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RESUMO

O aumento da demanda por alimentos, aliado a necessidade de uma producéo
agricola que utiliza menos fertilizantes quimicos e pesticidas sintéticos tem
impulsionado o desenvolvimento de novas ferramentas para a agricultura. Neste
cenario, 0s microrganismos tém sido vistos com uma possivel ferramenta que alia
reducdo de custos e produtividade. Devido ao crescimento na producdo e uso de
bioinsumos, e as projecdes para um crescimento continuo, as técnicas de producao
estdo sendo atualizadas constantemente, e 0 meio de cultura é um fator importante
e precisa ser considerado para obtencdo de melhores resultados na multiplicacéo,
seja industrial ou on farm. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a eficiéncia de um meio de cultura alternativo para o crescimento e
multiplicacdo de microrganismos, de interesse agricola, em condi¢cdes laboratoriais.
Bacillus amyloliquefaciens e Chromobacterium subtsugae foram cultivadas em
meio de cultura TSB e meio de cultura alternativo em diferentes concentraces
(0,2%, 0,5%, 1% e 2%) para estabelecimento da sua curva de crescimento a partir
da determinacédo da densidade éptica (DO) a 600 nm a cada 12 horas, durante 72
horas. Na fermentacédo de B. amyloliquefaciens todas as concentracfes do meio
alternativo permitiram atingir o crescimento semelhante a do meio TSB, sendo que
a melhor concentracao foi de 1%. Para C. subtsugae sua taxa de crescimento foi
melhor nas concentracdes 1% e 2% quando comparado aos demais tratamentos,
porém, a concentracdo de 1% se mostra mais viavel economicamente. Este estudo
mostrou que o meio de cultura alternativo € uma opg¢éo para a multiplicacdo das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, de interesse agricolas testadas.

Palavras-Chave: Bacillus amyloliquefaciens; Chromobacterium subtsugae;
crescimento de microrganismos



ABSTRACT

The increased demand for food, plus the need for agricultural production that uses
less chemical fertilizers and synthetic pesticides has driven the development of new
tools for agriculture. In this scenario, microorganisms have been seen as a possible
tool that combines cost reduction and productivity. Due to the growth in production
and use of bio-supplies, besides the projections for continued growth, production
techniques are being constantly updated, and the culture medium is an important
factor and needs to be considered to obtain better results in multiplication, whether
industrial or on farm. Thus, the present study aimed to evaluate the efficiency of an
alternative culture medium for the growth and multiplication of microorganisms of
agricultural interest under laboratory conditions. Bacillus amyloliqguefaciens and
Chromobacterium subtsugae were grown in TSB and alternative culture medium at
different concentrations (0.2%, 0.5%, 1% and 2%) to establish their growth curve by
determining the optical density (OD) at 600 nm every 12 hours for 72 hours. In the
fermentation of B. amyloliquefaciens, all concentrations of the alternative medium
achieved similar growth to that of TSB medium, and the best concentration was 1%.
For C. subtsugae its growth rate was better in the 1% and 2% concentrations when
compared to the other treatments, but the 1% concentration is more economically
feasible. This study showed that the alternative culture medium is an option for the
multiplication of Gram-positive and Gram-negative bacteria of agricultural interest
tested.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens; Chromobacterium subtsugae; growth of
microorganisms
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1 INTRODUCAO

Com o potencial dos microrganismos em aumentar a produtividade
agricola, atuando na promocao de crescimento das plantas, no biocontrole de
doencas e pragas, na tolerdncia a estresse abidticos, essa tecnologia vem se
fixando como uma ferramenta sustentavel e promissora para melhorar a produgéo
agricola (GABARDO et al.,, 2020ab). Varios géneros de bactérias, incluindo
Bacillus, Saccharopolyspora e Chromobacterium tém sido utilizados na agricultura
como promotores de crescimento, fixadores biolégicos de nitrogénio e agentes de
controle biolégico (KANG et al., 2019; FARIAS et al., 2021).

Recentemente foi estimado que o mercado de produtos bioldgicos
alcancara a faixa 10,2 bilhdes de dolares até 2025 para a categoria de
biopesticidas, com taxa de crescimento anual de aproximadamente 15%
(FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2020). Para a categoria de biofertilzantes foi
estimado 3,15 bilhdes de doélares até o final de 2026, com uma taxa de crescimento
anual de cerca de 11% (FORTUNE BUSINESS INSIGHTS, 2019), enquanto que a
categoria de bioestimulantes é estimado em torno de US$ 2 bilhGes, com
crescimento de cerca de 12 a 15% (DUNHAM e TRIMMER, 2018).

Nos ultimos anos tem-se observado a crescente demanda por insumos
biolégicos no Brasil (EMBRAPA, 2021). Em parte, devido ao crescimento
exponencial da producdo “on farm” que consiste na multiplicagcdo de
microrganismos em propriedades rurais a partir de in6culos de produtos comerciais
(ABRUNHOSA, 2019). De acordo com o Decreto 6.913, de 23 de julho de 2009,
artigo 1°, §8° determina que “ficam isentos de registro os produtos fitossanitarios
com uso aprovado para a agricultura organica produzidos exclusivamente para uso
proprio” (BRASIL, 2002), embora haja uma séria discussado sobre esse tema,

atualmente.

Durante a multiplicacdo dos microrganismos, fatores fisicos e quimicos
podem influenciar na sua taxa de crescimento, um deles € o meio de cultura
(TOROTRA et al., 2017), que deve atender requisitos basicos de fontes de energia,
carbono, nitrogénio, elementos minerais (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2016).

A escolha do meio de cultura adequado se faz necessario para alcancar melhores



resultados, uma vez que interfere na atividade de crescimento, sintese de
metabadlitos, entre outros (VASSILEVA et al., 2021).

Assim, o meio de cultura precisa conter os nutrientes necessarios para dar
aporte ao crescimento e multiplicacdo microbiano, além de apresentar baixo custo
e facil disponibilidade (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2016). Diversos estudos
vém sendo realizados para formulacdes de meios de cultura alternativos, utilizando
por exemplo residuos agroindustriais na producdo de bioprodutos agricolas
(BUENO et al., 2019; CAJAMARCA, 2019)

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de um
meio de cultura alternativo no crescimento e multiplicacdo de microrganismos em

condicOes laboratoriais.
2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o efeito de um meio de cultura alternativo para a multiplicacao de

bactérias de importancia agrondmica.
2.2 Especificos

e Avaliar a populacéo microbiolégica dos in6culos de Bacillus amyloliquefaiens
e Chromobacterium subtsugae;

e Avaliar diferentes concentracdes do meio de cultura alternativo para o cres-
cimento de microrganismos de interesse agricola;

e Avaliar parametros como densidade 6ética e pH.
3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cinética de crescimento

A cinética de crescimento microbiano € uma reacdo autocatalitica onde a
taxa de crescimento € diretamente proporcional a concentracdo da célula e pode
ser determinada pela razdo entre a taxa de crescimento de uma populacdo
microbiana especifica e a concentracéo de substrato (NIKITINA e CHERNUKAHA,
2020; SAKTHISELVA; MEENAMBIGA; MADHUMATHI, 2019).



Para as bactérias, o tempo necessario para completar um ciclo de fisséo é
conhecido como tempo de duplicacdo/geracdo (BJORKLUND, 2019), este

crescimento exponencial pode ser expresso por:
N =No2"

Onde N é o namero final da célula; No € o numero inicial de células e n € o
namero de gerac¢des durante o periodo de crescimento exponencial (WILLEY et al.,
2017). O tempo de geracdo (g) da populagcdo em crescimento exponencial
corresponde a t/n, em que t corresponde ao periodo de tempo decorrido e n o
nuamero de geragdes no tempo t (MADIGAN et al., 2016).

Sendo assim, de acordo com Madigan et al. (2016) é possivel calcular n
(Equacéo 3.2) a partir do conhecimento dos numeros inicial e final de células em
uma populagcdo em crescimento exponencial ao aplicar logaritmos em ambos os

lados da equacéo:
N = No2"

log N =log No + n log 2
log N - log No=nlog 2

n = (log N - log No)/log 2

n = (log N - log No)/0,301
n = 3,3(log N - log No)

E, a partir de n e do conhecimento de t, o tempo de geracéo, g:
g=t/n
g = 1/[3,3(log Nt - log No)]

Com a variacéo da taxa de crescimento microbiano ao longo do tempo pode-
se tracar a curva de crescimento, que se divide em fase lag, exponencial,
estacionaria e de morte. A fase lag € o estagio inicial em que o metabolismo da
populacdo microbiana inoculada estd se adaptando ao meio com a sintese de

macromoléculas e enzimas necessarias para seu crescimento, a duracdo desta
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fase varia de acordo com a condigdo do in6culo e natureza do meio
(SAKTHISELVAN et al., 2019).

Na fase log ou exponencial a populacao se replica rapidamente em intervalos
regulares por um periodo curto ou longo a depender dos recursos disponiveis,
condi¢cdes ambientais e pela propria genética do microrganismo (POMMERVILLE,
2014). Devido a taxa metabdlica de células individuais estd no maximo, séo
preferencialmente utilizadas para estudos enziméticos ou de outros componentes
celulares, e também para fins industriais e laboratoriais (MADIGAN et al., 2016;
TORTORA et al., 2017).

Apo6s um periodo, o crescimento torna-se limitado em razao do esgotamento
de nutrientes, acumulacéo de residuos e mudancas no pH, de forma que a taxa de
mortalidade se equipara a taxa de crescimento das células, atingindo-se, assim, a
fase estacionaria (ELIZABETH et al., 2021; TORTORA et al., 2017).

Naturalmente o nimero total de células viaveis decresce ao tempo em que
aumenta o namero de células que morrem, entrando assim, na fase de morte
(ELIZABETH et al., 2021). No entanto, uma pequena fracdo de células sobrevive
por tempo indeterminado quando se ha producdo de esporos, enquanto outra
fracao sobrevive entrando em um estado com taxa metabdlica extremamente baixa
podendo novamente entrar em fase exponencial se for fornecido substrato (GRAY
et al., 2019).

O crescimento é medido pelo monitoramento de alteragdes no namero de
células ou de algum outro componente celular (proteinas, ATP, acidos nucleicos),
pode ser realizado por métodos diretos como contagem em placas, filtracdo por
membrana, contagem microscopica direta, nUmero mais provavel, e por métodos
indiretos como peso seco, atividade metabdlica e turbidez (densidade Gtica)
(MADIGAN et al., 2016; TORTORA et al., 2017).

O crescimento de uma populacdo microbiana e a taxa de crescimento que
esta apresenta séo influenciados por fatores fisicos (temperatura, pH e pressao
osmotica) e quimicos que incluem nutrientes em maiores quantidades como

carbono, nitrogénio, enxofre, fésforo e oxigénio, e pequenas quantidades de
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elementos-traco (ferro, cobre, molibdénio e zinco) que atuam como cofatores no
metabolismo celular (TOROTRA et al., 2017).

Cada um dos componentes do meio de cultura afeta a atividade de
crescimento, esporulacao e producao de metabdlitos, desta forma, a otimizacéo da
composicdo do meio € desejavel (VASSILEVA et al., 2021) para alcancar

resultados pretendidos.
3.2 Meios de cultura para crescimento microbiano

Os componentes de um meio de cultura devem suprir as exigéncias
necesséarias para a biomassa celular, sintese de metabdlitos e energia para a
biossintese e manutencédo das células (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2016).
Para tal, € fundamental uma fonte carbono que sera utilizada como matéria prima
para 0 metabolismo energético, sintese de compostos celulares e metabdlitos
primarios ou secundarios; uma fonte de nitrogénio inorganica ou organica cuja
atuacdo se da principalmente na sintese de proteinas e acidos nucleicos; e sais
minerais que atuam como cofatores e reguladores osmoéticos (MONNERAT et al.,
2020). O fosfato, em especial, € elemento importante por sua relacdo com sintese
de fosfolipidios e acidos nucleicos, sendo sua adi¢cdo dependente da composi¢ao
especifica do meio, necessidade do organismo e natureza do produto desejado
(SINGH et al., 2017a).

O crescimento e sintese de metabdlitos dependem da composicdo do meio
de cultura e condicdes de cultivo, de forma que alteracGes na natureza das fontes
de carbono e nitrogénio ou em sua concentracao interferem no produto final, assim,
para se obter producdo em grande escala de metabdlitos, é necessario um meio de
cultura com composicdo e concentracdo adequada (MY; LOAN; THUOC, 2022,
SINGH et al., 2017a), considerando que a sua otimizagdo pode reduzir custos
(MSARAH et al., 2020; UYGUT e TANYULDIZI, 2018).

Assim, diferentes meios de cultura sao utilizados rotineiramente em
laboratorio para crescimento de microrganismos. A nivel laboratorial, geralmente
séo utilizados carboidratos simples (glicose e frutose), como fonte de carbono, e
peptona, triptona, extrato de carne bovina ou extrato de levedura como fonte de
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nitrogénio (ERKMEN, 2021; WEN et al., 2021). Exemplos comumente empregados
séo o caldo nutriente (NB), caldo de infusédo de cérebro e coracdo (BHI), caldo de
dextrose de batata (PDB), caldo triptona de soja (TSB) e Luria Bertani (LB) (AL-
SALLOUM et al., 2017; ALKHFAJI, 2018; ERKMEN, 2021; HASANAIN et al., 2017;
MAGARELLI et al., 2022; PUMIRAT et al., 2017; SATYANTINI et al., 2019; SON e
KIM, 2022; SUN et al., 2019).

Stanbury, Whitaker e Hall (2016) afirmam que para o cultivo em grande
escala, os nutrientes escolhidos para o meio de cultura devem preencher os
seguintes requisitos: baixo custo; maior concentracédo ou rendimento de biomassa
ou produto; permitir a taxa maxima de formacdo de produto; minimo rendimento de
produto indesejado; acessivel durante todo o ano; e, apresentar menor dificuldade

durante todo o processo de cultivo.

Desta forma, como o custo de meios de cultura laboratoriais para a producao
em larga escala é alto, a nivel industrial é utilizado fontes de carbono como melaco,
licor de maceracao de milho, suco de beterraba ou glicose, sacarose em sua forma
pura para microrganismos sensiveis, e farelo de soja, amoénia ou sais de nitrato
como fonte de nitrogénio (BEHERA e VARMA, 2017; CHO e KASEM, 2018). Além
de residuos agroindustriais que séo ricos em compostos bioativos na producao de
bioprodutos agricolas (CAJAMARCA, 2019; XU e GEELEN, 2018).

Na busca pela otimizacdo da producéo microbiana e diminuicdo dos custos
envolvidos, matérias-primas alternativas tem sido alvo de estudos. Lo, Lee e Liu
(2020) aperfeicoaram o cultivo de Rhodopseudomonas palustres PS3 para
producdo de biofertilizante com meio alternativo de baixo custo, identificando o
melaco e licor de maceracao de milho como fonte de carbono e nitrogénio eficiente.
Cantabella et al. (2021) relataram que Pseudomonas oryzihabitans PGP01
cultivada em meio de cascas e polpas de batata congeladas suplementado com
triptona, melago de cana, NaCl e K2HPO4 alcangou crescimento similar ao meio
comercial, além de preservar sua atividade biolégica na promoc¢ao de crescimento

vegetal.

Em vista da importancia dos nutrientes para o crescimento microbiano, o

conhecimento das necessidades nutricionais dos microrganismos se faz necessario
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para que o meio de cultura escolhido forneca de forma e quantidade adequada os
aparatos para o crescimento celular e sintese de metabdlitos, uma vez que a
composicdo do meio pode influenciar significativamente esses parametros assim
como a concentragdo e rendimento do produto final, afetando diretamente a
economia do processo de multiplicagcdo (GONCALVES, 2013; SANTOS JUNIOR et
al., 2022).

Uma vez que o meio influencia significativamente o metabolismo microbiano,
o alvo do ajuste de sua composicao vai além da taxa de crescimento, mas também
a producédo de metabdlitos de interesse. Moreno-Velandia et al. (2021) estudaram
a influéncia do meio de cultura na sintese de lipopeptideos ciclicos (CLP) por B.
velezensis Bs006, e constataram que no cultivo em meio LB teve uma alta
populacdo de células, porém, os meios PZN e Landy proporcionaram uma alta
concentracdo do CLP. Ja Betlej et al. (2020) utilizaram diferentes concentracfes de
sacarose com duas variantes de enriquecimento (peptona e extrato de cha) para
producao de celulose, observando que tanto a quantidade do produto final quanto
parametros fisicos e mecanicos foram dependentes da composicdo meio de
cultura. Mazmira et al. (2012) demonstraram o efeito de monossacarideos e
dissacarideos no crescimento, esporulacdo e sintese de endotoxinas por B.
thuringiensis MPK13, observando que as porcentagens dos parametros analisados
variaram conforme os diferentes sacarideos utilizados na formulacdo do meio e

indicaram a glicose como a melhor opcéao.
3.3 Producdo de produtos biolégicos

Os produtos biolégicos compreendem trés categorias gerais: (i)
biopesticidas, (ii) bioestimulantes e (iii) biofertilizantes (MARRONE, 2019). Os
biopesticidas sao derivados de organismos ou compostos naturais utilizados para
protec@o de cultivos inibindo o crescimento e o desenvolvimento de patdgenos e
insetos-praga por diferentes mecanismos de acao, podem ser categorizados como
biopesticidas microbianos, biopesticidas bioquimicos e protetores incorporados em
plantas (PIPs) (PARWEEN e JAN, 2019). Enquanto os bioestimulantes sdo usados
para promover o crescimento e aumento de produtividade das plantas, além de

induzir tolerancia a estresses abiéticos (YAKHIN et al., 2017).
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Com o declinio do uso de pesticidas sintéticos em razdao dos seus efeitos
nocivos e colaterais, quando utilizados de forma indevida, os biopesticidas tem
ganhado espaco no mercado como uma ferramenta promissora devido a sua
especificidade, biodegrabilidade e economia (PATHMA et al., 2020). Estima-se que
o mercado global de biopesticidas crescera de US$ 3,3 bilhdes em 2020 para US$
7,4 bilhdes em 2027, com um aumento anual de 12,4% (RESEARCH AND
MARKETS et al., 2020).

Ja o mercado de bioestimulantes é estimado em torno de US$ 2 bilhdes, com
crescimento de cerca de 12 a 15% (DUNHAM e TRIMMER, 2018). A perspectiva é
gue o cenario dos bioestimulantes seja maior que o dos biopesticidas em razdo do
interesse de investimento de empresas agroquimicas e startups devido a maior
facilidade regulatdrias para insercao de novos produtos ao mercado (MARRONE,
2019).

No processo de formulacdo de produtos biologicos a biotecnologia esta
inserida desde a selecdo de microrganismos até a chegada do produto as
prateleiras. Assim, de acordo com Bashan et al. (2014) o termo inoculante refere-
se ao produto da formulacdo contendo um transportador e agente bacteriano ou
consorcio de microrganismos. Sua aplicacdo na agricultura ndo € novidade,
entretanto, tem ganhado mais espaco com o investimento das inddstrias visando
formular inoculantes mais eficientes, de baixo custo, que atenda as necessidades
e a qualidade exigida pelos agricultores (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019).

Esses microrganismos estdo envolvidos na promocao de crescimento de
plantas e controle contra pragas e patdgenos, representando um bom suporte para
a producéo de culturas (LOPES et al.,, 2018; SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA,
2019; SINGH et al., 2017b).

3.3.1 Bacillus amyloliquefaciens

O Grupo Operacional Bacillus amyloliquefaciens (OGBa) é composto por
guatro espécies, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus siamensis, Bacillus velezensis
e Bacillus nakamurai, sdo Gram-positivas, em forma de bastonete e formadoras de
enddsporos (SALEM; GIRBAL-NEUHAUSER; CHABANE, 2021).
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B. amyloliquefaciens possui uma versatilidade na reducdo da incidéncia ou
gravidade de varias doencas em diversos hospedeiros devido a competicdo com
patogenos pelos nutrientes, secrecédo de substancias antimicrobianas, antibidticos,
hidrolases, lipopeptideos, regulagdo do microbioma da rizosfera, entre outros
mecanismos (LIU et al., 2017; HAN et al., 2019; WANG et al., 2017; JIAO et al.,
2020). Além disso, também pode promover o crescimento de plantas através da
producdo de auxinas, como o acido indolacético (AlA), fixacdo de nitrogénio,
solubilizacéo de fosfato, entre outros (LI et al., 2019; QIN et al., 2017). Em raz&o da
sua eficacia, atualmente, a quantidade de produtos a base de B. amyloliquefaciens
alcanca os 35 produtos com registro no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (AGROFIT, 2022).

3.3.2 Chromobacterium subtsugae

Chromobacterium subtsugae € uma beta-proteobactéria Gram-negativa
encontrada em solos e aguas de regides tropicais e subtropicais, possui formato de
cocobacilo, € anaerdbia facultativa, ndo esporulada e mével. Sua temperatura 6tima
de crescimento € entre 30 °C — 35 °C, suas colbnias sao de cor violeta devido a
sintese de violaceina (MARTIN et al., 2007; SHANNAG e CAPINERA, 2018).

Esse pigmento possui uma ampla gama de atividades biol6gicas como
propriedades bacteriostaticas e antibidticas, antifiUngica, anticancer, propriedades
antivirais, entre outras (ARULDASS et al., 2018; CHOI et al., 2021; DURAN et al.,
2016; MASUELLI et al., 2016; SUBRAMANIAM e SIVASUBRAMANIAN, 2014).

C. subtugae possui atividade inseticida por diferentes modos de acdo contra
uma variedade de insetos-praga como tripes, acaros fit6fagos, moscas brancas,
lagartas, psilideos, cochonilhas e besouros (SHANNANG e CAPINERA, 2018).
Asolkar et al. (2014) relataram trés metabdlitos com fatores inseticidas, incluindo
“‘cromamida A”, violaceina e um composto nao identificado. Devido a sua acéo
inseticida, um extrato a base de seus metabdlitos foi aprovado pela Environmental
Protection Agency (EPA) e estd comercialmente disponivel (OLIVEIRA-HOFMAN
et al., 2021), no entanto, no Brasil ndo existe nenhum produto registrado com essa
espécie, porém, ha a comercializacao de produtos nao registrados que informam

essa espécie como seu ingrediente ativo, 0 que pode gerar inseguranca juridica.
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Além disso, algumas cepas desse género tém exibido atividade de biocontrole
contra diferentes fitopatdgenos, essa supressdo tem sido atribuida a metabdlitos
como lipopeptideos ciclicos, proteases e quitinases (HAN; PARK; KIM, 2017; KIM
et al., 2014; SOUSA et al., 2019).

4 METODOLOGIA
4.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Microbiana
(LBM) localizado no Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais — Campus Il
da Universidade Estadual da Bahia.

4.2 Inéculo

Para a producdo do inoculo de Chromobacterium subtsugae, a cepa
preservada proveniente do acervo do LBM foi ativada em meio Agar Nutriente (AN)
e incubada por 72 horas, posteriormente, 5 colonias foram inoculadas em 100 ml
de meio de cultura Caldo Triptona de Soja (TSB) e incubado em shaker orbital (SL

— 222, Solab) a 130 rpm com temperatura a 28+2°C por um periodo de 36 horas.

Para o inéculo do Bacillus amyloliquefaciens, foi utilizado um produto

registrado comercial.
4.3 Teste de populacdo microbiolégica

Foi realizada a diluicdo seriada do in6culo de Bacillus amyloliquefaciens e
de C. subtsugae em solucao salina 0,85% e avaliada a quantificacdo de UFC/ml
pelo método de microgota, onde 5 uL de cada diluicdo foi disposto em triplicata no

meio Agar nutriente.

4.4 CondicOes de crescimento

Para a fermentacdo bacteriana, 2 ml de cada indculo foi transferido para
Erlenmeyers de 250 ml contendo 200 ml do meio de cultura Caldo Triptona de Soja
(TSB), utilizado como controle e do meio de cultura alternativo em diferentes

concentracdes (0,2%; 0,5%; 1% e 2%) com pH ajustado para 7,0, previamente
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autoclavados. Posteriormente, foram incubados em shaker orbital (SL — 222, Solab)

a 130 rpm com temperatura controlada a 28+2°C por um periodo de 72 horas.

O Caldo Triptona de Soja utilizado durante o experimento apresenta a
seguinte composicao [g/L]: Digestivo pancreatico de caseina ,17,0; Digestivo
papaico de soja 3,0; Dextrose, 2,5; NaCl, 5,0; KzHPO4, 2,0.

O meio de cultura alternativo é um condicionante de solo produzido a partir
da fermentacao de leveduras, sendo composto por &cido fosforico, uréia, extrato de

levedura e agente complexante de L-aminodacidos.
4.5 Parametros avaliados

Durante o periodo de fermentacdo, a cada 12 horas foi retirado aliquotas
em triplicatas para avaliacdo dos seguintes parametros

45.1 pH

Em todas as amostras coletadas foram realizadas leituras de pH em pHme-

tro de bancada modelo PHS-3E devidamente calibrado.
4.5.2 Densidade 6tica

Em todas as amostras coletadas foram realizadas leitura da densidade

otica a 600 nm, em espectrofotdmetro Kasuaki modelo IL-226.
4.6 Estatistica

Os dados foram analisados em R, sendo realizada analise da variancia simples
(One Way ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparacdes entre as medias
(p<0,05).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Teste de populacéo microbioldgica
De acordo com a Tabela 1, tanto o in6culo de B. amyloliquefaciens quanto o

indculo de C. subtsugae estavam puros. A quantificacdo bacteriana do indculo de
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B. amyloliquefaciens é compativel com a exibida na bula do produto, sendo esta
3x10° UFC mL™.

Tabela 5.1. Teste de populacdo dos inéculos

Quantificacéo bacteri-

In6culo ana mesofilica total Contaminacéo
(UFC mL™)
Bacillus amyloliquefaci- 1,3x10° Ausente
ens
Chromobacterium sub- 5,0x10° Ausente

tsugae

5.2 Efeito do tempo no crescimento dos microrganismos e pH

Durante o experimento a temperatura do shaker variou de 28,6-32,9°C. Pode
ser visto na Figura 1 que no tratamento controle (TSB) B. amyloliquefaciens teve
um rapido crescimento entre 0-12 horas, atingindo seu maximo em 12 horas com
diferenca significativa em relacdo aos demais tratamentos. De acordo com Singh,
Ratuela e Cameotra (2014) a dextrose utilizada na composi¢cao do meio TSB é um
acucar simples, prontamente utilizado pelo género Bacillus para sua multiplicagéo,
levando a um rapido aumento na biomassa, assim, podendo explicar o rapido con-
sumo desta fonte de carbono por B. amyloliquefaciens entre 0-12 h. Apds o periodo
de 12 h o numero de células decresceu consideravelmente e se manteve constante

até 72 horas.

Para o tratamento S-0,2% o crescimento maximo ocorreu no periodo de 24
h. Em 12 h os tratamentos S-1% e S-2% entram em fase logaritmica, atingindo seu
maximo em 60 e 48 h, respectivamente. S-0,5% foi estatisticamente semelhante as
outras concentracdes em 24 h, sofrendo uma queda até 48 h e retornando ao
mesmo valor final de S-0,2%.

Yang et al. (2019) relataram que a densidade populacional de B. amylolique-
faciens T-5 obteve maiores valores quando cultivado em acgucares, porém, a sin-
tese de antibioticos (bacilaeno e macrolactina) foi maior no cultivo com aminoacidos
(L-Arginina, L-Prolina, L-Alanina, L-Histidina) ou acidos organicos (acido latico e
acido citrico). Visto que o meio de cultura alternativo possui em sua composic¢éo L-
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aminoacidos e extrato de levedura, também rica em aminoacidos (PODPORA et
al., 2016), a sintese de metabdlitos secundarios pode ter sido mais acentuada,

guando comparada ao tradicional TSB.

Em um estudo de Ali et al. (2018) de desenvolvimento de meio para cultivo

0.4 4
Tratamento
-+ TSB
S-0,2%
-=-8-0,5%
—+8-1%
= 3-2%

OD (600nm)

024

0 12 24 35 48 60 72
Tempo (h)

Figura 1. Curva de crescimento de Bacillus amyloliquefaciens. Os valores foram calculados a partir das
triplicatas. Letras diferentes s&o significativamente diferentes entre si em p < 0,05. Letras pretas e
minusculas referem a diferenca entre os tratamentos e coloridas e mailsculas entre os tempos dentro
do mesmo tratamento. As siglas TSB refere-se ao meio de cultura Caldo Triptona de Soja e S-(0,2, 0,5,
1 e 2%) ao meio de cultura alternativo.

de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum. foi utilizado o acucar de palma e aguas
residuais da producao de tofu em comparacdo com meio comercial o Luria Bertani
(LB), os autores nao encontraram diferenca significativa na densidade ética dos trés
meios indicando que os meios testados podem ser utilizados para o crescimento

deste microrganismo.

Assim, observa-se que as demais concentracdes do meio de cultura alterna-
tivo podem suportar o crescimento em taxas similares ao meio laboratorial TSB,
destacando S-1% que com 36 h tem um aumento consideravel na densidade ética,
se tornando o melhor tratamento entre as concentracées do meio de cultura alter-
nativo. Assim, a escolha do meio para multiplicacdo de B. amyloliquefaciens pode

ser justificada pelo menor custo do produto comercial.
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Na Figura 2 o tempo 0 do pH dos tratamentos se mostrou levemente &cido,
variando de 6,17-6,45. Em 12, horas o pH do tratamento TSB caiu para 5,58, se
estabilizando até 36 horas, a partir de onde seguiu aumentando até 72h. Resultado
semelhante ao encontrado por Lee et al. (2019), no qual a cepa B. amlyoliquefaci-
ens Y1 foi cultivada em TSB e o pH do meio diminuiu acentuadamente no inicio da
inoculacéo e, posteriormente, aumentou alcancando valor proximo ao do primeiro

dia de fermentacéao.

7.04
Tratamento
- TSB
S5-0,2%
- 5-0,5%
—+S-1%

= 5-2%
6.0

55 dE d&

0 12 24 36 43 50 72
Tempo (h)

Figura 2. Variacdo do pH durante a curva de crescimento de Bacillus amyloliquefaciens. Os valores
foram calculados a partir das triplicatas. Letras diferentes séo significativamente diferentes entre si em
p <0,05. Letras pretas e minusculas referem a diferenca entre os tratamentos e coloridas e mailsculas
entre os tempos dentro do mesmo tratamento. As siglas TSB refere-se ao meio de cultura Caldo
Triptona de Soja e S-(0,2, 0,5, 1 e 2%) ao meio de cultura alternativo.

Os demais tratamentos tenderam a aumentar nas primeiras 24h da fermen-
tacdo, no entanto, os S-0,2% e S-0,5% cairam para valores proximos aos iniciais e
se mantiveram constantes a partir de 48h, enquanto S-1% e S-2% mantiveram sua
tendéncia a neutralidade. Todos os tratamentos estdo dentro da faixa de pH ideal
(5-7) para um étimo crescimento (GOTOR-VILA et al., 2017; ZHANG et al., 2020).

Durante o processo de crescimento microbiano, os microrganismos podem
alterar o pH do meio, promovendo ou inibindo seu préprio crescimento (RATZKE e
GORE, 2018). Neste caso, a acidificacao repentina do TSB em 12h condiz com o
rapido crescimento visto na Figura 1. Considerando os tratamentos S-0,2% e S-
0,5%, os microrganismos podem ter produzido metabdlitos que reagiram com 0S
componentes do meio, 0s quais por estarem mais diluidos foram consumidos apés

24h, revertendo ao pH inicial, fato que ndo ocorreu nas maiores concentracoes.
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Na Figura 3 a densidade Otica méaxima de C. subtsugae em TSB foi no peri-
odo de 24 horas se mantendo constante até as 72h. S-0,2% e S-0,5% tiveram seu
crescimento maximo em 12 horas, decrescendo em seguida. S-0,2%, porém, apre-
sentou a menor taxa populacional que os outros tratamentos, o que indica que essa
concentracdo do meio de cultura alternativo ndo é capaz de sustentar o crescimento
de C. subtsugae. Os tratamentos S-1% e S-2% foram semelhantes até o tempo
36h, a partir de onde S-1% entrou em fase de declinio, enquanto S-2% manteve a

taxa de crescimento até as 60 horas da fermentacao.
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Figura 3. Curva de crescimento de Chromobacterium subtsugae. Os valores foram calculados a partir
das triplicatas. Letras diferentes sao significativamente diferentes entre si em p < 0,05. Letras pretas e
mindsculas referem a diferenca entre os tratamentos e coloridas e mailusculas entre os tempos dentro
do mesmo tratamento. As siglas TSB refere-se ao meio de cultura Caldo Triptona de Soja e S-(0,2, 0,5,
1 e 2%) ao meio de cultura alternativo.

O menor crescimento de C. subtsugae nos tratamentos S-0,2% e S-0,5%
pode estar relacionado a concentragcédo do substrato ou nutriente ser limitante, de
forma ao consumo do substrato ocorrer reduzindo a producdo de novas células,
sendo esta energia utilizada para atender aos requisitos de manutencao da célula
em condi¢des de nao crescimento (MAIER e PEPPER, 2015).

A concentracdo de substrato € um fator importante, pois, permite o
crescimento do microrganismo ou aumento da sintese de produtos (BELTRAN-
PRIETO e NGUYEN, 2018). Desta forma, em alguns estudos o aumento na
concentracdo da fonte de carbono proporcionou o aumento do crescimento, sintese
de metabdlitos e atividade biolégica dos microrganismos (ZHANG et al., 2020;

WANG et al., 2020), assim como a concentragdo do extrato de levedura também

22



influenciou no crescimento de B. thuringiensis (CHUKA-OGWUDE; NWUCHE;
OGBONNA, 2017). Resultado similar ao do presente estudo, no qual as
concentracbes de 1% e 2% do meio de cultura alternativo, apresentaram as
melhores taxas de crescimento para C. subtsugae, com destaque para a maior
concentracdo. No entanto, a concentracdo de 1% pode ser a mais viavel
economicamente, uma vez que seria utilizado menos meio e com menor tempo de

fermentacéo, 36h, reduzindo os custos operacionais envolvidos.

Assim como em B. amyloliquefaciens, o pH inicial dos tratamentos de C.
subtsugae (Figura 4) variou de levemente acido para neutro (6,46-6,71). Da mesma
forma que em 12 horas, o pH do tratamento TSB teve comportamento semelhante
ao de B. amyloliquefaciens, apresentando um decréscimo com pequena variacao
até 36 horas e aumentando até 72h. Enquanto os demais tratamentos tenderam a
aumentar o pH ao longo da fermentac&o, mas com valores dentro da faixa de cres-
cimento 6timo do microrganismo, de 7 a 8, como indicado por Fernandes (2017), o
gue corrobora com a avaliacdo de que a diferente composicdo dos meios interagem

de forma distinta com os microrganismos afetando diretamente o pH.
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Figura 4. Variagdo do pH durante a curva de crescimento de Chromobacterium subtsugae. Os valores
foram calculados a partir das triplicatas. Letras diferentes séo significativamente diferentes entre si em
p < 0,05. Letras pretas e minusculas referem a diferenca entre os tratamentos e coloridas e maitsculas
entre os tempos dentro do mesmo tratamento. As siglas TSB refere-se ao meio de cultura Caldo
Triptona de Soja e S-(0,2, 0,5, 1 e 2%) ao meio de cultura alternativo.

Em demonstracdo da influéncia dos nutrientes e pH no crescimento do mi-
crorganismo, Castro et al. (2015) demonstraram que o crescimento de C. violaceum

foi melhor em meio LB com pH neutro, comparado a outros valores de pH do
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mesmo meio e meio carente em nutrientes (M9). Comportamento semelhante foi
observado no experimento, de forma que o pH dos tratamentos S-0,2% e S-0,5%
estavam dentro da faixa de pH ideal, porém suas concentra¢des influenciaram no

crescimento bacteriano.

Os nutrientes, como carbono e nitrogénio, sdo basicos e essenciais para ga-
rantir as fontes de energia e a multiplicacdo celular, desta forma, a qualidade e
concentracéo da relagdo C:N podem determinar o crescimento bacteriano e a pro-
ducéo de metabdlitos secundarios (CHO e KASEM, 2018). De forma geral, as bac-
térias Gram-positivas apresentam maiores exigéncias nutricionais quando compa-
radas com as bactérias Gram-negativas (JAY, 2000). Ndlovu et al. (2017) demons-
traram a relacdo da producdo de metabdlitos secundéarios com diferentes fontes de
carbono para B. amyloliquefaciens ST34 (Gram-positiva) e Pseudomonas aerugi-
nosa ST5 (Gram-negativa), onde os maiores rendimentos de metabdlitos secunda-
rios sintetizados pelas cepas ST34 e ST5 foi utilizando frutose e glicose como Uni-
cas fontes de carbono, respectivamente.

No desenvolvimento de um meio de baixo custo para o crescimento de Ba-
cillus amyloliquefaciens S20A1, Cho e Kasem (2018) comprovaram que a mistura
de p6 de feijdo preto + soja (BS) e feijado mungo + soja (MS) na proporcao 1:1
componentes ricos em proteina, aminoacidos e carboidratos tiveram o melhor de-

sempenho quando comparado ao meio LB.

Lee et al. (2019) relataram o desenvolvimento de meio de cultura utilizando
fertilizante composto por MgSO4, KH2PO4, CaCOs, NaCl, KOH, sacarose, gelatina,
quitina em po, extrato de levedura e Power Chitin para cultivo em larga escala de
B. amyloliquefaciens Y1, obtendo sucesso na multiplicacéo e no custo quando com-
parado ao meio comercial LB. Em outro estudo, foi demonstrado que a sintese de
exopolissacarideos teve correlacdo com o crescimento de B. velezensis, e sua pro-
ducdo méaxima foi alcangcada quando utilizado melaco e extrato de levedura como
meio de cultura (MOGHANNEM et al., 2018).

Na otimizacdo de producéo de violaceina por C. violaceum, foi estudado a

influéncia de diferentes parametros, entre eles, fontes de nitrogénios no qual as
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fontes organicas obtiveram um melhor resultado na producado, sendo que o extrato
de levedura foi mais eficiente do que extrato de carne bovina e peptona (DIKE-
NDUDIM; NWACHUKWU; NDUBUEZE, 2022).

O meio alternativo utilizado no experimento é composto por ureia, extrato de
levedura e L-aminoacidos. O extrato de levedura pode fornecer fatores de cresci-
mento, como vitaminas e aminoacidos, que sustentam o crescimento bacteriano
(WANG et al., 2015), portanto, o0 meio de cultura avaliado apresentou eficiéncia no

crescimento das bactérias testadas.

6 CONCLUSAO

O meio de cultura alternativo foi eficiente para o crescimento de B.
amyloliquefaciens e C. subtsugae em comparacao ao cultivo em meio padréo TSB.
De modo que a concentracdo de 1% demonstrou ser a melhor para B.
amyloliquefaciens, enquanto as concentracoes 1% e 2% proporcionaram maior
crescimento de C. subtsugae, no entanto, a concentracdo de 1% € mais viavel

economicamente.
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