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RESUMO

As bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) representam uma parcela
funcional ativa da biota do solo, sdo presentes na rizosfera, no rizoplano e no interior de
plantas hospedeiras. O uso biotecnolégico dessas bactérias tem se intensificado nos Gltimos
anos. O género Bacillus vem sendo continuamente citado em estudos relacionados a
promocdo de crescimento em espécies vegetais. Algumas espécies podem ser aplicadas no
tratamento de sementes, 6rgdos de propagacdo vegetativa e mudas. Diante disso o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de biomassa de Bacillus sp. (RAB9), com
potencial uso na promocdo de crescimento de mudas de bananeira. A cepa Bacillus sp.
(RAB9) pertencente ao grupo das bactérias epifiticas, foi isolada de rabanete, proveniente da
Colecédo de Culturas do Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Os experimentos foram realizados em agitador orbital e em reator de bancada.
Em agitador orbital foi estudada a curva de crescimento da linhagem a 30°C para observar sua
fase exponencial. Para a producdo de biomassa foram observados os efeitos da adicdo do teor
de peptona (5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 g.L ™) no meio NYD (extrato de carne, extrato de levedura,
peptona de carne e dextrose), adicdo de elementos secundarios (K;HPO,4, MgSO,) e fonte de
nitrogénio inorganico ((NH4).SO,). Em reator de bancada foram realizados testes com
diferentes vazdes de ar em batelada simples, bem como uma comparacdo com batelada
alimentada com o meio modificado. As fermentacdes nos reatores apresentaram formacéo de
espuma, testes foram feitos com 6leos vegetais (milho, canola, girassol, soja) e mineral para
verificacdo do melhor antiespumante. Posteriormente aos testes foram quantificadas a
biomassa, o acucar residual, nitrogénio residual e nitrogénio amoniacal. Com os resultados
obtidos foi observado a importancia da adicdo dos elementos (MgSQOg, (NH4),SO4) ao meio
NYD e da vazdo de ar sobre o crescimento da cepa. Com os parametros estudados foram

determinadas as melhores condi¢des para a producéo de Bacillus sp. RABO.

Palavras-chave: bactéria promotora de crescimento, fermentacdo submersa, batelada
alimentada



ABSTRACT

The growth-promoting bacteria in plants (BPCP) represents a functional portion of the active
biota soil, rhizosphere are present in rhizoplane and within host plants. The biotechnological
use of these bacteria has intensified in recent years. The genus Bacillus has been continually
cited in studies related to growth promotion in plant species. Some species can be applied as a
seed treatment, organs for the vegetative propagation and seedling. Therefore this study aimed
to assess the biomass of Bacillus sp. (RAB9), with potential use in promoting growth of
banana plantlets. The strain Bacillus sp. (RAB9) belonging to the group of epiphytic bacteria,
was isolated from radish from the Culture Collection of the Laboratory of Fitobacteriologia
Federal Rural University of Pernambuco. The experiments were performed on an orbital
shaker and batch reactor. In orbital shaker was studied growth curve of strain at 30°C to
observe their exponential phase. For the production of biomass were observed the effects of
adding the content of peptone (5.0, 10.0, 25.0 and 50.0 g.L™) in NYD medium (meat extract,
yeast extract, meat peptone and dextrose), addition of secondary elements (K,HPO4, MgSQ,)
and inorganic nitrogen source ((NH4)2SO,). In batch reactor tests were conducted with
different air flows in simple batch and fed batch with a comparison with the modified
medium. The fermentations presented in the reactors foaming tests were made with vegetable
oils (corn, canola, sunflower, soybean) and to verify the best mineral defoamer. Later tests
were quantified biomass, residual sugar, residual nitrogen and ammonia nitrogen. With the
results noted the importance of the addition of elements (MgSOg4, (NH;).SO,) in half NYD
and air flow on the growth of strain. With the studied parameters were determined the best

conditions for the production of Bacillus sp. RAB9.

Keywords: growth promoting bacteria, submerged fermentation, fed batch



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Fluxograma das etapas de manutengdo ao iNOCUIO...........ccccouverrineneeinene e 13
Figura 2: Exemplo de curva padréo da cepa Bacillus sp. RAB9, obtida em julho de 2012....21
Figura 3: Curva de crescimento da cepa de Bacillus sp. RABO..........ccccooeiiiiiniiiiicieee, 22
Figura 4: Pareto com efeitos das variaveis sobre a producdo de biomassa em 5,0 g.L™ de
95T 0] (0] 0 - PRSP UP PR 27
Figura 5: Pareto com efeitos das variaveis sobre actcar residual em 5,0 g.L™" de peptona.....28

Figura 6: Pareto com efeitos das variaveis sobre nitrogénio residual em 5,0 g.L™ de

[S15T 0] ] - PP 29
Figura 7: Pareto com efeitos das variaveis sobre producdo de biomassa em 50,0 g.L™ de
05T 0] (0] 0 - WP PRI 31
Figura 8: Pareto com efeitos das varidveis sobre aglcar residual em 50,0 g.L™" de
05T 0] (0] 0 - W PRSPPI 32
Figura 9: Pareto com efeitos das variaveis sobre nitrogénio residual em 50,0 g.L™ de
[01<] 0] 0 USSP 33
Figura 10: Producdo de biomassa nas diferentes concentrac6es de sulfato de magnésio........ 35
Figura 11: Acucar residual nas diferentes concentracGes de sulfato de magnésio.................. 35
Figura 12: Nitrogénio residual nas diferentes concentragdes de sulfato de magnésio............ 36
Figura 13: Pareto com efeitos das variaveis sobre a producdo de biomassa...............ccceeuennees 38
Figura 14: Pareto com efeitos das variaveis sobre acucar residual..............ccccceevveiiecieiinnnns 39
Figura 15: Pareto com efeitos das variaveis sobre nitrogénio residual...............cc.ccceevevnnnnn. 40
Figura 16: Pareto com efeitos das variaveis sobre nitrogénio amoniacal................cccccecvvenenn. 41

Figura 17: Efeito dos 6leos vegetal e mineral como agentes antiespumante para a cepa

RABO. ...ttt ettt E et R Rt R Rt R e Rt R et e st ne et en e ne et e ers 44
Figura 18: Tubos com O&leos vegetais e mineral apOs centrifugacdo com a cepa
RABO. ..ottt ettt E e E et E et R et et e Rttt et et e 44
Figura 19: Producdo de Biomassa com vazGes de ar 2,4, 6 € 8 L/MiN........cc.cccceveeivecennnnn 45
Figura 20: Acucar residual comvazdes dear 2,4,6 e 8 L/MiN.........cccccoevvvevvcieiieceieeceee. 46
Figura 21: Nitrogénio residual com vazdes de ar 2,4, 6 € 8 L/MiNn........cccccevvevvevviieciecnnene, 47
Figura 22: Nitrogénio amoniacal com vazdes de ar 2,4,6 e 8 L/Min.........c.cccccovevvevvinennennn. 47
Figura 23: Producdo de biomassa em batelada alimentada com meios 1 € 2........ccccceveveenen. 50

Figura 24: Acucar residual obtido em batelada alimentada com meios 1 € 2........cccccevvvenene 51



Figura 25: Nitrogénio residual obtido em batelada alimentada com meios 1 e 2

Figura 26: Nitrogénio amoniacal obtido em batelada alimentada com meios 1 e 2................

xi



xii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Delineamento do planejamento fatorial 22 com as variaveis codificadas e reais.....16
Tabela 2: Delineamento do planejamento fatorial 3% com as variaveis codificadas e reais.....16
Tabela 3: Efeito da adicdo de peptona na producdo de biomassa e agUcar residual para a cepa

Tabela 4: Valores comerciais dos componentes do Meio NYD ..., 25
Tabela 5: Valores da producdo de biomassa para as concentragdes de peptona no meio de
(=] 000 1=T 01 Tor- T T ST U TP PP PPTPRUPRTOR 25
Tabela 6: Efeito da adicdo de elementos secundarios sobre as variaveis dependentes:

producdo de biomassa, acticar residual (AR) e nitrogénio residual com 50 g.L? de

[S1=] 010§ T TP P PP PP UPRRI 26
Tabela 7: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre a producdo de biomassa......27
Tabela 8: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre o agucar residual................. 28
Tabela 9: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre nitrogénio residual.............. 29

Tabela 10: Efeito da adicdo de elementos secundarios sobre as variaveis dependentes:

producdo de biomassa, agucar residual (AR) e nitrogénio residual com 50,0 g.L* de

O =] 010 3T TP PP PP TPRR 30
Tabela 11: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre producéo de biomassa.......30
Tabela 12: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre agucar residual.................. 32
Tabela 13: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre nitrogénio residual............ 33

Tabela 14: Efeito da adicdo de peptona e sulfato de aménio em meio NYD para biomassa,
acucar residual, nitrogénio residual @ amoniacal.............cccccevviiviiicie s 37

Tabela 15: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre a producéo de biomassa....38

Tabela 16: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre o agucar residual............... 39
Tabela 17: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre nitrogénio residual............ 40
Tabela 18: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre nitrogénio amoniacal........ 41
Tabela 19: Valores calculados para 0 meio NYD e NYD moficado...........cccoeeevviieiiecnennnn 42

Tabela 20: Fatores de conversdo de substrato em biomassa (Yxss) € rendimentos em biomassa
(Yrss) para 0s testes de fermentaCao..........ccveveieeriiie e 48

Tabela 21: Valores de custos para o processo empregando com diferentes vazdes de ar.......49



xiii

SUMARIO
I - INTRODUGAO. ...ttt s et st 1
11 - REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt sees s ee st ne s ene s 4
2.1 —-BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO (BPCP)......ccccovevverrerrerees 4
2.2 - OTIMIZACAO DE PROCESSOS FERMENTATIVOS.......ccoiiiieserereseiereersiens 6
2.3 = PRODUCAOQ DE BIOMASSA DE BaCillUS.........ccovveieieireireeeeeeiseeesi s eneeons 8
2.4 — MEIOS DE CULTIVO DE BaCillUs........c.ccoeiieiiiieicee e 9
I = MATERIAIS E METODOS.........cooitiiieeeee ettt esesesess s enes s an s sesesass s nenens 13
3.1 - MICRO- ORGANISMO ...ttt ettt ettt e 13
3.1.1 - MANUEENGAO € ALIVAGAD ... cueeeeueeeisieseeie st sttt sttt sttt ettt sb bbb e s e 13
3.1.2 - Preparo € INOCUI0. .......coiiiicece et 13
3.2 -MEIO DE CULTURA . ... ettt ettt ettt nbe e nees 14
3.2.1 - MEI0 08 MANULENGAD........eeveeieeieeieetiestee st e ste s e e e sree st e sraesse s e e e esaesraeseeenee e e esneeneennen 14
3.2.2 - IMIBIO INY Dottt et bbbttt et et e 14
3.3 — CURVAS - PADRAO DE BIOMASSA.........cooveveeeieeeeeseeieses s es et es s sasnn o 14
3.4 - PRODUCAO DE BIOMASSA EM FRASCOS AGITADOS.......cccoooeeeeeeererrrernres 15
3.4.1 - Determinacdo da curva de crescimento em meio NYD.......cccooevieviiiiciecesie v e, 15
3.4.2 - Efeito da adig80 de PEPLONG.........cccveueeieiiiciie sttt e e 15
3.4.3 - Efeito da adicdo de Sulfato de Magnésio e Fosfato de POtasSIO...........ccccceveevecieiiiennns 15
3.4.4 - Efeito da substituicdo parcial da Peptona por Sulfato de AmMONIo...........cccccveeveevienen, 16
3.4.5 - Avaliacdo do antiespumante a ser emMpregado..........ccciveeiereeireiieerieeeeee e sre e 16
3.5 - PRODUCAO DE BIOMASSA EM BIORREATOR........cooovvveesesieesieeeesieninnen o, 16
3.5.1 - Influéncia da vazao de ar na producdo de biomassa de Bacillus sp. (RAB 9)............... 17
TESEE PrElIMINGT ..ot e et e e s e eb e e sr e s e e beenee s srens 17
Producéo de biomassa com meio NYD modificado.........cccceeeviiiiiiiiiiiie e 17

Por Batelada SIMPIES.......cc.uiiiiiiiii e e et 17



Xiv

Por Batelada alimentadas........ oo 18
3.6- DETERMINAGOES ANALITICAS. ......oivoeeeoeeeeeeceeeeeeeee e eeeeeeeee s 18
3.6.1 - DeterminaGao de DIOMASSA. .......ccueiiieiiiieiece e e 18
3.6.2 - Determinacao agUcar reSIAUAL...........ooviiriiiiieieeec e e 18
3.6.3 - DeterminaGao 0O PH......c.couiiiieiiie i s 19
3.6.4 - Determinag&o Nitrogénio reSidual...........cccove i 19
3.6.5 - Determinag&o Nitrogénio amoniacal.............ccooeiiriiiiiiiiiie e 20
IV — RESULTADOS E DISCURSAO..........coiiiieeiieieeseeeeeetees et tess s ssen st senenns 21
4.1 - DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO........ccoooiviiiiriesenseeeenenenns 21
4.2 - EFEITO DA ADICAO DE PEPTONA . ......coooiiiitetesteeee e ese et sess s sean s 23

4.3 - EFEITO DA ADICAO DE SULFATO DE MAGNESIO E FOSFATO DE
PO T ASSIO oottt e et e e e e ee et e et ettt e er s 25

4.3.1 - Avaliacao da concentracdo de Sulfato de Magnésio..........cccecuvreevvereiriesieeieeie e, 34

4.4 - EFEITO DA SUBSTITUICAO PARTCIAL DA PEPTONA POR SULFATO DE
Y1 [0 V1 [ TS 36

BIORREATOR. ....covvvtiveteies s veesseee s seseesss s ss s as s s s s ss s sesnses 43
4.7 - FERMENTAGCAO COM O MEIO NYD MODIFICADO..........ccooovvvieerenreeerrenerenrenne. 44
4.8 - TESTE EM BIORREATOR EM BATELADA ALIMENTADA.....c...covovvverrnnrenne. 49
V = CONCLUSODES.........ooiiiiteteietee ettt sttt 53

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....cocooeeeeeeeeee e e eeee e e e e e e en e e aeen s 54



| - INTRODUCAO

A cultura da banana ocupa o segundo lugar em volume de frutas produzidas no
Brasil, perdendo apenas para a laranja. O consumo aparente per capita nacional é estimado em
torno de 20 kg/hab./ano. A producdo de banana € distribuida por todas as regides do pais,
sendo a regido Nordeste a maior produtora, seguida das regides Sudeste, Norte, Sul e Centro-
Oeste. A regido nordeste detém uma producdo de 2.702.683 toneladas em 207.796 mil
hectares, que representa um rendimento anual de 13.591 toneladas. O Estado do Ceara
apresentou, em 2011, a segunda maior producao de banana do Nordeste.

A evolugdo da bananicultura brasileira foi possivel em virtude dos progressos
obtidos no que se refere a disponibilidade de material genético diversificado, a
disponibilidade de mudas sadias e de boa qualidade genética, as praticas culturais de manejo
pré e pos-colheita, as técnicas fitossanitarias desenvolvidas, as técnicas de nutricdo e de
irrigacdo, e a melhoria do nivel técnico e organizacional do bananicultor brasileiro.

O sucesso do empreendimento agricola depende em grande parte da qualidade da
muda. Preferencialmente, devem ser escolhidas mudas de bananeira procedentes de cultura de
tecidos ou de viveiros com plantas em idade ndo superior a trés anos, ou seja, mudas
originarias de areas estabelecidas com a finalidade exclusiva de producdo de material
propagativo ou mudas de qualidade superior.

Uma agricultura sustentavel requer a utilizacdo de estratégias que permitam o
aumento da producdo de alimentos sem prejuizo ao meio ambiente e salde, dentro do
contexto econémico, social e politico de cada regido. Uma das alternativas potenciais para
atingir este objetivo € 0 uso das bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP),
considerando sua facil aplicacdo em tratamento de sementes, raizes e tambem da parte aérea.
Por outro lado, estas bactérias sdo nativas nos solos ou plantas, ndo interferindo no equilibrio
ecolégico e, portanto enquadrando-se plenamente na realidade da agricultura organica e
sustentavel.

BPCPs podem ser introduzidas em cultura de tecidos em estadios iniciais de
multiplicacdo e propagadas por sucessivas geracdes como epifiticas ou endofiticas
multiplicando-se por explantes nodais sem precisar reinocular, influenciando a resposta a
estresses bidticos e abidticos. Esses organismos podem agir também por competicao,
ocupando sitios e tornando-os indisponiveis aos patdgenos. No ambito da agricultura

sustentavel, certos grupos de organismos podem beneficiar mais de uma cultura num sistema



de rotacdo no campo e misturas rizobactérias-micorrizas podem, além da acdo direta, atuar
indiretamente melhorando a agregacéo do solo.

As BPCP atuam indiretamente pela supressdo de doencas e diretamente pela
producdo de 4&cido cianidrico (HCN), producdo ou alteracdo da concentracdo de
fitohormaonios, fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfatos minerais ou outros nutrientes
do solo, oxidacdo do enxofre elementar, aumento de permeabilidade das raizes e producao de
siderdforos. Os principais efeitos observados na promocédo de crescimento das plantas séo o
aumento da taxa de germinacgdo, crescimento das raizes, crescimento de colmos ou caules,
aumento do numero de folhas e area foliar, crescimento de tubérculos, aumento do nimero de
flores e aumento de rendimento.

Isolados de Bacillus sdo considerados micro-organismos seguros e de notavel
capacidade de sintetizar uma grande variedade de substancias benéficas. O crescimento das
plantas pode ser diretamente estimulado através da produgdo bacteriana de auxinas,
citocininas, giberelinas ou de compostos semelhantes. Além destes mecanismos, podem
também melhorar a aquisi¢do de nutrientes pela planta, especialmente por meio de fixacdo de
nitrogénio ou através de solubilizacdo de oligo elementos de ferro, fosforo e outros. Outros
compostos tais como a acetoina volatil e butandiol emitida por algumas estirpes de Bacillus
estdo tambem envolvidos na estimulagdo do crescimento da planta.

A producdo de biomassa bacteriana em cultivos semi-sélidos sobre meio
agarizado, ndo atenderia a demanda de uma biofabrica destinada a producdo de mudas de
bananeira. A ampliacdo da escala de producdo de biomassa para meio liquido, em biorreator
pode permitir a obtencdo de quantidades de biomassa, a custo razoavel, para atender a
producdo superior a 500.000 mudas/ano.

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a ampliacdo de escala de
producdo de biomassa de Bacillus sp. RAB9 por processo submerso.

Assim sendo, visou atender 0s seguintes objetivos especificos:

e Estudar o crescimento de Bacillus sp. para determinacao da fase exponencial;
e Auvaliar a producdo de biomassa de Bacillus sp. em fracos agitados;

e Avaliar o efeito da adicdo de peptona, peptona com elementos secundarios e
substituicdo parcial da fonte organica de nitrogénio no meio de cultura sobre a

producdo de biomassa Bacillus sp.;

e Auvaliar o impacto de alteragcdes da composicdo do meio NYD (extrato de levedura,

extrato de carne, peptona, dextrose) sobre a producdo de biomassa Bacillus sp.;



Avaliar a producéo de biomassa Bacillus sp. em agitador orbital e em biorreator por
batelada simples;

Avaliar a utilizacdo de uma estratégia de alimentagdo para incremento da producao de
biomassa de Bacillus sp. em biorreator.



I1-REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO (BPCP)

Uma agricultura sustentavel requer a utilizacdo de estratégias que permitam o aumento
da producdo de alimentos sem prejuizo a0 meio ambiente e salde, dentro do contexto
econdmico, social e politico de cada regido. Uma das alternativas potenciais para atingir este
objetivo é o uso das BPCP, considerando sua facil aplicacdo em tratamento de sementes,
raizes e também da parte aérea. Por outro lado, estas bactérias sdo nativas nos solos, ou
plantas, ndo interferindo no equilibrio ecoldgico, e portanto enquadrando-se plenamente na
realidade da agricultura orgénica e sustentavel (MARIANO et al., 2004).

Bacterias, em habitats naturais, colonizam o interior e exterior de 6rgdos de plantas e
podem ser benéficas, neutras ou prejudiciais ao seu crescimento. As bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) fazem parte da populagdo residente das plantas como
epifiticas ou endofiticas e ndo sdo fitopatogénicas. Podem ser utilizadas para tratamento de
sementes, explantes e mudas micropropagadas, incorporadas ao substrato de plantio,
tratamento de estacas, tubérculos e raizes, pulverizac@es na parte aérea incluindo folhagem e
frutos, e em pds-colheita (MARIANO et al., 2004). Atuam promovendo diretamente o
crescimento pela producdo de acido cianidrico, fitohorménios, enzimas como a ACC-
deaminase, mineralizacdo de nutrientes, solubilizacdo de fosfatos, fixacdo do nitrogénio e
aumento da absorcao pelas raizes, entre outros (CONN et al., 1997; LAZAROVITS, 1997).

As BPCP atuam indiretamente pela supressdo de doencas e diretamente pela
producdo de 4&cido cianidrico (HCN), producdo ou alteracdo da concentracdo de
fitohormdnios, fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfatos minerais ou outros nutrientes
do solo, oxidacdo do enxofre elementar, aumento de permeabilidade das raizes e producédo de
sideroforos (CATTELAN, 1999; MARIANO et al., 2000). Os principais efeitos observados
na promocao de crescimento das plantas sdo o aumento da taxa de germinacgdo, crescimento
das raizes, crescimento de colmos ou caules, aumento do nimero de folhas e area foliar,
crescimento de tubérculos, aumento do numero de flores e aumento de rendimento
(SILVEIRA, 2001).

BPCP podem ser introduzidas em cultura de tecidos em estadios iniciais de
multiplicacdo e propagadas por sucessivas geracdes como epifiticas ou endofiticas
multiplicando-se por explantes nodais sem precisar reinocular, influenciando a resposta a

estresses bioticos e abiodticos. Esses organismos podem agir também por competicdo,



ocupando sitios e tornando-os indisponiveis aos patdgenos. No ambito da agricultura
sustentavel, certos grupos de organismos podem beneficiar mais de uma cultura num sistema
de rotacdo no campo e misturas rizobactérias-micorrizas podem, além da acdo direta, atuar
indiretamente melhorando a agregacédo do solo (MARIANO et al., 2004).

As principais BPCP s&o encontradas entre as Pseudomonas spp. ndo fluorescentes e
fluorescentes; espécies de Bacillus, Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter e
Herbaspirilu, Agrobacterium radiobacter, Enterobacter cloacae e Burkholderia cepacia,
entre outras.

Na China, as BPCP sdo conhecidas e comercializadas como bactérias que aumentam a
produtividade (KLOEPPER, 1997). Nesse pais, aumentos de produtividade tdo significativos
como 23,1 e 22,5 % tém sido obtidos pela aplicacdo dessas bactérias respectivamente em
batata doce e batata (ZHANG et al.,1996).

Em condi¢des de campo, o tratamento das sementes de trigo com Bacillus sp., Bacillus
subtilis aumentou a producédo de 18 a 31 % (PERONDI et al., 1996). Visando a promocao de
crescimento de plantas de heliconia, Assis (2002) testou 50 bactérias isoladas de folhas e
sementes de plantas de helicdnia sadias em casa de vegetacdo. Ap0s quatro meses as mudas
foram avaliadas quanto ao diametro do pseudocaule (DPC), matéria seca da parte superior -
folhas e pseudocaule (MSS), matéria seca da parte inferior — rizoma e raiz (MSI) e altura do
pseudocaule (AP). Os trés isolados mais eficientes HPS6, HPF14 e HNF15 foram
identificados como B. pumilus, B. thuringiensis subvar. kurstakii e Bacillus cereus,
respectivamente, testados quanto a compatibilidade e utilizados em misturas.

Gomes et al. (2003) avaliaram isolados bacterianos epifiticos e endofiticos, obtidos de
plantas sadias de alface, para promocdo de crescimento de mudas e plantas de alface,
respectivamente em estufa e campo de cultivo organico (Cha Grande - PE). Em campo, foram
utilizados os isolados mais eficientes, C25 (Bacillus thuringiensis subvar. kenyae) e C116
(Bacillus pumilus), separadamente e em mistura, apos teste de compatibilidade. Os efeitos
benéficos das BPCP sobre mudas micropropagadas sdo principalmente, aumento de area
foliar, diametro de pseudocaule, nimero de folhas e matéria seca, com conseqiiente reducéo
do tempo de aclimatizacdo e maior sobrevivéncia das mudas apds o transplante. No campo,
observa-se protecao contra doencas e aumento de produtividade (MARIANO et al., 2004).

Mello et al. (2002) avaliaram a eficiéncia de 19 isolados bacterianos na promocao
decrescimento de mudas micropropagadas de abacaxi cv. Pérola utilizando diferentes métodos
de bacterizagdo. As variaveis altura da planta, nimero de folhas, area foliar, peso da matéria

seca da parte aérea e peso da matéria seca do sistema radicular foram avaliadas trinta dias



apos o transplantio. Dentre os isolados testados, os mais eficientes foram espécies de Bacillus.
Espécies de Bacillus possuem também aplicabilidade no tratamento de sementes, 6rgaos de
propagacao vegetativa e mudas (MELO, 1998; MELLO et al., 2002).

Isolados de Bacillus sdo considerados microorganismos seguros e de notavel
capacidade de sintetizar uma grande variedade de substancias benéficas (STEIN, 2005). O
crescimento das plantas pode ser diretamente estimulado através da produgdo bacteriana de
auxinas, citocininas, giberelinas ou de compostos semelhantes. Além destes mecanismos, de
planta associado as bactérias, podem também melhorar a aquisicdo de nutrientes pela planta,
especialmente por meio de fixacdo do azoto ou através de solubilizacdo de oligo elementos de
ferro, fosforo e outros. Outros compostos tais como a acetoina volatil e butandiol emitida por
algumas estirpes de Bacillus estdo também envolvidos na estimulacdo do crescimento da
planta (RYU et al., 2003).

O potencial de bactérias promotoras de crescimento em mudas de bananeira foi
analisado por Ting et al. (2008) com isolados de fungos e bactérias. Os isolados mostraram
resultados promissores de promocao do crescimento nas propriedades avaliadas, como altura,

didmetro do pseudocaule, massa de raizes, nimero de folhas.

2.2 - OTIMIZACAO DE PROCESSOS FERMENTATIVOS

Em escala industrial, muitos processos sdo adaptados com vista a otimizar a
producdo. O processo descontinuo por sua vez, também foi sendo adaptado de modo a atender
ao objetivo de diferentes industrias. As fermentacdes descontinuas classicas, ou simplesmente
fermentacdes descontinuas, vém sendo utilizadas pelo homem desde a Antiglidade e, ainda
hoje, sdo as mais empregadas para a obtencdo de varios produtos fermentados. Sdo também
conhecidas por fermentacdo em batelada, seu modo de operacdo pode ser descrito assim: no
instante inicial a solucdo nutriente esterilizada no fermentador é inoculada com micro-
organismos e incubada, de modo a permitir que o processo ocorra sob condi¢fes étimas.

No decorrer do processo fermentativo nada é adicionado, exceto oxigénio (quando
necessario ou quando o agente do processo desenvolver metabolismo aerdbio),
antiespumante, e acido e base para o controle do pH. Terminada a fermentacdo, 0 meio
fermentado € retirado e submetido a tratamentos finais. Desta forma, se ndo ocorrer adi¢do de
solucdes no controle do processo nem perda de liquido por evaporacdo, o volume no decorrer
da fermentacdo permanece constante. Pode levar a baixos rendimentos e/ou produtividades

quando o substrato adicionado de uma s6 vez no inicio do processo exerce efeitos de inibicao,



repressdo ou desvia 0 metabolismo celular a produtos que néo interessam (CARVALHO et
al., 2001a).

Os processos descontinuo alimentado, semicontinuos e continuos normalmente
aparecem como uma alternativa na otimizacdo dos processos descontinuos. Os processos
descontinuo alimentado, também chamados de fermentacdo descontinua alimentada ou
processo por batelada alimentada, € definida como uma técnica onde um, ou mais nutrientes
sdo adicionados ao fermentador durante o cultivo e em que 0s produtos ai permanecam até o
final da fermentacdo. Em alguns casos, os nutrientes sdo gradualmente alimentados, em uma
vazdo constante ou varidvel com o tempo. A adicdo pode ser de forma continua ou
intermitente e a variacdo no volume pode ou ndo ocorrer de acordo com a concentracdo do
substrato adicionado e a taxa de evaporacdo do sistema. Estes processos sdo principalmente
utilizados nos casos em que a concentracdo de substrato interfere no metabolismo celular e na
produtividade do produto desejado, e quando ocorre a formacéo de produtos do metabolismo
que sdo toxicos ao micro-organismo (CARVALHO et al., 2001b).

Os processos fermentativos sdo comumente classificados quanto ao modo de
cultivo, em processos em estado solido ou submerso (REGULY, 2000). As principais
desvantagens do processo fermentativo em estado solido com relacdo ao processo
fermentativo submerso sdo: 0s micro-organismos utilizados séo limitados aqueles que
crescem em baixos niveis de umidade; dificuldades para remocdo do calor gerado pelo
processo de respiragdo do micro-organismo; dificuldade na medida e controle dos niveis de
umidade, pH, oxigénio e gas carbonico; escassez de dados de engenharia e de projetos para
fermentadores; dificuldade do aumento de escala (COSTA, 1996; MITCHELL et al., 2000). O
processo fermentativo submerso tem como caracteristica principal a utilizacdo de um meio de
cultura liquido, com nutrientes soldveis (ALONSO, 2001). Apresenta relativa facilidade de
cultivo em grande escala, ja que garante homogeneidade do meio e facilidade no controle dos
parametros de processo, principalmente se monitorados por sensores adequados (COUTO et
al., 2006).

Para uma fermentacdo industrial o meio utilizado e a condicdo do processo
desempenha um papel critico, para efetuar a formacdo de concentracdo, na producdo de um
determinado produto. Portanto para um processo econdmico € importante levar em conta a
otimizacdo do meio de fermentacdo e as condi¢des do processo, a fim de maximizar os lucros
do processo de fermentacdo (SCHIMIDT, 2005).

Na otimizacdo dos processos fermentativos diferentes combinacfes e sequéncias

de condicdes de processo e de componentes do meio sdo necessidades a serem investigadas



para determinar o estado de crescimento que produz mais biomassa com o melhor estado

fisiolégico constituido para a formacéo do produto (STANBURY et al., 1997).

2.3 - PRODUCAO DE BIOMASSA DE Bacillus

Bacillus sdo organismos atraentes industriais por uma variedade de razfes, como taxa
de crescimento elevado, que levam a tempos de fermentacao de ciclo curtos e capacidade para
secretar proteinas para 0 meio extracelular. Estes organismos sdo uma fonte importante de
enzimas extracelulares industriais, incluindo proteases e amilases. O género Bacillus produz
varias classes de antibidticos, tal como linear e ciclo oligopeptideos, peptideos béasicos e
antibiéticos. Alguns dos produtos com aplica¢des industriais sdo: endotoxinas biopesticidas,
purinas, nucleotideos, potenciadores de flavor, polihidroxibutirato etc. Bacillus tém defendido
a sua posicdo como bactérias dominantes em fermentac6es industriais como avancos feitos na
tecnologia de DNA recombinante(SCHALLMEY et al, 2004). Bacillus subtilis tem sido
usado comercialmente para o biocontrole de enfermidades de plantas, assim como para
aumentar a produtividade de culturas (NGUGIA et al., 2005; YAO et al., 2006). Como e
porque esse biocontrole é exercido e ainda um tema que carece de maiores estudos. O efeito
in situ pela exposicdo de células vivas de Bacillus subtilis pode ocasionar a promoc¢éo de
crescimento e/ou o biocontrole (HAMMAMI et al., 2009).

A producédo de Bacillus varia de acordo com o objetivo de estudo. Para produgéo
de enzimas, por exemplo, o cultivo de Bacillus em &gar inclinado ou em placas para a
producdo do indculo,é transferido posteriormente para o meio de cultura em frascos incubados
sob agitacdo. Caravalho et al. (2008) em estudo com Bacillus sp. SMIA-2 para producédo de
amilases inoculou 1 mL da cultura preparada de véspera (pré-indculo) incubada em um
agitador rotatorio operando a 180 rpm em temperatura de 50 °C. Em todos o0s experimentos
foram utilizados 25 mL de meio de cultura (em g.L™*: amido soltvel 5,0; proteinas do soro de
leite 0,5; peptona 2,0; MgSQ, 0,5; K,HPO, 0,87; KCI 0,3; CaCl, 0,29 e tracos de metais (ZnO
2,5 x 10°% FeCl3.6H,0 2,7 x 10% MnCh.4H,0 1,0 x 10% CuCl.2H,0 8,5 x 10°%
CoCl,.6H,0 2,4 x 10°%; NiCl3.6H,0 2,5 x 10™*; H3BO3 3,0 x 10* & Na,M00O, 1,0 x 10°°, pH
7,5) em erlenmeyer de 250 mL. Nascimento et al. (2007) em estudo com a mesma linhagem
para a producdo de protease partiu de método semelhante com cultivo do meio (em gL™:
citrato trissddico 10; NH4sNO3 10,0; peptona 1; KCI 0,3; MgSO, 0,5; K,HPO, 2,0; CaCl, 2,2 x
10°%; Zn0O 2,0 x 10°%; FeCls.6H,0 2,7 x 10% MnCl,.4H,0 1,0 x 107 CuCl,.2H,0 8,5 x 10°;
CoCl,.6H,0 2,4 x 103 NiCl;.6H,0 2,5 x 10* e H3BO5 3,0 x 10™,. pH 7,5) a 150 rpm em



temperatura de 50 °C por 60 horas. Heck et al. (2002) verificaram a producdo de celulase e
xilanase por Bacillus subtilis por cultivo semi-solido, utilizando residuos da inddstria da soja
como substrato. A maior atividade especifica para a celulase foi obtida em 24h de cultivo. As
cinco cepas de Bacillus utilizados neste estudo foram selecionadas de acordo com suas
atividades celuloliticas e xilanoliticas. As estirpes foram mantidas em meio de agar contendo
0,1% de goma de tragacanto e 0,1% de carboximetilcelulose. O meio com a seguinte
composicao(g.L™: MgSO, 0,2; KHPO,4 1,0; K.HPO,4, 1,0; NH;NO;s 1,0; CaCl, 0,02; FeCl,
0,05) foi utilizado para preparacéo do indculo preparado em frascos de 200 ml contendo 1,2 g
de IFSR e 40 mL de meio de base mineral liquido. Os frascos foram inoculados com uma
Unica col6nia de uma cultura em placa de &gar e incubou-se durante 18-20 h a 37 ° C, sob
agitagdo 125 rpm. A fermentacdo foi realizada em biorreator apds a inoculagdo com todo o
contetdo do frasco, o cultivo passou a 37 © C por 72 horas. Durante o cultivo, o ar estéril foi
umidificada a uma taxa constante de 150 mL/min.

Santos et al. (2006) estudou quatro isolados de Bacillus para controle biologico da
mancha-aquosa em meldo: Bacillus subtilis R14, Bacillus megaterium pv. cerealis RAB7,
Bacillus pumilus C116 e Bacillus sp. MEN2, mantidos em meio agar nutritivo e fermentados
em meio contendo em g.L™: glicose, 40; K,HPO, 10,5; (NH4),SO, 11,5; MgSO,4-7H,0 0,5;
NaH,PO4-2H,0 1,7; MnSO4-H,0 0,04 e extrato de levedura 0,5, pH 8,0. Bacillus spp. foram
cultivados em caldo nutritivo durante 24 horas a 30°C, suspensdes de cada isolado foram
preparadas (McFarland 1,5 x 109 cel/mL) e 25 mL colocados em frascos, contendo 500 mL
do meio de fermentacdo. Os frascos foram acondicionados em mesa incubadora rotativa a 30
°C e 150 rpm, durante 72 horas. Lazzaretti et al. (2005) em estudo com Bacillus subtilis como
promotor de crescimento em feijoeiro realizou o cultivo da bactéria por sete dias em fracos,
sob agitacdo constante a 180 rpm e a 28°C, nos seguintes meios de cultura; GPL (em g.L™:
glucose 10,0; peptona 10,0; extrato de levedura 5,0; NaCl 3,0; KH,PO, 1,0; MgS0O,4.7H,0
0,5, pH-6,0); caldo nutriente (CN) e batata-dextrose (BD).

2.4 — MEIOS DE CULTIVO DE Bacillus

A definicdo adequada do micro-organismo a ser empregado, assim como do meio
de cultura para este micro-organismo, € etapa fundamental para o sucesso de um processo
fermentativo.

Algumas caracteristicas gerais do meio de cultura, que devem ser consideradas,

sdo:
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e Ser 0 mais barato possivel;

e Atender as necessidades nutricionais do micro-organismo;

e Auxiliar no controle do processo, como é o caso de ser ligeiramente tamponado, o que
evita variacOes drasticas de pH, ou evitar uma excessiva formacdo de espuma;

e Na&o provocar problemas na recuperacao do produto;

e Os componentes devem permitir algum tempo de armazenagem, a fim de estarem
disponiveis todo tempo;

e Ter composicao razoavelmente fixa,;

e Nao causar dificuldades no tratamento final de efluentes.

Todas essas sdo caracteristicas importante, destacando-se o custo do meio de
cultura, que deve ser o menor possivel, desde que atenda as necessidades do micro-organismo
selecionado (SCHMIDELL et al., 2001).

Os micro-organismos utilizam como fonte de carbono e, frequentemente de
energia, diversos agucares, tais como: glicose, sacarose, frutose, ou ainda polissacarideos,
como amido e a celulose. Como fonte de nitrogénio sdo frequentemente utilizados sais, como
0 sulfato de amonio, fosfato de aménio, ou amino&cidos, ou uréia. Como fontes de fosforo
utilizam-se os fosfatos soltveis, como o monoamdnio fosfato, ou diaménio fosfato, os quais
passam a ser fontes de nitrogénio e fosforo simultaneamente. Ainda necessita-se adicionar
outros elementos, como: Na, K, Ca, Fe, Cu, Mg, Mn, Co etc., em concentracdes
frequentemente muito reduzidas, na forma de seus sais soltiveis. Meios de cultura constituidos
apenas por essas substancias costumam ser chamados de meios definidos, ou meios sintéticos,
cuja composicdo quimica € sempre muito bem conhecida. Para suprir as necessidades de
linhagens mais exigentes e, em geral, pode-se adicionar certos materiais complexos como:
extrato de levedura, extrato de carne, extrato de malte, peptona etc (SCHMIDELL et al.,
2001).

A escolha do meio de cultivo adequado é extremamente importante para o sucesso
de um produto. Esta escolha deve proporcionar a maxima producdo com o minimo custo
(COUCH, 2000).

Bacillus sdo organismos com atrativo industrial por possuirem diversas
caracteristicas vantajosas, tais como: sua alta taxa de crescimento, levando a um curto tempo
para a fermentacdo; sua capacidade de secretar proteinas para um meio extracelular e o estado
GRAS (Generally Recognized As Safe) (CORREA, 2009).
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Os meios de cultivo para espécies de Bacillus, como para a espécie Bacillus
thuringiensis, segundo Angelo et al., 2010, geralmente possuem uma fonte de nitrogénio,
outra de carbono e sais minerais. Algumas vezes se adicionam ao meio alguns tampdes e
antiespumantes a fim de facilitar o processo. A fonte de carbono, além de fornecer matéria
prima para muitos compostos celulares, serve como fonte de energia. O nitrogénio é requerido
principalmente para sintese de proteinas e &cidos nucléicos. Os sais minerais atuam como co-
fatores, sendo também importantes no controle da osmolaridade celular.

H& uma vasta composicdo de meios de culturas para cultivos de espécies de

Bacillus, algumas podem ser observadas na tabela seguinte:

Tabela 1: Meios de cultura utilizados para espécies de Bacillus.

Micro-organismo

Meio de Cultura (g. L)

Fonte

Bacillus sp.

Citrato trissodico: 10,0; NH,NO;: 10,0; peptona: 1,0;
KCI: 0,30; MgS04: 0,5; K,HPO,: 2,0; CaCl: 22,2.10°%
ZnO: 2,0.10° FeCl;.6H,0: 0,20; MnCl,.,H20: 0,01;

Nascimento et al.,

CuClL,.2H,0:  85. 10% CoClL.6H,0: 2.4.10% 2007
NiCl3.6H,0: 2,5. 10* H;BOs: 3,0. 10*
Glicose: 10,0; (NHg),SO4:  2,0; KyHPO,: 4.8;

NaH,PO4.H,0: 1,1; (NH4),HC¢H:sO;: 0,5; MgSQO,4: 2
mM, CaCl,: 0,50; FeCl;: 16,7; ZnS04.7H20: 0,18;
CuS0,.5H,0: 0,16; MnSO,.H,0O: 0,15; CoCl,.6H,0:
0,18, EDTA de sodio: 20,1; C16H19N304S: 0,10

Tranetal., 2010

Amido: 20,0; extrato de levedura: 20,0; Na,COj3;10,0;
K,HPO,: 1,0; KH,PO,: 1,0; MgS0,.7H20; 0,20; CaCl,;
0,20; MnCl,; 0,20

Kuo et al., 2009

Bacillus subtilis

Caldo GPL (glicose:10,0; peptona: 10,0; extrato de
levedura: 5,0; NaCl: 3,0; KH,PO,: 1,0; MgS0,.7H,0:
0,5); caldo nutriente e caldo batata-dextrose

Lazzaretti et al., 2005

Glicose: 100,0; peptona de peixe: 30,0; extrato de
levedura: 10,0 e sais de aménio (NasCeHsO7: 9,4;
(NH4)2804: 14,4 (NH4)2C03: 8,9; NH;NO;: 9,1;
CH;COONH,: 0,17; (NH4)2C204H20 0,14)

Zhu et al., 2010a

Glicose: 100,0; extrato de levedura: 25,0; (NH,),HPOj,:
30,0

Zhu et al., 2010b

Glicose: 9,0; glutamina: 2,1; (NH,),SO,: 1,89;
kanamicina: 0,20; Na;CgHsO7. 2,0; K,HPO,.3H,0:14,0;
KH,PO,: 6,0; Tripitofano: 2,4; MgSO,: 0,60;
CaCl,.2H,0: 0,018; ZnCl,: 0,90; MnSO,: 0,80;
CuCl,.2H,0: 0,24; CoCl.6H,0: 0,36; Na,M00,.2H20:
0,24; FeCl;.6H,0: 3,6

Lyubenova et al.,
2011

Glicose: 0 — 100,0; peptona: 50,0; NH,CI: 3,0; K;HPO,:
1,0; MgSQO,.7H20;  2,0; MnSQO,.H,O:  0,02;
FeSO,.7H,0: 0,05; CoCl,.6H,0: 0,01; CaCl,.2H,0: 5,0;
ZnCl2: 0,01

Kwon et al., 2011

Bacillus licheniformis

Glicose: 5,0; extrato de malte: 40,0; extrato de levedura:
20,0; (NH4)2HPO4 16,0; KH2PO4 1,5; MgSO47H20
0,50; CaCl,.2H,0; 0,45; MnS0O,.4H,0: 0,04;
ZnS0,.7H,0; 0,02; FeS0,.7H,0: 0,02;
Na,Mo00,.2H,0: 0,01; CuS0O,.5H,0: 0,01

Hancocks et al., 2010

Bacillus thuringiensis

Glicose; 30,0; extrato de levedura: 12,0; (NH4),SO4:
3,0; CaCl,.2H,0: 0,12; MgS0,4.7H,0: 1,5; MnS0O,4.H,0:
0,09; K,HPO,: 1,5; KH,PO,: 1,5

Boniolo et al., 2012
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A composicdo de meios de cultura deve levar em conta a composicdo elementar
do micro-organismo a ser cultivado e a sua capacidade de converter as substancias quimicas
do meio de cultura em massa celular ou outros produtos desejados. O uso de um determinado
nutriente em quantidade menor que a desejada vai provocar limitagcdo de acdo microbiana. Por
outro lado, o uso desse nutriente em quantidade maior que um determinado valor, vai
provocar inibicdo dessa acdo (PRADELLA et al., 2001).
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Il - MATERIAIS E METODOS

Os experimentos desta pesquisa foram desenvolvidos nos Laboratorios de
Bioprocessos e Agroindustria, pertencentes a Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT).

3.1 - MICRO-ORGANISMO

A linhagem Bacillus sp (RAB9) pertencente ao grupo de bactérias epifiticas, foi
isolada de folhas de rabanete. A cepa avaliada foi proveniente da Colecdo de Culturas do

Laboratdrio de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco - Recife-PE.
3.1.1 - Manutencao e Ativacao

A linhagem Bacillus sp foi conservada em caldo NYD com glicerol 15%.em
criotubos, acondicionados em ultra freezer (-85°C), para preservacdo e estocagem do material
biologico (KIRSOP et al.,1991). A bactéria foi também preservada em agar NYDA inclinado
submerso com 6leo mineral (1 cm acima da parte superior do agar) a 30°C por 24 horas,
posteriormente, conservado sob refrigeracdo (MENEZES et al., 2004). Desta cultura estoque
foram feitos repiques para ativacdo da linhagem em agar NYDA a 30°C por 24 horas para
utilizacdo nos testes subsequientes (dois repiques sucessivos Sa0 necessarios para remover o

maximo de 0leo residual das culturas).
3.1.2 - Preparo do indculo

A partir do agar NYDA inclinado, incubado em BOD a 30°C por 24 horas, 0
indculo, foi transferido assepticamente, com auxilio de uma alca, para um erlenmeyer de 250
mL, contendo 100 mL do meio NYD, em seguida incubado a 30°C, 150 rpm por 16 horas em
agitador orbital. Inoculou-se nos meios de fermentacdo um volume 0,01 g.L™ de indculo,
calculados de acordo com sua curva padrdo. A Figura 1 apresenta o fluxograma de sequéncia

de etapas da manutencéo ao preparo do inoculo.

Figura 1: Fluxograma das etapas de manutencdo ao inoculo.
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3.2- MEIOS DE CULTURA
3.2.1 - Meio de Manutengao

Para a manutencdo e ativacdo foi utilizado o meio NYDA, com a seguinte
composicdo (em g.L™): dextrose 10,0; extrato de levedura 5,0; extrato de carne 3,0; peptona
5,0 e agar 18,0 (MARIANO et al., 2005). O pH final ajustado para 6,5 . Foram adicionados 10
mL do meio a tubos rosqueavéis (15 cm de comprimento por 1,5 cm de didmetro) e
autoclavados a 121°C por 15 min.

3.2.2-Meio NYD

Para os experimentos de fermentacdo foi utilizado o meio NYD com a seguinte
composicdo (em g.L™): dextrose 10,0; extrato de levedura 5,0; de extrato de carne 3,0;
peptona de carne 5,0. Preparados em erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do meio NYD
autoclavados a 121°C por 15 min.

3.3 - CURVA-PADRAO DE BIOMASSA

Foi transferido assepticamente com o auxilio de uma alca o indculo do NYDA
inclinado, incubado em BOD a 30°C por 24 horas para um erlenmeyer de 250 mL, contendo
100 mL do meio NYD, incubado a 30°C, 150 rpm por 24 horas em agitador orbital.

Todo conteudo do erlenmeyer foi centrifugado para separacdo do sobrenadante e
pellet. Apos a separacdo juntou-se as suspensdes em tubo falcon e adicionado 20 mL de 4gua
destilada, agitados em agitador de tubos PROENIX AP56.

Foram adicionados 1 mL da suspensdo a bal6es volumétricos de 10 a 2000 mL,
aferidos com &gua destilada. Homogeneizados os baldes, foram realizadas leituras da
biomassa em espectrofotometro a 600 nm. Foram transferidos 5 mL da suspensdo para
cadinho de porcelana seco em estufa por 24 h a 90°C, previamente tarado, e colocados em
estufa por 24 h a 90 °C, seguidamente pesados. Em duplicata.

Na curva padrdo foi relacionada com as absorbancias e as concentracdes da

biomassa obtidas em cada baldo. As curvas sdo atualizadas semestralmente.
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34 - PRODUQAO DA BIOMASSA EM FRASCOS AGITADOS
3.4.1 - Determinacgéo da curva de crescimento em meio NYD

O ponto de partida para a producdo de biomassa em meio liquido foi a
determinacgéo da curva de crescimento da cepa de Bacillus.

Frascos contendo meio NYD foram inoculados conforme o item 3.1.2, com a
linhagem Bacillus sp. (RAB9), e incubados em agitador orbital TECNAL modelo TE-420
(orbita de 25 mm) a 30°C, 150 rpm.

Em cada tempo de amostragem (4, 8, 24, 32, 48 e 72h), retirou-se 1 erlenmeyer,
onde todo seu contetdo foi centrifugado. Nesta etapa, quantificou-se a biomassa formada,

utilizando as curvas-padréo previamente estabelecidas conforme o item 3.3.

3.4.2 - Efeito da adi¢do de Peptona

Para avaliar o efeito da adicdo de peptona na producédo de biomassa, foi realizado
experimentos com as seguintes concentracdes de peptona: 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 g.L™
Realizado em agitador orbital por 24h a 30°C agitados a 150 rpm. Determinou-se a

quantidade de biomassa e agucar residual.

3.4.3 - Efeito da adicao de Sulfato de Magnesio e Fosfato de Potassio

Os testes foram realizados com 0, 0,5 e 1,0 g.L™ de sulfato de magnésio (MgSO,)
e fosfato de potassio (K,HPO,) adicionados ao meio NYD com 5,0 e 50,0 g.L™ de peptona
observando a melhor quantidade para se obter maior crescimento de biomassa Os
experimentos foram realizados em agitador orbital, por 24h a 30°C e 150 rpm. Para a
observacdo do efeito desses elementos secundarios foi executado um planejamento
experimental fatorial 2° com trés repetices no ponto central (Tabela 1). Consistiu na
realizacdo de ensaios e registrar as respostas analiticas observadas em cada quantidade dos
elementos secundarios e peptona. As respostas analiticas obtidas, através dos resultados
experimentais, foram inseridas no programa Statistica 7.0, o que permitiu avaliar as interacdes
entre as variaveis estudadas e a sua influéncia sobre a resposta analitica de interesse. As

varidveis dependentes foram biomassa, acucar residual e nitrogénio residual.
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Tabela 1: Delineamento do planejamento fatorial 22 com as variaveis codificadas e reais.

Elementos -1 0 +1
MgSO, (g.L ™) 0 0,5 1,0
KoHPO,4 (g.L™) 0 0,5 1,0

Posteriormente ao planejamento experimental foram feitos experimentos variando
a quantidade de sulfato de magnésio no meio NYD. Os testes foram realizados com 0, 0,5,
1,0, 1,5, 2,0 e 3,0 g.L™" em agitador orbital por 24h, 30°C a 150 rpm. Foram determinadas a

producdo de biomassa, agucar residual, nitrogénio residual.
3.4.4- Efeito da substituicdo parcial da Peptona por Sulfato de Amonio

Os testes foram realizados com peptona e sulfato de amdnio ((NH4),SO,)
adicionados ao meio NYD. Os experimentos foram realizados em agitador orbital, por 24h a
30°C, 150 rpm, em duplicata. Aplicou-se o planejamento experimental fatorial 3% (Tabela 2).
Foram determinados no planejamento as seguintes variaveis dependentes: biomassa, agucar

residual, nitrogénio residual e amoniacal.

Tabela 2: Delineamento do planejamento fatorial 3% com as variaveis codificadas e reais.

Elementos -1 0 +1
Peptona (g.L™) 1,0 3,0 5,0
(NH,)2S04 (g.L™) 1,0 3,0 5,0

3.4.5- Avaliacao do antiespumante a ser empregado

O teste foi realizado com dleos vegetais (soja, milho, girassol, canola) e mineral,
em agitador orbital 30°C a 150 rpm por 24h. Foi avaliada a turvacdo comparando-se com o
controle (sem dleo), determinada a biomassa e a questdo da interferéncia na separacdo da
massa bacteriana e o sobrenadante (meio). O interesse do uso de 6leos como antiespumante é

0 barateamento do processo.
3.5~ PRODUCAO DE BIOMASSA EM BIORREATOR

Os testes foram feitos em biorreator de bancada New Brunswick modelo BioFlo

115 de 2,5 L com volume maximo de trabalho de 2 L. Com a finalidade de melhorar a
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agitacdo do meio reacional foram utilizados impelidores “Rushton” de 6 pas planas. O
espacamento entre as turbinas foi calculado de acordo com o volume de trabalho. O impelidor
inferior foi posicionado a 17 cm da tampa ao eixo e o superior a 10,2 cm da tampa ao eixo da
unidade de agitacdo. Foram utilizados quatro defletores equidistantes posicionados a 90° em
relacdo a parede da dorna. A dorna é alimentada por ar seco comprimido, filtrado na sua
entrada e saida do meio por filtros (0,20pum de PTFE) para reducédo de particulas. A &gua para
manutencdo das condic¢des de fermentacdo estabelecidas foi alimentada por Chiller Thermo
SCIENTIFIC modelo Thermo Flex 1400 a 15°C.

O sensor de pH foi calibrado com solugdes padrbes antes da esterilizacdo da
dorna. O meio de cultura para a fermentacdo em biorreator foi preparado diretamente na dorna
e esterilizado em autoclave Phoenix modelo AV-150 a 121°C durante 30 min.

Antes da fermentacdo, com no minimo de seis horas, o sensor de D.O foi
polarizado para energizacdo do eletrodo antes de sua calibracdo. Os parametros de
temperatura, agitacdo e taxa de aeracdo foram ajustados 30 minutos antes da calibracdo do
sensor de D.O para estabilizacdo do sistema. Com o sistema estavel, o fermentador foi
inoculado assepticamente com 50 mL da cultura, que corresponde a aproximadamente 0,01
g/L de indculo inicial, via septo com o auxilio de uma seringa de 60 mL com agulha

hipodérmica 1,20 x 40 mm.

3.5.1-Influéncia da vazao de ar na producéo de biomassa de Bacillus sp. (RAB 9)
» Teste preliminar

Inicialmente foram estabelecidas trés condigcdes de vazdes de ar diferentes 2, 4 e 6
L/min a temperatura de 30°C, a 150 rpm. A fermentacédo foi conduzida por 24 horas em meio
NYD sem adicdo de antiespumante, aliquotas (20 mL) foram retiradas a cada 2 horas para

anéalise de biomassa.

» Producéo de biomassa com meio NYD modificado
Por Batelada simples

Apos os testes iniciais em biorreator e observacdo dos efeitos das diferentes
concentracOes dos elementos (peptona, MgSO4, (NH4)2SO,) e de acordo com os resultados

obtidos, nos experimentos em frascos agitados, chegou-se a uma nova formulagdo do meio
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NYD e com 0,3 % do antiespumante, para melhores condi¢des de crescimento da cepa em
estudo. O experimento foi realizado a 150 rpm a 30°C por 30 horas. Foram testadas vazdes de
ar 2, 4, 6 e 8 L/min. Coletadas aliquotas (20 mL) a cada 2 horas. Foram determinados a

biomassa, acucar residual, nitrogénio residual e amoniacal.
Por Batelada alimentada

O experimento foi realizado a 150 rpm, 30°C por 30h. Foram preparados 1,5 L do
meio NYD modificado a vazdo de ar 6 L/min, com 0,3 % do antiespumante. A alimentacao
foi iniciada decorridos 12 h de fermentacdo. Testados dois meios de alimentacdo com um
volume de 500 mL. Meio 1: com 10x a quantidade de glicose e 5x a concentracdo dos demais
(extrato de levedura, extrato de carne, peptona, (NH;),SOs;, MgSO4; meio 2: 20x a
concentracdo de glicose e 10x a concentracdo dos demais (extrato de levedura, extrato de
carne, peptona, (NH4),SO4, MgSO,. Coletadas aliquotas (20 mL) a cada 4 horas. Foram

determinados a biomassa, agucar residual, nitrogénio residual e amoniacal.
3.6- DETERMINAGCOES ANALITICAS
3.6.1 - Determinacao de biomassa

As amostras de meio foram centrifugadas a 3500 rpm (Biofuge Stratus com rotor
15000) por 15 min. O sobrenadante foi separado e aguardado em tubos sob congelamento
para analises posteriores (acucar residual, nitrogénio residual e amoniacal). O pellet foi lavado
com 30 mL de &gua destilada para retirar qualquer interferéncia de cor do meio de
fermentacdo e centrifugado novamente. O pellet foi ressuspendido novamente e transferido
para um baldo volumétrico para diluicdo da biomassa e quantificacdo através da leitura da
absorbancia no espectrofotometro Varian Cary 50 a 600 nm. A quantificacdo da biomassa

acontece pela utilizacdo do fator de concentracdo determinado pelas curvas-padréo.
3.6.2 - Determinacao agucar residual

O teor de acucar residual (AR) foi determinado segundo Miller (1959). Em tubo
de ensaio adicionou-se 1 mL de solu¢do de 3,5 dinitrossalicilico (DNS), sobre 1mL de
amostra de meio (sobrenadante), devidamente diluida com agua destilada. Apds vigorosa
homogeneizacdo, os tubos foram aquecidos em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Em
seguida os tubos foram retirados e rapidamente resfriados com &gua corrente. Adicionou-se

8mL de &gua destilada a mistura reacional e procedeu-se nova homogeneizagéo.
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A intensidade da cor do reagente e amostra foi quantificada em espectrofotometro
Varian Cary 50 a 540 nm. Para o calculo de concentragdo foi utilizado fator obtido a partir de
curva-padréo de glicose.

3.6.3 - Determinacéo do pH

O pH foi determinado em pHmetro de bancada HANNA INSTRUMENTS HI
2221/HI 2223 para testes em agitador orbital. Para os testes em reator o pH foi medido através
de sensor de pH Metter — Toledo 405-DPAS-SC-KBS 1225.

3.6.4 - Determinagéo nitrogénio residual

O nitrogénio residual foi determinado segundo metodologia de Silva (2009).
Compreendendo duas etapas: 1) digestdo da amostra para converter N organico a ion amoénio
(N-NH,") e 2) determinacdo do N-NH,", obtido em meio acido, apos destilagio da amonia
com arraste de vapor.

Em tubos digestor de Kjeldahl foram adicionados 1 mL da amostra do
sobrenadante e 7 mL da mistura digestora (dgua destilada, Na,SeOs, Na,SO4, CuSO4.5H,0), a
mistura foi submetida a digestdo em bloco digestor a temperatura de 350°C, aumentada
gradualmente de meia em meia hora, até a digestdo da amostra. Apés a digestdo o digerido a
temperatura ambiente foi destilado, foram adicionados cuidadosamente 20 mL de &guae 3a5
gotas de fenolftaleina 1%, o tubo foi conectado ao destilador Kjeldahl e adicionado,
cuidadosamente, 10 mL de NaOH 60%.0 destilado foi recolhido em um frasco erlenmeyer de
125 mL contendo 20 mL de H3BO:s.

O N organico é convertido em NH,4" por digestdo com H,SO4 em mistura com
substancias que agem como catalisadores (Cu e Se) ou que promovem a conversao e ajudam a
manter alta a temperatura durante a digestdo (K2SQO4). O NH," é finalmente determinado apos
destilacdo por arraste de vapor, adicionando-se solucdo concentrada de NaOH ao extrato de
vapor. O extrato sulfdrico é alcalinizado com solugdo de NaOH. A amdnia produzida é
arrastada por vapor de agua e recolhida em uma solucdo de &cido borico contendo uma
mistura indicadora (RAIJ et al., 2001):

NH; + H;BO; < H,BO3; + NH;
O borato de aménio € retrotitulado com solucdo padronizada de H,SO,4 (0,01 N).

A quantidade de acido usada na titulagio é proporcional ao N- NH,4" presente na amostra:



H* + H,BO; < H3;BO;
O célculo para determinar a quantidade de N total é dado por:

N(Iﬂg. kg_) = (vHESG-i amastra VHES']-i brance ) X Fifid“ x14 x 1000

vdfstiladu

VH,50. amosre = VOlUMe do &cido sulfarico em mL gasto na titulacdo da amostra

VH,50. veree = VOIUMe do &cido sulfurico em mL gasto na titulacdo das provas em branco
F .= € 0 fator do acido sulfarico, em mg.N mL"

14 = equivalente do &cido que neutraliza o nitrogénio

1000 = ¢ o fator para converter g para kg

V sestilado = € 0 VOlume em mL da aliquota da amostra destilada

3.6.5 - Determinagdo nitrogénio amoniacal

20

(1)

O método para determinacdo do nitrogénio amoniacal também foi utilizado a

metodologia de Silva (2009). A determinacédo de nitrogénio amoniacal ndo envolve a etapa de

digestdo. Foi adicionado 1 mL do sobrenadante ao tubo de digestdo, 50 mL de agua destilada

e uma medida de MgO. O destilado foi recolhido em um frasco erlenmeyer de 125 mL

contendo 20 mL de H3BOs. Envolve a destilacdo por arraste de vapores da solugdo contendo

forma de nitrogénio mineral, MgO. Em meio alcalino forte, criado pela adicdo de MgO, o

NH," é convertido em amdnia (NHs), que ¢ arrastada por vapores, condensada e depositada

em solucdo de acido borico. A quantificacdo do N na forma de amonio se da indiretamente

por titulacdo (H,SO,), via restitulacdo do acido bdrico utilizado na formagdo do borato de

amonio (SILVA, 2009). O célculo é dado de acordo com a equacao (1).
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

O perfil de crescimento da cepa de Bacillius sp. (RAB9) em meio liquido (NYD)
foi ponto de partida para o estudo da producdo de biomassa. A curva padrdo determinada para
a linhagem correlaciona a absorbéncia e a concentracdo de massa seca, foi parametro utilizado

para determinacdo da biomassa das amostragens em cada tempo analisado (Figura 2).

Figura 2: Exemplo de curva padréo da cepa Bacillus sp. (RAB9), obtida em julho de 2012.

y = 2,663748x
R*=0,999177

1,2000
1,0000 -
0,8000

Absorbincla

0,2000 -

0,0000 & ‘ . ]
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50

Concentragio (g.L)

Os periodos analisados da fermentacdo com a linhagem de Bacillus, em agitador
orbital, mostram que a fase exponencial se prolonga em torno das 24 horas, apresentando
nesse tempo um pico maximo de crescimento. A producdo de biomassa nesse ponto foi de
0,99 g.L™. Os periodos subseqgiientes ao ponto méximo expressam a fase estacionaria. Devido
aos tempos de amostragem utilizados, ndo foi possivel observar a fase de adaptacdo (Figura
3).

Pelo comportamento da espécie de Bacillus sp. (RAB9) em meio NYD observada
pelo estudo da curvatura, estabeleceu-se a partir de entdo o periodo de fermentacdo com o

tempo maximo de 24 horas.
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Figura 3: Curva de crescimento da cepa de Bacillus sp. RABO.
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O tempo de duplicagdo de um micro-organismo aumenta com o aumento do
tamanho e a complexidade da célula, para bactérias, com intervalos de valores em horas, é
entre 0,25 e uma hora (MORAES, 2001). Na fase exponencial a velocidade especifica de
crescimento € constante e maxima (HISS, 2001).

O crescimento de micro-organismos pode ser avaliado pelo aumento da massa
celular ou pelo aumento do nimero de ceélulas, é o resultado de uma serie de eventos
altamente coordenados e enzimaticamente catalizados. A expressdo maxima do crescimento
microbiano é dependente do transporte dos necessarios nutrientes, fontes de carbono,
nitrogénio, vitaminas e sais minerais que se transferem a célula (MORAES, 2001). Células
em crescimento exponencial geralmente se encontram nas condigdes mais “saudaveis”. A taxa
de crescimento exponencial é influenciada pelas condigdes ambientais (temperatura,
composicdo do meio de cultura) e pelas caracteristicas genéticas do proprio organismo
(MADIGAN, 2008). A determinacao da fase logaritmica de crescimento é fundamental para a
obtencdo de um in6culo de boa qualidade (SELLA, 2008).

E empregado para algumas espécies de micro-organismos o cultivo em NYDA
(SANTOS et al., 2006; ALVARADO, 2006; SILVA et al., 2012). A aplicacdo de micro-
organismos em plantas a partir da preparacdo da suspensdo em NYDA é uma pratica
estudada. O in6culo é preparado a partir de cultura em placas de Petri com NYDA e ajustado

para a concentracdo de acordo com curva de crescimento previamente estabelecida. As
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plantas s&o inoculadas, colocando-se sobre o substrato, na base de cada planta, a quantidade
certa da suspensdo bacteriana (SILVEIRA et al., 1999).

Para um amplo cultivo de mudas em cultura de tecidos, em escala comercial, a
pratica de preparacdo da suspensdo bacteriana a partir de placas com meio NYDA, requer
uma grande demanda de mé&o de obra e espaco para incubar grandes quantidades de placas de
Petri necessaria para a preparacdo do indculo. Essa demanda pode ser otimizada pelo cultivo
bacteriano em meio liquido (NYD) em agitador orbital ampliado para uma escala em
biorreator. O meio NYD tem sido empregado para crescimento de alguns micro-organismos
(NASCIMENTO, 2005; NASCIMENTO et al., 2005; CAVALCANTE et al., 2005; GARCIA
et al., 2009; FELIX, 2009).

Pelo ponto de partida nas condicGes estabelecidas e verificadas, foi determinado o
estudo do crescimento da linhagem no meio NYD em escala de bancada com frascos agitados
e posteriormente em biorreatores. Visando tracar o melhor perfil para maior producédo de

biomassa.

4.2 - EFEITO DA ADICAO DE PEPTONA

Dentre as concentracdes de peptona testadas a maior producdo de biomassa foi
obtida com a maior concentracéo de peptona 50,0 g.L™. Porém o aumento da concentrago de
peptona em 2, 5 e 10 vezes, nao foi refletida proporcionalmente nas quantidades de biomassa.
Quando no meio a concentracéo de peptona foi de 5,0 g.L™ a producéo de biomassa foi 0,74
g.L™, aumentando a concentragdo de peptona para 10,0 g.L™, ou seja, o dobro, a producéo de
biomassa foi 0,79 g.L™, um acréscimo de 0,05 g.L™ estatisticamente sem diferenca. Quando o
aumento foi de cinco vezes, 25,0 g.L™ de peptona a producéo de biomassa apresentada foi
1,19 g.L . Com 50,0 g.L™ a maior producéo foi obtida 1,32 g.L™, contudo ndo foi alcancado o
dobro da menor concentracdo determinada, mesmo com a concentracdo dez vezes maior de
peptona no meio (Tabela 3).

Nas menores concentracdes de peptona 5,0 e 10,0 g.L™ o aclcar residual foi 7,02 e
6,29 g.L™ respectivamente, o consumo de acUcar foi pequeno 29,8 e 37, 1%. O acticar residual
apresentou menor quantidade nas concentracées de 25,0 e 50,0 g.L™" o que representou um
consumo de 61,2 e 64,3% da fonte de carbono. Estatisticamente todos os valores obtidos
foram distintos. Foi aplicado o teste de Tukey de colunas sobre os valores determinados
(Tabela 3).
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Tabela 3: Efeito da adicdo de peptona na producdo de biomassa e agUcar residual para a cepa
RABO.

Peptona (g.L™) Biomassa (g.L™) AR (g.L
5,0 0,74 + 0,04° 7,02 +0,01°
10,0 0,79 + 0,042 6,29 + 0,01°
25,0 1,19 +0,00° 3,88 +0,00°
50,0 1,32 +0,05° 3,57 + 0,08

Uma célula bacteriana tipica é composta por cerca de 12% de nitrogénio (de seu
peso seco), um importante elemento constituinte de proteinas, acidos nucléicos e varios outros
compostos celulares. O nitrogénio é encontrado na natureza tanto sob formas organicas
quanto inorganicas (MADIGAN et al., 2008).

Organismos utilizam nitrogénio principalmente para sintetizar 0os grupos amino
que estdo presentes no aminoacido das proteinas. Muitas bactérias obtém esse composto por
meio da decomposicdo de matéria organica protéica e, posteriormente, reincorporando 0s
aminoacidos em proteinas que acabaram de ser sintetizadas ou outros compostos que
contenham nitrogénio (TORTORA et al., 2003).

A proteina € uma molécula grande relativamente insolivel que a minoria dos
micro-organismos pode utilizar diretamente. No entanto, por meio de uma digestdo parcial
dela, utilizando produtos acidos ou enzimas, ocorre a producdo de pequenas cadeias de
aminoacidos denominadas peptonas. Esses fragmentos pequenos e sollveis podem ser
metabolizados pelas bactérias (TORTORA et al., 2003).

A fonte de nitrogénio, peptona, é geralmente o componente mais caro dos
substratos de crescimento de bactérias (PARRADO et al., 1993). Contudo, estudos com
algumas fontes orgéanicas e inorganicas de nitrogénio (ANNUAR et al., 2008; AIYER, 2004)
constatam a peptona como 6tima fonte de nitrogénio para algumas espécies de bactérias.

Ha uma grande variacdo nas concentraces de peptona utilizada para cultivo de
espécies de Bacillus. Uma faixa de concentracdo em torno de 25,0; 30,0; e 50,0 g.L™ (ZHU et
al., 2010a; ZHU et al., 2010b; KWON et al., 2011). O meio NYD base desse estudo apresenta
uma concentracdo de 5,0 g.L™. Pelos resultados verificou-se que a variagdo da quantidade de
peptona no meio proporcionou um aumento na biomassa. Contudo o aumento da quantidade
de peptona do meio impacta no aumento do valor desse reagente no processo. A tabela abaixo

apresenta valores comerciais dos componentes do meio NYD:
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Tabela 4: Valores comerciais dos componentes do meio NYD.

Componente Custo de Aquisicao Quantidade Valor no meio
Apresentacao (g) Valor (R$) (g.Lh (R$.L™Y

Glicose P.A. 1000 524,00 10,0 5,24
Extrato de carne 500 584,00 3,0 3,50
Extrato de levedura 250 377,00 5,0 7,54

50 4,71

10,0 9,42
Peptona 1000 942,00 250 23.50

50,0 47,10

Fonte: SIGMA ALDRICH, 2013.

A peptona contribui com um percentual de 22,44% sobre custo do meio NYD. O
valor comercial da peptona com a quantidade de 5,0 g.L™ equivale a um valor relativamente
pequeno quando comparado a pequenos experimentos em agitador orbital, porém em
proporces maiores como em biorreatores em que se utilizam volumes maiores de meio esse

valor reflete no orcamento do processo, encarecendo a operacéo (Tabela 4).

Tabela 5: Valores da producdo de biomassa para as concentragdes de peptona no meio de
fermentacao.

Concentraco de peptona (g.L™)

5,0 10,0 25,0 50,0
Custo do meio (R$.L™?) 20,99 25,70 39,78 63,38
Biomassa produzida (g.L™) 0,74 0,79 1,19 1,32

Custo da biomassa (R$.g™) 28,36 32,53 33,43 48,02

O aumento da concentracdo de peptona apesar de contribuir para um aumento
relativamente significativo sobre a producdo de biomassa proporcionou um aumento de até
trés vezes o custo do meio, e maior custo de biomassa (Tabela 5).

Contudo com o balango dos custos das concentracdes de peptona testadas sobre o
meio e a producdo de biomassa, 0 aumento da adicdo da fonte de nitrogénio organico,
peptona, em meio NYD, apresentou um aumento consideravel sobre a producdo de biomassa
embora ndo seja economicamente viavel. O que justifica continuar com a mesma quantidade

do reagente no meio 5,0 g.L™.

4.3 - EFEITO DA ADICAO DE SULFATO DE MAGNESIO E FOSFATO DE
POTASSIO

Para a observacdo do efeito desses elementos secundarios na producdo de
biomassa foi executado um planejamento experimental. As respostas analiticas obtidas,

através dos resultados experimentais, foram inseridas no programa Statistica 7.0, o que
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permitiu avaliar as interacdes entre as variaveis estudadas e a sua influéncia sobre a resposta
analitica de interesse.

A adicdo de fosfato de potassio no meio com 5,0 g.L™ de peptona diminuiu a
quantidade de biomassa (0,59 g.L™), quando comparada com o meio sem a presenca dos
elementos (0,66 g.L™). Ao contrério, a adicdo de sulfato de magnésio no meio, proporcionou
um aumento de 100% na quantidade de biomassa (1,34 g.L™). A combinacdo dos elementos
favoreceu o aumento de biomassa, embora em menor resposta, quando em presenca apenas de
sulfato de magnésio suplementado ao meio NYD. O valor do acucar residual no meio sem a
presenca de suplementos foi 6,69 g.L™ equivalente a 33,1% de aglcar consumido. Em
presenca de fosfato de potéassio 4,18 g.L™ representa um consumo de 58,2% da fonte de
carbono. Com sulfato de magnésio 2,46 g.L™ um consumo de 75,4 % da fonte de carbono. O
percentual de consumo de acglcar foi maior com a suplementacdo com o0s elementos
secundarios, principalmente em presenca de sulfato de magnésio. A adicdo dos elementos

secundarios em geral ndo interferiu na quantidade de nitrogénio residual (Tabela 6).

Tabela 6: Efeito da adicdo de elementos secundarios sobre as variaveis dependentes:

producéo de biomassa, agtcar residual (AR) e nitrogénio residual com 5,0 g.L™ de peptona.

Elementos secundarios Peptona 5,0 g.L™
Valores codificados  Valores reais (g.L™) (g.L™Y
K,;HPO, MgSO; K;HPO,; MgSO, Biomassa AR N residual
-1 -1 0 0 0,66 6,69 1,50
1 -1 1 0 0,59 4,18 1,41
-1 1 0 1 1,34 2,46 1,43
1 1 1 1 1,19 2,80 1,54
0 0 0,5 0,5 1,06 3,42 1,56
0 0 0,5 0,5 1,08 3,35 1,41
0 0 0,5 0,5 1,08 4,53 1,52

Foram verificadas pela aplicacdo da andlise de variancia (ANOVA) e pela
estimativa do erro experimental (erro puro), as respostas analiticas obtidas, através dos
resultados experimentais com intervalo de confianca de 90%. Os paretos com efeitos das
varidveis independentes sobre as variaveis respostas foram obtidos com valores de T de
Student.

Pelos resultados da Anova os efeitos para sulfato de magnésio, fosfato de potassio
e interacdo sdo estatisticamente significativos para produgdo de biomassa. A falta de ajuste

também apresentou significAncia, demonstrando inadequacdo do modelo, embora o
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coeficiente de determinagéo ajustado alcancado seja 0, 87384, que significa aproximadamente
87% das variagdes nos resultados obtidos podem ser explicados pelo modelo empirico.
Possivelmente seu modelo segue tendéncia quadratica (Tabela 7).

Tabela 7: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre a producdo de biomassa.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor

(1)K;HPO, 0,012100 1 0,012100 90,750 0,010840
(2)MgSO, 0,409600 1 0,409600 3072,000 0,000325
Interacéo 0,001600 1 0,001600 12,000 0,074180
Falta de ajuste 0,028233 1 0,028233 211,750 0,004689
Erro puro 0,000267 2 0,000133

Total 0,451800 6

R ajustado — 0,87384

Um maior impacto sobre a variavel resposta producdo de biomassa foi verificada
em suplementacdo do meio NYD em 5,0 g.L™ de peptona com sulfato de magnésio. O que
sugere que quanto maior sua presenca no meio, maior producao de biomassa. Embora fosfato
de potassio corresponda significativamente sobre a variavel, sua presenga implicou em menor
resposta relacionada a producdo de biomassa. A interacdo das variaveis independentes
apresentou efeito significativo sobre a variavel resposta, contudo a medida que essa interacao

aumenta, diminui a producéo de biomassa. (Figura 4).

Figura 4: Pareto com efeitos das variaveis sobre a producéo de biomassa em 5,0 g.L™ de
peptona.

(2)MgSO4 55,42563

(1)K2HPO4 -9,52628

1by2 -3,4641
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Pelos resultados na analise de variancia dos fatores, observa-se que apenas sulfato

de magnesio foi significativo sobre a varidvel resposta aglcar residual (Tabela 8).

Tabela 8: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre o agucar residual.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor

(LHK;HPO, 1,17723 1 1,177225 2,68630 0,242885
(2)MgSO, 7,86803 1 7,868025 17,95396 0,051438
Interacéo 2,03062 1 2,030625 4,63366 0,164232
Falta de ajuste 0,12114 1 0,121144 0,27644  0,651526
Erro puro 0,87647 2 0,438233

Total 12,07349 6

R ajustado — 0, 83474

A suplementagdo com fosfato de potassio em meio NYD nao foi significativo para

acucar residual, assim com a interacdo entre os dois elementos secundarios. Apenas a adi¢ao

de sulfato de magnésio apresentou significAncia ao parametro agucar residual. Quanto maior a

concentracdo de sulfato de magnésio em meio NYD com 5,0 g.L™ de peptona menor sera o

acucar residual. O que expressa uma resposta positiva visto que a linhagem consome nestas

condicdes maior parte da fonte de carbono disponivel (Figura 5).

Figura 5: Pareto com efeitos das variaveis sobre accar residual em 5,0 g.L™ de peptona.

(2)Mgs04

-4,237

1by2

(1)K2HPO4

-1,63899

2,152594
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Para o nitrogénio residual nas condi¢Bes testadas nenhuma variavel dependente
foi significativa, apresentando um R ajustado igual a zero, que confirma que 0s parametros

analisados ndo correlacionam com a variavel resposta (Tabela 9).

Tabela 9: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre nitrogénio residual.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor

(LHK;HPO, 0,000100 1 0,000100 0,016575 0,909340
(2)MgSO, 0,000900 1 0,000900 0,149171 0,736545
Interacéo 0,010000 1 0,010000 1,657459 0,326819
Falta de ajuste 0,001219 1 0,001219 0,202052 0,697087
Erro puro 0,012067 2 0,006033

Total 0,024286 6

R ajustado — 0

A adicéo dos elementos no meio NYD com 5,0 g.L™ de peptona néo interferiu no
consumo de nitrogénio, nem mesmo quando correlacionados. Sulfato de magnésio e fosfato
de potassio nessas condi¢Oes, ndo foi constatado nenhum efeito significativo sobre a variavel

resposta nitrogénio residual (Figura 6).

Figura 6: Pareto com efeitos das variaveis sobre nitrogénio residual em 5,0 g.L™ de peptona.

1by2 1,287423
(2)MgSO4 1386227
(1)K2HPO4 1287423

p=1
A adicdo de fosfato de potassio no meio com 50,0 g.L™ de peptona proporcionou

um aumento sobre a quantidade de biomassa da linhagem (0,96 g.L™), em relacdo ao controle

(0,92 g.L™). A adicdo de sulfato de magnésio no meio proporcionou um maior aumento sobre
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a variavel resposta (1,48 g.L™). A combinacio dos elementos fosfato de potassio e sulfato de
magnésio favoreceu ainda mais a producdo de biomassa (1,66 g.L™), embora em menor
expressividade, quando combinadas em menor concentracdo, ponto central. A quantidade de
acucar residual em geral foi menor em presenca de sulfato de magnésio, principalmente
quando combinado com fosfato de potéssio, apresentando um consumo de agUlcar de 69,8 %.
A adicdo dos elementos secundarios ndo foi significativa sobre a quantidade de nitrogénio
residual (Tabela 10).

Tabela 10: Efeito da adicdo de elementos secundarios sobre as varidveis dependentes:

producéo de biomassa, agtcar residual (AR) e nitrogénio residual com 50,0 g.L™* de peptona.

Elementos secundéarios Peptona 50,0 g.L™*
Valores codificados ~ Valores reais (g.L™) (g.Lh
K;HPO, MgSO, K;HPO, MgSO, Biomassa AR N residual
-1 -1 0 0 0,92 4,88 6,73
1 -1 1 0 0,96 4,10 6,44
-1 1 0 1 1,48 3,11 6,49
1 1 1 1 1,66 3,02 6,55
0 0 0,5 0,5 1,22 3,23 5,72
0 0 0,5 0,5 1,22 3,30 6,93
0 0 0,5 0,5 1,27 3,29 6,67

A adicdo tanto de fosfato de potassio como de sulfato de magnésio foram
significativos na variavel resposta producéo de biomassa em meio NYD com 50,0 g.L™. No
entanto, o termo interacdo fosfato de potassio com sulfato de magnésio ndo apresentou
significancia sobre o parametro, assim como a falta de ajuste. O R ajustado foi em torno de

99%, o que reforca que o modelo para essas condicGes foi adequado (Tabela 11).

Tabela 11: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre producéo de biomassa.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor

(1)K;HPO, 0,011025 1 0,011025 13,2300 0,067970
(2)MgSO, 0,403225 1 0,403225 483,8700 0,002060
Interacao 0,005625 1 0,005625 6,7500 0,121690
Falta de ajuste 0,000430 1 0,000430 0,5157 0,547234
Erro puro 0,001667 2 0,000833

Total 0,421971 6

R ajustado — 0,99503
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Para a producdo de biomassa a presenca de fosfato de potéssio e sulfato de
magnésio no meio NYD com 50,0 g.L™ foram significativas. Contudo a interacio entre 0s
dois elementos ndo foi favoravel a variavel resposta. A suplementacdo com fosfato de
potassio apresentou com menor impacto sobre a producdo de biomassa, ao contrario em
presenca de sulfato de magnésio que contribuiu para maior resposta de crescimento da

linhagem (Figura 7).

Figura 7: Pareto com efeitos das variaveis sobre producéo de biomassa em 50,0 g.L™ de
peptona

(2)Mgs04 21,997

(1)K2PO4 3,637307

|
1by2 4,598076
j

L
p=1

A suplementacdo do meio NYD com sulfato de magnésio foi significativa tanto
nos experimentos que empregavam 5,0 g.L™ de peptona como nos experimentos com 50,0 g.L"
! de peptona. No entanto observou-se que a variavel independente sulfato de magnésio foi
cerca de 2,5 vezes mais expressiva na resposta producdo de biomassa quando empregaram-se
5,0 g.L" de peptona no meio. A adicdo de fosfato de potassio em meio com 5,0 g.L" de
peptona, ndo teve efeito significativo na resposta producdo de biomassa. No entanto quando
adicionado em meio com 50,0 g.L™ de peptona apresentou efeito significativo. A combinacio
dos elementos secundarios em ambas as concentracbes de peptona ndo foi favoravel para
producdo de biomassa.

Os efeitos das varaveis dependentes sobre o aclcar residual em 50,0 g.L™ de
peptona foram significativos, como também a falta de ajuste o que sugere que o modelo seja

quadratico e ndo linear. O valor do R ajustado foi aproximadamente 68% (Tabela 12).



32

Tabela 12: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre actcar residual.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor

(LHK;HPO, 188530 1 188530 110,980 0,008891
(2)MgSO, 2031765 1 2031765 1196,021 0,000835
Interacéo 119619 1 119619 70,415  0,013906
Falta de ajuste 433666 1 433666 255,283  0,003894
Erro puro 3398 2 1699

Total 2776978 6

R ajustado — 0,68522

Pela figura 8 pode-se observar um maior efeito sobre a variavel resposta foi
observado em suplementacdo do meio NYD com sulfato de magnésio. O que implica que
quanto maior for sua concentracdo no meio de cultura, menor sera o aglcar residual. A
interacdo das varaveis independentes expressam 0 mesmo impacto sobre a variavel resposta,
com efeito opositor, a combinacgdo dos elementos no meio aumenta o agucar residual, ou seja,

menor Serd seu consumo.

Figura 8: Pareto com efeitos das variaveis sobre actcar residual em 50,0 g.L™ de peptona
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A adicdo de sulfato de magnésio para o consumo de acgucar foi significativo para
as concentragdes de 5,0 e 50,0 g.L™ de peptona. O aumento na concentracdo de sulfato de
magnésio no meio diminui o teor de agucar residual. O efeito da adicdo de fosfato de potassio
ndo foi significativo em meio com 5,0 g.L ™" peptona, mas no meio com 50,0 g.L™ de peptona

apresentou significancia. Embora tenha contribuido para um menor teor de agUcar residual sua



33

presenca proporcionou menor impacto sobre essa variavel resposta em relacdo a presenca de
sulfato de magnésio. A associacdo dos elementos sobre o teor de agucar residual foi somente
significativo quando em concentracdo de 50,0 g.L™ de peptona.

Para o nitrogénio residual nas condicdes testadas a presenca de ambos 0s
elementos, bem como sua interagdo ndo foi significativa. O valor de R ajustado foi igual a
zero, confirmando que os parametros analisados ndo expressam correlacdo com a variavel

resposta (Tabela 13).

Tabela 13: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre nitrogénio residual.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor

(1)K,HPO, 13146,9 1 13146,9 0,032080 0,874354
(2)MgSO, 4493,0 1 4493,0 0,010964 0,926163
Interacéo 29884,0 1 29884,0 0,072922 0,812442
Falta de ajuste 22884,8 1 22884,8 0,055843 0,835188
Erro puro 819620,7 2 409810,4

Total 890029,5 6

R ajustado — 0

A adicdo dos elementos no meio NYD com 50,0 g.L™ de peptona ndo interferiu
no consumo de nitrogénio, nem mesmo quando correlacionados. Sulfato de magnésio e
fosfato de potassio nessas condi¢bes, ndo proporcionou nenhum efeito sobre a variavel

resposta nitrogénio residual (Figura 9).

Figura 9: Pareto com efeitos das variaveis sobre nitrogénio residual em 50,0 g.L™ de peptona.

1by2 127004
(1)k2P04 -17911
(2)MgS04 -,104707
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A adicdo dos elementos secundarios sobre o nitrogénio residual nao foi
significativo em nenhuma das concentracOes de peptona analisadas.

O fésforo, magnésio, enxofre e potassio sdo macronutrientes importantes para 0s
micro-organismos. O fésforo encontrado na forma fosfato orgénico ou inorgéanico é
necessario para a sintese de acidos nucléicos. A maior parte do enxofre celular € proveniente
de fontes inorganicas, tais como o sulfato, tem importante papel estrutural e também em
muitas vitaminas. Uma variedade de enzimas, incluindo algumas envolvidas na sintese de
proteinas, requerem especificamente o potassio. O magnésio tem importante papel na
estabilizacdo de ribossomos, membranas celulares e &acidos nucléicos (MADIGAN et al.,
2008).

Esses macronutrientes aparecem de forma combinada. Em alguns trabalhos
observou-se a adigdo desses elementos na forma de sulfato de magnésio (MgSO,) e fosfato de
potassio (K;HPO,) em diferentes espécies de Bacillus e faixas de valores. Para sulfato de
magnésio faixas que variam de 0,2 a 1,5 g.L™ e fosfato de potéssio faixas de 1,0 a 2,0 g.L™
(HANCOCKS et al., 2010, KWON et al., 2011, BONIOLO et al., 2012, KUO et al., 2009).
N&o ha um padrédo de concentracao desses elementos.

O planejamento experimental possibilitou definir quais parametros, dentre as
concentracdes de peptona selecionadas, afetariam, de forma mais significativa, a adicdo dos
elementos sulfato de magnésio e fosfato de potassio no meio NYD com 5,0 e 50,0 g.L™ de
peptona. Conforme observado experimentalmente, existe interagdo entre 0s parametros
selecionados sobre a variavel biomassa, com maior eficiéncia em presenca de sulfato de
magneésio. Desta forma, a suplementacdo do meio NYD com sulfato de potassio foi

descartada, apenas selecionada a adicao de sulfato de magnesio.
4.3.1-Avaliacdo da concentracdo de Sulfato de Magnésio

Constatado no planejamento experimental na faixa estudada o efeito significativo
da adicdo de sulfato de magnésio no meio NYD. O uso isolado de sulfato de magnésio
permitiu maior formacéo de biomassa. Para checar a melhor concentracdo desse elemento no
meio em teste, experimentos foram realizados com diferentes concentracdes (0, 0,5, 1,0, 1,5,
2,0, e 3,0) de sulfato de magnésio. Foi aplicado o teste de Tukey sobre os resultados obtidos.

Na figura 10 observou-se que o aumento da concentracdao de sulfato de magnésio
no meio desencadeou incremento na producdo de biomassa em relacdo ao controle. No

entanto, a medida que se aumenta a concentracdo a producdo de biomassa decresce. A maior
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producdo de biomassa foi constatada em 0,5 g.L™ de sulfato de magnésio, embora
estatisticamente ndo haja diferenca entre as concentraces de sulfato de magnésio testadas.
Em comparagdo com o controle, observou-se um aumento na produgdo de biomassa em mais

de 100 % em relacdo & concentracéo 0,5 g.L™ de sulfato de magnésio.

Figura 10: Producéo de biomassa nas diferentes concentracfes de sulfato de magnésio.
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A quantidade de acucar residual diminuiu com o aumento da concentracdo de
sulfato de magnésio, exceto para o experimento com 3,0 g.L™ em que a presenca de accar
residual é levemente maior que o controle. Em geral a variacdo das concentracdes de sulfato
de magnésio no meio ndo interferiu consideravelmente no consumo do acucar, visto que a
quantidade de acucar residual foi estatisticamente semelhante entre as concentracGes

avaliadas (Figura 11).

Figura 11: Acucar residual nas diferentes concentragdes de sulfato de magnésio.
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As quantidades de nitrogénio residual encontradas para todas as concentracdes de
sulfato de magnésio avaliadas foram semelhantes ao controle. A presenca de sulfato de
magnésio em qualquer concentracdo, nessas condi¢des, ndo interferiu no consumo de

nitrogénio (Figura 12).

Figura 12: Nitrogénio residual nas diferentes concentracdes de sulfato de magnésio.
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Pelos resultados obtidos com as diferentes concentracdes testadas, a concentragdo

selecionada de sulfato de magnésio para composic&o do meio NYD modificado foi 0,5 g.L™.

4.4- EFEITO DA SUBSTITUICAO PARCIAL DA PEPTONA POR SULFATO DE
AMONIO

A substituicdo parcial da peptona por sulfato de aménio nas diferentes
combinagdes avaliadas em geral ndo demonstraram grande impacto sobre a producédo
biomassa. Tendo a melhor resposta sobre esta variavel a combinacéo de 1,0 g.L™ de peptona e
3,0 g.L" de sulfato de aménio, uma producdo de 1,24 g.L". O aumento dos elementos
peptona e sulfato de amdnio nas variagdes testadas promoveram o aumento do teor residual de
acUcar. O maior valor deste parametro foi 8,39 g.L™ quando combinados 5,0 g.L™ de peptona
e 5,0 g.L™ de sulfato de aménio e o menor valor residual 3,91 g.L" em 5,0 g.L™ de peptona e
1,0 g.L™ de sulfato de amonio. Os valores de nitrogénio residual e amoniacal apresentaram

faixas de valores crescentes com as diferentes combinacdes dos elementos (Tabela 14).



37

Tabela 14: Efeito da adicdo de peptona e sulfato de aménio em meio NYD para biomassa,

acucar residual, nitrogénio residual e amoniacal.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Matriz (g.Lh (g.L™Y)
Peptona (NH4),SO, Peptona (NH4),SO, Biomassa AR N N
residual amoniacal
-1 -1 1 1 1,07 4,28 3,77 1,47
-1 -1 1 1 1,07 4,44 3,95 1,29
0 -1 3 1 1,05 4,21 5,07 1,72
0 -1 3 1 0,95 4,51 521 1,62
1 -1 5 1 1,01 3,91 7,97 1,78
1 -1 5 1 0,93 4,30 8,34 1,47
-1 0 1 3 1,24 5,05 6,34 411
-1 0 1 3 1,24 5,04 7,06 4,6
0 0 3 3 1,03 5,23 9,43 4,34
0 0 3 3 1,10 4,76 9,13 4,5
1 0 5 3 0,99 7,60 9,54 3,97
1 0 5 3 0,99 7,32 10,35 3,95
-1 1 1 5 0,93 6,98 9,20 7,7
-1 1 1 5 1,01 5,17 9,43 6,62
0 1 3 5 0,85 7,87 11,84 6,58
0 1 3 5 0,95 7,29 11,63 7,11
1 1 5 5 0,82 8,22 12,75 6,39
1 1 5 5 0,80 8,39 13,03 6,44

Pelo planejamento experimental aplicado, através da analise de variancia,
apresentado na tabela 15 os pardmetros linear e quadratico de sulfato de aménio foram
significativos sobre a producdo de biomassa. Assim como o termo linear da peptona e a
interacdo dos termos quadratico de sulfato de amdnio e linear da peptona. Observou-se

também que o R ajustado teve um valor de 85%.



Tabela 15: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre a producéo de biomassa.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor
(1)(NH4)2S04(L) 0,043200 1 0,043200 20,40945 0,001452
(NH4)2504(Q) 0,084100 1 0,084100 39,73228 0,000140
(2)Peptona (L) 0,086700 1 0,086700 40,96063 0,000125
Peptona (Q) 0,001600 1 0,001600 0,75591 0,407202
1L e2L 0,001800 1 0,001800 0,85039 0,380498
1L e2Q 0,000600 1 0,000600 0,28346 0,607331
1Q e2L 0,009600 1 0,009600 4,53543 0,062056
1Qe2Q 0,001800 1 0,001800 0,85039 0,380498
Erro 0,019050 9 0,002117
Total 0,248450 17

R ajustado — 0, 85517
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Sobre a producdo de biomassa os elementos peptona e sulfato de amdnio foram

significativos. A peptona mesmo tendo significancia sobre a variavel possui efeito antagénico,

guanto maior sua concentracdo menor o efeito sobre a biomassa, ao contrario do sulfato de

amonio. Do mesmo modo a interacdo do termo quadratico de sulfato de amdnio e linear da

peptona, embora significativos, ndo contribuem positivamente sobre a producdo de biomassa

(Figura 13).

Figura 13: Pareto com efeitos das variaveis sobre a producao de biomassa.
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Os termos lineares de sulfato de amdnio e peptona tiveram efeito sobre a variavel

acucar residual a nivel de significancia 90%. As interacdes dos parametros quadraticos e

lineares dos elementos também foram significativas, bem como a combinacdo dos termos
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quadrético de sulfato de magnésio e linear de peptona. O R ajustado foi de aproximadamente
90% (Tabela 16).

Tabela 16: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre o acucar residual.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor
(1)(NH4)2S04(L) 27,81607 1 27,81607 118,9710  0,000002
(NH4)2S04(Q) 0,00514 1 0,00514 0,0220 0,885441
(2)Peptona (L) 6,42403 1 6,42403 27,4760  0,000534
Peptona (Q) 0,24338 1 0,24338 1,0409 0,334244
1L e2L 3,08761 1 3,08761 13,2059 0,005452
1L e 2Q 0,04594 1 0,04594 0,1965 0,668043
1Q e2L 1,35850 1 1,35850 5,8104 0,039218
1Qe2Q 2,04357 1 2,04357 8,7405 0,016052
Erro 2,10425 9 0,23381
Total 43,12849 17

R ajustado — 0, 90784

Sobre o teor de agucar residual os elementos foram significativos. Um maior
efeito foi apresentado por sulfato de aménio. Ambos elementos contribuiram para maior
acucar residual final, ou seja, nessas condicdes a cepa consumiu menor fonte de carbono. Um
menor efeito sobre a variavel resposta foi apresentado para as interacfes dos termos linear e
quadratico das variaveis independentes, assim com a interacdo dos termos quadratico de

sulfato de magnésio e linear de peptona (Figura 14).

Figura 14: Pareto com efeitos das variaveis sobre acucar residual.
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Sobre a variavel nitrogénio residual foi significativo o pardmetro linear de sulfato
de amdnio e peptona. As interacGes dos pardmetros quadraticos e lineares das varidveis
independentes também apresentaram efeito significativo sobre nitrogénio residual, exceto as

interacdes lineares de sulfato de aménio e peptona (Tabela 17).

Tabela 17: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre nitrogénio residual.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor

(1)(NH,),SO4(L) 93,9121 1 93,91207 1037,830  0,000000
(NH4)2S04(Q) 0,0633 1 0,06334 0,700 0,424462
(2)Peptona (L) 41,1811 1 41,18107 455,095  0,000000

Peptona (Q) 0,2320 1 0,23200 2,564 0,143794
1Le?2L 0,2592 1 0,25920 2,864 0,124808
1L e 2Q 1,5000 1 1,50000 16,577 0,002794
1Qe2L 0,3174 1 0,31740 3,508 0,093869
1Qe2Q 1,0272 1 1,02722 11,352 0,008267

Erro 0,8144 9 0,09049
Total 139,3067 17

R ajustado — 0, 98896

Sulfato de aménio e peptona apresentou efeito impactante sobre o nitrogénio
residual. A presenca dos elementos contribuiu para maior quantidade de nitrogénio residual
no meio, ja que sdo importantes fontes de nitrogénio. O que sugere interferéncia no consumo
de ambas as fontes de nitrogénio, ja que as interacbes dos dois componentes no meio ndo

demonstram grande impacto, apenas um pequeno efeito sobre a variavel resposta (Figura 15).

Figura 15: Pareto com efeitos das variaveis sobre nitrogénio residual.
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Em relagdo ao nitrogénio amoniacal na tabela 18, dos elementos correlacionados
apenas sulfato de amonio apresentou efeito significativo e a interacdo do termo quadratico de
sulfato de aménio e linear da peptona.

Tabela 18: Anova dos efeitos das variaveis independentes sobre nitrogénio amoniacal.

Fator Soma Grau de Média F p
Quadratica Liberdade Quadratica calculado valor

(1)(NH,),S04(L) 16,35668 1 16,35668 5,69240 0,040833
(NH4),S04(Q) 0,18347 1 0,18347 0,06385 0,806187
(2)Peptona (L) 0,31687 1 0,31687 0,11028 0,747431

Peptona (Q) 0,00007 1 0,00007 0,00002 0,996185
1Le?2L 0,12005 1 0,12005 0,04178 0,842588
1L e2Q 0,10935 1 0,10935 0,03806 0,849664
1Q e2L 48,05340 1 48,05340 16,72340 0,002719
1Qe2Q 0,59769 1 0,59769 0,20801 0,659140

Erro 25,86080 9 2,87342
Total 91,59838 17

R ajustado — 0, 46671

Para nitrogénio amoniacal a interacdo do termo quadratico de sulfato de aménio e
linear da peptona apresentou maior impacto que o termo linear de sulfato de aménio. Contudo
efeito do sulfato de amdnio foi positivo. Quanto maior for a presenca de sulfato de aménio,
maior a variavel resposta, visto que o sulfato de aménio é a fonte inorgéanica de nitrogénio

presente (Figura 16).

Figura 16: Pareto com efeitos das variaveis sobre nitrogénio amoniacal.
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A maior fonte de nitrogénio na natureza encontra-se na forma de compostos
inorganicos, como amoénia e nitrato. A maioria das bactérias é capaz de utilizar a amonia
como fonte de nitrogénio (MADIGAN et al., 2008).

A necessidade de nitrogénio pode ser parcialmente preenchida com a capacidade
de algumas espécies de Bacillus de fixar o nitrogénio: B. polymyxa, B. macerans, bem como
outras (SNEATH et al.,1986).

A substituicdo parcial de peptona por sulfato de aménio pode ser uma alternativa
viavel e economicamente favoravel, visto a diminuicdo sobre o custo do meio de cultivo e

principalmente no custo da biomassa (Tabela 19).

Tabela 19: Valores calculados para 0 meio NYD e NYD modificado

Meio
NYD  NYD modificado”
Custo do meio (R$.L™) 20,99 18,33
Biomassa produzida (g.L™) 0,74 1,24
Custo da biomassa (R$.g™") 28,36 14,78

* NYD modificado (1% de peptona, 3% de sulfato de aménio, 0,5% de sulfato de magnésio).

Fonte: SIGMA ALDRICH, 2013.

Assim pelos resultados obtidos, a combinacédo selecionada, a que maior contribuiu
para a producdo de biomassa da cepa RAB9 foram as concentracdes de 1,0 g.L™ de peptona

com 3,0 g.L ™" de sulfato de aménio.

4.5- TESTES PRELIMINARES EM BIORREATOR

Dos testes preliminares realizados em biorreator foi observado o impacto da
adicdo de diferentes vazdes de ar (2, a 6 L/min) em batelada simples sobre a biomassa
produzida pela linhagem em estudo. Nas amostras coletadas foi constatado formacéo de
emulsdo, o que prejudicou a centrifugacdo das mesmas, ocasionada pela presenca do 6leo de
soja, usualmente utilizado como antiespumante no Laborat6rio de Bioprocessos.

Para a verificacdo da necessidade do emprego do antiespumante no processo
foram feitos testes sem adicdo de antiespumante, nas mesmas condicGes. Apos nove horas de
experimentos foi observada intensa formacdo de espuma pelo micro-organismo.

Devido a elevada formacdo de espuma, quantidades expressivas de meio e
biomassa foram perdidas nos reatores com vazdes de ar 4 e 6 L/min, principalmente na maior

vazdo. Ocorreu entrada de espuma nos filtros e entupimento da entrada de ar no biorreator,
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prejudicando a injecdo de ar e a manutencgdo constante das vazdes na fermentacdo. Contudo,
com os experimentos preliminares foi descartada a utilizacdo do 6leo de soja para a cepa
RAB9 e constatada a importancia de se buscar um novo antiespumante para as fermentacdes
em reator de bancada para diminuir a tenséo superficial e impedir a formacao de espuma.

Uma possivel razdo para a grande formagdo de espuma é a producdo de
biossurfactante pela espécie RAB9. Algumas espécies de Bacillus sdo conhecidas como
produtoras de biossurfactantes. Schaller et al. (2004) relataram producdo de surfactina,
biossurfactante produzido por B. subtilis, Bugay (2009) produziu biossurfactante com
Bacillus sp, Dexter et al. (2008) relataram producdo de lipopetideos por Bacillus subtilis, B.

licheniformis e B. polymyxa.

4.6 — SELECAO DO ANTIESPUMANTE A SER UTILIZADO NO PROCESSO EM
BIORREATOR

O teste para a escolha do antiespumante foi realizado com Gleos vegetais (soja,
milho, girassol, canola) e mineral. A utilizacdo de 6leos vegetais € comum na industria por ser
de preco bastante acessivel, uma grande vantagem para baratear o processo, em comparacao
com antiespumante comercial com valores muito maiores. Os experimentos foram realizados
em agitador orbital a 30°C, 150 rpm por 24h. Observou-se a turvacdo comparando-0s com o
controle (sem 6leo). Determinou-se a quantidade de biomassa e interferéncia na separacdo de
massa bacteriana e o sobrenadante (meio).

Observados os testes com o0s 0leos e o controle visual, notou-se uma maior
turvacdo causada pelos 6leos vegetais no meio, ao contrario do 6leo mineral que apresentou
turvacdo semelhante ao controle. A turvacdo dos Oleos vegetais foi apresentada de forma
crescente para os 6leos: canola, girassol, milho e soja. Constatado maior turvacao para teste
com o Gleo de soja. O que comprova uma interferéncia dos éleos vegetais sobre a fermentacéo

com a linhagem RABY, principalmente em presenca de 6leo de soja (Figura 17).
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Figura 17: Efeito dos dleos vegetais e mineral como agentes antiespumante para a cepa
RAB9.
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Nas condicGes dos testes em agitador orbital a presenca dos 6leos no meio ndo
interferiu na separagdo da biomassa e sobrenadante. Também néo foi constatada formacéo de

emulsdo superficial, nem mesmo em presenca do 6leo de soja (Figura 18).

Figura 18: Tubos com 6leos vegetais e mineral ap6s centrifugacdo com a cepa RABO.

Pelos resultados obtidos com observacdo da turbidez, separacdo da biomassa e
formacdo de emulsdo, os 6leos vegetais mesmo nao apresentando emulsdo superficial e ndo
interferindo na separacdo da biomassa e sobrenadante, interferiram na turbidez do meio,

sendo entdo o melhor antiespumante para a cepa RAB9 o 6leo mineral.

4.7 - FERMENTACAO COM O MEIO NYD MODIFICADO

Nos experimentos anteriores foram estudadas efeitos da adigdo de alguns
elementos no meio NYD, verificados estes efeitos e estabelecidas suas concentracdes,

chegou-se a uma nova formulagdo do meio NYD (composicéo em g.L™): 10,0 de dextrose,
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5,0 de extrato de levedura, 3,0 de extrato de carne, 1,0 de peptona, 3,0 de sulfato de amdnio,
0,5 de sulfato de magnésio.

Os testes de fermentacdo foram realizados em batelada simples com diferentes
variacOes da vazdo de ar (2 a 8 L/mim) com adicdo de 6leo mineral como antiespumante.
Visando aumentar o periodo de observacdo da curva de crescimento da cepa RAB9 em
biorreator foi estendido o periodo do experimento de 24 horas para 30 horas.

As condigdes estabelecidas em biorreator em batelada simples proporcionaram
efeito satisfatorio para o crescimento da cepa RAB9. O aumento da vazdo de ar 2 para 4
L/min refletiu em um grande aumento sobre a producgédo de biomassa. De 4 para 6 L/min o
salto de crescimento obtido, mostram os valores mais altos determinados para a producéo de
biomassa com a linhagem estudada. Com o aumento da vazdo de 6 para 8 L/min os valores
obtiveram uma queda, porém os valores apresentados foram maiores que os obtidos com a
menor vazdo testada. Em geral os maiores valores para a producdo de biomassa foram

apresentados com o tempo de 30 horas (Figura 19).

Figura 19: Producdo de Biomassa com vaz0es de ar 2, 4, 6 e 8 L/min.
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A melhor producdo de biomassa observada com vazdo de ar de 6 L/min no
perfodo de 30 horas proporcionou uma concentracdo maxima de 3,28 g.L™" de biomassa. Se
comparada a maior producdo de biomassa obtida em meio NYD tradicional, com fermentacao
conduzida em agitador orbital, temos um acréscimo de 2,3 g.L™ se tomarmos uma producio
de 0,99 g.L™, um aumento de 334 %.
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O maior consumo de agucar foi observado para as vazdes 4 e 6 L/min, ja que nas
condigdes testadas apresentaram 0s menores valores para o teor de agucar residual. O que
representa um consumo 59,3% e 92,8 % respectivamente. Com vazéo de ar de 6 L/min o valor
final de aglcar residual foi de 1,0 g.L™, ou seja, um consumo de quase todo acucar disponivel
no meio. O consumo de agucar com as vazdes de ar 2 e 8 L/min foram 53,1% e 44, 9%
respectivamente. O grande consumo da fonte de carbono em 6 L/min em 30 horas de

fermentac&o é reflexo do alto crescimento da cepa RAB9 (Figura 20).

Figura 20: Acucar residual com vazdes de ar 2, 4, 6 e 8 L/min.
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O teor de nitrogénio residual foi menor para a vazdo de 4 L/min, que representa
consumo de 34,4% do nitrogénio disponivel. Para as vazbes de 2 e 8 L/min o consumo de
nitrogénio foi menor que 50%, apresentaram um percentual de 40% e 46,1% respectivamente.
Um comportamento semelhante foi observado para as vazles testadas sobre o teor de
nitrogénio em torno do periodo de 24 horas. Deste ponto pode ser observado que o
experimento com vazdo de ar 6 L/min tem um maior decaimento no teor de nitrogénio

residual representando um consumo final de 70,6 % de nitrogénio (Figura 21).
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Figura 21: Nitrogénio residual com vazdes de ar 2, 4, 6 e 8 L/min.
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O teor de nitrogénio amoniacal no meio representa um consumo de nitrogénio
inorganico de 28,3 % para vazéo de 2 L/min, 51,6% para 4 L/min, 41,8 % para 8 L/min. O
maior consumo foi obtido para vazdo de ar 6 L/min um percentual de 83,1 %, o que
demonstra um grande consumo da fonte de nitrogénio inorganica presente no meio. Em geral
o teor de nitrogénio amoniacal para as vazfes de ar 2, 4 e 8 L/min foi semelhante. No periodo
de 28 a 30 horas verifica-se uma maior queda nos valores de nitrogénio amoniacal para a
vazdo de 6 L/min, o que representa um consumo mais intenso da fonte inorganica de

nitrogénio disponivel (Figura 22).

Figura 22: Nitrogénio amoniacal com vazdes de ar 2, 4, 6 e 8 L/min.
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Os micro-organismos tém diferentes capacidades de converter as substancias
quimicas dos meios de cultura em biomassa ou outros produtos de interesse. Essa capacidade
pode ser expressa numericamente como um rendimento de conversdo. Esses valores mostram
que o aproveitamento dos nutrientes ndo € integral, ou seja, apenas uma parcela dos nutrientes
é efetivamente transformada em biomassa ou produtos de interesse (PRADELLA et al.,
2001).

A conversdo do substrato em biomassa (Yxs) foi calculada para analise da
quantidade de biomassa produzida em relagdo ao agucar e nitrogénio consumidos no meio de
fermentacdo. O rendimento em biomassa (Yris) também foi um pardmetro verificado, em
virtude da analise de eficiéncia da linhagem estudada em converter os substratos disponiveis
em biomassa.

Os maiores valores de conversdo de agucar em biomassa, bem como, 0os maiores
valores de rendimento em biomassa foram registrados para as vazdes de 4 e 6 L/min, tendo
maior rendimento dentre as vazdes testadas a vazdo de 6 L/min. A converséo e rendimento de
nitrogénio total e amoniacal em biomassa foram maior para a vazéo de 6 L/min. Os célculos
dos parametros confirmam a eficiéncia do cultivo da linhagem, com méaxima conversao de
biomassa (Tabela 20).

Tabela 20: Fatores de conversdo de substrato em biomassa (Yxss) € rendimentos em biomassa

(Yrss) para os testes de fermentagéo

Vazdes AcUcar Nitrogénio total Nitrogénio inorganico
(L/min) YX/S(g/g) YR/S(g/g) YX/S(g/g) YR/S(g/g) YXI/S (g/q) YR/S (9/g)
2 0,15 0,11 1,30 0,45 5,25 1,88
4 0,28 0,17 -3,26 1,32 6,60 3,30
6 0,25 0,23 2,17 1,55 5,43 4,66
8 0,19 0,08 1,26 0,49 0,96 1,84

A gquantidade de biomassa alcancada por um processo descontinuo depende da
concentracdo inicial de substrato limitante do crescimento e da eficacia do micro-organismo
para converter o substrato em material celular. A funcdo principal de um fermentador é a de
proporcionar um meio ambiente controlado que permita o crescimento eficiente das células
(NEVES, 2003).

O emprego das diferentes vazdes de ar foi importante para as condicdes de
fermentacdo com a linhagem em biorreator. Um melhor desempenho em crescimento

microbiano obtido, em comparagdo com as condicdes em agitador orbital. Segundo
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Mantzouridou et al. (2002), a aeracdo pode ser benéfica ao crescimento e desempenho de
celulas microbianas, melhorando as caracteristicas de transferéncia de massa em relacdo ao
substrato, produto e oxigénio.

As vazbes de ar empregadas, também contribuiram para diminuicdo do custo de
biomassa, visto um maior aproveitamento do substrato. Com vazdo de 6 L/min onde a
producdo foi maior, o0 custo da biomassa apresentou um menor valor (Tabela 21).
Viabilizando assim, o emprego dessas condi¢cGes para um processo mais econémico e

rentavel.

Tabela 21: Valores de custos para o processo empregando com diferentes vazdes de ar.

Vazéo de ar (L/min)

2 4 6 8
Custo do meio (R$.L™) 2210 22,10 22,10 22,10
Biomassa produzida (g.L™) 1,16 2,00 3,28 1,33
Custo da biomassa (R$.g™") 19,05 11,05 6,73 16,61

Fonte: SIGMA ALDRICH, 2013.

Assim sendo, o ajuste do meio NYD proporcionou nas condi¢fes de fermentacao
em batelada simples com vazdo de ar de 6 L/min uma maior producdo de biomassa, menor
teores de acucar residual e fontes de nitrogénio. O que permite concluir que as condigdes em
biorreator refletem em melhores condigdes para o cultivo da cepa. Sendo assim estas
condicdes estabelecidas, definidas como as melhores condicdes para a producdo da linhagem
RABO.

4.8 - TESTE EM BIORREATOR EM BATELADA ALIMENTADA

A condicdo selecionada com a fermentacdo em batelada simples foi parametro
base para a definicdo da fermentacdo com batelada alimentada. A alimentacdo foi iniciada
com 12 horas decorridas de fermentacdo (indicada pelas setas). As dornas foram alimentadas
com dois meios concentrados, 10 e 20 vezes a concentracdo de glicose.

A maior producdo de biomassa foi determinada no ponto de 22 horas de
fermentacdo em ambos os testes. Com concentracéo de 1,41 g.L™* em alimentag&o com o meio
1, meio menos concentrado, e 2,33 g.L™" em alimentagdo com o meio 2, meio mais
concentrado. O perfil de producédo de biomassa foi semelhante para ambos 0s meios, porém as
melhores respostas para batelada alimentada com relagdo a biomassa foram determinadas com

0 meio 2. Até o periodo de inicio da alimentagdo as fermentagcdes seguem em batelada
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simples, com semelhante concentracdo de biomassa no ponto de 12 horas. A fermentagéo
alimentada apresenta um comportamento crescente até o periodo de 16 horas, dai entdo
estaciona a producdo, apresentando um pequeno decréscimo em torno de 30 horas. Ao
contrario da batelada simples com producéo crescente até o periodo final (Figura 23).

Figura 23: Producédo de biomassa em batelada alimentada com meios 1 e 2.
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A batelada alimentada nestas condi¢fes para a cepa RAB9 ndo se mostrou muito
vantajosa. O potencial de crescimento diminuiu bastante em relagdo a batelada simples. A
presenca de maior concentracdo de nutrientes ao longo da fermentacdo pode ter saturado
rapidamente as células bacterianas, diminuindo entdo sua producéo.

O consumo de agucar é observado até o periodo de 12 horas, conforme
apresentado pelo decréscimo do teor do aclcar residual. Nestes pontos iniciais o teor de
acucar residual representa um consumo semelhante. Depois do ponto de 12 horas o teor de
acucar do meio aumenta, devido alimentacdo constante. O teor de acUcar residual segue
crescente até o final da fermentacdo. O percentual de agucar adicionado na alimentacdo sendo
maior em meio 2, refletiu em maior teor residual no final da fermentacdo em relacdo a

alimentacdo com o meio 1 (Figura 24).
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Figura 24: Acucar residual obtido em batelada alimentada com meios 1 e 2.
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Os teores de nitrogénio residual sdo menores antes da alimentacdo. Nao foi
observado consumo de nitrogénio no periodo de alimentacdo. Visto que o teor de nitrogénio

residual apresentou continuo aumento até o final da batelada (Figura 25).

Figura 25: Nitrogénio residual obtido em batelada alimentada com meios 1 e 2.
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Os valores de nitrogénio amoniacal em geral foram semelhantes para a
alimentacdo com os dois meios. O teor de nitrogénio amoniacal aumenta com o periodo de

alimentacdo e segue até o final da fermentacdo (Figura 26).
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Figura 26: Nitrogénio amoniacal obtido em batelada alimentada com meios 1 e 2.

2,0
& 15
|
2
3
‘E 1’0 i e=gu== B atelada alimentada:10x
g [ == Batelada alimentada:20x
% ‘||_-|—J T 'I' T _I_ l Bateladasimples
Z 05 m T.7 71
= et
J_ I‘J- 1—l—| T
=
0,0 T T | )
0 10 20 30 40

Tempo (h)

A estratéegia de alimentacdo foi empregada com objetivo de aumentar a
concentracdo de massa celular exponencialmente na acumulagéo de biomassa em biorreator.

A fermentacdo descontinuo-alimentada (batelada alimentada) oferece melhor
controle das condicGes de adicdo de substratos durante a fermentacdo (particularmente
importante no caso das concentracdes de substratos especificos como, por exemplo, a fonte de
carbono), o modo de operacdo permite dominar e controlar os desvios no crescimento do
micro-organismo encontrados na fermentacdo descontinua (batelada simples) (NEVES,
2003).

A fermentacdo com batelada alimentada através do controle da alimentacdo de
nutrientes € um dos métodos mais populares para atingir células de alta densidade, muitas
vezes necessario para alto rendimento e produtividade. Estratégias de alimentacdo de
nutrientes incluem simples métodos indiretos pH-stat ou DO-stats, estratégias de alimentacéo
pré-determinadas (exponencial alimentacdo) de acordo com a captacdo de glicose ou
demanda, e outros métodos ( KWON et al., 2011). Culturas com alta densidade, como células
de Bacillus subtilis podem ser obtidas por batelada alimentada com alimenta¢do com solucao
nutritiva. Onde se obteve uma concentragéo elevada de células, 77 g.L™ por alimentacdo com
uma mistura de glicose e peptona com uma relacdo de 0,2-5 g glicose/g de peptona (KWON
etal., 2011).

Porém, nas condicBes aplicadas, a estratégia de alimentacdo com o0s meios
concentrados para incrementar a producdo de biomassa em biorreator ndo proporcionou

impacto favoravel para crescimento da linhagem.
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V — CONCLUSOES

A fase exponencial da linhagem Bacillus sp. RAB9 apresenta uma curta faixa com
periodo em torno de 8 a 24 horas de fermentacéo.

O efeito da adicdo de peptona com aumento da concentragdo no meio NYD foi
positivo para a producdo de biomassa, mas ndo vantajoso, 0 aumento da concentracdo de
peptona néo refletiu na mesma proporgao sobre o crescimento da cepa € somou maior impacto

sobre os custos do processo.

A modificacdo do meio tradicional com peptona associada com elementos
secundarios foram importantes para 0 aumento da biomassa, principalmente em presenca de

sulfato de magnésio.

A substituicdo parcial da fonte orgénica de nitrogénio por sulfato de aménio, fonte
inorgénica, € compensador por contribuir para um menor custo de producdo de biomassa,

tornando o processo com o meio NYD modificado economicamente viavel.

A fermentacdo em biorreator com batelada simples preparada com o meio NYD
modificado a vazdo de 6 L/min foi a melhor condicdo para se obter a maior producdo de

biomassa.

A producdo de biomassa em biorreator com meio NYD modificado comparada
com a producdo em agitador orbital com o meio NYD tradicional apresentou um aumento de
334 %.

A estratégia de alimentacdo para incremento da producdo de biomassa em
biorreator nas condicGes aplicadas ndo proporcionou impacto favoravel para crescimento da

linhagem.

Podemos concluir que com os fatores estudados foi possivel a ampliacdo de escala

com aumento na producdo de biomassa da linhagem Bacillus sp. RAB9.
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