilizado para monitorar atividade antifungica

também esta mantido no bando de microrganismos do LABIM.
4.2 CONFECCAO DO BANCO DE CELULAS

Para a confecgao do banco de células de trabalho, a linhagem CMRP4490 foi
ativada e repicada em 2 cultivos sucessivos para sincronizacdo e confirmacao de
pureza no meio de cultura solidificado Agar Triptona de Soja (TSA), as placas foram
incubada em estufa bacterioldgica, a 28°C por 24 h. Apds os cultivos iniciadores, foi
realizada uma fermentacao liquida submersa em Shaker Orbital a 150 RPM, 28°C em
Erlenmeyers contendo 75mL do meio de cultivo Tryptic Soy Broth (TSB) + 0,1% de
antiespumante Xiameter AFE, a inoculacao foi realizada a partir de uma suspensao
celular de colbnias puras em solugdo salina (0,85% m/v cloreto de s6dio) com ajuste
da turbidez em 0,5 na escala de McFarland (equivalente a aproximadamente 1,5 x 102
UFC/mL). Para montagem dos tubos de estoque foram transferidos 100uL do

fermentado para tubos de criopreservacao contendo 1,4 mL do meio de cultura estéril
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Tryptic Soy Broth (TSB) com adicédo de 30% glicerol. Os tubos de criopreservacao
foram mantidos a — 20°C e criopreservados em ultrafreezer a - 80°C, sendo
posteriormente reativados em meio de cultura TSA com crescimento celular

acompanhado até 48h para verificagcao de pureza e viabilidade.

4.3 CARACTERIZACAO MACROMORFOLOGICA

4.3.1 Fermentagao liquida submersa em agitador orbital

Para a obtengédo de biomassa e montagem dos testes, a linhagem CMRP4490
foi ativada e repicada no meio de cultura solidificado Agar Triptona de Soja (TSA),
incubada em estufa bacterioldgica, a 28 °C por 24 h para sincronizagao e confirmagao
de pureza, ap6s os cultivos iniciadores, foi realizada uma fermentacado liquida
submersa em Shaker Orbital 8 150 RPM, 28°C em Erlenmeyers contendo 75mL do
meio de cultivo Tryptic Soy Broth (TSB) + 0,1% de antiespumante Xiameter AFE, o
inoculo de 1% v/v foi realizada a partir de uma suspensao celular de colénias puras
em solugéo salina (0,85% m/v cloreto de sédio) com ajuste da turbidez em 0,5 na
escala de McFarland (equivalente a aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL). A
caracterizagdo macromorfolodgica foi realizada utilizado diferentes meios de cultura
solidificados para o cultivo da cepa, estes foram: Agar Triptona de Soja (TSA), Luria
Bertani (LB) e Agar Base Seletivo Bacillus cereus (MYP). Além das diferentes
composi¢des nutricionais, foi testada a proporcéo de agar presente nos meios de

cultura sendo utilizado 1,5% e 2,0% de agar em sua composi¢ao.
4.3.2 Técnica de Cultivo e Registro de Midias

A técnica utilizada para o indculo do cultivo foi a de espalhamento por superficie
o com Alga de Drigalsky, para isso, uma aliquota de 100 pyL da suspenséo celular foi
depositada na placa de Petri contendo o meio de cultura solidificado, realizando
movimentos circulares a solugao contendo biomassa bacteriana foi distribuida sobre
a superficie do meio de cultura de forma homogénea. O ensaio foi realizado em dois
experimentos independentes, sendo cada condicio testada em triplicata.

As placas inoculadas foram incubadas ao mesmo tempo a 28 £ 1°C, e
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analisadas durante 18, 24, 36 e 48 horas. O intuito deste teste foi discriminar as
mudancas durante o periodo de incubagao e diferengas fenotipicas observadas entre
as colbnias.

A visualizagdo das unidades formadoras de colbnias e registro, foi realizado
utilizando uma camera de estereomicroscoépio (Leica S6D, Suécia), com o auxilio de
uma escala. A partir das fotografias, as colonias foram caracterizadas de acordo com
o seu tamanho, formato, tipo de margem (borda), elevagao, textura e propriedades

Opticas.

4.4 PRODUGAO E CINETICA DE CRESCIMENTO (UPSTREAM)

4.4.1 Fermentagdo em biorreator de bancada (5 L)

Para o preparo da cultura iniciadora, denominada como Seed 1, 300 uL da
suspensdo salina contendo a biomassa bacteriana foi transferida para frascos
Erlenmeyer de 100 mL, contendo 30 mL de meio de cultivo MAGO formulado com
insumos grau técnico. O cultivo foi incubado a 28 + 1°C, 200 RPM (agitador orbital
Thoth 6430B, Brasil), por 18h.

Para uma fermentacdo em maior volume, uma aliquota de 1% (v/v) proveniente
da cultura iniciadora (Seed 1) foi transferido para o Biorreator de 5 litros (Habitat, IKA
GmbH, Alemanha) contendo um volume de trabalho de 3 litros do mesmo meio
formulado, sob as condic¢des iniciais de agitacdo a 1000 RPM a 28°C e 0,5 vvm de
entrada de ar. Apo6s inoculado, a dorna acoplada ao biorreator foi monitorada com
relagdo a variagdo de pH, oxigénio dissolvido, temperatura e controlado o nivel de
espuma automaticamente com adigdo do antiespumante Xiameter-AFE 1520 (Dow
Silicones Corp. Midland, MI).

O preparo do indculo para a fermentagao em escala piloto também foi iniciado
com o Seed 1 em frascos agitados (shakers), enquanto o Seed 2 foi conduzido em
biorreator de bancada com capacidade de 5 litros (Habitat, IKA GmbH, Alemanha). O
cultivo do Seed 2 foi interrompido com 20 horas de duragdo, momento no qual foi
utilizado para inocular o biorreator piloto.

A concentragéao celular e a pureza do inéculo foi avaliada por meio de contagem

de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC/mL) e validagdo macromorfolégica apos
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diluicdo seriada em solugao salina. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

4.4.2 Fermentagdo em biorreator piloto (100 L)

Para a fermentacdo em escala piloto, 400 mL do in6éculo Seed 2 foram
inoculados em 40 L de meio de cultura, contidos em um biorreator de 100 L (Engco
Bioeng-P). As fermentacbes foram mantidas por 72 horas sob os seguintes
parametros controlados: temperatura de 28 + 0,5°C, aeracdo minima de 0,5 vvm,
agitacdo minima de 200 RPM, presséo de 0,15 bar e oxigénio dissolvido mantido em,
no minimo, 40% de saturagdo. O controle de espuma foi realizado automaticamente
com adi¢cado do antiespumante Xiameter-AFE 1520. O ensaio foi realizado em dois

experimentos independentes.

4.1 PROCESSAMENTO E PURIFICAGAO (DOWNSTREAM)

4.1.1 Precipitacdo Por Ajuste de pH

Para a realizagao da precipitagcao quimica, foi adicionado ao caldo fermentado
com células bacterianas, acido fosforico 85% até o ajuste de pH desejado. Os frascos
com pH ajustado foram mantidos a 4°C durante a noite para que os componentes
soluveis fossem agrupados em agrupamentos insoluveis. Apds o periodo de overnight
e nucleagdo completa das moléculas, foi realizada a separacdo do pellet e
sobrenadante, utilizando a pipeta volumétrica.

Ambas as fases tiverem o pH reajustado a aproximadamente 7.0, reidratadas
com agua deionizada, congeladas a —80°C em ultra freezer (SS Scientific) e liofilizadas
(Liofilizador L101 — Liotop).

4.1.1.1 Otimizacao da precipitacao

Com o intuito de definir a faixa de pH com maior eficiéncia de separacao e
menor custo, foram realizadas precipitagdes ajustando o fermentado a pH 2,0 e pH
4,0. O caldo fermentado utilizado para o ensaio, foi obtido por 2 fermentacdes
independentes em agitador orbital (shaker). Apds precipitacdo completa dos
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compostos, as amostras foram centrifugadas a 12.007 g (Hitachi, CR21G Himac),
durante 15 minutos a 4°C, reidratadas com agua deionizada, reajustadas a pH 7,0,

congeladas e liofilizadas para a avaliagdo da atividade antifungica.
4.1.2 Extragcdo em Fase Solida (EFS ou SPE)

O extrato seco de compostos com atividade antifungica obtido pelo método de
precipitacdo foi submetido a metodologia de Extracdo em Fase Sdlida (EFS/SPE),
utilizando seringas com fase estacionaria composta por silica de fase reversa C18.
Esse método foi aplicado para o clean-up das amostras devido sua alta densidade de
ligacdo, baixo consumo de solventes orgéanicos, promovendo perdas minimas de
analito.

As seringas foram acondicionadas com 2 mL de metanol e 2 mL de agua,
seguindo para a eluigdo de 25 mg do analito diluido em 10 mL de agua deionizada.
Ao fim do processo de eluigado, foram adicionados 2 mL de agua deionizada a coluna,
seguindo para a adicao de 2 mL de metanol, extraindo os compostos retidos para a
fragdo organica metandlica. A coluna foi impulsionada com baixa pressao constante

para a eluicdo do analito.

4.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

4.1.3.1 Analise analitica por CLAE

As amostras foram analisadas utilizando um HPLC Rigol L-3000 em
concentragcédo de 1 mg/mL, com bomba binaria, equipado com uma coluna C18 (5 um,
4 x 250 mm, 100 A, Lichrospher Knauer) e detector UV — VIS. A coluna foi
acondicionada durante 30 minutos, com fluxo de 1 mL/min.

Analisando o perfil quimico de cada corrida, foi determinada o melhor método
isocratico para a purificagdo. utilizados os solventes: A (agua tipo 1, Miliq Evoqua
Water Technologies) e B (acetonitrila grau HPLC) com fluxo de 1 mL/min e deteccéo

realiza em 220 nm.
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4.1.3.2 Analise preparativa por CLAE

Para o fracionamento do precipitado com atividade antifungico foi utilizado um
HPLC preparativo KNAUER AZURA ASM 2.2L com valvula de inje¢do manual,
detector UV, equipado com uma coluna C18 Eurospher Il (5um 250 x 20 mm, 100 A),
acoplado a um coletor Foxy. A amostra foi diluida na concentragcdo 25 mg/mL e o
fracionamento foi realizado com fluxo de 5.00 mL/min, separados em tubos de vidro
com uma coletada de 1,5 mL por tubo utilizando um sistema maével isocratico,
constituido por agua do tipo 1 (Milig Evoqua Water Technologies) e 70% Acetonitrila
(Acetonitrila 99,9+% HPLC Gradiente Chromasolv 4L Riedel) na primeira etapa de

fracionamento.

4.1.4 Espectrometria de Massas

4.1.4.1 Espectrometria por MALDI-TOF/MS

A prospeccao exploratéria de metabdlitos do fermentados bruto foi realizada
utilizando a técnica MALDI-TOF/MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization -
Time of Flight) na Universidade Estadual de Maringa.

O preparo das amostras foi feito em suspensao de 1 pyL do fermentado bruto
em matriz CHCA (alpha-ciano-4-hidroxicinaminico), homogeneizadas, e uma aliquota
da amostra transferida para pogos da placa de MALDI.

A escolha do método para a caracterizagcdo do fermentado justifica-se pela
rapidez analitica e pela robustez frente a matrizes complexas. O protocolo empregado
permitiu uma triagem eficiente de metabdlitos com o minimo de manipulagéo,
preservando a integridade quimica dos compostos e possibilitando a identificacdo de
perfis moleculares por meio do software Flex Analysis.

4.1.4.2 Espectrometria por LC-MS

As amostras foram preparadas pelo método de extragcao em fase sélida para a
aquisicao pelo método de cromatografia liquida alta eficiéncia (Shimadzu, Nexera X2,
Toquio, Japdo) acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugéo quadrupolo

hibrido (Impac II, Bruker Daltonics Corporation, Bremen, Alemanha) equipado com
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uma fonte de ionizagao por eletrospray, na Universidade Estadual de Maringa (UEM).

O processamento de dados das amostras purificadas foi realizado pelo
software Mzmine 4.9.0 by mzio Gmbh. A deteccdo de massas foi realizada com os
arquivos analisados em modo positivo, a leitura a nivel MS1 e MS2 foi feita aplicando
o filtro de intensidade para remogao dos ruidos.

Foram estabelecidos como critérios para montagem dos cromatogramas: o
limiar de intensidade minima e no minimo 5 scans consecutivos para a definicdo de
um pico. A tolerancia de massa adotada entre scans foi de 0,002 m/z ou 10 ppm.

Para a anotacado de metabdlitos, os espectros de MS/MS foram vinculados aos
seus respectivos ions precursores (MS1) utilizando uma tolerancia de massa de 0,01
m/z ou 10 ppm e uma janela de tempo de retencdo de 0,6 minutos. A deconvolugéo
dos picos cromatograficos foi refinada exigindo uma altura minima e duragao de pico
de até 1,0 minuto e razao de intensidade de pelo menos 2,0 para garantir a pureza do
sinal detectado.

Para a simplificacdo da lista de compostos, aplicou-se o filtro de is6topos de
carbono 13 e os dados consolidados em uma matriz Unica, a correspondéncia entre
sinais de diferentes amostras foi estabelecida com tolerancia de massa (5 ppm) e
variacdo temporal maxima de 0,06 minutos. O alinhamento priorizou a exatidao da
massa molecular frente a estabilidade do tempo de retencéo.

Foram utilizados quatro arquivos de controle, o critério de remocao baseou-se
na deteccao do sinal em pelo menos dois dos brancos analisados, utilizando a altura
maxima do pico como medida de abundéancia. Para identificar relagdes entre sinais e
reduzir a redundancia dos dados, aplicou-se o agrupamento por coeficiente de
Pearson para avaliar a similaridade de forma e altura dos picos entre as amostras.

Os resultados obtidos através do processamento no Mzmine também foram
analisados na plataforma colaborativa Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS) utilizando o modulo de molecular networking que organiza

espectros de massas com base na similaridade entre eles.

4. 1.5 Estatisticas

As analises estatisticas realizadas foram: regressao linear utilizando o modelo
logistico de quatro parametros, teste t de Welch (bicaudal), teste post-hoc, analise

paramétrica e ndo paramétrica pelo software R utilizando o pacote agro R.
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4.2 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.2.1 Quantificacdo de Células Viaveis e Endosporos

A partir da diluigdo do caldo fermentado em solugédo salina (0,85% m/v cloreto
de sodio), aliquotas de 100 pL da suspenséo celular foram depositadas em placas de
Petri de 90 mm contendo o meio de cultura TSA, e utilizando a técnica de
espalhamento por superficie com Alga de Drigalsky, o volume foi distribuido de forma
homogénea sobre o meio de cultivo solidificado.

A quantificagdo de enddsporos foi realizada pela técnica de tratamento térmico,
utilizando os mesmos tubos, para isso, estes foram aquecidos a 80°C durante 15
minutos em banho maria, apds esse periodo as amostras foram semeadas e
incubadas nas mesmas condi¢des de temperatura e tempo ja citadas (MORAES,
1993). As contagens foram delimitadas como validas apenas quando entre 30 e 300
colbnias.

Todas as placas resultantes desse teste, foram incubadas em estufa do tipo
BOD (Biological Oxygen Demand) a temperatura controlada de 28 + 1°C durante 24
horas.

Uma amostra do fermentado também foi reservada para a leitura de Densidade
Optica (DO) em espectrofotémetro utilizando o comprimento de onda de 600 nm e
diluida de acordo com os limites de detecgédo do aparelho. Todos os ensaios foram

realizados triplicata.
4.2.2 Teste de Poco-difusdo em Agar

Os testes de pocgo-difusao foram realizados em placas de Petri de 90 mm de
diametro contendo o meio de cultivo BDA (Agar Batata Dextrose) acrescido de
cloranfenicol (100 mg/L) para o acompanhamento da produgdo de metabdlitos e
determinacao da atividade antifungica.

Um disco de agar de 9 mm contendo o micélio ativo do fungo fitopatogénico foi
retirado de uma cultura previamente cultivada em BDA, o spot foi posicionado no
centro da placa, e de forma equidistante, foram perfurados pocos de 9 mm utilizando

a parte superior de ponteiras de 1000 uL estéreis. Nestes pocos, foram depositados
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200 pL.

Como controle negativo, foram reservadas trés placas contendo apenas o spot
de fungo, essas foram avaliadas como parametro, permitindo acompanhar o
crescimento padrao do fungo sem interferéncia de outros compostos.

Todas as placas resultantes desse teste, foram incubadas em estufa do tipo
BOD a temperatura controlada de 25 + 1°C com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuro, simulando condi¢des ambientais favoraveis ao crescimento fungico.
A duracao do experimento foi determinada a partir do crescimento fungico observado
nas placas controle, quando preenchido completamente a superficie do meio de
cultura, o experimento foi interrompido e as placas analisadas utilizando um
paquimetro para determinar a medida da area de inibigdo em milimetros. O ensaio foi
realizado em dois experimentos independentes, sendo cada condi¢cao testada em

triplicata.
4.2.3 Teste de Difusdo em Agar: Spot on lawn

A qualificacdo da atividade inibitéria foi realizada por meio de testes Spot on
lawn contra M. phaseolina, em placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo o meio
de cultivo BDA acrescido de cloranfenicol (100 mg/L). Foram depositados Spots do
fungo antagonista ao centro da placa e de forma equidistante foram dispostas as
amostras diluidas em 10 yL de agua deionizada estéril em concentragao conhecida e
aplicadas em gota sob o0 meio de cultivo.

Como controle negativo, foram reservadas trés placas contendo apenas o spot
de fungo, essas foram avaliadas como parametro, permitindo acompanhar o
crescimento padrao do fungo sem interferéncia de outros compostos.

Todas as placas resultantes desse teste, foram incubadas em estufa do tipo
BOD a temperatura controlada de 25 + 1°C com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuro, simulando condigdes ambientais favoraveis ao crescimento fungico.
A duragéao do experimento foi determinada a partir do crescimento fungico observado
nas placas controle, quando preenchido completamente a superficie do meio de
cultura, o experimento foi interrompido e as placas analisadas para determinar a
medida da area de inibicdo em milimetros. O ensaio foi realizado em dois
experimentos independentes, sendo cada condicéo testada em ftriplicata.



41

4.2.4 indice de Crescimento Micelial (ICM)

Para a determinagdo da concentragao inibitéria minima, foram preparadas
solugdes em agua deionizada estéril da amostra de precipitado nas concentragdes:
500 pg/mL, 250 pyg/mL, 125 yg/mL e 62,5 ug/mL, e a amostra F4 nas concentragdes:
365 ug/mL, 182 ug/mL, 91,2 ug/mL, 45,6 pyg/mL e 22,8 pg/mL.

Apos a diluicdo, 1 mL de cada amostra foi incorporado a 9 ml de meio BDA em
placas de Petri (60 mm) totalizando as seguintes concentragdes no meio de cultivo:
50,0 pg/mL, 25,0 ug/mL, 12,5 uyg/mL e 6,25 ug/mL, e a amostra F4 nas concentragdes:
36,5 ug/mL, 18,2 ug/mL, 9,12 ug/mL, 4,56 ug/mL e 2,28 ug/mL.

Um spot de 8 mm de diametro contendo o micélio de M. phaseolina obtidos de
uma cultura ativa, foram depositados no centro das placas sobre o meio de cultivo
solidificado

Como controle negativo, foram reservadas trés placas contendo apenas o spot
de fungo, essas foram avaliadas como parametro, permitindo acompanhar o
crescimento padrao do fungo sem interferéncia de outros compostos.

Todas as placas resultantes desse teste, foram incubadas em estufa do tipo
BOD a temperatura controlada de 25 + 1°C com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuro, simulando condigdes ambientais favoraveis ao crescimento fungico.
O crescimento micelial foi avaliado em 24, 48 e 72 horas de incubacgao e a duracao
do experimento foi determinada a partir do crescimento fungico observado nas placas
controle. Quando preenchido completamente a superficie do meio de cultura, das
placas controle, o experimento foi interrompido, a area contendo o micélio fungico foi
medida em milimetros com um paquimetro e a porcentagem de Inibicdo do

Crescimento Micelial (ICM) calculada de acordo com Yahyazadeh et al. (2008):

ICM (%) = [(C — T)] / C] x 100

Onde C (mm) é o didmetro meédio da coldnia no controle e T (mm) & o didmetro
médio da colénia de cada tratamento. A concentragdo inibitéria minima foi
determinada pela observagao da inibigdo completa do crescimento fungico. O ensaio
foi realizado em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO MACROMORFOLOGICA

O registro das macrocolbnias na figura 9 mostram que a mesma cepa pode
apresentar pequenas variagdes em sua morfologia dependendo das condi¢des de
cultivo. Com poucas horas de incubacao as colénias apresentam-se maijoritariamente
circulares, com superficie lisa, bordas inteiras e aparéncia umida/brilhante e coloragéo
creme, tipicas de uma fase de alta hidratacao, contudo, apds 24 horas de incubacéo,

as colbnias assumiram coloragao branco-amarelada com textura fosca.

Figura 7: Registro das unidades formadoras de colénias com 18, 24, 36 e 48 horas de incubagéo.

LB1,5% 18 horas LB 2,0% 18 horas MYP 1,5% 18 horas MYP2,0% 18 horas T51,5% 18 horas T52,0% 18 horas

LB 1,5% 24 horas LB 2,0% 24 horas MYP 1,5% 24 horas MYP 2,0% 24 haras TS 1,5% 24 horas T52,09% 24 horas

MYP 1,5% 36 horas MYP 2,08 36 horas TS 1,5% 36 horas T52,0% 36 horas

LB 1,5% 36 horas

LB 2,0% 48 horas MYP 1,5% 48 horas MYP 2,0% 48 haras T52,09 48 horas

Fonte: O autor, 2026.

As alteragdes de superficie, rugosidade e coloragao das coldnias a partir de 24
horas de incubacgdo, indicam que a complexidade morfologica esta associada a
producado de substancias poliméricas extracelulares (EPS) como polissacarideos,
proteinas, DNA extracelular (eDNA) e lipidios, estes por sua vez interagem entre si e
formam a matriz que envolve as células microbianas (FLEMMING, 2016).

Essa matriz evidencia um processo multicelular coordenado que altera a

fisiologia bacteriana e tem diversas fungbes, como: adquirir nutrientes, reter e proteger
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eDNA, ou oferecer sitios de sorg¢ao para ions e substancias hidrofébicas (FLEMMING,
2023).

Tabela 4: Caracteristicas das unidades formadoras de colénias com 18 horas de incubacéo.

Meio de cult. Tamanho Forma Elevacao Bordas Estrutura Brilho Cor Aspecto
LB 2,0% <2mm Circular Convexa Lisa Granulosa Translicida Incolor Umida
LB 1,5% <2mm Circular Convexa Lisa Granulosa Translicida Incolor Umida
MYP 2,0% <2mm Circular Convexa Lisa Granulosa Translicida Incolor Umida
MYP 1,5% <2mm Circular Convexa Lisa Granulosa Translicida Incolor Umida
TSA 2,0% <2mm Circular Convexa Lisa Granulosa Translicida Incolor Umida
TSA 1,5% <2mm Circular Convexa Lisa Granulosa Translicida Incolor Umida

Fonte: O autor, 2026.

Tabela 5: Caracteristicas das unidades formadoras de colénias com 24 horas de incubacgéo.

Meio de cult. Tamanho Forma ElevagdoBordas Estrutura Brilho Cor Aspecto
LB 2,0% 2a5mm Circular Convexa Lisa Granulosa Opaca Pigmentada Umida
LB 1,5% 2a5mm Circular Convexa Lisa Granulosa Opaca Pigmentada Umida

MYP 2,0% 2 a5mm Circular Convexa Lisa Granulosa Opaca Pigmentada Membranosa
MYP 1,5% <2mm Circular Convexa Lisa Granulosa Translucida Incolor Umida

TSA2,0% 2a5mm Circular Convexa Lisa Granulosa Opaca Pigmentada Membranosa

TSA 1,5% 2a5mm Circular Convexa Lisa Granulosa Opaca Pigmentada Membranosa
Fonte: O autor, 2026.

Tabela 6: Caracteristicas das unidades formadoras de colénias com 36 horas de incubacéo.

Meio de cult. Tamanho Forma Elevacio Bordas Estrutura Brilho Cor Aspecto
LB 2,0% 2a5mm Circular Protuberante Lobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa
LB 1,5% =5mm Circular Protuberante Lobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa

MYP 2,0% 2 a5mm Circular Protuberante Lobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa
MYP 1,5% =5mm Irregular Protuberante Lobada Rugosa OpacaPigmentada Membranosa
TSA2,0% =5mm Circular Protuberante Lobada Rugosa OpacaPigmentada Membranosa
TSA1,5% =5mm Circular Protuberante Lobada Rugosa OpacaPigmentada Membranosa

Fonte: O autor, 2026.

Tabela 7: Caracteristicas das unidades formadoras de colénias com 48 horas de incubacéo.

Meio de cult.Tamanho Forma Elevaciao Bordas Estrutura Brilho Cor Aspecto
LB 2,0% = 5mm Circular ProtuberanteLobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa
LB 1,5% = 5mm IrregularProtuberanteLobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa

MYP 2,0% =5mm IrregularProtuberanteLobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa
MYP 1,5% =5mm IrregularProtuberanteLobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa
TSA2,0% =5mm CircularProtuberanteLobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa
TSA1,5% =5mm Circular ProtuberanteLobada Rugosa Opaca Pigmentada Membranosa

Fonte: O autor, 2026.

No cultivo em TSA, nota-se uma morfologia com diferenciagdo de cores mais

evidente, de acordo com Dunlap et al. (2016) algumas linhagens de Bacillus ja foram
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estudadas quanto ao fendtipo exibido quando cultivadas particulares em TSA,
apresentando a produgao de pigmento escuro em coldnias.

As diferentes concentragcdes de agar também podem alterar o fenétipo das
colénias, quando semeada em agar 2,0%, exibiram rugosidades mais profundas e
verticais, além de bordas bem delimitadas quando comparado as coldnias cultivadas
em agar 1,5. O atrito com o substrato de agar impede fisicamente que o biofilme em
crescimento se expanda radialmente e promovem as alteragbes observadas (FEI et
al., 2020).

5.2 PRODUCAO E CINETICA DE CRESCIMENTO (UPSTREAM)

5.2.1 Cinética de Crescimento e Producdo de Metabdlitos em Biorreator de

Bancada

Durante as primeiras horas da fermentacdo em biorreator de bancada
observou-se 0 aumento da biomassa bacteriana, chegando a 2x10° UFC/mL proximo
das 57 horas. A transicao da fase estacionaria para a fase de declinio ocorre entre 57
e 72 horas, este ponto foi marcado por uma redugdo acentuada na contagem de
células viaveis e aumento progressivo na contagem de enddsporos, que atingiu os

maiores valores no final da fermentagdo como observado na figura 10

Figura 8: Contagem de células viaveis da fermentacdo em biorreator de bancada com meio
MAGO formulado com insumos de grau técnico.

3.5 1[—@— Células viaveis

=l- Enddsporos

3.00

3.01

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5 1

Concentracao celular (10° UFC-mL™!)

0.0 T T T T T
20 30 40 50 60 70

Tempo de fermentacao (h)

Fonte: O autor, 2026.
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A atividade antifungica do fermentado alcangou sua maior eficiéncia com 60
horas de fermentacgao, apresentando areas de inibicdo de 25,63 mm de didametro, e
uma leve retragao no didametro do halo em 72 horas (25,05 mm) como mostra a tabela
9.

Tabela 8: Resultado do ensaio microbioldgico de pogo difusdo em agar contra M. phaseolina e
amostragem durante a fermentagdo em Biorreator de bancada IKA com meio MAGO formulado com
insumos de grau técnico.

Tempo de fermentagéao (h) Diametro médio Desvio padrao Coef. de variagao
53 23,23 1,10 4,73%
57 25,00 0,35 1,40%
60 25,63 0,04 0,16%
64 25,10 0,57 2,27%
70 26,73 1,10 4,11%
72 25,05 0,49 1,96%

Fonte: O autor, 2026.

Figura 9: Avaliagéo da atividade antifungica contra M. phaseolina das amostragens durante
fermentagédo em biorreator de bancada IKA com meio MAGO formulado com insumos de grau
técnico.

60 h

Fonte: O autor, 2026.

Legenda: Teste de poco difusdo em agar utilizando o meio de cultivo BDA acrescido de cloranfenicol e 200 pL do fermentado
bruto (com células) da linhagem CMRP 4490 em diferentes periodos de fermentagdo. Os ndmeros na parte superior de cada
placa indicam o tempo em horas de fermentagédo. Cada placa contém dois pogos preenchidos com a mesma amostra; as areas
de inibicao do fungo aparecem com coloragéo translucida, sem a presenga do micélio. A placa controle do fungo ndo apresenta
nenhum tipo de tratamento.

O perfil cinético observado neste trabalho é semelhante ao padrao descrito por
Mosquera et al. (2014) para Bacillus subtilis EA-CB0015 cultivados em frascos

agitados, havendo o aumento atividade antifungica ao longo da fase exponencial,
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atingindo o valor maximo na fase estacionaria inicial, seguido do declininio na fase

estacionaria final

5.2.2 Cinética de Crescimento e Producado de Metabdlitos em Biorreator Piloto

A analise da cinética de crescimento bacteriano demonstrou uma correlagéo
direta entre o tempo de fermentagdo e a atividade antifungica das amostras
exemplificadas na figura 12. Observou-se, nas primeiras 12 horas de fermentacéo,
zonas de inibicdo do crescimento micelial fungico com 14,54 mm de didmetro médio,
que aumentaram gradualmente até 48 horas atingindo os maiores valores de inibigéo
(24,24 mm).

Figura 10: Avaliacdo da atividade antifungica contra S. sclerotiorum das amostragens durante a
fermentacdo em Biorreator Piloto com meio MAGO formulado com insumos de grau técnico (12
fermentacao).

0 horas 12 horas 24 horas 36 horas

60 horas 72 horas Controle Sclerotinia sclerotiorum

Fonte: O autor.

Legenda: Teste de pogo difusdo em &gar utilizando o meio de cultivo BDA acrescido de cloranfenicol e 200 pL do fermentado
bruto (com células) da linhagem CMRP 4490 em diferentes periodos de fermentagéo. Os numeros na parte superior de cada
placa indicam o tempo em horas de fermentagdo. Cada placa contém dois pogos preenchidos com a mesma amostra; as areas
de inibicdo do fungo aparecem com coloragéo translucida, sem a presenga do micélio. A placa controle do fungo nio apresenta
nenhum tipo de tratamento.

Em 48 horas de fermentagcdo € possivel observar o menor indice de
variabilidade entre as réplicas, indicando boa confiabilidade dos dados obtidos. Com

relacdo a atividade antifungica, a maior circunferéncia média da area de inibigcao

também pode ser observada em 48 horas, portando a produg¢ao dos compostos ativos
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contra S. sclerotiorum chega ao seu limite nesse periodo seguido por uma fase de
declinio.

Com 60 horas de fermentagéo, se inicia uma tendéncia de declinio, sugerindo
que os nutrientes essenciais podem ter acabado pelo aumento da densidade celular,
ou, possivelmente devido a degradacao enzimatica da amostra, resultando em perda
de eficiéncia bioldgica, nesse estagio o didmetro médio dos halos diminui, chegando

a 20,03 em 72 horas como mostra a tabela 10.

Tabela 9: Medidas dos halos de inibicdo contra S. sclerotiorum das amostragens durante
fermentagédo em Biorreator Piloto com meio MAGO formulado com insumos de grau técnico (12
fermentagéao).

Tempo de fermentagao (horas) Circunferéncia média (mm) Desvio Padrdo Diametro (mm)

12 45,68 4,64 ~ 14,54
24 68,70 9,87 ~ 21,87
36 72,75 5,62 ~ 23,16
48 76,15 1,23 ~ 24,24
60 69,62 8,00 ~ 22,16
72 62,91 3,63 ~ 20,03

Fonte: O autor.

A avaliacdo do crescimento microbiano realizada através da medi¢cdo da
Densidade Optica (DO) a 600 nm, reflete a concentracdo de biomassa no meio de
cultivo e produtos de seu metabolismo.

Para garantir a precisdo dos dados, os valores foram corrigidos subtraindo a
absorbancia do meio de cultivo estéril, que apresentou uma turbidez inicial
significativa, tipica de meios complexos. As medidas estdo apresentadas na tabela
11.

Tabela 10: Medidas de densidade o6ptica da 12 fermentagdo em biorreator piloto com meio MAGO
formulado com insumos de grau técnico.

Amostras DO (600nm) DO - Branco
Meio de cultivo estéril 0,903 -
Seed 1 (Erlenmeyer) 6,58 5,677
Seed 2 (Biorreator) 5,635 4,732
Fermentado (Biorreator) 72h 24,627 23,725

Fonte: O autor.

Ao final da fermentacdo, observa-se um aumento substancial na densidade
celular, confirmando que as condi¢des fisico-quimicas fornecidas pelo biorreator
foram favoraveis para o aumento da biomassa microbiana e seu metabolismo. Para
garantir a precisdo dos dados, os valores foram corrigidos subtraindo-se a

absorbancia do meio de cultivo estéril
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A segunda fermentagdo em biorreator piloto testada contra M. phaseolina, é
caracterizada pela sintese de substancias bioativas de forma expressiva no intervalo
entre 36 e 48 horas, momento em que o zona de inibigao se estabiliza em seu valor
maximo de 32,80 mm, apds esse periodo, € possivel indicar uma diminuigdo da

atividade dos compostos antifungicos como mostra a tabela 12 e figura 13.

Tabela 11: Medidas dos halos de inibigado contra M. phaseolina das amostragens durante
fermentagéo em biorreator piloto com meio MAGO formulado com insumos de grau técnico (22
fermentagéo).

Tempo de fermentagdo em horas Diametro mm
18 25,10
30 31,60
36 32,80
48 32,80
60 22,00
72 20,70

Fonte: O autor, 2026.

Figura 11: Avaliagao da atividade antifungica contra M. phaseolina das amostragens durante
fermentagéo em biorreator piloto com meio MAGO formulado com insumos de grau técnico (22

30h 36h

fermentacgéo).

Oh 2h
Controle Macrophomina phaseolina
48h l 60h l
Fonte: O autor, 2026.

Legenda: Teste de poco difusdo em agar utilizando o meio de cultivo BDA acrescido de cloranfenicol e 200 pL do fermentado
bruto (com células) da linhagem CMRP 4490 em diferentes periodos de fermentacdo. Os numeros na parte superior de cada
placa indicam o tempo em horas de fermentagdo. A placa de 72 horas foi reanalisada com amostra liofilizada e diluida na
concentragéo de 20 mg/200 pL. Cada placa (com excegéo da placa de 72 horas) contém dois pogos preenchidos com a mesma
amostra; as areas de inibigdo do fungo aparecem com coloragdo translucida, sem a presenga do micélio. A placa controle do
fungo nao apresenta nenhum tipo de tratamento.

72h

A partir destes resultados, podemos inferior que o microrganismo alcangou sua

capacidade maxima sob as condi¢des de cultivo oferecidas, ou que houve saturagéo
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dos compostos no meio, equilibrando as taxas de difusao e concentragéao.

Figura 12: Contagem de células vidveis da 22 fermentagcao em biorreator piloto com meio
MAGO formulado com insumos de grau técnico.

—@— Células vidveis

Concentragao celular (10% UFC-mL™%)
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Tempo de fermentacao (h)

Fonte: O autor, 2026.

Ambas as fermentagcdées em biorreator piloto demonstraram reprodutibilidade,
evidenciada pela similaridade nas avaliagcbes de compostos antifungicos, onde a
maxima eficacia bioldgica foi atingida no intervalo de 48 horas independentemente do
fitopatdogeno alvo (S. sclerotiorum ou M. phaseolina), indicando que a concentragao
dos compostos ativos no meio MAGO é tempo-dependente e esta atrelado ao platd
de biomassa.

A queda acentuada da atividade inibitoria apds 48 horas de cultivo € o ponto
critico em ambas as fermentacdes, a correlagao entre a redug¢ao dos halos, diminui¢gao
da viabilidade celular (UFC) e densidade optica (DO) (figura 15) sugere que a
integridade dos compostos antifungicos € sensivel a fase de declinio da cultura,
possivelmente devido a lise celular e subsequente liberacdo de enzimas no meio.

Figura 13: Medidas de densidade 6ptica da 22 fermentagdo em biorreator piloto com meio MAGO
formulado com insumos de grau técnico.
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Fonte: O autor, 2026.

Ao comparar os processos fermentativos, observou-se que em ambas as
escalas de produgéo (bancada e piloto) apresentaram uma manutenc¢do robusta da

atividade antifungica.

5.3 PRECIPITACAO POR AJUSTE DE PH

5.3.1 Otimizagdo da Precipitacdo Acida com Fermentado em Shaker

Para avaliar a resposta do sistema em diferentes acidezes e determinar o
melhor pH para a execugao da precipitagdo acida, as amostras foram divididas em
dois grupos: pH 2,0 e pH 4,0.

A precipitagédo acida neste modulo foi realizada com o fermentado da linhagem
CMRP4490 em shaker, obtendo duas fases (sobrenadante e precipitado) com
solubilidades diferentes, ambos foram testados contra M. phaseolina para avaliagcao
da atividade antifungica, e dentre eles, apenas o precipitado apresentou atividade
antifungica nas duas faixas de pH.

Os diametros dos halos de inibicdo foram comparados entre pH 2,0 e pH 4,0
por teste t de Welch (bicaudal), adequado para amostras independentes sem assumir
homogeneidade de variancias. Observou-se uma sobreposi¢cao entre os grupos, com
valores médios semelhantes e auséncia de diferenca estatisticamente significativa
Assim, dentro do intervalo avaliado, o pH nao alterou de forma detectavel a atividade

antimicrobiana expressa pelo halo de inibigao

Tabela 12: Medida dos halos de inibigdo resultante de 200ul do precipitado obtido pelo ajuste de pH
do fermentado, no teste de pogo difusdo contra M. phaseolina em placas de 90 mm contendo meio
BDA + 0,1% cloranfenicol.

Amostra  Diametro Rendimento (mg) Diametro médio (mm) Desvio Padrao
pH 2,0 31,25 160
H20 31,00
P 164 31,06 0,85
pH 2,0 30,00 125
pH 2,0 32,00 118
pH 4,0 31,30 146
H4,0 30,90
P 167 31,23 0,73
oH 4,0 30,50 118

pH 4,0 32,20 121
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Comparagéo (teste t de Welch, bicaudal): t(=5,8) = -0,33, p = 0,75 — sem diferenca significativa (a = 0,05).
Fonte: O autor, 2026.

Legenda: As amostras denominadas como pH 2,0 representam 4 amostras independentes que passaram pelo processo de
acidificagéo no pH especificado. As amostras denominadas como pH 4,0 representam 4 amostras de 80 mL independentes que
passaram pelo processo de acidificagdo no pH especificado.

Tabela 13: Medida dos halos de inibi¢gdo do precipitado pelo ajuste de pH do fermentado, no teste
Spot on Lawn contra M. phaseolina em placas de 90 mm contendo meio BDA + 0,1% cloranfenicol na
concentragao 1 mg/10 JL.

Amostra Diametro médio (mm) Desvio Padrao
pH 2,0 29,35 1,42
pH 4,0 28,92 1,43

Nota: Comparacéo (teste t de Welch, bicaudal): t(14) = 0,60, p = 0,56 — sem diferenga significativa (a = 0,05).
Fonte: O autor, 2026.

Os didametros médios dos halos de inibicdo obtidos no teste Spot on Lawn
contra M. phaseolina foram comparados por teste t de Welch (bicaudal), indicando
que as médias foram proximas e nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. Portanto, na mesma concentracdo, as amostras
ajustadas a pH 2,0 e 4,0, ndo resultou em alteracdo detectavel na atividade
antimicrobiana, estimada pelo halo de inibicdo. Entretanto, como a diferenga média foi
pequena e havendo variabilidade intragrupo, estudos com maior numero de réplicas
e repeticdo em dias distintos podem ser necessarios para aumentar a robustez da
inferéncia.

Ao converter pH em concentragdo molar de ions hidrogénio, observa-se que as
amostras ajustadas a pH 2,0 apresentaram valores de 7,08 x 10-3 contra 7,25x 10-°
quantificado nas amostras ajustadas para pH 4, representando uma diferenca de
cerca de 100 vezes. A variacao relativa de ion de hidrogénio entre réplicas € mais
expressiva na faixa de pH 2,0, indicando que pequenas diferengas de pH nessa regiao

correspondem a alteragdes significativas da acidez efetiva da solugao.

Tabela 14: Calculos estatisticos para otimizagédo da precipitagdo acida com o fermentado da
linhagem CMRP4490 em shaker.

Variago de Média conc. de

Amostra ions [H+] Desvio P. (mol-L™") C.V
pH/UL (mol-L™)
pH 2,0 -1,17x1072
pH 2,0 -1,64x1072 _ - o
bH 2,0 7 97x10°3 7,08x1072 0,802 x1073 11,33%
pH 2,0 -7,38x1072
pH 4,0 -1,37x1072
7,25x107® 0,325 x107° 4,48%

pH 4,0 -1,40x1072
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pH 4,0 -2,10x1072

pH 4,0 -2,12x1072
Fonte: O autor, 2026.

Além de variagcdo do pH, foi calculado a variacdo de pH por puL de acido
adicionado, a variacdo negativa de pH/pL indica uma tendéncia de acidificagéo
constante em ambos os grupos, embora com magnitudes distintas.

Os resultados apresentados na Tabela 15 mostram que o grupo mantido em
pH 4,0 exibiu maior consisténcia experimental, evidenciada pelo CV de 4,48%, o que
sugere precisdo nas medi¢cdes de pH nesta faixa e maior equilibrio ibnico dos
lipopeptideos presentes no extrato nessa condigao.

Ja as amostras ajustadas a pH 2,0 apresentaram maior dispersao com um CV
de 11,33% sugere que condigdes de acidez extrema podem induzir fenbmenos como

a desnaturacéo parcial de residuos proteicos, gerando instabilidade nas leituras.

Tabela 15: Volume de acido adicionado ao caldo fermentado para ajuste de pH.

Amostra pH pré acidificagao Adicao de acido fosfoérico 85% em uL pH final
pH 2,0 6,20 350 2,09
pH 2,0 6,24 250 2,15
pH 2,0 6,21 550 2,21
pH 2,0 6,22 550 2,16
pH 4,0 6,19 150 4,13
pH 4,0 6,23 150 4,13
pH 4,0 6,23 100 4,13
pH 4,0 6,29 100 4,17

Fonte: O autor, 2026.

5.3.2 Otimizagdo da Precipitacdo Acida com Fermentado em Biorreator de

Bancada.

Com o intuito de avaliar a metodologia de precipitagdo acida com um produto
fermentado em biorreator, o processo foi executado novamente com os mesmos
parametros para a avaliacdo da resposta do sistema em diferentes acidezes alterando
apenas a origem do caldo fermentado (extrato bruto).



Tabela 14: Volume de acido e base adicionados ao caldo fermentado para ajuste de pH.
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Amostra Volume em mL de acido fosforico pH pos Volume em mL de NaOH 1M
(80 mL) 85% adicionado acidificagao adicionado

pH 2,0 0,50 2,25 4,00

pH 2,0 0,70 2,23 4,00

pH 2,0 0,80 2,33 4,20

pH 2,0 0,70 2,27 4,00

pH 4,0 0,20 4,20 2,00

pH 4,0 0,25 4,31 1,50

pH 4,0 0,20 4,06 1,20

pH 4,0 0,10 4,23 1,80

Fonte: O autor, 2026.

A partir da tabela 16, € possivel observar que em pH 2,0, a média da

concentragao de ions hidrogénio esta em torno de 5,39x1072 mol/L com um coeficiente

de variagao (CV) baixo (10,06%), indicando consisténcia nas medi¢des. Ja em pH 4,0,

a concentragdo média € menor (~6,45x107° mol/L), porém com maior variagao (CV

24,69%)

Tabela 15: Calculos estatisticos para otimizagcéo da precipitagdo acida com fermentado da linhagem
CMRP4490 em biorreator de bancada.

Fonte: O autor, 2026.

Média da Desvio P
Amostra conc. de ions (mol/L) ) cv
[H+] (mol/L)
pH 2,0
pH 2,0 _ _
5,39x1072 5,42x107 10,06%
pH 2,0
pH 2,0
pH 4,0
pH 4,0
6,45%x10°° 1,59%10° 24,69%.
pH 4,0
pH 4,0

A partir dos resultados obtidos pelo ensaio microbiolégico de pogo difusdo em

agar, pode-se concluir que o didametro médio das amostras aumenta com a diminuigao

do pH, passando de 26,89 mm no extrato bruto para cerca de 31,6 mmem pH 2,0 e

4,0. Essa diferenga sugere que, com a acidificacdo do extrato bruto, alteram-se as

propriedades fisico-quimicas fazendo com que moléculas parcialmente negativas se

tornem positivamente carregadas, promovendo assim a formagéao de flocos, além da
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atracao entres os compostos por forgas de Van der Waals, fazendo com que decante
no fundo do recipiente (Venkataraman et al.,, 2022)., onde apenas essa porgao
decantada mantenha a capacidade de inibicdo do fungo alvo.

A baixa variabilidade (CV entre 2,05% e 3,26%) indicou boa reprodutibilidade

dos resultados e confiabilidade das medidas.

Tabela 16: Resultado do ensaio microbioldgico pogo difusdo em agar e avaliagéo da atividade
antifungica de 200 uL dos produtos da precipitagdo acida por meio das medidas de inibigdo do
crescimento fungico.

Amostra Diametro médio (mm) Desvio Padrao (mm) CV (%)
Extrato Bruto 26,8875 0,55 2,05%
pH 2,0 31,625 1,03 3,26%
pH 4,0 31,875 1,03 3,23%

Fonte: O autor, 2026.

Figura 14: Analise ndo paramétrica utilizando a medida da area dos halos de inibigdo no teste
de poco difusédo do precipitado contra M. phaseolina.
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Nota: As letras iguais acima dos intervalos indicam que n&o houve diferenca significativa a p<0,05 (teste post-hoc).
Fonte: O autor, 2026.

Ademais, a similaridade dos didmetros médios entre pH 2,0 e 4,0 sugere que
dentro dessa faixa o efeito do pH sobre o didmetro € pouco diferenciado e a analise
estatistica indica que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os precipitados

obtidos em pH 2 e pH 4.

5.3.3 Comparacéo de atividade entre fermentados pos extracdes

Os resultados dos ensaios de difusdo em agar revelam variagdes significativas
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na inibicdo do fungo quanto na reprodutibilidade experimental. Ao analisar a
capacidade de inibicao através do diametro dos halos, observa-se que a amostra do
Precipitado PA do fermentado em shaker (A2) apresentou maior inibicdo (média =
35,558 mm), seguida pela amostra do Precipitado PA (A1) do fermentado em
biorreator de bancada (média = 34,775 mm). A amostra do Precipitado PA apds a
Extracdo em Fase Sdlida (A5) do fermentado em biorreator de bancada, obteve o
menor halo registrado (média = 30,158 mm), esta reducdo de aproximadamente 13%

no didmetro sugere erros experimentais

Figura 17: Teste de Spot on lawn comparando a atividade do fermentado bruto e precipitado da
precipitagado acida contra M. phaseolina com concentragao amostral 500 pug/10 JL.

Precipitado PA Biorreator Controla negativo e do diluente

Sob. PA . Extrato Bruto f >
’ i
Biorreator f Biorreator F
- |

—

Precipitado PA Shaker

Fonte: O autor, 2026.

Legenda: Teste de pocgo difusdo em agar utilizando os precipitados e sobrenadante obtidos por acidificagdo na concentragéo de
20 mg/200 yL da linhagem CMRP 4490 de diferentes fermentagdes. Cada placa contém dois pogos preenchidos com a mesma
amostra denominada; as areas de inibicdo do fungo aparecem com coloragdo translucida, sem a presenga do micélio. A placa
controle do fungo n&o apresenta nenhum tipo de tratamento. Amostra A1: Fragédo precipitada por ajuste de pH a partir do
fermentado em biorreator de bancada; A2: Fragao precipitada por ajuste de pH a partir do fermentado em shaker; A3: Fragao
sobrenadante por ajuste de pH a partir do fermentado em biorreator de bancada; A4: Fragdo sobrenadante por ajuste de pH a
partir do fermentado em shaker; A5: Fragao precipitada por ajuste de pH a partir do fermentado em biorreator de bancada apos
extragdo em fase solida.

Tabela 17: Resultado do ensaio microbioldgico de pogo difusdo em agar, utilizando uma
concentragado de amostra conhecida (20 mg/200 uL) e avaliagao da atividade antifungica contra M.
phaseolina dos extratos de diferentes fermentagdes.

Amostra Diametro médio (mm) Desvio Padrdao C.V.
A1 (P.PA IKA) 34,775 1,37 3,99%
A2 (P.PA ERLEN) 35,558 1,27 3,60%
A5 (P.PA + EFS IKA) 30,158 0,56 1,87%

Fonte: O autor, 2026.

Legenda: Medidas obtidas pelo teste de pogo difusdo em agar utilizando os precipitados e sobrenadante obtidos por acidificagao
na concentragdo de 20 mg/200 uL da linhagem CMRP 4490 de diferentes fermentagdes. Amostra A1: Fragéo precipitada por
ajuste de pH a partir do fermentado em biorreator de bancada; A2: Frag&o precipitada por ajuste de pH a partir do fermentado
em shaker; A3: Fragao sobrenadante por ajuste de pH a partir do fermentado em biorreator de bancada; A4: Fragéo sobrenadante
por ajuste de pH a partir do fermentado em shaker; A5: Fragao precipitada por ajuste de pH a partir do fermentado em biorreator
de bancada apds extragdo em fase sélida.
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No que tange a estabilidade e confiabilidade dos dados, € possivel destacar a
amostra A5 como a mais estavel do conjunto, com um CV de apenas 1,87% e o menor
desvio padrao (0,56 mm), apresentando uma homogeneidade superior as amostras
A1 (CV 3,99%) e A2 (CV 3,60%).

E crucial considerar, no entanto, as limitacdes intrinsecas ao método de difus&o
em agar para inferir a eficacia antifungica real. A redu¢do do halo observada na
amostra A5 pode no refletir uma perda de atividade fungicida, mas sim uma alteragéo
na propriedade fisico-quimica da amostra, como um aumento na viscosidade que
dificulta a difusdo do principio ativo através da rede polimérica do agar.

Ao comparar os resultados no teste Spot on lawn, nota-se que as médias dos
halos entre os trés grupos sofrem pouca variagdo, contudo, o didmetro dos halos do
extrato bruto mostrou-se como a condigdo mais eficiente (14,40 mm), indicando assim,
que o potencial inibitério pode ser influenciado pelo grau complexidade da amostra,
permitindo que haja efeitos sinérgicos entre os compostos com atividade antifungica

ou que houve uma pequena perda de compostos no processo.

Tabela 18: Médias das inibigdes no ensaio spot on lawn contra M. phaseolina com concentragdo
amostral 500 pug/10 L

Amostra Diametro médio (mm) Desvio Padrao CV. %
Extrato Bruto 14,40 1,85 12,87
Precipitado P.A. Bio. 13,93 1,38 9,90
Precipitado P.A. Erlen. 14,09 1,65 11,70

Fonte: O autor, 2026.

O coeficiente de variagao do Precipitado P.A. Bio. o aponta como o grupo de
resultados mais consistentes e reprodutiveis, ja o extrato bruto apresentou a maior
variabilidade, enfatizando os pontos ja abordados com relagao a atividade inibitoria.

A precipitacao de metabdlitos secundarios produzidos por Bacillus em resposta
a alteragédo do meio para um pH acido é um fenébmeno documentado na literatura,
metabdlitos como a surfactina tem sua estabilidade afetada pelo pH abaixo de 5,
sendo observada sua precipitacdo devido a acumulagdo de metabdlitos acidos
extracelulares e reduzindo sua concentragao em meio liquido (WEI et al., 2003).

Portanto, o ajuste do pH acido para a precipitacdo de metabdlitos secundarios
de Bacillus é aplicada principalmente para a recuperacgao e purificagcdo de compostos
como biossurfactantes e lipopeptideos (SEYDLOVA; SVOBODOVA, 2008). Além de
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ser uma técnica eficiente para a concentragcdo de metabdlitos sem a utilizagdo de
solventes toéxicos, € economicamente viavel podendo ser implementada para

aplicagdes industriais.
5.3.4 Indice de Crescimento Micelial (ICM) do Precipitado

Os resultados obtidos no teste de inibicdo do crescimento micelial demonstram
que o precipitado (obtido por precipitacdo acida em pH 4,0) do fermentado em
biorreator de bancada, apresenta potencial eficacia antifungica e dose-dependente
contra o fitopatdgeno M. phaseolina. Observa-se que a eficacia inibitdria é diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo do composto, com um gradiente de

resposta que se acentua conforme a dosagem dobra em cada tratamento.

Tabela 19: Porcentagem de inibicdo do precipitado obtido por precipitagdo acida no teste de inibigao
do crescimento micelial contra M. phaseolina.

Concentracédo pg/mL % inibicdo 24h % inibicdo 48h % inibigdo 72h
50 76,1 84,3 87,7
25 66,7 72,6 70,2
12,5 34,6 44,4 41,7
6,25 25,2 28,5 25,3

Fonte: O autor, 2026.

A dosagem de 50,0 ug/mL impediu que o fungo estabelecesse mecanismos de
compensagao ou crescimento radial secundario durante as 72 horas de incubacgao, a
inibicao pode estar associada a producao de metabolitos, que danificam a membrana
celular do fungo (TORRES et al., 2016).

Além disso, a degradagdo do DNA fungico por metabdlitos secundarios tem
sido relatada como um mecanismo importante para a inibicdo do crescimento de M.
phaseolina, evidenciando um efeito citotoxico direto desses compostos (MYO et al.,
2021).

Nas outras concentragdes, nota-se um padrao distinto de resposta, na dose de
25,0 ug/mL, por exemplo, a inibi¢do recuou de 72,6% para 70,2%. O aumento do
crescimento do fungo nas concentragdes mais baixas ao longo do tempo indica que o

microrganismo pode superar parcialmente o efeito inibitério com exposi¢cédo
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prolongada (ONGENA; JACQUES, 2014).

Figura 15: Teste ICM com precipitado contra M. phaseolina apés 72 horas de
incubacéo.
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Fonte: O autor, 2026.

Entre as concentragdes de 12,5 pg/mL e 25,0 uyg/mL é observado um ponto
critico de eficacia, neste intervalo encontra-se a concentragao minima necessaria para
um controle superior a 50% do crescimento.

Esses dados corroboram com a confirmacdo do método de precipitacdo acida
para a separacado de compostos com atividade. A manutencao de indices de inibicdo
proximos a 90% na maior dosagem qualifica a amostra como um agente promissor
para o controle de M. phaseolina, demonstrando estabilidade contra o micélio do
patégeno sob condigdes in vitro.

Apos 40 dias de incubagado, as placas foram reavaliadas, notou-se o

crescimento do fungo em todas as concentragbes, como mostra a figura 22.

Figura 16: Curva de crescimento fungico durante 40 dias na presenca de diferentes concentracdes
do precipitado no teste de inibicdo do crescimento micelial contra M. phaseolina.
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Fonte: O autor, 2026.

A partir destes dados, o grafico abrangendo o intervalo de tempo analisado,
possibilitou a observagao da progresséo do crescimento micelial.

Avaliar a relagdo dose-resposta e a duragdo da inibigdo, possibilita o
entendimento do potencial antifungico do precipitado e sua aplicabilidade pratica.
Comparagdes com outros estudos indicam que efeitos similares de dose-resposta séo
frequentes em agentes antifungicos naturais e sintéticos, reforgcando a relevancia da

concentragao para o controle efetivo do patégeno (YE et al., 2017).

5.4 ISOLAMENTO DOS METABOLITOS POR CLAE

O fracionamento do precipitado foi marcado pelo inicio da eluicdo dos
compostos a partir de aproximadamente 5.5 min, e fim da eluicdo em
aproximadamente 11.0 min. O tempo de aquisicdo para cada amostra injetada com
volume de injecdo de 25 mg/mL foi de 18 minutos, o perfil cromatografico das
amostras foi obtido e monitorado entre corridas, possibilitando a separacao da matriz
complexa em quatro fragdes iniciais denominadas F1, F2, F3 e F4 como mostra a

figura 23.
Fonte: O autor, 2026.

Figura 17: Exemplo de andlise do precipitado em HPLC semipreparativo e os 4 picos referentes as
fragdes: F1, F2, F3 e F4, separados pelas linhas definidas pelo software para cada pico
respectivamente.
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Dentre as fragdes iniciais, apenas a fragdo 4, com rendimento de 0,022g (a
cada fracionamento) apresentou atividade nos testes in vitro contra M. phaseolina,

como mostra a figura 24.

Fonte: O autor, 2026.

Figura 18: Teste de pogo difusdo em agar contra M. phaseolina com as fragdes obtidas a
partir do primeiro fracionamento em HPLC.

& i |\ Fracao 2 Fragdod ||| Hre ) . Fragao3
Fracao1 || I ‘ e e
Sl \ Il 2mg/ml 2mg/mt ({8 s, 2 mg/ml

/j \
/')_\"'\\\
o

Fracédo 1 it Fragéo 2 Fracéo 4 Fracdo 3
6mg/ml emg/ml Bmg/ml / emg/ml

o -

Considerando o sistema isocratico e a composigao da coluna cromatografica,
o intervalo de eluicao de 8,5 a 10 min aponta para a presenca de metabdlitos com
carcateristicad de substancias anfifilicas, como os lipopeptideos, cuja por¢ao apolar
volumosa (caudas de acidos graxos) promove uma forte interagcéo hidrofébica com a
fase estacionaria (HUANG et al., 2016; KALISZAN et al., 2002).

A fragado F4 foi submetida a um segundo fracionamento, utilizando um sistema
movel composto por 85% de acetonitrila e 15% de agua Mili-Q, resultando em 12
fragbes que tiveram seu perfil quimico analisado por CLAE analitica, os

cromatogramas podem ser observados nos anexos.
5.4.1 indice de Crescimento Micelial (ICM) da fragao F4

Os resultados do teste apresentado na figura 25, mostram que as
concentragcbes mais altas (36,5 e 18,25 ug/mL) resultaram em controle total do fungo,
enquanto nas concentragdes a partir de 9,125 ug/mL, mostram aumento progressivo
do crescimento micelial, indicando a diminuicao do efeito inibitério. A amostra controle,

sem nenhum tratamento, apresenta o maior crescimento, confirmando a eficacia das
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doses testadas na redugao do desenvolvimento do micélio.
Fonte: O autor, 2026.

Figura 19: Curva de crescimento flingico na presencga de diferentes concentragdes da fragcao F4 por
precipitacdo acida no teste de inibicdo do crescimento micelial contra M. phaseolina.
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Os dados foram submetidos a analise de regressao linear utilizando o modelo

logistico de quatro parametros, apresentando alta aderéncia estatistica R? de 0,9944
(p < 0,0001). O ponto de partida metabdlico (mPOD) situou-se em 13,52, com limites
de confianga entre 11,8 e 16,24. O erro padrao residual de 2,817 confirma a precisao
das observagdes experimentais em relagédo a curva ajustada.

A analise do experimento indica uma interagao rapida entre os estados de
crescimento e inibigao total conforme a dose é incrementada, contudo, a variagao no
crescimento do fungo entre as concentragdes intermediarias sugere uma possivel
inducdo das respostas adaptativas do fungo alvo, esse fenbmeno é amplamente
discutido por Garzon et al. (2011) e Brent e Hollomon (2007), mostrando que em niveis
de controle mais baixos ha a redugao da eficacia, favorecendo o desenvolvimento de

resisténcia em fitopatégenos como M. phaseolina.
Fonte: O autor, 2026.

Figura 20: Teste ICM com fragdo F4 contra M. phaseolina apds 72 horas de incubacéo.
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5.5 ANOTAGCAO DOS METABOLITOS

5.5.1 Caracterizagao de Lipopetideos por MALDI-TOF

Por meio da técnica de espectrometria de massas, foi possivel identificar picos
com razdo massa carga semelhantes a de alguns lipopeptideos com atividade

antifungica.
Fonte: O autor, 2026.

Especificamente, o pico observado 1096,08 m/z sugere uma ambiguidade
positiva, podendo corresponder tanto a C15-Iturina A, na forma de aduto de potassio
[M + K] +, quanto a C17-Bacillomycin D como aduto de sédio [M + Na]+. Ambas as
moléculas sao tipicas de géneros como B. velezensis, reforcando a identidade

taxonémica e o potencial de biocontrole da cepa em estudo.

Tabela 20: Comparagédo de massas observadas na literatura e massas obtidas pela analise do
fermentado em shaker da linhagem CMRP4490, utilizando o método de aquisigdo de massas MALDI-
TOF.

Nome do composto  m/z ref. m/z Aducto Microrganismo Referéncia
C15- lturin A 1095,53 1096.08 [M+K]+ Bacillus velezensis WANG et al. 2021
Surfactina 1030,68 1031.00 [M+ Na]+  Bacillus spp. (MT1-MT5) CHEN et al., 2020
C14-BacillomycinD  1031.54 1031,00 [M+H]+ Bacillus subtilis SILVAetal., 2026

c17-EFigura 21: Espectros obtidos utilizando método de aquisigdo de massas MALDI-TOF e indicag&o de
compostos pela similaridade da razdo massa carga.

C15- Iturina A[M + K] +
Ou
C17-Bacillomycin D [[M + Na] + 12 horas de fermentacao

Surfactina [M + Na] +
ou

B D 72 horas de fermentacao

Fonte: O autor, 2026.
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5.5.1 Identificacdo de metabdlitos

O pré-processamento dos dados brutos obtidos por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugéo (LC-MS/MS) foi inicialmente
conduzido utilizando o software MZmine, contudo, ao submeter o conjunto de dados
processados a busca de correspondéncia contra bibliotecas espectrais locais e de
referéncia, ndo foram obtidas identificagdes diretas e conclusivas para os analitos de
interesse.

Diante da auséncia de correspondéncias diretas no processamento local,
recorreu-se a plataforma colaborativa Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS) utilizando os dados brutos e os arquivos de features exportados
e analise comparativa manual entre os valores de m/z.

A analise dos espectros (anexados nos apéndices) indicou que a linhagem
CMRP4490 produziu moléculas com relagdo massa carga (m/z) que podem ser
relacionados a lipopeptideos ciclicos de diferentes familias previamente descritas no
género Bacillus, como: surfactinas, iturinas.

Foram detectados os valores de razdo massa carga: 993.4868, 1007.5030,
1021.5191, 1035.5291, e 1063.5649, a natureza hidroxilada das cadeias laterais
indicam que os compostos detectados podem ser pertencentes a familia das
surfactinas. Esses compostos estavam presentes em diversas fragdes da porgao ativa
F4, na tabela abaixo é possivel observar as fragdes que as apresentaram em maior

intensidade.

Tabela 21: Analise espectrométrica de compostos similares a surfactina.

Razéo m/z Fragéo Intensidade Tempo de retengao (min)
993.4868 F7F4 1.6E4 09.79
1007.5030 F7F4 1.1E4 10.94
1021.5191 F7F4 3.4E5 12.05
1035.5291 FOF4 4.5E4 12.76
1049.5496 F7F4 8.2E4 13.55
1063.5649 F7F4 3.0E4 13.93

Fonte: O autor, 2026.

Legenda: Razdo m/z: Representa a razdo entre a massa atdmica exata do ion detectado e sua respectiva carga. Fragao:
Identificagdo da amostra purificada ou coletada via cromatografia liquida. Intensidade: Refere-se a abundancia relativa do ion
detectada pelo espectrébmetro, os valores estdo expressos em notacdo cientifica. Tempo de Retengdo: Tempo decorrido,
expresso em minutos (min), entre a injecdo da amostra e a detec¢do do pico maximo no detector cromatografico que reflete a
hidrofobicidade de cada homologo.

As analises indicam a provavel presengca de homodlogos da micosubtilina
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pertencentes a familia da iturina com picos de ions moleculares [M + H]+ com valores
de: 1043.5014, 1057.5139, 1071.5312, 1085.5469, correspondendo a cadeias de

acidos graxos hidroxilados.

Tabela 22: Analise espectrométrica de compostos similares a iturina

Razéo m/z Fragéo Intensidade Tempo de retengao (min)
1043.5014 F3F4 3.0E4 12.07
1057.5139 F7F4 3.2E4 12.93
1071.5312 F7F4 3.1E4 13.43
1085.5469 F7F4 1.5E4 13.93

Fonte: O autor, 2026.

Legenda: Razdo m/z: Representa a razdo entre a massa atdmica exata do ion detectado e sua respectiva carga. Fragao:
Identificacdo da amostra purificada ou coletada via cromatografia liquida. Intensidade: Refere-se a abundancia relativa do ion
detectada pelo espectrébmetro, os valores estdo expressos em notacdo cientifica. Tempo de Retengdo: Tempo decorrido,
expresso em minutos (min), entre a inje¢gdo da amostra e a detecgdo do pico maximo no detector cromatografico que reflete a
hidrofobicidade de cada homélogo.

Além dos compostos manualmente correlacionados, a analise pelo GNPS
identificou o (1R,2R)-methyl dihydrojasmonate com alto nivel de confiangca. Essa
molécula é relevante do ponto de vista biotecnoldgico, pois, tem uma estrutura

analoga ao jasmonato de metilo, um fitohorménio crucial na sinalizacdo de defesa e

regulador de crescimento vegetal (PER et al. 2018 )

Figura 22: Estrutura quimica do (1R,2R)-methyl dihydrojasmonate

N

A\

@)
Fonte: GNPS, 2026.

A presenca desse composto nas fragdes purificadas confirma que B. velezensis
CMRP4490 tem capacidade de atuar como indutora de resisténcia sistémica adquirida
nas plantas, contribuindo para uma resposta mais rapida e eficiente ao ataque de
patogenos.



65

6 CONCLUSAO

O estudo confirmou o elevado potencial biotecnoldgico da linhagem Bacillus
velezensis CMRP4490 na produgdo de metabdlitos secundarios com atividade
antifungica. A caracterizagdo macromorfoldgica revelou fenétipos rugosos e opacos,
indicativos da produgao de substancias poliméricas extracelulares (EPS) e formagao
de biofilme atributos essenciais para o desempenho antagdnico da cepa.

Em relagdo aos paréametros fermentativos, os ensaios em biorreatores
(bancada e piloto) demonstraram que a sintese de bioativos esta diretamente atrelada
ao platé de biomassa. A analise dos resultados indica a possibilidade de diminuigao
de tempo produgdo, maximizando a recuperagao das moléculas de interesse com
maior agilidade, reduzindo custos operacionais sem comprometer a eficacia do
bioprocesso.

Na etapa de downstream, a precipitagao acida em pH 4,0 foi validada como um
método de concentracado eficiente, estavel e economicamente viavel quando
comparada a extragdo em pH 2,0, que além de utilizar maiores volumes de acido
também carece da adicdo de uma solugdo basica para o reajuste do potencial
hidrogenionico. O precipitado ideal (pH 4,0) obtido exibiu efeito dose-dependente
contra Macrophomina phaseolina, alcangando 87,7% de inibigao (50,0 ug/mL)

A detecgao de metabdlitos com atividade antifungica e da molécula analoga ao
Jasmonato de metilo, refor¢a o papel multifuncional dessa bactéria tanto na promog¢ao
do crescimento vegetal quanto no biocontrole de patdégenos.

Dessa forma, os resultados obtidos destacam B. velezensis CMRP4490 como
uma estirpe promissora para aplicagbes agricolas sustentaveis, atuando
simultaneamente como agente indutor de resisténcia em plantas e como produtor de
compostos com atividade antimicrobiana, o que amplia seu potencial de uso em

estratégias integradas de manejo fitossanitario.
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7 APENDICES

APENDICE A — Dados Brutos da Avaliagdo Estatistica da Precipitacdo Acida.

Ajuste de pH area do halo de inibicido Média

pH2 45,567
pH2 25,972
pH2 38,673
pH2 40,003 44,958
pH2 72,732
pH2 41,386
pH2 48,153
pH2 47,176
pH4 45,675
pH4 43,229
pH4 53,592
pH4 44,207 51791
pH4 45,675
pH4 42,776
pH4 93,498
pH4 45,675

APENDICE B — Dados brutos do teste de indice de crescimento micelial com
amostra F4 em 24 horas de incubagao.

Média Desvio

Concen Horizont Vertical Repeticdo Médiado Area Méd Padrio Inibica
A 2 H 0,
tracdo al (mm) (mm) (mm) Grupo (mm) mm ia amostral 0 (%)
365 0 0 0 0 0 0 0 100%
365 0 0 0 0 0 0 0 100%
365 0 0 0 0 0 0 0 100%
365 0 0 0 0 0 0 0 100%
182,5 0 0 0 0 0 0 0 100%
182,5 0 0 0 0 0 0 0 100%
182,5 0 0 0 0 0 0 0 100%
182,5 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,912 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,912 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,912 0 0 0 0 0 0 0 100%
0,912 0 0 0 0 0 0 0 100%
0462 12200 11400 11,800 13775 109, 190, 4 qogsg5730 39,67

233 353 %



0,462
0,462

0,462

0,228
0,228
0,228

0,228

Control
e
Control
e
Control
e
Control
e

13,200
15,800

13,900

27,600
13,000
18,500

19,100

22,700
21,100
20,300

23,000

12,700
14,800

16,200

19,600
17,800
19,000

19,100

21,000
20,200
20,100

22,900

12,950
15,300

15,050
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15,400
18,750

19,100

21,850
20,650
20,200
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19,2125

21,4125

131,
664
183,
657
176,
856

424,
869
181,
741
276,
067
286,
521

374,
399
334,
752
320,
466
413,
669

292,
299

360,
821

3,367089495

1,239203373

79

10,27
%

0,00%

APENDICE C - Dados brutos do teste de indice de crescimento micelial com
amostra F4 em 48 horas de incubagao

Concent Horiz Vert . Media Médiado Area Medi  D9SVI0jipics
ragdo ontal ical Repetigao Grupo (mm) mm? a Padrao 0 (%)
(mm) amostral
365 0 0 0 0 0 0 100%
3 0 0 0 . 0 0 0 100%
365 0 0 0 0 0 0 100%
3 0 0 0 0 0 0 100%
1825 0 0 0 0 0 0 100%
1825 0 0 0 . 0 0 0 100%
1825 0 0 0 0 0 0 100%
1825 0 0 0 0 0 0 100%
0912 0 0 0 0 0 0 100%
0912 0 0 0 . 0 0 0 100%
0912 0 0 0 0 0 0 100%
0912 0 0 0 0 0 0 100%
0462 390 322 356 36,488 2003 1043, o9 27,10

02

884

%



0,462
0,462

0,462

0,228
0,228
0,228

0,228

Controle
Controle
Controle

Controle

37,7
35,6

34,8

26,1
23,6
25,4

27,7

51,3
49,8
49,5

50,0

38,6
37,8

36,2

28,4
22,1
24,2

28,0

49,4
49,4
51,0

50,0

38,2
36,7

35,5

41,5
33,9
36,9

41,9

50,4
49,6
50,3

50,0

38,525

50,050

80

1142,
926
1056,
894
989,4
12

582,1
68
409,6
32 5209
482,7 31
68
609,1
54

23,03

3,801 %

1990,
370
1932,
172
1982,
736
1963,
494

1967,

193 0,407

0,00%

APENDICE D - Dados brutos do teste de indice de crescimento micelial com
amostra F4 em 72 horas de incubagao

Horizont Vertical Med1@  Msdiado Area Médi 2%V nibica
Concen al (mm)  (mm) Repeticdo Grupo (mm) mm?  a Padrao o (%)
tragdo (mm) amostral
365 0 0 0 0
365 0 0 0 0
0 0 100%
365 0 0 0 0
365 0 0 0 0
182,5 0 0 0 0
182,5 0 0 0 0
0 0 100%
182,5 0 0 0 0
182,5 0 0 0 0
0,912 12,200 11,900 12,050 1121’0
0,912 10,900 12,100 11,500 1(:336’5 107
11,725 109.0 865’ 0,253 79%
0,912 12,400 11,200 11,800 76’
0,912 11,500 11,600 11,550 104,7

72



0,462

0,462

0,462

0,462

0,228

0,228

0,228

0,228

Contro
le
Contro
le
Contro
le
Contro
le

32,500

31,000

30,000

34,400

44,700

48,800

45,000

44,300

55,000

55,000

55,000

55,000

36,000

31,000

29,000

35,600

45,400

49,500

50,500

43,400

55,000

55,000

55,000

55,000

34,250

31,000

29,500

35,000

45,050

49,150

47,750

43,850

55,000

55,000

55,000

55,000

32,438

46,450

55,000

918,9
15
754,7
67
683,2
96
961,8
29

1593,
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1897,
206
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1696
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2375
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0,000
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41%

16%

0,00



APENDICE E - Cromatogramas dos extratos da linhagem CMRP.
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APENDICE G - Arquivos das corridas cromatograficas.

83

https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Area%20de %20 Trabalho/Cromatog

ramas%20em%20CDF

APENDICE H - Rendimentos

Amostra Repeticdes Massainicial Rendimento
C18-EFS 4 cartuchos 60mg 27,667
C18-EFS 3 cartuchos 75mg 12,6667
C18-EFS 2 cartuchos 50mg 9,3333
F1.F4 4,6667
F2.F4 1
F3.F4 4
F4.F4 2,33
F5.F4 6
F6.F4 3
F7.F4 6
F8.F4 1
F9.F4 4,333
F10.F4 2
F11.F4 2
F1 11corridas 2,75g 12
F2 11corridas 2,75g 36
F3 11corridas 2,75g 44,66664
F4 11corridas 2,75g 87,3333



https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Área%20de%20Trabalho/Cromatogramas%20em%20CDF
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Área%20de%20Trabalho/Cromatogramas%20em%20CDF

APENDICE | — Espectros de massa de correspondéncia de metabdlitos.

Espectro do pico com massa carga 993.4868.
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Espectro do pico com massa carga 1035.5291.
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Espectro do pico com massa carga 1049.5496
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Espectro do pico com massa carga 1063.5649
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Espectro do pico com massa carga 1057.5139

Espectro do pico com massa carga 1071.5312
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MATERIAL COMPLEMENTAR

Link de acesso a analise estatistica de dose-resposta da amostra F4:
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Area%20de%20Trabalho/MIC%20F4.pris
m

Link de acesso a planilha de dados para precipitagao acida
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Area%20de %20 Trabalho/Mestrado/Estatis
tica/ESTATISTICA%20COM%20AREA.xlsx

Link para acesso as corridas em hplc analitico das fragdes purificadas
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Area%20de%20Trabalho/corridas%20em

%20jpeg



https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Área%20de%20Trabalho/MIC%20F4.prism
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Área%20de%20Trabalho/MIC%20F4.prism
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Área%20de%20Trabalho/Mestrado/Estatistica/ESTATISTICA%20COM%20ÁREA.xlsx
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Área%20de%20Trabalho/Mestrado/Estatistica/ESTATISTICA%20COM%20ÁREA.xlsx
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Área%20de%20Trabalho/corridas%20em%20jpeg
https://d.docs.live.net/b3544e6d5bc2969a/Área%20de%20Trabalho/corridas%20em%20jpeg
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