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RESUMO 
 

O aumento da demanda por alimentos, aliado a necessidade de uma produção 
agrícola que utiliza menos fertilizantes químicos e pesticidas sintéticos tem 
impulsionado o desenvolvimento de novas ferramentas para a agricultura. Neste 
cenário, os microrganismos têm sido vistos com uma possível ferramenta que alia 
redução de custos e produtividade. Devido ao crescimento na produção e uso de 
bioinsumos, e as projeções para um crescimento contínuo, as técnicas de produção 
estão sendo atualizadas constantemente, e o meio de cultura é um fator importante 
e precisa ser considerado para obtenção de melhores resultados na multiplicação, 
seja industrial ou on farm. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo 
avaliar a eficiência de um meio de cultura alternativo para o crescimento e 
multiplicação de microrganismos, de interesse agrícola, em condições laboratoriais. 
Bacillus amyloliquefaciens e Chromobacterium subtsugae foram cultivadas em 
meio de cultura TSB e meio de cultura alternativo em diferentes concentrações 
(0,2%, 0,5%, 1% e 2%) para estabelecimento da sua curva de crescimento a partir 
da determinação da densidade óptica (DO) a 600 nm a cada 12 horas, durante 72 
horas. Na fermentação de B. amyloliquefaciens todas as concentrações do meio 
alternativo permitiram atingir o crescimento semelhante à do meio TSB, sendo que 
a melhor concentração foi de 1%. Para C. subtsugae sua taxa de crescimento foi 
melhor nas concentrações 1% e 2% quando comparado aos demais tratamentos, 
porém, a concentração de 1% se mostra mais viável economicamente. Este estudo 
mostrou que o meio de cultura alternativo é uma opção para a multiplicação das 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, de interesse agrícolas testadas. 
 
Palavras-Chave: Bacillus amyloliquefaciens; Chromobacterium subtsugae; 
crescimento de microrganismos 
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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 amyloliquefaciens 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 INTRODUÇÃO 

 Com o potencial dos microrganismos em aumentar a produtividade 

agrícola, atuando na promoção de crescimento das plantas, no biocontrole de 

doenças e pragas, na tolerância a estresse abióticos, essa tecnologia vem se 

fixando como uma ferramenta sustentável e promissora para melhorar a produção 

agrícola (GABARDO et al., 2020ab). Vários gêneros de bactérias, incluindo 

Bacillus, Saccharopolyspora e Chromobacterium têm sido utilizados na agricultura 

como promotores de crescimento, fixadores biológicos de nitrogênio e agentes de 

controle biológico (KANG et al., 2019; FARIAS et al., 2021). 

 Recentemente foi estimado que o mercado de produtos biológicos 

alcançará a faixa 10,2 bilhões de dólares 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 bilhões de dólares 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 bilhões, com 

crescimento de cerca de 12 a 15% (DUNHAM e TRIMMER, 2018). 

Nos últimos anos tem-se observado a crescente demanda por insumos 

biológicos no Brasil (EMBRAPA, 2021). Em parte, devido ao crescimento 

exponencial da produção “on farm” que consiste na multiplicação de 

microrganismos em propriedades rurais a partir de inóculos de produtos comerciais 

(ABRUNHOSA, 2019). De acordo com o Decreto 6.913, de 23 de julho de 2009, 

artigo 1º, §8º determina que “ficam isentos de registro os produtos fitossanitários 

com uso aprovado para a agricultura orgânica produzidos exclusivamente para uso 

próprio” (BRASIL, 2002), embora haja uma séria discussão sobre esse tema, 

atualmente. 

 Durante a multiplicação dos microrganismos, fatores físicos e químicos 

podem influenciar na sua taxa de crescimento, um deles é o meio de cultura 

(TOROTRA et al., 2017), que deve atender requisitos básicos de fontes de energia, 

carbono, nitrogênio, elementos minerais (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2016). 

A escolha do meio de cultura adequado se faz necessário para alcançar melhores 
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resultados, uma vez que interfere na atividade de crescimento, síntese de 

metabólitos, entre outros (VASSILEVA et al., 2021).  

 Assim, o meio de cultura precisa conter os nutrientes necessários para dar 

aporte ao crescimento e multiplicação microbiano, além de apresentar baixo custo 

e fácil disponibilidade (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2016). Diversos estudos 

vêm sendo realizados para formulações de meios de cultura alternativos, utilizando 

por exemplo resíduos agroindustriais na produção de bioprodutos agrícolas 

(BUENO et al., 2019; CAJAMARCA, 2019) 

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiência de um 

meio de cultura alternativo no crescimento e multiplicação de microrganismos em 

condições laboratoriais. 

2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

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

bactérias de importância agronômica. 

2.2 Específicos 

 Avaliar a população microbiológica dos inóculos de Bacillus amyloliquefaiens 

e Chromobacterium subtsugae; 

 Avaliar diferentes concentrações do meio de cultura alternativo para o cres-

cimento de microrganismos de interesse agrícola; 

 Avaliar parâmetros como densidade ótica e pH. 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Cinética de crescimento 

A cinética de crescimento microbiano é uma reação autocatalítica onde a 

taxa de crescimento é diretamente proporcional a concentração da célula e pode 

ser determinada pela razão entre a taxa de crescimento de uma população 

microbiana específica e a concentração de substrato (NIKITINA e CHERNUKAHA, 

2020; SAKTHISELVA; MEENAMBIGA; MADHUMATHI, 2019). 
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Para as bactérias, o tempo necessário para completar um ciclo de fissão é 

conhecido como tempo de duplicação/geração (BJÖRKLUND, 2019), este 

crescimento exponencial pode ser expresso por:  

N =N02n 

Onde N é o número final da célula; N0 é o número inicial de células e n é o 

número de gerações durante o período de crescimento exponencial (WILLEY et al., 

2017). O tempo de geração (g) da população em crescimento exponencial 

corresponde a t/n, em que t corresponde ao período de tempo decorrido e n o 

número de gerações no tempo t (MADIGAN et al., 2016).  

Sendo assim, de acordo com Madigan et al. (2016) é possível calcular n 

(Equação 3.2) a partir do conhecimento dos números inicial e final de células em 

uma população em crescimento exponencial ao aplicar logaritmos em ambos os 

lados da equação:  

N = N02n 

log N = log N0 + n log 2 

log N - log N0 = n log 2 

n = (log N - log N0)/log 2 

n = (log N - log N0)/0,301 

n = 3,3(log N - log N0) 

E, a partir de n e do conhecimento de t, o tempo de geração, g: 

g = t/n 

g = t/[3,3(log Nt - log N0)] 

Com a variação da taxa de crescimento microbiano ao longo do tempo pode-

se traçar a curva de crescimento, que se divide em fase lag, exponencial, 

estacionária e de morte. A fase lag é o estágio inicial em que o metabolismo da 

população microbiana inoculada está se adaptando ao meio com a síntese de 

macromoléculas e enzimas necessárias para seu crescimento, a duração desta 
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fase varia de acordo com a condição do inóculo e natureza do meio 

(SAKTHISELVAN et al., 2019).  

Na fase log ou exponencial a população se replica rapidamente em intervalos 

regulares por um período curto ou longo a depender dos recursos disponíveis, 

condições ambientais e pela própria genética do microrganismo (POMMERVILLE, 

2014). Devido a taxa metabólica de células individuais está no máximo, são 

preferencialmente utilizadas para estudos enzimáticos ou de outros componentes 

celulares, e também para fins industriais e laboratoriais (MADIGAN et al., 2016; 

TORTORA et al., 2017). 

Após um período, o crescimento torna-se limitado em razão do esgotamento 

de nutrientes, acumulação de resíduos e mudanças no pH, de forma que a taxa de 

mortalidade se equipara a taxa de crescimento das células, atingindo-se, assim, a 

fase estacionária (ELIZABETH et al., 2021; TORTORA et al., 2017).  

Naturalmente o número total de células viáveis decresce ao tempo em que 

aumenta o número de células que morrem, entrando assim, na fase de morte 

(ELIZABETH et al., 2021). No entanto, uma pequena fração de células sobrevive 

por tempo indeterminado quando se há produção de esporos, enquanto outra 

fração sobrevive entrando em um estado com taxa metabólica extremamente baixa 

podendo novamente entrar em fase exponencial se for fornecido substrato (GRAY 

et al., 2019). 

O crescimento é medido pelo monitoramento de alterações no número de 

células ou de algum outro componente celular (proteínas, ATP, ácidos nucleicos), 

pode ser realizado por métodos diretos como contagem em placas, filtração por 

membrana, contagem microscópica direta, número mais provável, e por métodos 

indiretos como peso seco, atividade metabólica e turbidez (densidade ótica) 

(MADIGAN et al., 2016; TORTORA et al., 2017). 

O crescimento de uma população microbiana e a taxa de crescimento que 

esta apresenta são influenciados por fatores físicos (temperatura, pH e pressão 

osmótica) e químicos que incluem nutrientes em maiores quantidades como 

carbono, nitrogênio, enxofre, fósforo e oxigênio, e pequenas quantidades de 
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elementos-traço (ferro, cobre, molibdênio 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, esporulação e produção de metabólitos, desta forma, a otimização da 

composição do meio é desejável (VASSILEVA et al., 2021) para alcançar 

resultados pretendidos.  

3.2 Meios de cultura para crescimento microbiano 

Os componentes de um meio de cultura devem suprir as exigências 

necessárias para a biomassa celular, síntese de metabólitos e energia para a 

biossíntese e manutenção das células (STANBURY; WHITAKER; HALL, 2016). 

Para tal, é fundamental uma fonte carbono que será utilizada como matéria prima 

para o metabolismo energético, síntese de compostos celulares e metabólitos 

primários ou secundários; uma fonte de nitrogênio inorgânica ou orgânica cuja 

atuação se dá principalmente na síntese de proteínas e ácidos nucleicos; e sais 

minerais que atuam como cofatores e reguladores osmóticos (MONNERAT et al., 

2020). O fosfato, em especial, é elemento importante por sua relação com síntese 

de fosfolipídios e ácidos nucleicos, sendo sua adição dependente da composição 

específica do meio, necessidade do organismo e natureza do produto desejado 

(SINGH et al., 2017a). 

O crescimento e síntese de metabólitos dependem da composição do meio 

de cultura e condições de cultivo, de forma que alterações na natureza das fontes 

de carbono e nitrogênio ou em sua concentração interferem no produto final, assim, 

para se obter produção em grande escala de metabólitos, é necessário um meio de 

cultura com composição e concentração adequada (MY; LOAN; THUOC, 2022; 

SINGH et al., 2017a), considerando que a sua otimização pode reduzir custos 

(MSARAH et al., 2020; UYGUT e TANYULDIZI, 2018). 

Assim, diferentes meios de cultura são utilizados rotineiramente em 

laboratório para crescimento de microrganismos. A nível laboratorial, geralmente 

são 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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nitrogênio (ERKMEN, 2021; WEN et al., 2021). Exemplos comumente empregados 

são o caldo nutriente (NB), caldo de infusão de cérebro e coração (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 concentração ou rendimento de biomassa 

ou produto; permitir a taxa máxima de formação de produto; mínimo rendimento de 

produto indesejado; acessível 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 produção 

em larga escala é alto, a nível industrial é utilizado fontes de carbono como melaço, 

licor de maceração de milho, suco de beterraba ou glicose, sacarose em sua forma 

pura para microrganismos sensíveis, e farelo de soja, amônia ou sais de nitrato 

como fonte de nitrogênio (BEHERA e VARMA, 2017; CHO e KASEM, 2018).  Além 

de resíduos agroindustriais que são ricos em compostos bioativos na produção de 

bioprodutos agrícolas (CAJAMARCA, 2019; XU e GEELEN, 2018).   

Na busca pela otimização da produção microbiana e diminuição dos custos 

envolvidos, matérias-primas alternativas tem sido alvo de estudos. Lo, Lee e Liu 

(2020) aperfeiçoaram o cultivo de Rhodopseudomonas palustres PS3 para 

produção de biofertilizante com meio alternativo de baixo custo, identificando o 

melaço e licor de maceração de milho como fonte de carbono e nitrogênio eficiente. 

Cantabella et al. (2021) relataram que Pseudomonas oryzihabitans PGP01 

cultivada em meio de cascas e polpas de batata congeladas suplementado com 

triptona, melaço de cana, NaCl e K2HPO4 alcançou crescimento similar ao meio 

comercial, além de preservar sua atividade biológica na promoção de crescimento 

vegetal. 

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

conhecimento das necessidades nutricionais dos microrganismos se faz necessário 
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para que o meio de cultura escolhido forneça de forma e quantidade adequada os 

aparatos para o crescimento celular e síntese de metabólitos, uma vez que a 

composição do meio pode influenciar significativamente esses parâmetros assim 

como a concentração e rendimento do produto final, afetando diretamente a 

economia do processo de multiplicação (GONÇALVES, 2013; SANTOS JUNIOR et 

al., 2022).  

Uma vez que o meio influencia significativamente o metabolismo microbiano, 

o alvo do ajuste de sua composição vai além da taxa de crescimento, mas também 

a produção de metabólitos de interesse. Moreno-Velandia et al. (2021) estudaram 

a influência do meio de cultura na síntese de lipopeptídeos cíclicos (CLP) por B. 

velezensis Bs006, e constataram que no cultivo em meio LB teve uma alta 

população de células, porém, os meios PZN e Landy proporcionaram uma alta 

concentração do CLP. Já Betlej et al. (2020) utilizaram diferentes concentrações de 

sacarose com duas variantes de enriquecimento (peptona e extrato de chá) para 

produção de celulose, observando que tanto a quantidade do produto final quanto 

parâmetros físicos e mecânicos foram dependentes da composição meio de 

cultura. Mazmira et al. (2012) demonstraram o efeito de monossacarídeos e 

dissacarídeos no crescimento, esporulação e síntese de endotoxinas por B. 

thuringiensis MPK13, observando que as porcentagens dos parâmetros analisados 

variaram conforme os diferentes sacarídeos utilizados na formulação do meio e 

indicaram a glicose como a melhor opção. 

3.3 Produção de produtos biológicos 

Os produtos biológicos compreendem três categorias gerais: (i) 

biopesticidas, (ii) bioestimulantes e (iii) biofertilizantes (MARRONE, 2019). Os 

biopesticidas são derivados de organismos ou compostos naturais utilizados para 

proteção de cultivos inibindo o crescimento e o desenvolvimento de patógenos e 

insetos-praga por diferentes mecanismos de ação, podem ser categorizados como 

biopesticidas microbianos, biopesticidas bioquímicos e protetores incorporados em 

plantas (PIPs) (PARWEEN e JAN, 2019). Enquanto os bioestimulantes são usados 

para promover o crescimento e aumento de produtividade das plantas, além de 

induzir tolerância a estresses abióticos (YAKHIN et al., 2017). 
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Com o declínio do uso de pesticidas sintéticos em razão dos seus efeitos 

nocivos e colaterais, quando utilizados de forma indevida, os biopesticidas tem 

ganhado espaço 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 crescerá de US$ 3,3 bilhões em 2020 para US$ 

7,4 bilhões em 2027, com um aumento anual de 12,4% (RESEARCH AND 

MARKETS et al., 2020).  

Já o mercado de bioestimulantes é estimado em torno de US$ 2 bilhões, com 

crescimento de cerca de 12 a 15% (DUNHAM e TRIMMER, 2018). A perspectiva é 

que o cenário dos bioestimulantes seja maior que o dos biopesticidas em razão do 

interesse de investimento de empresas agroquímicas e startups devido a maior 

facilidade regulatórias para inserção de novos produtos ao mercado (MARRONE, 

2019). 

No processo de formulação de produtos biológicos a biotecnologia está 

inserida desde a seleção 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 formulação contendo um transportador e agente bacteriano ou 

consórcio de microrganismos. Sua aplicação na agricultura não é novidade, 

entretanto, tem ganhado mais espaço com o investimento das indústrias visando 

formular inoculantes mais eficientes, de baixo custo, que atenda às necessidades 

e à qualidade exigida pelos agricultores (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). 

Esses microrganismos estão envolvidos na promoção de crescimento de 

plantas e controle contra pragas e patógenos, representando um bom suporte para 

a produção 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 

quatro espécies, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus siamensis, Bacillus velezensis 

e Bacillus nakamurai, são Gram-positivas, em forma de bastonete e formadoras de 

endósporos (SALEM; GIRBAL-NEUHAUSER; CHABANE, 2021). 
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B. amyloliquefaciens possui uma versatilidade na redução da incidência ou 

gravidade de várias doenças em diversos hospedeiros devido a competição com 

patógenos pelos nutrientes, secreção de substâncias antimicrobianas, antibióticos, 

hidrolases, lipopeptídeos, regulação 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 

produção de auxinas, como o ácido indolacético (AIA), fixação de nitrogênio, 

solubilização de fosfato, entre outros (LI et al., 2019; QIN et al., 2017). Em razão da 

sua eficácia, atualmente, a quantidade de produtos à base de B. amyloliquefaciens 

alcança os 35 produtos com registro no Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) (AGROFIT, 2022). 

3.3.2 Chromobacterium subtsugae 

Chromobacterium subtsugae é uma beta-proteobactéria Gram-negativa 

encontrada em solos e águas de regiões tropicais e subtropicais, possui formato de 

cocobacilo, é anaeróbia facultativa, não esporulada e móvel. Sua temperatura ótima 

de crescimento é entre 30 °C – 35 °C, suas colônias são de cor violeta devido a 

síntese de violaceína (MARTIN et al., 2007; SHANNAG e CAPINERA, 2018). 

Esse pigmento possui uma ampla gama de atividades biológicas como 

propriedades bacteriostáticas e antibióticas, antifúngica, anticâncer, propriedades 

antivirais, entre outras (ARULDASS et al., 2018; CHOI et al., 2021; DURÁN et al., 

2016; MASUELLI et al., 2016; SUBRAMANIAM e SIVASUBRAMANIAN, 2014).  

C. subtugae possui atividade inseticida por diferentes modos de ação contra 

uma variedade de insetos-praga como tripes, ácaros fitófagos, moscas brancas, 

lagartas, psilídeos, cochonilhas e besouros (SHANNANG e CAPINERA, 2018). 

Asolkar et al. (2014) relataram três metabólitos com fatores inseticidas, incluindo 

“cromamida A”, violaceína e um composto não identificado. Devido a sua ação 

inseticida, um extrato a base de seus metabólitos foi aprovado pela Environmental 

Protection Agency (EPA) e está comercialmente disponível (OLIVEIRA-HOFMAN 

et al., 2021), no entanto, no Brasil não existe nenhum produto registrado com essa 

espécie, porém, há a comercialização de produtos não registrados que informam 

essa espécie como seu ingrediente ativo, o que pode gerar insegurança jurídica. 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/thrip
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Além disso, algumas cepas desse gênero têm exibido atividade de biocontrole 

contra diferentes fitopatógenos, essa supressão tem sido atribuída a metabólitos 

como lipopeptídeos cíclicos, 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 Laboratório de Biotecnologia Microbiana 

(LBM) localizado no Departamento de Tecnologia e Ciências Sociais – Campus III 

da Universidade Estadual da Bahia. 

4.2 Inóculo 

Para a produção do inóculo de Chromobacterium subtsugae, a cepa 

preservada proveniente do acervo do LBM foi ativada em meio Ágar Nutriente (AN) 

e incubada por 72 horas, posteriormente, 5 colônias 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 período de 36 horas. 

Para o inóculo do Bacillus amyloliquefaciens, foi utilizado um produto 

registrado comercial. 

4.3 Teste de população microbiológica 

Foi realizada a diluição seriada do inóculo de Bacillus amyloliquefaciens e 

de C. subtsugae em solução salina 0,85% e avaliada a quantificação de UFC/ml 

pelo método de microgota, onde 5 µL de cada diluição foi disposto em triplicata no 

meio Ágar nutriente.   

4.4 Condições de crescimento 

Para a fermentação bacteriana, 2 ml de cada inóculo 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 

concentrações (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 período de 72 horas.   

O Caldo Triptona de Soja utilizado durante o experimento apresenta a 

seguinte composição [g/L]: Digestivo pancreático de caseína ,17,0; Digestivo 

papaico de soja 3,0; Dextrose, 2,5; NaCl, 5,0; K2HPO4, 2,0. 

O meio de cultura alternativo é um condicionante de solo produzido a partir 

da fermentação de leveduras, sendo composto por ácido fosfórico, uréia, extrato de 

levedura e agente complexante de L-aminoácidos. 

4.5 Parâmetros avaliados 

 Durante o período de fermentação, a cada 12 horas foi retirado alíquotas 

em triplicatas para avaliação dos seguintes parâmetros 

4.5.1 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 ótica 

 Em todas as amostras coletadas foram realizadas leitura da densidade 

ótica a 600 nm, em espectrofotômetro Kasuaki modelo IL-226. 

4.6 Estatística  

Os dados foram analisados em R, sendo realizada análise da variância simples 

(One Way ANOVA), seguida do teste de Tukey para comparações entre as médias 

(p<0,05).   

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Teste de população microbiológica 

De acordo com a Tabela 1, tanto o inóculo de B. amyloliquefaciens quanto o 

inóculo de C. subtsugae estavam puros. A quantificação bacteriana do inóculo de 
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B. amyloliquefaciens é compatível com a exibida na bula do produto, sendo esta 

3x109 UFC mL-1. 

Tabela 5.1. Teste de população dos inóculos 

Inóculo 
Quantificação bacteri-

ana mesofílica total 
(UFC mL-1) 

Contaminação 

Bacillus amyloliquefaci-
ens  

1,3x109 Ausente 

Chromobacterium sub-
tsugae 

5,0x109 Ausente 

 

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 rápido crescimento entre 0-12 horas, atingindo seu máximo em 12 horas com 

diferença significativa em relação aos demais tratamentos. De acordo com Singh, 

Ratuela e Cameotra (2014) a dextrose utilizada na composição do meio TSB é um 

açúcar simples, prontamente utilizado pelo gênero Bacillus para sua multiplicação, 

levando a um rápido aumento na biomassa, assim, podendo explicar o rápido con-

sumo desta fonte de carbono por B. amyloliquefaciens entre 0-12 h. Após o período 

de 12 h o número de células decresceu consideravelmente e se manteve constante 

até 72 horas. 

Para o tratamento S-0,2% o crescimento máximo ocorreu no período de 24 

h. Em 12 h os tratamentos S-1% e S-2% entram em fase logarítmica, atingindo seu 

máximo em 60 e 48 h, respectivamente. S-0,5% foi estatisticamente semelhante às 

outras concentrações 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 açucares, porém, a sín-

tese de antibióticos (bacilaeno e macrolactina) foi maior no cultivo com aminoácidos 

(L-Arginina, L-Prolina, L-Alanina, L-Histidina) ou ácidos orgânicos (ácido lático e 

ácido cítrico). Visto que o meio de cultura alternativo possui em sua composição L-
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aminoácidos e extrato de levedura, também rica em aminoácidos (PODPORA et 

al., 2016), a síntese de metabólitos secundários pode ter sido mais acentuada, 

quando comparada ao tradicional TSB. 

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

de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum. foi utilizado o açúcar de palma e águas 

residuais da produção de tofu em comparação com meio comercial o Luria Bertani 

(LB), os autores não encontraram diferença significativa na densidade ótica dos três 

meios indicando que os meios testados podem ser utilizados para o crescimento 

deste microrganismo. 

Assim, observa-se que as demais concentrações 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 considerável na densidade ótica, 

se tornando o melhor tratamento entre as concentrações do meio de cultura alter-

nativo. Assim, a escolha do meio para multiplicação de B. amyloliquefaciens pode 

ser justificada pelo menor custo do produto comercial.  

Figura 1. Curva de crescimento de Bacillus amyloliquefaciens. Os valores foram calculados a partir das 

triplicatas. Letras diferentes são significativamente diferentes entre si em p ≤ 0,05. Letras pretas e 

minúsculas referem à diferença entre os tratamentos e coloridas e maiúsculas 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. 
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Na Figura 2 o tempo 0 do pH dos tratamentos se mostrou levemente ácido, 

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 início da 

inoculação e, posteriormente, aumentou alcançando valor próximo ao do primeiro 

dia de fermentação.   

Os demais tratamentos tenderam a aumentar nas primeiras 24h da fermen-

tação, no entanto, os S-0,2% e S-0,5% caíram para valores próximos aos iniciais e 

se mantiveram constantes a partir de 48h, enquanto S-1% e S-2% mantiveram sua 

tendência à neutralidade. Todos os tratamentos estão dentro da faixa de pH ideal 

(5-7) para um ótimo 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 próprio crescimento (RATZKE e 

GORE, 2018). Neste caso, a acidificação repentina do TSB em 12h condiz com o 

rápido crescimento visto na Figura 1. Considerando os tratamentos S-0,2% e S-

0,5%, os microrganismos podem ter produzido metabólitos que reagiram com os 

componentes do meio, os quais por estarem mais diluídos foram consumidos após 

24h, revertendo ao pH inicial, fato que não ocorreu nas maiores concentrações.  

Figura 2. Variação do pH durante a curva de crescimento de Bacillus amyloliquefaciens. Os valores 

foram calculados a partir das triplicatas. Letras diferentes são significativamente diferentes entre si em 

p ≤ 0,05. Letras pretas e minúsculas referem à diferença entre os tratamentos e coloridas e maiúsculas 

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. 
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Na Figura 3 a densidade ótica máxima de C. subtsugae em TSB foi no perí-

odo de 24 horas se mantendo constante até às 72h. S-0,2% e S-0,5% tiveram seu 

crescimento máximo 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 

concentração do meio de cultura alternativo não 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 declínio, enquanto S-2% manteve a 

taxa de crescimento até as 60 horas da fermentação.  

O menor crescimento de C. subtsugae nos tratamentos S-0,2% e S-0,5% 

pode estar relacionado a concentração do substrato ou nutriente ser limitante, de 

forma ao consumo do substrato ocorrer reduzindo a produção de novas células, 

sendo esta energia utilizada para atender aos requisitos de manutenção da célula 

em condições de não crescimento (MAIER e PEPPER, 2015). 

A concentração de substrato é um fator importante, pois, permite o 

crescimento do microrganismo ou aumento da síntese de produtos (BELTRÁN-

PRIETO e NGUYEN, 2018). Desta forma, em alguns estudos o aumento na 

concentração da fonte de carbono proporcionou o aumento do crescimento, síntese 

de metabólitos e atividade biológica dos microrganismos (ZHANG et al., 2020; 

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

Figura 3. Curva de crescimento de Chromobacterium subtsugae. Os valores foram calculados a partir 

das triplicatas. Letras diferentes são significativamente diferentes entre si em p ≤ 0,05. Letras pretas e 

minúsculas referem à diferença entre os tratamentos e coloridas e maiúsculas 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. 
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influenciou no crescimento de B. thuringiensis (CHUKA-OGWUDE; NWUCHE; 

OGBONNA, 2017). Resultado similar ao do presente estudo, no qual as 

concentrações de 1% e 2% do meio de cultura alternativo, apresentaram as 

melhores taxas de crescimento para C. subtsugae, com destaque para a maior 

concentração. No entanto, a concentração de 1% pode ser a mais viável 

economicamente, uma vez que seria utilizado menos meio e com menor tempo de 

fermentação, 36h, reduzindo os custos operacionais envolvidos.  

Assim como em B. amyloliquefaciens, o pH inicial dos tratamentos de C. 

subtsugae (Figura 4) variou de levemente ácido 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 variação 

até 36 horas e aumentando até 72h. Enquanto os demais tratamentos tenderam a 

aumentar o pH ao longo da fermentação, mas com valores dentro da faixa de cres-

cimento ótimo do microrganismo, de 7 a 8, como indicado por Fernandes (2017), o 

que corrobora com a avaliação de que a diferente composição dos meios interagem 

de forma distinta com os microrganismos afetando diretamente o pH. 

Em demonstração da influência 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 

Figura 4. Variação do pH durante a curva de crescimento de Chromobacterium subtsugae. Os valores 

foram calculados a partir das triplicatas. Letras diferentes são significativamente diferentes entre si em 

p ≤ 0,05. Letras pretas e minúsculas referem à diferença entre os tratamentos e coloridas e maiúsculas 

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. 
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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 concentrações influenciaram no 

crescimento bacteriano. 

 Os nutrientes, como carbono e nitrogênio, são básicos e essenciais para ga-

rantir as fontes de energia e a multiplicação celular, desta forma, a qualidade e 

concentração da relação C:N podem determinar o crescimento bacteriano e a pro-

dução de metabólitos secundários (CHO e KASEM, 2018). De forma geral, as bac-

térias Gram-positivas apresentam maiores exigências nutricionais quando compa-

radas com as bactérias Gram-negativas (JAY, 2000). Ndlovu et al. (2017) demons-

traram a relação da produção de metabólitos secundários com diferentes fontes de 

carbono para B. amyloliquefaciens ST34 (Gram-positiva) e Pseudomonas aerugi-

nosa ST5 (Gram-negativa), onde os maiores rendimentos de metabólitos secundá-

rios sintetizados pelas cepas ST34 e ST5 foi utilizando frutose e glicose como úni-

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 pó de feijão preto + soja (BS) e feijão mungo + soja (MS) na proporção 1:1 

componentes ricos em proteína, aminoácidos 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, CaCO3, NaCl, KOH, sacarose, gelatina, 

quitina em pó, extrato de levedura e Power Chitin para cultivo em larga escala de 

B. amyloliquefaciens Y1, obtendo sucesso na multiplicação e no custo quando com-

parado ao meio comercial LB. Em outro estudo, foi demonstrado que a síntese de 

exopolissacarídeos teve correlação com o crescimento de B. velezensis, e sua pro-

dução máxima foi alcançada quando utilizado melaço e extrato de levedura como 

meio de cultura (MOGHANNEM et al., 2018). 

Na otimização de produção de violaceína por C. violaceum, foi estudado a 

influência de diferentes parâmetros, entre eles, fontes de nitrogênios no qual as 
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fontes orgânicas obtiveram um melhor resultado na produção, 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-aminoácidos. O extrato de levedura pode fornecer fatores de cresci-

mento, como vitaminas e aminoácidos, que sustentam o crescimento bacteriano 

(WANG et al., 2015), portanto, o meio de cultura avaliado apresentou eficiência no 

crescimento das bactérias testadas. 

6 CONCLUSÃO 

O meio de cultura alternativo foi eficiente para o crescimento de B. 

amyloliquefaciens e C. subtsugae em comparação ao cultivo em meio padrão TSB. 

De modo que a concentração de 1% demonstrou ser a melhor para B. 

amyloliquefaciens, enquanto as concentrações 1% e 2% proporcionaram maior 

crescimento de C. subtsugae, no entanto, a concentração de 1% é mais viável 

economicamente. 
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