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RESUMO

Os microrganismos vém sendo amplamente utilizados para formulacGes de
bioinsumos, principalmente bactérias do género Bacillus. Entre elas podemos citar a
espécie Bacillus amyloliquefaciens, bactéria que possui ampla utilizagao na biotecnologia
e agricultura devido a sua capacidade de solubilizar fosfato, fixar nitrogénio e induzir a
resisténcia sistémica em plantas. Em fermentagdes em escala industrial € de suma
importancia o conhecimento do microrganismo, desde os seus aspectos morfologicos, até
0 seu comportamento, como o tempo de cultivo, velocidades de crescimento, taxas de
conversdo de substrato e produto, como também sua resposta aos diferentes meios de
cultivo. Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo de cinética de fermentacdo de
Bacillus amyloliquefaciens cepa BIB 0129, determinando as velocidades especificas de
crescimento, consumo de substratos e tempo de geracdo, utilizando-se duas concentracdes
de substratos para comparar a resposta do microrganismo as alteracdes do meio de
cultura. Utilizando-se a concentracédo de 8,4 g/L de sacarose e extrato de levedura no meio
de cultura foram obtidas as seguintes velocidades especificas para crescimento celular,
consumo de nitrogénio e consumo de sacarose respectivamente: p1x=0,2527 h, 1s=0,0124
h™e ps=0,0332 hl. O tempo de geracdo para a concentragdo menor dos substratos foi de
3,14 horas. Ao final das 48 horas de fermentagédo a concentracéo final de microrganismos
foi de 1,10 x10° UFC/mL. Quando a concentragcio de substratos foi aumentada para 18
g/L as velocidades especificas de crescimento celular, consumo de nitrogénio e consumo
de sacarose foram respectivamente: px=0,5312 h, 4s=0,0093 h'e 1s=0,4091 ht. Para a
concentracdo maior de substratos o tempo de geracao de B. amyloliquefasciens foi de 1,30
horas e a concentragao celular obtida foi de 2,32 x 10° UFC/mL apds 48 horas. As analises
do sobrenadante pelo método HPLC mostraram uma possivel producdo de &cido latico,

acido acético e &cido propionico.

Palavras-chave: Acidos organicos, Bacillus; Cinética de fermentacdo; Velocidades

especificas.
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ABSTRACT

Microorganisms have been widely used for formulations of bioproducts, including
bacteria of Bacillus genus. Among them we can mention the specie Bacillus
amyloliquefaciens, a bacterium that is widely used in biotechnology and agriculture due
to its ability to solubilize phosphate, fix nitrate and induce systemic resistance in plants.
In industrial-scale fermentations, knowledge of the microorganism is extremely
important, from its morphological aspects to its behavior, such as cultivation time, growth
speeds, substrate and product conversion rates, as well as its response to different media
of cultivation. This work aimed to study the fermentation kinetics of Bacillus
amyloliquefaciens strain BIB 0129, determining the specific growth rates, substrate
consumption and generation time, using two substrate concentrations to compare the
microorganism's response to changes in the culture medium. Using a concentration of
8.4g/L of sucrose and yeast extract in the culture medium, the following specific speeds
for cell growth and nitrogen consumption and sucrose consumpition were obtained,
respectively: 1x=0,2527 h'?, us=0,0124h and ps=0,0332 h. The generation time for the
lowest concentration of substrates was 3,14 hours. At the end of 48 hours of fermentation,
the final concentration of microorganisms was 1,10x10° CFU/mL. When the substrate
concentration was increased, the specific cell growth rates, nitrogen consumption and
sucrose consumption were respectively: ix=0.5312 h, us=0.0093 h'! and ps=0.4091 h L,
For a concentration of 18 g/L of substrates, the generation time of B. amyloliquefasciens
was 1.30 hours and the cell concentration obtained was 2,32x 10° CFU/mL. Analyzes of
the supernatant by the HPLC method showed a possible production of lactic acid, acetic

acid and propionic acid.

Keywords: Organic acids; Bacillus; Fermentation kinetics; Specific speeds.
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1. INTRODUCAO

O mercado de insumos biolégicos vem crescendo ano a ano no Brasil, estimando-
se que até 2030 o mercado atinja um faturamento proximo a R$ 17 bilhdes (BORSARI,
2023). Os microrganismos desempenham um papel fundamental dentro do controle
bioldgico, especialmente bactérias do género Bacillus.

Bacillus amyloliquefaciens é uma bactéria Gram positiva, formadora de
enddsporos, que possui ampla acdo dentro do controle bioldgico, sendo utilizada como
promotora de crescimento, solubilizadora de fosfato, fixadora de nitrogénio e indutora de
resisténcia.

Nas fermentacbes em escala industrial é de suma importancia o conhecimento
profundo do microrganismo, desde os seus aspectos morfoldgicos, seu comportamento
nas fermentagOes, tempo de cultivo, velocidades de crescimento, taxas de conversdo de
substrato e produto, como também sua resposta aos diferentes meios de cultivo e shelf-
life do produto formulado. Apesar da grande relevancia que esse tipo de tecnologia
apresenta para a agricultura, onde agrega eficacia e sustentabilidade ambiental, ainda s&o
escassos estudos e profissionais com conhecimento técnico para atuar na area de
bioprocessos, 0 que aumenta a relevancia do trabalho aqui apresentado.

Em ambientes industriais, a agilidade nas analises e a viabilizacdo técnico-
econdmica dos insumos e matérias primas séo caracteristicas que influenciam fortemente
na escolha de métodos e padrBes operacionais.

Formulacbes a base de Bacillus, devem passar por uma intensa analise de
qualidade, de modo a garantir a pureza, seguranca e estabilidade do produto final. Sendo
assim, o método mais eficaz para determinar a concentracdo do ativo ao final da
fermentacdo, e na formulacdo é a partir da quantificacdo direta através da diluigdo seriada,
que embora seja um método bastante eficiente, demanda de grandes quantidades de
material laboratorial e apresenta resultados em torno de 24 horas apos a realizagdo do
processo.

O presente trabalho tem como objetivo, estudar a cinética de crescimento e
consumo de substratos de Bacillus amyloliquefaciens cepa BIB 0129 em duas
concentracOes diferentes de sacarose e extrato de levedura, assim como validar um
modelo de andlise de qualidade que traga agilidade na determinacdo da concentragdo de

microrganismos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Controle Bioldgico no Brasil

Nos dias atuais observa-se uma busca cada vez maior pela reducdo do uso de
defensivos quimicos, que agridem o meio ambiente e provocam grande desequilibrio
ecoldgico. Segundo Barros (2010) a utilizacdo intensiva de agrotoxicos e fertilizantes,
aliado ao desenvolvimento genético de sementes, contribuiu para a “Revolugdao Verde”,
um amplo programa para elevar a producdo agricola no mundo. No entanto, com o
decorrer dos anos, o uso indiscriminado de agrotoxicos converteu suas vantagens iniciais,
gue eram combater certas doencas e pragas que prejudicavam as culturas, em maleficios
ao meio ambiente. No més de julho de 2023 foi registrada a morte de mais de 100 milhdes
de abelhas no estado do Mato Grosso devido a aplicacdo incorreta de inseticida aplicado
por via aérea, que contaminou ao todo mais de 600 caixas de abelhas e suas colmeias
(RODRIGO, 2023).

Casos de poluicao de agua e dos alimentos também sdo relatados. De acordo com
Merten e Minella (2002), a contaminacéo do solo e da 4gua pode ser acentuada em areas
manejadas em sistema de preparo convencional, ou seja, em situagdes em que 0s solos
sdo submetidos a preparos intensivos e manejados sem a presenca de residuos organicos
na superficie. Nestas condicdes, o solo fica mais suscetivel a degradacdo de sua estrutura
e, consequentemente, a erosdo e ao escoamento superficial.

Nesse contexto, o controle biolégico vem ganhando espago na agricultura dita
regenerativa, como uma alternativa ao uso constante de defensivos de base quimica. O
controle bioldgico é uma importante estratégia que, através da utilizacdo de inimigos
naturais (parasitoides, predadores e microrganismos), impede que 0s insetos-praga
atinjam niveis capazes de causar dano econémico, tendo como principais vantagens, ndo
deixar residuo no ambiente, ser atoxico para o homem e ser especifico (OLIVEIRA,
AVILA, 2010).

De acordo com dados divulgados pela ANVISA (2023), o ano de 2022 foi
finalizado com um total de 157 registros de produtos biol6gicos, um aumento de 70% se
comparado a 2021, que terminou o0 ano com 92 registros, conforme pode ser observado

na Figura 1.
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Figura 1: Crescimento no namero de registros de produtos biolégicos no Brasil.
Fonte: ANVISA (2023)

O ano de 2023, foi finalizado com um total de 365 agrotdxicos registrados no
Mapa, sendo que 90 sdo considerados produtos de baixo impacto, ou seja, produtos
fitossanitarios de origem bioldgica (TAVORA, 2024).

Os produtos formulados com bactérias do género Bacillus, séo os mais utilizados
no controle de doencas de plantas no Brasil. Atualmente, as espécies utilizadas nos
produtos comerciais registrados no Mapa a base de Bacillus sdo: Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus methylotrophicus, Bacillus pumilus,
Bacillus subtilis e Bacillus velezensis (BETTIOL et al., 2022).

2.2 Grupo operacional Bacillus amyloliquefaciens (OGBa)

Em 1943, um cientista japonés, Juichiro Fukumoto isolou pela primeira vez do
solo a bactéria Bacillus amyloliquefaciens (FUKUMOTO, 1943), recebendo esse nome
devido a sua capacidade de produzir a enzima a-amylase (PRIEST et al, 1987).
Taxonomicamente, o grupo operacional Bacillus amyloliquefaciens (OGBa) pertence ao
complexo de espécies do grupo B. subtilis, familia Bacillaceae, classe Bacilli, filo
Firmicutes (BERKELEY et al, 1984; FRITZE, 2004).

Por muitos anos a especiacao de espécies do OGBa dentro de espécies do grupo
Bacillus subtilis levou a resultados variados e erréneos, pois sdo espécies dificeis de
serem distinguidas usando parametros taxondmicos classicos: caracteristicas

morfoldgicas e fisioldgicas, composicdo da parede celular, sequéncia do gene 16S do



RNA, conteudo guanina-citosina (C+G), FAME (fatty acid methyl esters), e hibridizacao
DNA-DNA (DDH) (AUCH et al, 2010).

O status taxondmico dos membros do OGBa foi resolvido com base no genoma e
gene derivado. O grupo atualmente é formado por quatro espécies: B. amyloliquefaciens,
B. siamensis, B. velezensis e B. nakamurai, espécies encontradas em diversos ambientes
como o solo, plantas e ambientes aquaticos (FAN et al., 2017; NGALIMAT; SABRI,

2020), conforme apresentado na Figura 2.
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B. vallismortis DV1 F37

99 100[ B. halotolerans ATCC 25096
B. mojavensis RO-H-17

100} '————————— B. atrophaeus NRRL NRS 213"

B. nakamurai NRRL B-4109"
4|jE 8. amyloliquefaciens DSM 7 Operational group B. amyloliquefaciens
B. siamensis KCTC 136137
B. velezensis NRRL B-23189"
haynesii NRRL B-41294"
‘E B. paralicheniformis KJ-167
B. licheniformis DSM 137
0 B. swezeyi NRRL B-412947
EB. sonorensis G25-1367
100 - ~.1

B. glycinifermentans GO-137
B. cereus ATCC 145797

Figura 2: Arvore filogenética baseada na sequéncia do nucleotideo rpoB (subunidade
da RNA polimerase), das espécies bacterianas dentro do complexo de espécies B. subtilis.
Fonte: NGALIMAT et al (2021)
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2.3 Bacillus amyloliquefaciens - aplicac@es biotecnologicas

B. amyloliquefaciens é uma bactéria amplamente utilizada no setor da agricultura,
incluindo o controle biolégico por ser um microrganismo promotor de crescimento,

indutor de resisténcia e ser ambientalmente seguro (KASHY AP et al, 2019).

No setor da agricultura e biotecnologia, as cepas pertencentes ao OGBa sédo
utilizadas como agentes de biocontrole devido a sua capacidade de promover uma
melhora na salde e crescimento das plantas (CHOWDHURY, 2015). Essa melhora se
deve tanto a mecanismos diretos quanto indiretos. Conforme Ngalimat et al (2021)

mecanismos diretos estdo relacionados com a fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de



fosfato, producéo de siderdforos e fitohormonios (&cido indol acético- AIA) e producdo

de enzimas como 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC deaminase).

Os microrganismos sdo essenciais no ciclo do fésforo no solo e desempenham um
importante papel na disponibilidade de fosfato inorganico (Pi) para as plantas, uma vez
que a biomassa microbiana pode promover a solubilizagdo do Pi que se encontra
mineralizado ou adsorvido, levando ao aumento de captacdo do nutriente pela planta
(CARDOSO; ESTRADA-BONILLA, 2019).

Mecanismos indiretos sdo atribuidos a producdo de componentes antimicrobianos
em resposta a estresses bioticos (KUMAR, 2020). B. amyloliquefaciens é um
microrganismo produtor de componentes antimicrobianos, como o &cido cianidrico
(HCN) e lipopeptideos ciclicos, como a surfactina utilizada para inibir o crescimento de
patégenos (CHOWDHURY et al 2015; LI et al 2014). A interacdo de microrganismos
com as raizes das plantas aumenta a resisténcia das plantas contra patdgenos como outras
bactérias, fungos e virus. Esse fenbmeno é denominado como resisténcia sistémica
induzida (FAN et al 2018; DUNLAP et al 2019).

- Fixag#o de nitrogénio
- Solubilizagdode
fosfato

- Produgio de
antibidticos

- Produgéio de acidos
Organicos

- Indug#o daresisténcia
sistémica

- Aumento da taxa de
enraizamento

Bacillus amyloliquefasciens

Figura 3: Modos de acao B. amyloliquefasciens.
Fonte: Autor (2024)



2.4 Bacillus amyloliquefaciens cepa BIB 0129

B. amyloliquefaciens cepa BIB 0129, anteriormente chamada de EUCB 10 é uma
bactéria endofitica, isolada de um hibrido de eucalipto no municipio de Guaiba no Rio
Grande do Sul. Ensaios in vivo com a cepa mostraram seu potencial solubilizador de
fosfato, fixacdo de nitrogénio atmosférico e producdo de AIA (PAZ et al, 2012). Testes
realizados com Eucalyptus urograndis mostram que plantas inoculadas com a cepa
apresentaram um aumento significativo na taxa de enraizamento (96,2%) (PAZ et al,
2012). Em outros ensaios, BIB 0129 inibiu o crescimento dos fungos patogénicos Botrytis
cinerea e Calonectria gracilis em plantas de eucalipto e reduziu a incidéncia e severidade
de doencas causadas por patdégenos (PAZ et al, 2018).

Morfologicamente, a bactéria € um bastonete gram-positivo (Figura 4) e formador
de enddsporos (Figura 5). Industrialmente, fermentacdes de BIB 0129 visam ao final a

producdo de enddsporos, que possibilitam uma maior estabilidade do produto formulado

e maior shelf life.
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Figura 4: Lamina de B. amyloliquefaciens BIB0129, com coloracdo de gram. Aumento

de 400x.

Fonte: Autor (2024)



Figura 5: Enddsporos de B. amyloliquefaciens BIB0129 com coloragdo Wirtz-Conklin.
Aumento de 1000x.
Fonte: Autor (2024)

2.5 Fases de crescimento microbiano

Em meios liquidos, fermentacdes bacterianas apresentam um crescimento linear
ao longo do tempo devido a sua caracteristica de divisdo binaria. Existem quatro fases de
crescimento, que podem ser representadas graficamente em funcdo do tempo (Figura 6):

fase lag (1), log (2), estacionaria (3) e de declinio ou morte (4).

‘ Fase lag Fase log Fase estacionaria Fase de morte celular
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Figura 6: Representacdo gréafica das fases de crescimento microbiano.
Fonte: TORTORA (2012)

A fase lag é uma fase de adaptacio do microrganismo ao meio de cultura. E uma

fase em que ndo ha crescimento significativo no namero de células, porém ha uma grande



atividade metabdlica envolvendo principalmente a sintese de enzimas e de moléculas
necessarias para a divisdo celular (TORTORA, 2012). Em fermentacdes em escala piloto
ou industrial é possivel observar uma pequena variacdo na temperatura da fermentacéo,
baixo consumo de oxigénio e pequenas oscilagdes no pH.

A fase log é a fase em que ocorre um aumento exponencial no nimero de células,
devido ao fato das bactérias se reproduzirem por divisao binaria. A reproducao celular é
mais ativa nesse periodo e o tempo de geracdo atinge um valor constante, e por isso a
representacdo logaritmica da fase log gera uma linha reta (TORTORA, 2012). E a fase
em que ocorre a maior taxa de conversao de substrato em produto, como também maior
oscilacdo nos valores de pH, aumento da temperatura, incidéncia de espuma e queda nos
valores de oxigénio dissolvido no meio de cultura. Nesta fase o meio de cultura deixa de
possuir um aspecto translicido e se torna mais turvo, devido ao crescimento microbiano.

Na fase estaciondria observa-se um equilibrio do nimero de células formadas e de
células mortas, fazendo com que a populacdo microbiana se mantenha constante nesta
etapa. Esgotamento de nutrientes, acimulo de residuos e mudancas de pH danosas a
célula séo as principais causas da reducdo na taxa de crescimento. O inicio da fase
estacionaria coincide com o inicio da esporulacdo (SERRANO et al, 2001). Os
enddsporos sdo formados quando os nutrientes essenciais do meio de cultura se esgotam,
e consistem em uma estrutura metabolicamente dormente e altamente resistente a
diversos estresses ambientais (DRIKS, 2002), como falta de nutrientes, extremos de
temperatura e pH e agentes quimicos. A esporulacdo é um processo complexo e que
requer da célula grande quantidade de energia e varias horas para ser completado
(GONZALEZ-PASTOR, 2011).

Em uma fermentacdo quando o numero de células mortas ultrapassa o nimero de
células formadas, a populagdo entra na fase de morte, ou seja, ocorre uma reducéo na
populacdo microbiana (TORTORA, 2012).

2.6 Quantificagdo de microrganismos

Segundo dados obtidos pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), dos
79 biofungicidas e bionematicidas a base de Bacillus registrados no Brasil até marco de
2022, 44,3% dos produtos séo a base de B. amyloliquefaciens (BETTIOL et al., 2022).

Diante disso é de extrema importancia uma correta analise de qualidade da fermentacdo.



Dentro dessas andlises de qualidade uma importante etapa € a de quantificagdo do

microrganismo. Existem métodos diretos e indiretos de quantificacdo de microrganismos.

2.6.1 Método direto- diluicdo seriada

Ao final de processos fermentativos podem ser obtidos cultivos com
concentragBes bacterianas na casa de 107, 108 e 10° UFC/mL (unidades formadoras de
coldnia por mililitro) e por isso € necessario proceder a anélise por meio da técnica de
diluicdo seriada, em que a contagem tem por base amostras obtidas por uma série de
diluicbes e que posteriormente um célculo determina o valor total da populacédo
(TORTORA, 2012). Neste metodo, ImL de amostra é transferido para um tubo de ensaio
contendo 9mL de solugéo diluente (diluicdo 101). Ap6s homogeneizagdo da amostra por
agitacdo, 1 mL desta dilui¢éo é transferido para outros 9 mL de solucédo diluente formando

a diluicdo 1072, e assim sucessivamente, conforme pode ser observado na Figura 7.

imL 1mL 1mL 1mL 1mL
Inéculo

original 9 mL de caldo

em cada tubo

Diluigdes ' 1:10

l1 mL
Plaqueamento || \
\"
\; -
1:10
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1:10.000 1:100.000

1:100

Figura 7: Sequéncia de diluigdes e plagueamentos na dilui¢do seriada.
Fonte: TORTORA (2012)

A contagem de colbnias em placas obtidas a partir da dilui¢do seriada possibilita
uma andlise qualitativa e quantitativa bastante precisa, pois permite a visualizacdo de
colbnias de células contaminantes e a contagem do numero de celulas vidveis. A
desvantagem desse método esta no tempo necessario para que as col6nias visiveis sejam
formadas, que fica em torno de 24 horas impossibilitando uma quantificacdo rapida de
um produto (TORTORA, 2012). Outra desvantagem do método estd no alto gasto de
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materiais, como placas de Petri e meios de cultura. De acordo com o comunicado técnico
59 da Embrapa Meio Ambiente, Bettiol et al. (2022) recomendam o plagueamento de
cada diluicdo em 5 placas de Petri contendo meio de cultura, requerendo um grande gasto
de material para que a analise seja realizada. Entretanto, a principal vantagem é que
consegue-se verificar a viabilidade das células presentes no caldo fermentativo, assim

como a presenca de microrganismos contaminantes.

2.6.2 Método indireto- Turbidimetria

A quantidade de massa bacteriana também pode ser medida através da
absorbancia, que corresponde a luz absorvida pelo meio. Com progresso de um processo
fermentativo, o meio de cultura, que no inicio se encontra translicido tende a se tornar
turvo a medida que as células se multiplicam (TORTORA, 2012). A turbidez do meio é
medida através do espectrofotdbmetro. Quanto mais turvo o meio de cultivo, menos luz
atingira o detector do equipamento, que ao final fornece um valor de absorbancia (abs)
ou densidade Optica (DO), que corresponde a quantidade de luz absorvida pela amostra
(TORTORA, 2012). O esquema de funcionamento do espectrofotdmetro e leitura da

densidade 6ptica (DO) esta indicado na figura 8.
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Figura 8: Funcionamento espectrofotdmetro e leitura da densidade optica (DO)
Fonte: MADIGAN et al (2016)

Por se tratar de um método quantitativo indireto, a leitura da absorbancia de uma
amostra ndo permite distinguir a contagem de microrganismos contaminantes, das células

desejadas. Além disso, o tamanho e forma das particulas, indice de refracdo dos meios e
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a viscosidade da amostra podem interferir na leitura da DO. Ao contrario do método

direto, a leitura da turbidimetria permite a obtencdo de um resultado instantaneo.

2.7 Nitrogénio na nutrigdo bacteriana

O nitrogénio € um nutriente essencial para as bactérias, participando da sintese de
proteinas, nucleotideos e metabdlitos secundarios (GOBERT et al., 2019).

O metabolismo do nitrogénio tende a ser um processo complexo de transformacéo
bioldgica de nitrogénio inorganico externo, como aménio, nitrito, nitrato ou ureia em
nitrogénio organico, envolvendo uma complexa regulacdo (HE et al, 2023). O amonio é
a fonte preferida de nitrogénio dos microrganismos (SUZUKI; KNAFF, 2005), embora
os Bacillus possam utilizar o nitrito, nitrato ou ureia como fontes e incorporé-los em
biomoléculas (NAKANO et al, 1998). De acordo com Wirén & Merrick (2004) a maioria
das fontes de nitrogénio precisam ser convertidas em amonio antes de ser usado em vias
de biossintese.

Depois que o amoénio é transportado para a célula é necesséria a conversdo do
nitrogénio inorgadnico em nitrogénio organico a partir da sintese de glutamato ou
glutamina, conforme demonstrado na figura 9. Geralmente, glutamina e glutamato
fornecem cerca de 20% e 80% de nitrogénio, respectivamente, para a sintese de biomassa
e outros compostos de nitrogénio (OH et al, 2007), a bioconversdo necesséria e essa
proporcdo de distribuicdo correta sdo completadas pelo ciclo GS-GOGAT (HE et al,
2023).
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Figura 9: Esquema metabolismo do nitrogénio
Fonte: Adaptado de HE et al (2023)
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Extratos de levedura séo produtos derivados das leveduras, a partir da remocéo da
agua e paredes celulares (insoluveis) e extracdo do conteddo celular solivel em agua. O
conteddo celular das leveduras é composto por diferentes componentes, incluindo
proteinas, aminoécidos, nucleotideos, vitaminas do grupo B e minerais (TOME, 2021).
O extrato de levedura é utilizado amplamente como uma fonte barata de nitrogénio, uma
Vez que possui em sua composicdo varios aminoacidos, vitaminas, minerais e outros

fatores de crescimento para os microrganismos (ALAM et al 1989).

2.8 Fontes de carbono na nutricdo bacteriana

O solo possui uma variedade muito grande de fontes de carbono derivadas de
fontes vegetais, animais e microbianas. Entre esses carboidratos a sacarose é 0 mais
abundante encontrado na natureza, sendo um dissacarideo formado pela unido de uma
molécula de glicose com uma molécula de frutose através de uma ligag&o glicosidica.

Espécies bacterianas produzem uma gama de enzimas para facilitar o processo de
utilizagdo dos carboidratos, algumas das quais sdo extracelulares e séo secretadas para o
meio a fim de quebrar os carboidratos maiores em unidades menores que podem ser
absorvidas pela bactéria e metabolizadas (REID; ABRATT, 2005). A figura 10 mostra as
diferentes rotas e mecanismos de transporte e catabolismo da sacarose.

Sacarose Sacarose

EXTERNA
Sacarose

permease

INTERNA
Sacarose—6-P Sacarose
Sacarose-6-P hidrolase Sacarose Fosforilase
Frutose Glicose-6-P Glicose-1- P Frutose

(FruK) \ /Pgm) (FruK)
Frutose- 6 P Frutose-6-P

Glicose-6-P /
V. o4

Rota
Glicolitica
Figura 10: Rotas para o catabolismo da sacarose

Fonte: REID; ABRATT (2005)
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O sistema fosfotransferase (PTS), realiza a fosforilacdo do substrato resultando na
acumulacao de sacarose-6-fosfato dentro da célula. Outra via, utiliza a enzima sacarose
permeasse para levar o substrato sem modificagbes para o interior da celula (REID;
ABRATT, 2005).

2.9 Cinética de processos fermentativos

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste na anélise da evolugédo
dos valores de concentracdo de um ou mais componentes no sistema de cultivo, em fungéo
do tempo de fermentagdo. Podem ser analisados a concentragdo do microrganismo (X),
produtos do metabolismo (P) e os nutrientes ou substratos (S) que compdem o0 meio de
cultura (HISS, 2001).

O Conhecimento de dados da cinética da fermentacdo possibilita realizar a
estimativa de produtividade das fermentacGes, ampliacdo para escalas industriais,
comparacdo quantitativa entre diferentes condigdes de cultivo (pH, temperatura e

concentracdo de substratos).

2.10 Velocidade especifica de transformacéao

Ao se tragar um grafico relacionando um parametro da fermentacdo com o tempo,
as velocidades especificas de concentracdo celular (Hx), consumo de substrato (Us) e
formagéo do produto (up) séo traduzidas pelos valores das inclinagdes das tangentes as
respectivas curvas, sendo o valor da inclinacdo obtido a partir da derivada do parametro
(X, P ou S) em fungdo do tempo (t).

De acordo com Junior e Oliveira (2020) devido ao fato de que a concentracéo
microbiana X aumenta durante uma fermentagdo, aumentando consequentemente a
concentracdo do complexo enzimatico responsavel pela transformagéo do substrato S no
produto P, é mais logico analisar os valores das velocidades instantaneas com relacéo a
concentracdo microbiana, conforme as equaces diferenciais ordinarias:

_1dx
Bx = X ae

as
“dt

S|
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1 dpP

"= X de

Integrando 0 modelo temos as seguintes equacdes:

InX = uy.t+ Inxy (1)
InS = us.t + Insy, (2)
InP = up.t + Inpy (3)

Comparando-se com a equacgéo de 1° grau, temos que:
y = In(X,S ouP)

a = Wx,sou p)

b = ln(Xo,So, P())

2.11 Tempo de geracgado

Ao lado da velocidade especifica |y, a fase exponencial também é caracterizada
frequentemente pelo tempo de geragdo tg, que é o intervalo de tempo necessario para
dobrar o valor da concentracdo celular (HISS, 2001).

Considerando-se que na fase logaritmica de crescimento a velocidade especifica
(Ux) é constante e maxima, conclui-se que a velocidade de crescimento é diretamente

proporcional a concentragéo celular X, conforme a equagéo:

dy
d_t = Hx-X

Integrando a equacéo e considerando que as células se dividem por divisao binaria

temos que:
H, _in2
=5
Ou seja:
t _iny (4)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CondicGes experimentais

O experimento foi realizado no laboratério de microbiologia da empresa Biota
Innovations, localizado na cidade de Uberaba-MG, entre os meses de julho e dezembro
de 2023. As fermentacdes foram feitas em escala laboratorial em Erlenmeyers de 1L e 5L
de capacidade, utilizando-se a bactéria Bacillus amyloliquefaciens cepa BIB 0129.

No experimento, que foi composto por 3 repeticdes, foram utilizados dois
tratamentos: o primeiro com a concentragdo de 8,4g/L de sacarose e extrato de levedura
no meio de cultura e o segundo com concentragdo de 18g/L dos mesmos substratos. As
concentracOes dos substratos foram obtidas a partir de trabalhos de otimizacdo do meio
de cultura ja realizados dentro da empresa. A sacarose foi obtida a partir da utilizacéo de

acucar cristal.

3.2 Meios de cultura

Nos dois tratamentos foi utilizado o meio de cultura desenvolvido internamente
na empresa denominado Meio de Producdo de Bactérias (MPB) para conducdo da
fermentacdo liquida. A composi¢do completa do meio foi ocultada por questées de sigilo
industrial.

Os plagueamentos realizados para quantificagéo da populagdo microbiana, foram
feitos em meio LBA (Luria Bertani).

O meio diferencial HiCrome™ Bacillus Agar® foi utilizado para diferenciacéo de
B. amyloliquefaciens com outras espécies microbianas, sendo Util para avaliacdo da

presenca de contaminantes nas fermentagoes.

3.3 Inoculagdo da fermentacao

O experimento foi iniciado reativando-se a cepa original armazenada em
Eppendorf pelo método Castellani com agua destilada estéril. Esta etapa foi necessaria
para evitar que as fermentacfes fossem feitas com células que possam ter passado por
algum tipo de mutacdo. Utilizou-se uma al¢a de inoculacdo estéril para transferir 10uL

da solugéo do Eppendorf para placas de Petri contendo o meio de cultura LBA, as placas



16

foram colocadas na estufa BOD por 24 horas. Esta etapa constituiu a passagem ou geragéo
1 do microrganismo.

Passadas 24 horas, as placas de B. amyloliquefaciens foram avaliadas e a partir da
passagem 1, foi feito o repique para novas placas com meio LBA (passagem 2). Foi
utilizada a técnica de semeadura por esgotamento para que fossem obtidas col6nias
isoladas da bactéria. Apds o repique as placas foram fechadas com papel filme,
identificadas e colocadas na BOD (30°C, fotoperiodo de 12 horas) por 24 horas.

No dia seguinte as placas tiveram a sua pureza avaliada e a partir das placas puras
foi feita a inoculagdo da suspenséo. Para isso, foram selecionadas 16 coldnias tipicas de
B. amyloliquefaciens e elas foram transferidas para um Erlemeyer de 1L contendo 400mL
de meio MPB, previamente esterilizado a 121°C por 20 minutos. Apds inoculada, a
suspensdo foi identificada com o nimero da repeticdo, horario da inoculacdo e data
(Figura 11), colocada em uma incubadora com agitacdo orbital da marca Nova técnica
NT 714® (Figura 12), a 30°C e 150 rpm, por 24h.

wsho amywo

"3 s6l09 OV

Figura 11: Suspensdo

Fonte: Autor (2024)
Decorrido esse periodo, uma aliquota da suspensao foi observada no microscépio
de contraste de fases para visualizacdo de possiveis contaminag@es. Estando a suspensao
sem a presenca de células contaminantes, 200mL de seu volume foram transferidos para

um Erlenmeyer de 5L contendo 1,8L de MPB, totalizando 2L apds a inoculacao (10% de
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indculo). O momento da inoculacdo do Erlenmeyer de 2L foi considerado o tempo zero
da fermentacéo (to). O Erlenmeyer foi colocado em agitagdo no agitador orbital, a 30°C e
150 rpm (Figura 13). As etapas realizadas até o inicio da fermentacdo estdo representadas

na figura 14.

Figura 12: Incubadora com agitacio orbital Nova Técnica NT 714®
Fonte: Autor (2024)

Figura 13: FermentacGes em agitacao.
Fonte: Autor (2024)
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Figura 14: Esquema experimental.
Fonte: Autor (2024)

A partir do tempo zero, a cada 2 horas foram coletadas amostras para

quantificado o teor de nitrogénio e sacarose do meio.
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determinacdo da absorbancia e a concentracao celular do caldo fermentativo e a cada 4
horas uma amostra de 5 mL do cultivo foi coletada em duplicata em um tubo Falcon de
15 mL para posterior anélise da concentragdo dos substratos. A amostra foi centrifugada
a 3500 rpm por 20 minutos (centrifuga Quimis 222T28®). O sobrenadante resultante da
centrifugacdo das amostras (Figura 15) foi armazenado em frascos coletores estéreis,
identificados com o nimero da amostra e congelados em freezer. As amostras foram

descongeladas em temperatura ambiente somente no dia das analises e a partir delas foi

O esquema de retirada de amostras e analises estdo representados na Figura 16.



Figura 15: Aliquota centrifugada
Fonte: Autor (2024)

to
* DOggo

* UFC/mL

* Coleta de 10mlL da fermentacio para
quantificagdo de nitrogénio e sacarose. Amostra
centrifugada a 3500 rpm por 25 minutos. O
sobrenadante foi congelado.

-A cada 2h
* DOgy
e UFC/mL

-A cada 4h

e * DOy

* UFC/mL

* Coletade 10mL da fermentagéo para quantifica¢éo de
nitrogénio e sacarose.

Figura 16: Esquema de retirada das amostras e analises do experimento.
Fonte: Autor (2024)
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3.4 Leitura da absorbancia

A absorbancia da amostra foi medida em um espectrofotdmetro da marca Kasvi®

(Figura 17), utilizando-se o comprimento de onda de 600nn. O meio de cultura estéril foi

utilizado para a leitura do branco.
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Figura 17: Espectrofotdmetro Kasvi®
Fonte: Autor (2024)

3.5 Quantificagdo de microrganismos

A quantificacdo da populacao bacteriana foi feita a partir da metodologia proposta

por Bettiol et al (2022), conforme descrito a seguir.

o

o

O

Inicialmente foram separados 8 tubos de ensaio contendo 9 mL de solucéo salina;

Os tubos foram identificados com o cddigo da amostra e nimero da diluicao;

Com uma micropipeta, 1 mL do cultivo microbiano foi transferido para o primeiro
tubo de solucéo salina, formando a diluigéo -1;

O tubo foi agitado por 3 vezes em um agitador vortex da marca Kasvi®;

Apos agitacdo, 1 mL da dilui¢do -1 foi pipetado e transferido para um novo tubo de
ensaio, constituindo a dilui¢do -2;

O tubo da diluicéo -2 foi agitado em vortex e 1 mL de seu volume foi transferido para
um novo tubo contendo solugdo salina (dilui¢éo -3)

Esses passos foram repetidos até a diluicdo -8 (figura 15);

Finalizada a etapa de diluicdo, iniciou-se a etapa de plaqueamentos;
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o Com uma micropipeta, 100pl da diluicdo -8 foram pipetados em uma placa de petri,
contendo meio LBA, e o contetdo foi espalhado por toda a placa com uma al¢a do tipo
T. Para cada diluicao foram feitos 5 plaqueamentos;

o As placas foram fechadas com papel filme, e identificadas com o cddigo da amostra,
numero da diluicdo e data;

o A ponteira da micropipeta e a alga T foram trocadas entre cada diluigéo;

o O processo foi repetido com todas as diluices;

o Todas as placas foram colocadas em estufa tipo BOD (modelo Cienlab®), a 30°C com
fotoperiodo de 12 horas;

o No dia seguinte as placas tiveram as colonias tipicas contadas. Para contagem, foram
consideradas as placas que possuiam no minimo 30 col6nias;

o Para célculo de UFC/mL foi utilizada a seguinte formula:

UFC/mL= (nimero de coldnias nas cinco placas / 5) x diluicdo da amostra x 10

TV T Ee el
l "

I Y

Figura 18: Sequéncia de tubos para realizacéo da técnica de diluicdo seriada.
Fonte: Autor (2024)

Durante a contagens das placas resultantes das diluigdes, o caldo fermentativo teve
a sua pureza avaliada, sendo considerada pura quando ndo eram observadas coldnias

diferentes do padrdo morfol6gico de B. amyloliquefaciens.



22

3.6 Plagueamento em meio diferencial

Em todas as repeticOes, foram realizados plagueamentos em meio diferencial
HiCrome ™ Bacillus Agar®, nos tempos 24h e 48h. Foram utilizadas as dilui¢des -6 e -7
de cada repeticéo para a realizacdo dos plaqueamentos com o0 meio.

O meio foi escolhido como um parametro de avaliagdo da pureza da fermentacéo,
pois nesse meio colonias de B. amyloliquefaciens adquirem coloragédo amarela.

3.7 Repeticoes

Cada repeticdo foi composta por duas partes: a parte 1 de cada repeticdo teve a
suspensao inoculada as 07h30 da manhd, e o tempo zero da fermentacdo as 07h30 da
manha do dia seguinte. Com a parte 1 de cada repeticdo foram avaliados do to ao tio/ tos
a tas € tss.

A parte 2 das repeti¢cdes foram inoculadas as 17h30 (suspenséo e fermentacao to),
e com ela foram analisados os seguintes intervalos: t14 a toa/ tag a tss. A tabela 1 representa
os horarios e as amostras coletadas em cada horario da fermentacéo.

Tabela 1. Horarios de coletas de amostras da parte 1

Parte 1
Dia Hora Tempode — poeny  UpgmL  Nitrogénioe
crescimento sacarose
07:30h 0 SIM SIM SIM
09:30h 2 SIM SIM i
., 11:30n 4 SIM SIM SIM
13:30h 6 SIM SIM i
15:30h 8 SIM SIM SIM
17:30h 10 SIM SIM i
07:30h 24 SIM SIM SIM
09:30h 26 SIM SIM i
,  11:300 28 SIM SIM SIM
13:30h 30 SIM SIM i
15:30h 32 SIM SIM SIM
17:30h 34 SIM SIM i
3 07:30h 48 SIM SIM SIM

Fonte: Autor (2024)
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Tabela 2. Horérios de coletas de amostras da parte 2

Parte 2
. Tempo de Nitrogénio e

Dia  Hora crescirr)nento DO600  UFC/mL sacgrose

1 17:30h 0 SIM SIM SIM
07:30h 14 SIM SIM SIM
09:30h 16 SIM SIM -

9 11:30h 18 SIM SIM SIM
13:30h 20 SIM SIM -
15:30h 22 SIM SIM SIM
17:30h 24 SIM SIM -
07:30h 38 SIM SIM SIM
09:30h 40 SIM SIM -

3 11:30h 42 SIM SIM SIM
13:30h 44 SIM SIM -
15:30h 46 SIM SIM SIM
17:30h 48 SIM SIM -

Fonte: Autor (2024)
3.8 Andlise de Nitrogénio

A partir do sobrenadante resultante da centrifugacdo da aliquota da fermentacéo
foram feitas as analises do teor de nitrogénio, pelo método Kjeldahl. As analises foram
realizadas no laboratério de Bromatologia do Instituto Federal do Tridngulo Mineiro,
Minas Gerais. Foi utilizado o destilador de Nitrogénio da marca Tecnal modelo TE-
0363®, representado na Figura 19.

O método desenvolve-se em trés etapas distintas: digestdo da amostra por acdo de
acido sulfarico concentrado, utilizando catalisador para acelerar esta etapa; destilacdo do
nitrogénio e titulagdo &cida (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 1995).

Apos a digestdo da amostra com acido sulfarico e destilacao utilizando-se uma
solugdo 40% de hidréxido de sodio, o Erlenmeyer contendo borato aménio foi titulado
com &cido cloridrico 0,1M, conforme mostrado na Figura 20. Os valores de molaridade
do HCI, fator de correcdo do acido, volume de acido gasto e peso da amostra foram
utilizados na férmula para calculo da porcentagem de nitrogénio da amostra, conforme a

equacao descrita abaixo.

VHCIXMHCIX14 X FC HCl X 100
Quantidade da amostra (mg)

% de Nitrogénio =



Em que:

V nei= volume de HCI utilizado para titular
M Hei= molaridade do HCI

Fc nei= fator de corregdo do HCI

Figura 19: Destilador de nitrogénio Tecnal TE-0363®
Fonte: Autor (2024)
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Figura 20: A) Erlenmeyers com borato de amonio ao final da destilagédo. B)
Erlenmeyers apos a titulagdo com HCI.
Fonte: Autor (2024)
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3.9 Andlise de sacarose

A concentracdo de sacarose foi determinada pelo método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). A cromatografia liquida ¢ uma técnica de separagdo fisica
conduzida por uma fase liquida (FERNANDES, 2014).

As amostras foram injetadas em um sistema cromatografico da marca Shimadzu
modelo LC-20A Prominence® (Figura 21). Utilizou-se uma coluna SUPELCOGEL C-
610H, em que os componentes foram separados e detectados por analise em detector
ultravioleta (UV) a 210nm. Como fase movel foi utilizado acido fosforico (0,1%), com
fluxo de 0,5 mL/mim, temperatura do forno de 32°C e volume de injecéo de 20 pL. Todos
0s ensaios de caracterizacdo do caldo foram conduzidos em triplicata. Metodologia
parecida foi usada por Fernandes et al (2014) para quantificacdo do teor de sacarose em
variedades de sorgo sacarino.

il

|

Figura 21: HPLC Shimadzu modelo LC-20A®
Fonte: Autor (2024)
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3.10 Determinacao da curva de crescimento e de consumo de substratos

Apos o resultado da contagem das placas resultantes da diluicdo seriada, os dados
de UFC/mL foram tabulados em fungdo do tempo e separados por repeticdo. Em seguida
foi feita a média aritmética de todos os valores de UFC/mL em fun¢do do tempo. Com 0s
resultados das médias foi gerado um grafico de dispersdo Tempo (h) x UFC/mL,
resultando na curva de crescimento ao longo do tempo. Com os valores de absorbancia

obtidos foi gerado um grafico Tempo (h) x DOsoo.

Com os valores resultantes, da porcentagem de nitrogénio no meio a partir da
analise de Kjeldahl e da concentracdo de actcares no meio, também foi feita a media dos

valores das repeticGes e gerando o grafico de tempo (h) x concentracdo do substrato (g/L).

3.11 Cinética de crescimento e consumo de substratos

Com a curva de crescimento e consumo de substrato, foi identificada qual era a
faixa de tempo em que havia maior crescimento microbiano e maior consumo de
substratos, caracterizando assim a fase log. Com os dados de UFC/mL, teor de nitrogénio
e acUcares no meio no intervalo de tempo da fase log, foi calculado o logaritmo natural
(In) das médias de cada uma das variaveis, e posteriormente o grafico de dispersao foi
gerado. A partir da analise de regressdo no Excel foi possivel a obtencdo da equacao da
reta, em que o coeficiente angular é o valor de pmax Para a interpretacdo das equagdes
cinéticas geradas foram utilizadas as equaces diferenciais de numero 1, 2 e 3 disponiveis
na revisdo bibliografica

O tempo de geracdo foi calculado apds a obtencdo do valor de py utilizando a
equacdo de numero 4, disponivel na revisao bibliogréfica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfologia das coldnias de B. amyloliquefaciens

Todas as diluicbes seriadas feitas durante o experimento tiveram seus
plagueamentos avaliados a fim de contabilizar as colonias, e para avalia¢do qualitativa da
pureza dos cultivos. Todas as repeticdes consistiram de fermentacGes puras, isentas de
microrganismos contaminantes.

Inicialmente, por volta de 12 horas de crescimento, as colonias tipicas de B.
amyloliquefaciens BIB 0129 séo coldnias arredondadas, brilhosas, de aspecto translicido
e com bordas lisas conforme pode ser observado na Figura 22. As placas com mais de 24
horas de crescimento (Figura 23) passam a apresentar colonias com maior producédo de
goma, aspecto enrugado e mais opaco. Placas com mais de 36 horas
apresentaram bastante espalhamento, impedindo a identificag&o de coldnias isoladas. Nao

foram observadas diferencas morfolégicas das col6nias entre os tratamentos.

Figura 22: A) Placa de B. amyloliquefaciens em estagio inicial (12 horas) (meio LB).
B) Coldnias de B. amyloliquefaciens em estagio inicial de crescimento (12 horas) (meio
LB).

Fonte: Autor (2024)
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Figura 23: A) Placa de B. amyloliquefaciens em estagio avancado (24 horas) (meio LB).
B) Col6nias de B. amyloliquefaciens em estagio avancado de crescimento (24 horas)
(meio LB).

Fonte: Autor (2024)

Plaqueamentos feitos com o meio diferencial HiCromeTM Bacillus Agar®,
também confirmaram a pureza das fermentacdes. Para a espécie B. amyloliquefaciens o
agar deve adquirir coloragdo amarela, conforme a Figura 24A. Na figura 24B ¢ possivel
observar a presenca de contaminagfes na fermentacdo, a partir do aparecimento de
coldnias esverdeadas. Fermentacbes com contaminagGes foram descartadas e o0s

resultados desconsiderados.

Figura 24: A) B. amyloliquefaciens em meio diferencial HiCrome™ Bacillus Agar®
sem a presenca de contaminagdes. B) Placa de B. amyloliquefasciens em meio
diferencial HiCrome™ Bacillus Agar® com contaminagdes.

Fonte: Autor (2024)
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HiCrome™ Bacillus Agar®, é um meio diferencial que utiliza substratos
cromogénicos em sua composi¢do. Os microrganismos alvo sdo caracterizados por
sistemas enzimaticos que metabolizam o substrato para liberar o cromogénio, que pode
entdo ser detectado visualmente pela observagédo direta de uma mudanca da cor do meio
(SIEGRIST, 2016).

4.2 Curva de crescimento

Com as médias aritméticas resultantes dos valores de UFC/mL em funcdo do
tempo, apresentadas nas tabelas 3 e 4, foram geradas as curvas de crescimento para cada
um dos tratamentos. A partir das curvas de crescimento de B. amyloliquefaciens BIB 0129
foram iniciados os estudos de cinética.

Tabela 3. Médias de DOgoo e UFC/mL em fungéo do tempo (h) (concentracdo de 8,4 g/L
dos substratos)

Tempo (h) DO 600 UFC/mL
0 0,4278 1,15x108
2 0,7580 1,02x108
4 1,0080 1,18x108
8 2,0557 2,94x108
10 2,6667 4,33x108
14 4,2550 1,51x10°
16 4,2500 1,22x10°
18 4,4275 1,13x10°
20 4,1525 1,42E+09
22 4,0725 1,84x10°
24 4,2100 9,78x108
26 4,2633 9,20x108
28 4,4800 1,58x10°
30 4,2500 1,17x10°
32 4,1567 1,20x10°
38 4,5525 1,45x10°
40 4,4400 8,49x108
42 4,3500 1,38x10°
44 4,5250 2,13x10°
46 4,4900 1,70x10°
48 4,0925 1,10x10°

Fonte: Autor (2024)
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A curva de crescimento de B. amyloliquefaciens cepa BIB 0129 em meio MPB
com a concentracdo de 8,4 g/L de sacarose e extrato de levedura pode ser observada na

Figura 25.
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Figura 25: Curva de crescimento tempo (h) x UFC.mL™? (concentracéo de 8,4
g/L dos substratos)
Fonte: Autor (2024)

Com a curva de crescimento do microrganismo pode ser observada uma queda na
populacdo microbiana entre o tempo 0 e 2. Essa morte de microrganismos pode ter sido
ocasionada pela ndo adaptacdo de células menos resistentes ao meio de cultura apos a
transferéncia. A fase log se estendeu por aproximadamente 12 horas, entre o tempo 2 e
14, formando uma reta, evidenciando o crescimento microbiano neste intervalo. Do
tempo 14 ao tempo 48, houve uma estabilizacdo dos valores de UFC/mL, e embora 0s
valores tenham tido uma variagdo, a populacdo microbiana se manteve no mesmo
logaritmo (10°), caindo em alguns momentos para 108, porém em valores proximos de
10°. N&o foi identificada uma fase de declinio na curva de crescimento, pois

microrganismos pertencentes ao género Bacillus, iniciam o processo de diferenciacao
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celular para formacéo do esporo apos esgotamento de nutrientes, ndo havendo, portanto,
uma fase de morte.

Ao final das 48 horas de fermentagdo a concentragdo celular final foi de 1,10x10°
UFC/mL. Resultados préximos foram obtidos por Lima (2017) que em experimento com
B. amyloliquefaciens IT45 realizado em Erlemeyer de 2L, com 200 mL de meio de cultura
conseguiu apos 48 horas de fermentacéo, concentracdes celulares de 1,4x10° UFC/mL.
Yan et al. (2017) utilizando Erlemeyers de 500 mL com 100 mL de meio de cultura, em
temperatura de 30°C e 160 rpm em shaker, chegou a uma concentragdo celular de
1,16x10° UFC/mL utilizando as cepas MT45 e X27 de B. amyloliquefciens.

Com os valores da DOsoo em fungéo do tempo, presentes na tabela 3, foi gerado

um grafico de dispersdo DOsoo X tempo (h), mostrado na Figura 26.
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Figura 26: Curva de crescimento tempo (h) X DOeoo (concentracao de 8,4 g/L
dos substratos)
Fonte: Autor (2024)

A partir da curva resultante entre a absorbancia a 600nn e o tempo podemos
observar o aumento crescente da absorbancia ao longo do tempo, tendo a fase log se
encerrando por volta das 14 horas de cultivo, coincidindo com os dados obtidos de
UFC/mL. Analisando os valores da absorbancia e comparando-os com os valores de

UFC/mL, pode ser observado que entre o inicio da fermentacédo e as 2 horas de cultivo,
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h& uma redugdo na concentracdo microbiana embora tenha ocorrido um aumento na
absorbancia do meio.

Esse resultado da um indicio de que a leitura da turbidez do meio ndo mostra o
ntmero de células vidveis disponiveis no cultivo. Da mesma maneira, a turbidimetria ndo
é uma medida eficaz de medicdo em cultivos que possuam algum grau de contaminagé&o,
pois toda a populacdo microbiana sera considerada na leitura da turbidez do meio,
independentemente das espeécies ali presentes.

As médias dos valores de absorbancia e UFC/mL resultantes do tratamento 2
(meio de cultura contendo 18g/L dos substratos) estdo apresentadas na tabela 4. A partir
das médias de UFC/mL e DOeo foi feita a curva de crescimento do microrganismo

conforme observado nas figuras 27 e 28.

Tabela 4. Médias de DOgoo € UFC/mL em funcdo do tempo (h) (concentracéo de 18 g/L
dos substratos)

Tempo (h) DO 600 UFC/ml
0 0,5753 2,97 x108
2 0,8175 2,68 x108
4 1,7800 3,01 x108
6 2,7567 8,97 x108
8 3,3733 2,52 x10°
14 5,1233 2,43 x10°
16 5,4400 2,13 x10°
18 5,8600 2,20 x10°
20 6,2100 2,18 x10°
22 6,2267 2,09 x10°
24 6,3433 1,43 x10°
26 6,4600 1,69 x10°
28 6,2067 1,90 x10°
30 5,5867 2,27 x10°
32 5,2467 2,11 x10°
34 4,8600 2,25 x10°
38 4,9900 3,23 x10°
40 4,3600 3,70 x10°
42 4,4600 3,70 x10°
44 4,3800 3,37 x10°
46 4,1000 4,27 x10°
48 4,1117 2,32 x10°

Fonte: Autor (2024)
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Figura 27: Curva de crescimento tempo (h) x UFC.mL™ (concentracgdo de 18 g/L

dos substratos)
Fonte: Autor (2024)
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Figura 28: Curva de crescimento tempo (h) X DOeoo (concentracao de 18 g/L dos

substratos)
Fonte: Autor (2024)
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Ao se adicionar mais substratos ao meio de cultura, foi observado um crescimento
mais rapido do microrganismo, com uma pequena reducao da concentracdo microbiana
na fase lag, entre os tempos Oh e 2h de cultivo. A partir da quarta hora de fermentacéo a
bactéria B. amyloliquefasciens BIB0129 iniciou a fase exponencial de crescimento, que
se estendeu até a oitava hora da fermentacdo, totalizando 4 horas de fase logaritmica,
entrando a partir deste momento na fase estacionaria. Ao final do experimento a
concentracgdo de células obtidas foi de 2,32 x10° UFC/mL, ndo obtendo uma diferenca
significativa em relag&o a concentracdo de 8,4 g/L dos substratos.

A curva de crescimento Tempo (h) x DOsgo para a concentracdo de 18 g/L dos
substratos, mostrou um aumento constante dos valores de absorbancia até as 26 horas de
cultivo, seguido de uma queda da DOsoo até as 48 horas. Ao se aumentar a concentracéo
de substratos no meio de cultura, B. amyloliquefasciens cepa BIB 0129 apresentou um
crescimento irregular se comparado a curva de crescimento em que foi utilizada uma
concentracdo menor de substratos no meio de cultura, uma vez que, 0 aumento constante
da absorbancia até as 26 horas ndo coincidiu com o crescimento celular observado na
figura 27, em que a concentragdo maxima resultante da fase log foi obtida na oitava hora
de cultivo.

As quedas dos valores de absorbancia do cultivo podem estar relacionadas ao fim
da fase exponencial de crescimento, em que as células se encontram mais alongadas para
que ocorra a divisdo celular. De acordo com Chien et al (2012), durante a diviséo celular,
células de B. subtilis dobram de massa para na sequéncia se dividirem ao meio formando
2 células filhas de tamanho equivalente. O meio de cultura também exerce relagdo com o
tamanho das células. Schaechter et al (1958) e Kjeldgaard et al (1958) observaram que
células de Salmonella apresentavam tamanho duas vezes maior quando crescidas em
meio rico em nutrientes, do que células cultivadas em um meio pobre em nutrientes. O
mesmo comportamento de controle dependente do tamanho das células e disponibilidade
de nutrientes também foi observado em B. subtilis (PIERUCCI et al, 1987; SARGENT,
1975). Valores elevados de absorbancia podem ter sido observados na fase de
crescimento exponencial em decorréncia da maior disponibilidade de substratos nesta
etapa. O esgotamento de nutrientes apds a fase logaritmica pode ter impactado na reducao
do tamanho celular, acarretando na queda dos valores de absorbancia. Além disso, o
esgotamento de nutriente € um sinalizador para as células vegetativas de Bacillus para o
inicio do processo de esporulacdo, onde ha uma perda citosplamatica gradual até a total

lise celular e liberacdo do esporo.
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4.3 Cinética de crescimento

Com base nos dados de UFC/mL mostrados nas tabelas 3 e 4 e nas curvas de
crescimento apresentadas nas figuras 21 e 23 foram identificados os intervalos em que
ocorreu a fase de crescimento exponencial. Nesses intervalos foram realizados os estudos
de cinética, e para isso foi calculado o In dos valores de UFC/mL e foram gerados os
graficos de dispersdo, juntamente com a equacdo da reta. Os valores de velocidade
especifica de crescimento e tempo de geracdo podem ser observados na tabela 5 e nas
figuras 29 e 30.

Tabela 5: Valores de cinética de crescimento de B. amyloliquefasciens BIB029 (h)

Concentracdo Velocidade especifica Tempo de geracao
(Sacarose e extrato de levedura) (W (hh) (h)
8,4 g/L 0,2527 3,14
18 g/L 0,5312 1,30

Fonte: Autor (2024)
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Figura 29: Cinética de crescimento fase log para a concentracédo de 8,4 g/L dos
substratos.
Fonte: Autor (2024)
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Figura 30: Cinética de crescimento fase log para a concentracdo de 18 g/L dos
substratos.
Fonte: Autor (2024)

Ambos o0s parametros cinéticos, de velocidade especifica de crescimento celular
(1x) e tempo de geragdo (tg) foram maiores quando a concentragdo dos substratos no meio
de cultura estava maior.

Para a concentracdo de 8,4 g/L dos substratos foi concluido que a fase log de
crescimento se iniciou por volta da 42 hora de cultivo e se estendeu até a 142 hora de
cultivo totalizando 10 horas de fase log. A partir da equacdo da reta, podemos concluir
que a velocidade de crescimento (Umax) € 0,25 h™t. Com o valor de pmax € a partir das
equacOes diferenciais, temos que o tempo de geracdo de B. amyloliquefaciens para o
tratamento de menor concentracdo foi de 3,14 horas.

Por outro lado, quando se aumentou a concentracdo de substratos no meio de
cultura (18 g/L), B. amyloliquefasciens BIB0129 também iniciou a fase log de
crescimento celular apés 4 horas de fermentacdo, porém chegou ao fim da fase log ap6s
8 horas de cultivo, atingindo a concentracdo celular de 2,52x 10° UFC/mL, conforme
pode ser observado na tabela 5. A velocidade de crescimento celular (Umax) no tratamento
2 foi de 0,53 h'%, e 0 tempo de geracéo de 1,30 horas.

De acordo com Morais e Bonomi (2021), sdo as equages cinéticas que indicam
como as varidveis do experimento interferem nas velocidades de crescimento, morte
celular, geracdo de produtos e também consumo de substratos, sendo necessario tratar 0s
dados experimentais, desprezando 0s pontos que apresentaram erros grosseiros. Dessa
maneira, foram excluidos os pontos experimentais em que os valores de UFC/mL

destoaram do restante.
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Martin et al (2021) estudaram a cinética de crescimento de Bacillus pumilus cepa
CCIBP-C5, em diferentes meios de cultivo a base de farinha de soja como fonte de
nitrogénio e melago de cana e quitina coloidal como fontes de carbono. Foram obtidos
tempos de geracdo de 1,94 horas para 0 meio a base de farinha de soja e quitina e 2,67
horas para o meio utilizando farinha de soja e melago de cana.

Silva et al (2021) também testaram diferentes meios de cultura para otimizar o
crescimento e producdo de celulases de Bacillus licheniformis BCLLNF-01. Em
experimentos, foi observado que em meio BLM + 0,5% CMC, B. licheniformis
apresentou uma velocidade de crescimento de 0,06 h™, por outro lado, nos meios
enriquecidos com glicose e caseina as taxas de crescimento foram maiores. Nos meios
BLM + 1% de glicose e BLM + 1% de glicose + 1% de caseina B. licheniformis
apresentou p= 0,11 ht,

De acordo com Anderson e Jayaraman (2003) a natureza e as caracteristicas dos
substratos utilizados no meio de cultura interferem no metabolismo do microrganismo,
incluindo a expressdo de enzimas e metabdlitos. O fluxo de metabdlitos possui uma

relacdo direta com a concentragdo de substratos.

4.4 Cinética do consumo de nitrogénio

A partir da analise do teor de nitrogénio pelo método de Kjeldahl, foram geradas
médias dos teores de nitrogénio da amostra em funcdo do tempo conforme os dados
apresentados na tabela 6 para o tratamento 1 (concentracdo de 8,4 g/L dos substratos) e
tabela 7 para o tratamento 2 (concentracédo de 18 g/L).

Os valores expressos na tabela 6 mostram a porcentagem de nitrogénio em 1 mL

de amostra analisada.
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Tabela 6. Porcentual (%) e concentracdo (g/L) de Nitrogénio na amostra para

concentracdo de 8,4 g/L dos substratos nos diferentes tempos de cultivo

Tempo (h) % de N g/L de Nitrogénio

0 0,1115 1,1150
4 0,1048 1,0480
8 0,1012 1,0124
14 0,0933 0,9331
18 0,0922 0,9220
22 0,0929 0,9293
28 0,0925 0,9251
38 0,0895 0,8952
42 0,0884 0,8839
44 0,0896 0,8964
46 0,0903 0,9026

Fonte: Autor (2024)

Valores baixos de teor de nitrogénio foram encontrados ao longo da fermentacéo.
Para efeito de comparacdo também foi analisado o meio de cultura estéril que apresentou
uma concentracdo de 1,2780g/L de nitrogénio no meio de cultura, valor um pouco acima
do encontrado no sobrenadante do tempo zero. Conforme o gréafico presente na Figura

31, podemos observar uma queda na concentracdo de nitrogénio ao longo da fermentacao.
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Figura 31: Porcentual (%) de Nitrogénio na amostra para concentracao de 8,4 g/L dos
substratos nos diferentes tempos de cultivo
Fonte: Autor (2024)
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A partir dos resultados mostrados no grafico pode ser concluido que o maior
consumo de nitrogénio ocorre entre os tempos 0 e 14 horas, coincidindo com a fase log
de crescimento celular que ocorreu no intervalo de tempo 4h a 14h.

A partir da curva de consumo de nitrogénio do meio de cultura com B.
amyloliquefaciens, observa-se que o consumo de nitrogénio foi baixo ao longo das 48
horas de fermentacdo, variando de 1,1150g/L no tempo zero a 0,9026g/L de N no tempo
46. O maior consumo de nitrogénio foi observado entre a quarta hora de fermentagéo e a
décima quarta hora, caracterizando a fase log. Ap6s esse momento foi observada uma
estabilizacéo dos valores de Nitrogénio, conforme observado na figura 28.

Para o tratamento 2, em que a fonte de Nitrogénio (extrato de levedura) foi
aumentada o consumo de nitrogénio variou de 2,47g/L no tempo zero a 2,30g/L no tempo
48, conforme os dados apresentados na tabela 6 que contém os valores de % de N
resultante das analises e conversdo para g/L de acordo com o tempo de fermentagdo. O
meio de cultura estéril também foi analisado pelo método Kjeldahl, apresentando
concentracdo de nitrogénio de 2,42g/L. A curva de consumo de nitrogénio pode ser

observada na figura 32.

Tabela 7: Porcentual (%) e concentracdo (g/L) de Nitrogénio na amostra para a

concentracdo de 18 g/L dos substratos nos diferentes tempos de cultivo.

Tempo (h) % deN g/LdeN

0 0,2473  2,4729
4 0,2472  2,4725
8 0,2317  2,3169
14 0,2246  2,2457
18 0,2246  2,2459
22 0,2248 2,2482
24 0,2261 2,2607
28 0,2228 2,2276
38 0,2275 2,2748
42 0,2290 2,2897
44 0,2284  2,2840
46 0,2301  2,3007

Fonte: Autor, 2024
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Figura 32: Porcentual (%) de Nitrogénio na amostra para concentracao de 18 g/L
dos substratos nos diferentes tempos de cultivo
Fonte: Autor (2024)

Para os estudos de cinética do consumo de nitrogénio no meio de cultura, foram
calculados os valores de In da concentragdo em g/L de nitrogénio, na fase log de
crescimento. Os valores de velocidade instantanea (s) estdo descritos na tabela 7, e nas
figuras 33 (concentracdo de 8,4 g/L dos substratos) e 34 (Concentracdo de 18 g/L dos

substratos).

Tabela 8: Valores de cinética de consumo de nitrogénio (h?)

Concentracéo s
de substratos  (h?)

8,4 g/L -0,0124
18 g/L -0,0093

Fonte: Autor (2024)
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Figura 33: Cinética do consumo de Nitrogénio — Concentragédo de 8,4 g/L dos substratos
Fonte: Autor (2024)
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Figura 34: Cinética do consumo de nitrogénio - Concentracdo de 18 g/L dos substratos
Fonte: Autor (2024)

Conforme a equacdo dada pela regressdo dos dados, 0 s para 0 consumo de
nitrogénio foi de 0,0124h™ para o consumo de nitrogénio no tratamento 1. Diferencas na
velocidade instantanea de consumo do substrato (Us) foram observadas com alteracdes no
meio de cultura. Com concentracdo mais elevada de substrato (tratamento 2) a velocidade
instantanea foi de 0,0093h, valor mais baixo se comparado ao tratamento 1.

A fase exponencial de crescimento microbiano é a fase mais importante para

estudos de fisiologia e cinética dos microrganismos, pois nela é possivel observar a
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influéncia de uma série de fatores, entre eles a composi¢do do meio de cultura, a partir
das modificacdes resultantes na curva de crescimento (ALTERTHUM et al, 2020).

Em fermentacbes de microrganismos, o substrato pode ser consumido com a
finalidade de obtencédo de algum produto especifico como por exemplo em indUstrias de
producdo de etanol ou simplesmente, o substrato serd utilizado para a manutencdo da
biomassa celular. De acordo com Hiss (2001), em fermenta¢6es industriais dificilmente
sd0 observados valores constantes de conversdo de substrato em produto, pois isso
depende da relacdo do microrganismo com o substrato, demais componentes do meio e
também da parcela de energia do microrganismo destinada para manutencdo das suas
funcdes vitais.

Alves et al (2020) em fermentacgdes utilizando Bacillus megaterium para producédo
do polimero poli(3-hidroxibutirato), observaram um baixo consumo de nitrogénio em
suas fermentagdes, variando o consumo entre 0,09g/L e 0,13g/L.

O consumo de nitrogénio esta fortemente ligado a disponibilidade de oxigénio no
meio (RANGARAJAN; CLARKE, 2016), e a fonte de nitrogénio utilizado e suas
concentra¢Bes impactam no rendimento das fermentacdes. Ganesan e Rangarajan (2021),
investigaram o efeito da fonte de nitrogénio utilizada e seu impacto na producdo de
surfactina utilizando B. subitilis MTCC 2415. Foram testados meios de cultura utilizando
como fonte de nitrogénio NaNOsz e NH4Cl, sendo combinados em diferentes
concentracfes. O melhor rendimento na producéo de surfactina foi obtido combinando-
se 0s dois sais em proporc¢des iguais (50% NaNOz e 50% NH4CI).

Anderson e Jayaraman (2003) em experimentos com Bacillus thuringiensis var
Galleriae estudaram os efeitos da concentragédo de glicose e extrato de levedura no
crescimento e esporulacéo da espécie. Variando as concentracdes de glicose entre 3,4 g/L
e 34 g/L, e extrato de levedura entre 1 g/L e 20 g/L, os autores observaram que altas
concentracOes de glicose no meio de cultura resultaram em uma populacdo heterogénea
de células vegetativas, e altas concentracGes de extrato de levedura prejudicaram a sintese
de componentes do esporo, dificultando a esporulacéo.

Tian et al (2022) testaram a otimizac@o do meio de cultura LB, com o objetivo de
aumentar a taxa de esporulagdo de Bacillus subtilis BSNK-5, para isso o extrato de
levedura foi substituido por glicose, sacarose, amido soltvel e lactose. Maiores taxas de
esporulacdo ocorreram quando o extrato de levedura foi substituido por amido soltvel no
meio de cultura (3 g/L), atingindo uma eficiéncia de esporulacdo de 86,8%. Também foi

avaliado o efeito da substituicdo da triptona do meio de por outras fontes de nitrogénio.
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Farinha de soja, extrato de carne, ureia e sulfato de aménio tiveram seus efeitos avaliados
na esporulacao de B. subtilis BSNK-5. VValores maiores de esporulacdo foram obtidos ao
se utilizar fontes organicas de nitrogénio (triptona, farinha de soja e extrato de carne). A
maior taxa de esporulacéo (82,6%) foi obtida ao se utilizar farinha de soja na concentracéo
de 12 g/L, atingindo um total de 9,8 x 108 UFC/mL de esporos bacterianos.

4.5 Cinética consumo de carboidratos

A partir das andlises realizadas pelo método de cromatografia liquida foi
observado o consumo de acgucares ao longo do tempo nas fermentagfes. A cada quatro
horas foi avaliada em triplicata a concentracdo de agucares no sobrenadante. A partir do
cromatograma foram identificados os picos de energia aos 11, 13 e 14 minutos de corrida
da amostra pela coluna, intervalo em que séo gerados os picos de energia para deteccdo
de sacarose, glicose e frutose respectivamente. A presenca de glicose e frutose
(monossacarideos) no sobrenadante ocorreu a partir do metabolismo da sacarose, um
dissacarideo. A &rea dos picos foi utilizada para o célculo das concentragcfes em g/L
conforme a curva de calibracdo presentes nos apéndices A, B e C. As concentra¢des em
g/L podem ser observadas na tabela 9 para a concentracdo de 8,4 g/L dos substratos

(tratamento 1) e tabela 10 para a concentragao de 18 g/L (tratamento 2)

Tabela 9: Concentragdo em g/L de sacarose, glicose e frutose — Concentragéo de 8,4

g/L dos substratos

Tempo  Sacarose Glicose Frutose

(h) o/L o/L o/L

0 0,9214 4,3069 1,6109
4 0,5384 4,0613 2,9744
8 0,4592  3,1079  2,4373
14 0,4766  1,3934  0,3561
18 0,3458 0,2538 0,1771
22 0,1340 0,0694  0,2466
24 0,0335 0,0237  0,1990
28 0,1812 0,0205 0,2088
32 0,0325 0,0146 0,1043
38 0,0298 0,0146  0,1202
42 0,0270  0,0146  0,1662
46 0,0270  0,0146 0,1294

Fonte: Autor (2024)
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Figura 35: Consumo de acucares (g/L) em funcéo do tempo (h) para a concentracédo de

8,4 g/L dos substratos. O triangulo representa a sacarose, o quadrado a glicose e 0

circulo a frutose.
Fonte: Autor (2024)

Tabela 10: Concentracdo em g/L de sacarose, glicose e frutose — concentracdo de 18 g/L

dos substratos

Fonte: Autor (2024)

Tempo  Sacarose Glicose  Frutose
(h) (9/L) (9/L) (Q/L)

0 1,8179  8,1928  3,3199
4 0,1816  8,2923  5,3556
8 0,0567 6,4456  4,5162
14 0,0574  4,0710  1,9442
18 0,0590 2,9430 0,5279
22 0,0597 0,3421 0,1187
24 0,0401 0,0218 0,0521
28 0,0270  0,0278  0,0901
32 0,0270  0,0322 0,1179
38 0,0270  0,0286  0,1688
42 0,0270  0,0301  0,2235
46 0,0270  0,0268  0,2948
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Figura 36: Consumo de acucares (g/L) em funcéo do tempo (h) para a concentracdo de
18g/L dos substratos. O triangulo representa a sacarose, 0 quadrado a glicose e o circulo
a frutose.

Fonte: Autor (2024)

Em ambos os tratamentos pode ser observada uma concentracao baixa de sacarose
desde o tempo 0, momento em que foi feita a inoculagdo de 200 mL da suspensdo no
volume total do Erlenmeyer da fermentacdo. A concentragéo inicial de sacarose para o
tratamento 1 foi de 0,9214 g/L e de 1,8179 g/L para o tratamento 2. Valores baixos de
sacarose no tempo zero podem ter sido encontrados devido ao tempo de congelamento da
amostra apos a sua retirada, uma vez que a partir da coleta da amostra houve um intervalo
de aproximadamente 30 minutos até a etapa de centrifugacdo e consequentemente 0
congelamento. Este intervalo de tempo pode ter sido suficiente para que 0 microrganismo
ja iniciasse o metabolismo do carboidrato quebrando-o em glicose e frutose.

No tratamento 1 foi observada uma queda na concentracdo de glicose a partir do
tempo zero, atingindo valores proximos a 0 nas 22 horas de fermentacdo (0,0694 g/L).
Para o tratamento 2 nas quatro primeiras horas houve um pequeno aumento na
concentracdo de glicose, que comegou a ser consumida a partir das quatro horas de

fermentacdo, chegando a 0,0218 g/L de glicose na 242 hora de fermentacéo.

Em relacdo a frutose, em ambos os tratamentos houve um aumento na
concentracdo de frutose nas 4 primeiras horas de fermentacdo. No tratamento 1

concentracOes proximas a zero (0,1771 g/L) foram obtidas quando a fermentacéo atingiu
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a marca de 18 horas de crescimento. Para o tratamento 2 a concentracao de 0,1187 g/L de
frutose, foi identificada as 22 horas de fermentacdo. Em ambos os tratamentos, foi
observado um comportamento semelhante de consumo de carboidratos, embora se
diferenciassem nas concentragoes.

Diferencas na velocidade de consumo dos substratos foram observadas entre 0s
dois tratamentos, sendo as velocidades especificas para o tratamento 2 (18 g/L) maiores

se comparadas ao tratamento 1 (8,4 g/L) conforme pode ser observado na tabela 11.

Tabela 11: Velocidades especificas de consumo dos substratos (us) (h™)

Hs Hs Hs
Tratamento Sacarose  Glicose  Frutose

(h) (h) (h)

8,4 g/L -0,0332 -0,2364 -0,2226
18 g/L -0,4091  -0,4202 -0,3178

Fonte: Autor (2024)

As andlises do sobrenadante pelo metodo de cromatografia liquida (HPLC)
evidenciaram uma possivel producdo de &cidos organicos por B. amyloliquefasciens
BIB0129. Os cromatograma das amostras dos tratamentos indicaram a presenca de picos
de energia nos 18, 21 e 25 minutos de corrida da amostra a partir da oitava hora de
fermentacdo, conforme pode ser observado na figura 37. Pelos padrées da coluna C610H
utilizada, picos de energia no tempo 18 podem ser indicativos da presenca de acido latico,
enquanto que no tempo 21 apontam a producdo de &cido acético e no tempo 25, 4cido
propidnico.

Em ambos os tratamentos, foram observados picos no cromatograma aos 8, 10 e
28 minutos de passagem da amostra pela coluna. Pelos padrées da coluna ndo ha producao
de &cidos aos 8 e 10 minutos. Picos de energia aos 28 minutos de corrida da amostra
podem ser indicativos da producdo de acido isobutirico.

Carvalho et al (2023) realizou o sequenciamento genético de B.
amyloliquefasciens BIB 0129, e na sequéncia de genes ndo foram identificados trechos
responsaveis pela produgdo de acido isobutirico. Dessa maneira os picos de energia aos
8, 10 e 28 minutos observados no cromatograma foram desconsiderados. Em seus

trabalhos B. amyloliquefasciens € citada como B. velezensis.
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Uma linhagem de bactérias anteriormente classificadas como como B.
amyloliquefasciens subsp. Plantarum, intimamente associadas a plantas foram
reclassificadas como B. velezensis estando a cepa desse estudo classificada nessa
categoria. Wang et al (2008) comparou a cepa BCRC 174677 de B. velezensis com a cepa
BCRC 14193 de B. amyloliquefasciens. As cepas compartilharam semelhancga de mais de
99% do gene 16S rRNA e 98,4% da sequéncia de genes gyrB, sendo, portanto, tratados

como sindnimos.
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Figura 37: Cromatograma da 142 hora de fermentacdo, para a concentragdo de 8,4 g/L
dos substratos.
Fonte: Autor (2024).

Vignesh Kumar et al (2022), investigaram a presenca e a producao de acido latico
em fermentagdes utilizando Bacillus amyloliquefasciens. A cepa J2V2AA de B.
amyloliquefasciens apresentou a maior producdo de acido latico comparado as demais
cepas, sendo sua maxima producédo de 175 mg/mL em 24 horas de fermentacdo em meio
de cultura suplementado com 30% de melaco de cana. No presente estudo ndo foi
quantificada a presenca de &cidos orgénicos, apenas a deteccdo da sua presenca pela
coluna C610H. Cepas de Bacillus spp. (bactérias gram-positivas) apresentam avangos na
producdo de acido latico, permitindo a reducao dos custos do processo de produ¢do, uma
vez que podem crescer e produzir acido latico em meio com sais minerais e pobres em
nitrogénio, em comparacao com outras bactérias laticas (ABDEL-RAHMAN et al, 2013),
podendo a producdo de acidos organicos ser importante do ponto de vista biotecnolégico,

visto que é um mecanismo de acao natural dos microrganismos para solubilizacdo de
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nutrientes do ambiente. No sequenciamento genético de BIB 0129 realizado por Carvalho
et al (2023) foram identificadas rotas metabolicas de biossintese dos acidos latico, acético
e propidnico.

Acidos organicos sdo formados como resultado do crescimento bacteriano e
metabolismo de compostos e grande massa molecular (SHUKLA et al, 2010). Yan et al
(2013), estudaram a producao de sete acidos organicos (acido malico, acido latico, &cido
acético, acido citrico, acido succinico, acido propionico e acido butirico) em Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis, presentes no licor chinés, produto resultante da
fermentacao de gréos por estes microrganismos. Nos estudos realizados pelos autores foi
detectada a producdo de &cido acético por B. licheniformis por volta da 16® hora de
fermentacdo, havendo uma queda na sua producdo com o decorrer da fermentacdo. A
producdo de &cido latico por B. subtilis se manteve constante ao longo das 48 horas de
fermentacdo. Por outro lado, o é&cido propidnico foi produzido somente por B.
licheniformis ap6s as 16 horas fermentacdo, ndo houve producéo do acido por B. subtilis.

Diferentes concentracbes de substrato ndo apresentam efeito somente na
velocidade de consumo de substrato (lis) e na velocidade especifica de crescimento celular
(Kx), como também no acumulo de substancias desejadas na fermentacao.

Sharmaetal, (2012), testaram o efeito de diferentes fontes de carbono na producgéo
da enzima a-amylase a partir de Bacillus amyloliquefasciens (MTCC-1488). As
concentragOes de sacarose utilizadas no meio de cultura variaram de 1g/L a 6g/L, sendo
que a melhor producdo da enzima foi obtida na concentracdo de 3g/L. Concentracgdes de
carboidratos mais proximas as concentragdes utilizadas no presente estudo foram testadas
por Mohanrasu et al (2020), que utilizaram diferentes fontes de carbono, entre elas
glicose, sacarose e amido na concentracdo de 20g/L, para otimizar o acumulo de
polidroxybutirato (PHB) a partir de Bacillus megaterium. Os resultados obtidos pelos
autores apontaram a glicose como a fonte que carbono que mais permitiu o acimulo de

PHB, em comparagdo com a sacarose (dissacarideo) e o amido (polissacarideo).
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5. CONCLUSAO

Diferentes concentra¢Ges de substrato interferem de vérias formas na qualidade e
rendimento de uma fermentacdo. Quando a concentragdo de sacarose e extrato de
levedura foi aumentada para 18g/L, houve um aumento na velocidade especifica de
crescimento (k) e velocidade especifica de consumo de substrato (lis), porém sem grande
interferéncia na concentragdo final de células, que se mantiveram na ordem de 10°
UFC/mL em ambos os tratamentos. Maiores velocidades de crescimento podem impactar
em fermentacGes mais rapidas, acarretando em uma maior competitividade do
microrganismo frente a outras espécies além de aumentar o rendimento de producdo em
um ambiente industrial. A mudanca na concentracdo dos substratos também nao
apresentou grandes efeitos na producdo dos acidos organicos, que foram trés em ambas
as concentracgdes dos substratos. Estudos posteriores serdo realizados para avaliagdo do
comportamento do microrganismo ap6s as 48 horas de fermentacgdo, identificando a
influéncia das concentra¢des dos substratos na esporulacdo e também na concentracao de

acidos orgénicos produzida.
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APENDICES

APENDICE A- Curva de calibragio sacarose
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APENDICE B- Curva de calibracéo glicose
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APENDICE C- Curva de calibracio da frutose
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