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RESUMO

A crescente demanda do setor agricola por técnicas que auxiliem no desenvolvimento vegetal,
instiga no campo biotecnolodgico a pesquisa por processos de aperfeicoamento, e de forma
sustentavel e economicamente viavel, bactérias promotoras de crescimento em planta (BPCP),
surgem como alternativa, por excretar substancias como sider6foros, moléculas capazes de
sequestrar o Fe e disponibilizd-lo na forma adequada para a nutricdo vegetal. Para o
desenvolvimento deste bioprocesso, atentou-se primeiramente ao meio nutricional,
particularmente a fonte de carbono, essencial a produ¢do de células e nutricdo bacteriana.
Bactérias do género Bacillus sdo tradicionalmente otimizadas com dextrose, mas para este
trabalho, objetivou-se investigar a producdo biomassa e de sider6foros por Bacillus
stratosphericus variando a fonte de carbono com Sacarose e Sacarose invertida. Inicialmente,
a curva de crescimento foi analisada com a inocula¢do de 1L do microrganismo em 50 mL
do meio liquido padrdo NYD (nutrient-yeast-dextrose), incubado em estufa rotatdria operando
a 30 °C, 150 rpm por 24 horas. A fase exponencial foi observada entre 3 e 9 horas de
fermentagio, com concentragio maxima de 2,97 g L. Para os tempos de fermentagio de 9 a
18 horas, observou-se uma fase de declinio lenta, chegando a 2,35 g L' em 18 horas de
fermentacdo. Apds esse tempo, o declinio foi rapido chegando a 0,62 g L' em 21 horas. O
tempo de 18 horas foi selecionado para estudar as variagoes das fontes de carbono nas
concentracdes de 5 g L', 10 g L''e 15 g L', substituindo a dextrose no tradicional meio NYD.
Os resultados obtidos mostraram que para a sacarose, a concentragdo de 5 g L' mostrou-se
mais eficiente para producio de biomassa (3,7 g L!). J4 para a sacarose invertida, a
concentragdo de 15 g L' levou a 4,28 g L! de biomassa, ambas as fontes tiveram maior
rendimento de biomassa que a composicao tradicional com dextrose, que a 18h de cultivo,
teve uma produgio de 2,35 g L'! de biomassa. A produgio de siderdforos pelo microrganismo

nao apresentou resultados satisfatorios.

Palavras-chave: Sacarose. Sacarose Invertida. Sideroforos.



ABSTRACT

The growing demand of the agricultural sector for techniques that assist in plant development,
instigates research in the biotechnological field for research on improvement processes, and in
a sustainable and economically viable way, plant growth promoting bacteria (BPCP), appear
as an alternative, for excreting substances as siderophores, molecules capable of sequestering
Fe and making it available in a form suitable for plant nutrition. For the development of this
bioprocess, attention was first paid to the nutritional environment, particularly the carbon
source, which is essential for the production of cells and bacterial nutrition. Bacteria of the
genus Bacillus are traditionally optimized with dextrose, but for this work, the aim was to
investigate the biomass and siderophores production by Bacillus stratosphericus by varying
the carbon source with sucrose and inverted sucrose. Initially, the growth curve was analyzed
by inoculating 1 pL of the microorganism in 50 mL of the standard liquid medium NYD
(nutrient-yeast-dextrose), incubated in a rotary oven operating at 30 °C, 150 rpm for 24 hours.
The exponential phase was observed between 3 and 9 hours of fermentation, with a maximum
concentration of 2.97 g L. For the fermentation times of 9 to 18 hours, a phase of slow
decline was observed, reaching 2.35 g L' in 18 hours of fermentation. After that time, the
decline was rapid, reaching 0.62 g L' in 21 hours. The time of 18 hours was selected to study
the variations of carbon sources in the concentrations of 5 g L', 10 g L'! and 15 g L,
replacing dextrose in the traditional NYD medium. The results obtained showed that for
sucrose, the concentration of 5 g L™! was more efficient for biomass production (3.7 g L™!). As
for the inverted sucrose, the concentration of 15 g L' led to 4.28 g L' of biomass, both
sources had higher biomass yield than the traditional composition with dextrose, which at 18h
of cultivation, had a production of 2.35 g L'! of biomass. The production of siderophores by

the microorganism did not present satisfactory results.

Keywords: Sucrose. Inverted sucrose. Siderophores.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda do setor agricola técnicas que auxiliem no desenvolvimento
vegetal, instiga a pesquisa por processos quimicos e bioldgicos de aperfeicoamento, e de
forma sustentdvel e economicamente vidvel. Nos ultimos anos a comunidade bacteriana de
géneros presentes na biota do solo tiveram seu uso biotecnoldgico intensificado por atuar
como uma alternativa promissora na redu¢ao dos impactos causados pelo uso de fertilizantes,
bem como no beneficiamento do crescimento de plantas.

As bactérias do género Bacillus sdo conhecidas como promotoras de crescimento em
planta (BPCPs), e quando associadas com a rizosfera destacam-se por excretarem substancias
reguladoras de crescimento em sua producdo como, por exemplo, os sider6foros, moléculas
capazes de sequestrar o Fe e disponibiliza-lo na forma adequada, visando melhorar a nutrigao

vegetal (CERQUEIRA, et al. 2015).

Dentro deste contexto, a Embrapa Agroindustria Tropical possui grande interesse no
desenvolvimento de projetos utilizando agentes de biocontrole de pragas e nutricdo para
plantas, onde a utilizacdo de espécies do género Bacillus isolados da rizosfera ¢ uma das

linhas de pesquisa que se encontram em desenvolvimento.

Um fator chave a ser considerado ¢ o desenvolvimento de um bioprocesso de
producdo de biomassa, baseado em um meio de cultura economicamente viavel em larga
escala. Para o desenvolvimento deste bioprocesso, deve-se atentar primeiramente ao meio
nutricional, particularmente as fontes de carbono e nitrogénio, oriundas de macromoléculas
essenciais para a producdo de células e nutricdo bacteriana (Yanez-Mendizabal ef al., 2012).
Tradicionalmente, os meios otimizados para Bacillus contem dextrose como fonte de carbono

(Souza, 2013), contudo outras fontes podem ser investigadas.

Deste modo, uma comparacao inicial dos pregos das fontes de carbono utilizadas
neste estudo foi realizada e uma eficacia de custo foi observada: em 68,5% (sacarose) e 66,6%
(sacarose invertida), quando comparado com o preco do meio controle em dextrose. Isso
reflete em uma economicidade no processo de produgdo de biomassa via otimiza¢ao do meio
de cultura quando analisado sob a 6tica de uma escala industrial de producao.
Neste trabalho, uma cepa de B. stratosphericus (CMIAT 61), pertencente a cole¢do de
interesse para Embrapa Agroindustria Tropical foi utilizada para avaliar a sua capacidade
produtiva de biomassa e sider6foros através da combinagdo de diferentes concentragdes de

sacarose ou sacarose invertida como fontes de carbono no meio nutricional.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o desempenho da bactéria Bacillus stratosphericus CMIAT 61 na

producdo de biomassa sob diferentes fontes de carbono e analisar a producao de sider6foros.

2.2 Objetivos Especificos

a) Investigar o perfil de crescimento microbiano de B. stratosphericus CMIAT 61 em
meio padrao NYD;

b) Avaliar o efeito das fontes de carbono sacarose e sacarose invertida na producao
de biomassa de B. Stratosphericus CMIAT 61 e comparar com os resultados
obtidos em meio padrao NYD;

c) Avaliar o efeito das fontes de carbono sacarose e sacarose invertida na produgao

de siderofilos por B. Stratosphericus CMIAT 61.
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3 ESTADO DA ARTE

3.1 Bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs)

A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCPs) surge
como uma das estratégias inovadora no campo biotecnologico (TRINDADE, 2021;
FIGUEIREDO et al., 2010), na busca por alternativas que impactem diretamente a producao
agricola em termos de qualidade e produtividade, e que estejam alinhadas ao pilar ambiental e
viabilizem eficécia no custo.

A relagdo planta-bactéria se da em diferentes nichos, seja no solo, superficie ou
mesmo no interior das plantas, podendo contribuir consideravelmente no crescimento e
desenvolvimento vegetal (AMORIM, 2019). Dentro deste contexto, pesquisas vém sendo
desenvolvidas no intuito de se conhecer o mecanismo de a¢do das BPCPs que define a melhor
utilizagdo dos isolados, que tendem a agir de um modo diferente a depender da espécie de
planta ou bactéria utilizada (HUNGRIA e ARAUJO, 1994).

Duarte (2020) relatou uso de Pseudomonas fluorecens, Paentoea anatis e
Azozpirillum brasiliensis como BPCPs frente a graminea Urochloa ruziziensis, € o resultado
foi extremamente promissor, apresentando um aumento de massa de forragem e de raizes das
plantas em até 37%, pelos dois primeiros géneros citados. A adogdo desta estratégia reduziu a
dependéncia por fertilizantes nitrogenados, devido a uma maior capacidade dos
microrganismos de fixar o nitrogénio atmosférico, tornando-o disponivel para a planta,
reduzindo assim custos de producdo, bem como os impactos ambientais gerados pelo uso do
insumo de origem fossil (FUKAMI et al., 2016).

Além da fixa¢do de nitrogénio, a solubilizacdo de fosfatos minerais ou outros
nutrientes do solo, estudos tem demonstrado a¢ao indireta do crescimento de plantas por essas
bactérias, evitando efeitos deletérios de organismos fitopatogénicos através da producdo de
antibioticos e sideroforos (VALETTI et al., 2018). As BPCPs sdo capazes de agir no controle
contra fitopatdgenos e na degradagdo de pesticidas, apresentando tolerancia a concentragdes
maiores que as aplicadas em campo, visando até mesmo uma biorremediagdo (AMORIM,

2019).
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Nas pesquisas com BPCPs, existe a busca por bactérias que de fato promovam o
crescimento vegetal, independentemente de sua classificacdo taxondmica, no entanto, as
bactérias do género Pseudomonas e Bacillus ocupam posi¢do de destaque, tendo sido
aplicadas com maior frequéncia em estudo nos ultimos anos (HUNGRIA e ARAUJO, 1994).

Espécies de Pseudomonas se estabelecem melhor na rizosfera do que outros
géneros, enquanto que as espécies de Bacillus possuem a capacidade de adaptacdo a
ambientes variados, além de serem produtoras de endosporos (VALDEBENITO-SANHUEZA
e MELO, 2007) estruturas de extrema resisténcia ao calor, produtos quimicos fortes e
radiagdo. Rodrigues et al. (2012) relataram o efeito positivo do uso de espécie BPCPs quando
co-inocularam Bradyrhizobium com uma estirpe de Bacillus em uma cultura de caupi (Vigna
unguiculata). O resultado observado na Figura 1, demonstra o aumento da nodulacdo e uma

melhor resposta simbiotica proporcionada (RODRIGUES, 2012; FIGUEIREDO et al. 2010).

Figura 1 — Raizes de caupi (Vigna unguiculata) nodulada,

inoculada com Bradyrhizobium sp. (esquerda) e coinoculada

com Bradyrhizobium sp. + Bacillus subtilis (direita).

Fonte: FIGUEIREDO et al. 2010
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3.2 Bacillus sp

As bactérias do género Bacillus possuem forma de bastonete, gram-positivos e se
se destacam pela capacidade de formar endosporos, caracteristica interessante para aplicagdes
industriais uma vez que lhes confere resisténcia a temperatura e alta pressdo osmdtica, de
forma que pequenas alteracdes nessas varidveis ndo geram grandes perturbagdes no processo
(VALDEBENITO-SANHUEZA e¢ MELO, 2007; TEJERA-HERNANDEZ, et al. 2011;
FACCIN, 2012).

Villarreal-Delgado et al. (2018) relataram a habilidade exibida pelas espécies de
Bacillus de se desenvolverem inumeros habitats, porém o solo ainda € o territorio onde este
género bacteriano pode ser encontrado em maior diversidade e quantidade, onde estdo
frequentemente associadas a plantas. Esta caracteristica demonstra especificidades em
potencial para uso em controle bioldgico, e efeito positivo na promogao de crescimento de
plantas (BPCPs).

A Tabela 1 sumariza uma visdo geral de alguns exemplos recentes na literatura
relacionados a contribuicdo de Bacillus sp. na saude, crescimento e desenvolvimento das

plantas.
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Tabela 1 — Mecanismos de promog¢ao de crescimento vegetal utilizando bactérias do género

Bacillus

Espécies ou
linhagens

Planta

Beneficios / Modo de ac¢ao

Referéncia

B. subtilis

Alfafa

Remocao de Cd; Promogao de
biomassa da planta; Regulacio de
metabodlitos do solo; Metabolismo da
alanina, aspartato e glutamato;
Biossintese de peptideoglicano e
acidos graxos; Metabolismo da
cisteina e metionina; Biossintese de
metabolitos secundérios.

Ll et al.,
2021

B. megaterium

Pepino

Maior biodisponibilidade de Pe K e
menor uso de fertilizantes desta
composi¢ao; Geragcdo de uma
comunidade microbiana estavel no
solo daquela regido.

ZHAO et al.,
2021

B. safensis

Quiabo

Fixacdo de N e P; Producdo de AIA,
amonia, giberelina e catalase;
Aumento na biomassa de raizes e
ramos

ALALL
KHALIFA e
AL-MALKI,

2021

B. pumilus,
B.amyloliquefaciens
e B. mojavensis

Tomate

Aumento da biomassa da planta sem
doenca; Aumento na altura da planta;
Maior produtividade dos frutos;
Produgdo de auxina; aumento na
producdo de macro e micronutrientes
como N, Ca e Na.

HE et al,
2019

Bacillus sp.

Tabaco e
Alface

Aumento do peso seco dos brotos de
mudas de tabaco e no niimero de raizes
laterais e fios radiculares; Producdo de
hormonio vegetais; Aumento no teor
de clorofila (60%) no tabaco e
acrescimo no peso seco de alface e
brotacdo de mudas

KIM et al.,
2018

Co-inoculagdo de
Bacillus sp. e
Trichoderma
asperellum

Bananeira
princesa

sp.

Melhoria em caracteristicas
morfofisioldgicas, Adicdo de P e K
soluveis; Sintese de auxinas e enzimas
hidroliticas

MOREIRA et
al, 2021

B. stratosphericus

Lirio

Atividade antifingica, Produgdo de
sider6foros e AIA, Fixagcao de N

KHAN et al.,
2020

Fonte: Elaborada pela autora
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3.3 Crescimento microbiano e analise da biomassa

Ao inserir microrganismos em um ambiente provido de nutrientes contendo pH e
temperatura favoraveis as caracteristicas metabolicas e fisiologicas deste microbio, ao
decorrer do tempo os nutrientes serdo consumidos, enquanto que as enzimas intracelulares e
metabolitos essenciais serdo produzidos, fazendo com que a sua populagio aumente. E
importante salientar que o crescimento microbiano esta relacionado ao aumento no niimero de
células, e ndo ao seu tamanho (HUNGRIA e ARAUJO, 1994).

Mardigan et al., (2016) descreveram que a multiplicagdo da populagdo bacteriana
ocorre em intervalos regulares, de forma que € possivel representar graficamente em uma
curva de crescimento bacteriano, que pode ser expressa pelo logaritmo da contagem
microbiana em fun¢do do tempo, descrevendo um ciclo completo em quatro fases em formato

sigmoidal, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 — Curva de Crescimento tipica de uma populagdo bacteriana

Fase lag Fase log Fase estacionaria Fase de morte celular
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Fonte: TORTORA (2012)

A fase Lag consiste em um periodo de ajuste a mudanca stbita de ambiente,
caracterizada como uma fase de laténcia. O crescimento inicia em um valor proximo de zero
onde acontecera a sintese de macromoléculas, enzimas e metabolitos secundarios essenciais a
sua existéncia. Uma vez cultivadas em condi¢des aptas ao seu crescimento, a multiplicacao de
células bacterianas ocorre de forma exponencial e constante, conforme evidenciado na

segunda fase do ciclo, conhecida como fase log ou fase exponencial (SWINNEN et al., 2004).
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Ao passo que o crescimento celular evolui, substancias s3o consumidas,
metabolitos se acumulam, e uma fase estacionaria ¢ notada quando a quantidade de células
vidveis se iguala a quantidade de células mortas (crescimento criptico). A populacdo maxima
¢ atingida quando a populagdo microbiana deixa de crescer e nimero de mortes ultrapassa o
total de células formadas.

O crescimento populacional microbiano acontecerd com variagdes caracteristicas
a cada microrganismo através de um processo de fissdo binaria, culminando com a duplicacao
da célula. A sua quantificacdo pode ser constatavel por diversos métodos, dentre os quais a
contagem em placas que registra o nimero de células viaveis (colonias) formadas, por meio
de dilui¢des seriadas de um inéculo (NICOLAU, 2014).

Outra forma de analisar a quantidade de biomassa ¢ estimando a concentracao
celular por meio de transmitancia. Em uma suspensdo de biomassa bacteriana, ao passo em
que as bactérias se multiplicam, o meio se torna turvo e opaco. A massa celular produzida ¢
proporcional ao nimero de células, e a turbidez pode ser utilizada para estimar o nimero de
células através da correlagdo com a densidade optica (DO).

Apbs o cultivo, as amostras sdo separadas do meio nutricional por centrifugagdo e
diluidas em agua, e a transmitancia ¢ lida com o auxilio de um espectrofotdmetro. Este
equipamento promove por meio de uma fonte a emissao espectral continua de luz que, com
comprimentos de onda especificos, sdo selecionados por um monocromador, passam pela
amostra e a energia radiante da luz emergente ¢ entdo medida correlacionando com as Leis de

Lambert Beer (SKOOG et al., 2014).
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3.4 Meios de cultura

O crescimento de qualquer organismo depende inteiramente de complementos
nutricionais diferentes ¢ em quantidades especificas. Dentro desta perspectiva, meios de
culturas sdo preparados para o cultivo de microrganismos em laboratorio, através de estudos
detalhados de um material nutriente, a fim de promover o crescimento bem sucedido de
acordo com a composi¢ao exigida por cada espécie em termos de macro e micronutrientes
(MARDIGAN et al., 2016; TORTORA et al., 2012).

Em microbiologia, duas grandes classes de meio de cultura sdo utilizadas para o
cultivo: meios complexos e meios definidos. Em meios complexos, o conhecimento da
composicdo ndo € tdo preciso € se tem o emprego de componentes de origem animal ou
vegetal para o cultivo. A nivel laboratorial, meios definidos apresentam muito mais vantagens
por exibir um controle da composi¢do quimica em materiais organicos ou inorganicos de
forma qualitativa e quantitativa, gerando um poder de aperfeicoamento da produgdo e
qualidade do produto (SILVA, 2006).

Andrade (2009) pontuou que a escolha de um meio de cultura torna-se tao
essencial a um processo fermentativo quanto a escolha do microrganismo. E os critérios a
serem seguidos para uma produgdo otimizada de acordo com Souza (2013), sdo listadas a
seguir:

v Eficécia no custo;

v" Suprir as exigéncias nutricionais do microrganismo;

v Que pequenos distarbios (tamponagio e formagdo de espuma) nio gerem
grandes perturbacdes ao processo;

v" Facilidade na recuperagio do produto;

v" Alta disponibilidade, longo tempo de armazenamento;

v" Simplicidade no manejo e descarte de efluentes.

Espécies de Bacillus ja sao conhecidas por seu grande apelo industrial devido a
sua acessibilidade nos mais distintos aspectos de cultivo em escala comercial, exigindo em
sua manutencao fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais. No entanto, a natureza desta

composi¢ao bem como a concentracdo destes nutrientes depende da espécie a ser cultivada.
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3.5 Fontes de Carbono (FC)

Os nutrientes necessarios ao funcionamento de uma célula microbiana sio
originados dos elementos quimicos, seja de forma essencial, ou posteriormente metabolizados.
Mardigan et al, (2016) relata que dentre os macronutrientes, os compostos organicos sao
cruciais ao funcionamento de seres eucariontes ou procariontes, sendo que em células
bacterianas, o carbono corresponde a cerca de 50% do peso seco total da célula.

As fontes de carbono (FC) provenientes de acidos graxos, organicos, compostos
aromaticos, bases nitrogenadas, aminoécidos e agucares, desempenham papel fundamental na
obtencdo de energia e proliferacao celular, além da biossintese de metabolitos (MAO et al.,
2005).

A sacarose ou 1-O-(B-D-Frutofuranosil)-a-D-glicopiranose (Figura 3), é um
dissacarideo composto por frutose e glicose unidas por uma ligacio glicosidica (BOSCOLO,
2003), que através de uma reagdo de hidrolise gera o agucar invertido, uma mistura equimolar
dos monossacarideos com vasta aplicabilidade em processos industriais com caracteristicas
que se alinham aos critérios de escolha de um meio de cultura (ALMEIDA, 2003), além de se

destacar pela facilidade de obtencio e eficacia de custo (HUNGRIA e ARAUJO, 1994).

Figura 3 — Estrutura da Sacarose

Fonte: BOSCOLO (2003)

A reacdo de inversdo de sacarose ja foi estudada por uma gama de pesquisadores
que observaram através de polarimetria o desvio no plano de luz polarizada na dire¢ao oposta
da sacarose (+66°) a direita, frutose a esquerda (-92°) e a glicose a direita (+52°), como
resultado, tém-se os agucares redutores, oriundos do carater levogiro da frutose.
(CASTILLO,2008; BRIGHENTI, 2011). Sua producdo pode ser concebida por hidrdlise
enzimatica ou 4cida, esta tltima pode ser alcangada pela agdo direta de um acido ou liberagao

de H' de uma resina catidnica (ALMEIDA, 2003).


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422003000600021&script=sci_arttext&tlng=pt#fig01
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3.6 Producao de sideroforos

O ferro ¢ um elemento quimico substancial a existéncia de diversos organismos,
garantindo o crescimento das plantas, a sintese de clorofila, o funcionamento fotossintético.
Nos microrganismos produz a reducdo do oxigénio para sintese de ATP, e a diminui¢do de
ribotideos precursores de DNA para formacdo da Heme. No entanto, a disponibilidade de
ferro na natureza na sua forma livre ¢ toxica aos organismos vivos, pois tende a formar
hidroxidos e oxihidroxidos com baixa cinética de dissolucdo, limitando sua absorcdo e
gerando efeitos deletérios (FERREIRA ef al., 2019; RAJKUMAR et al., 2010; VARMA et al.,
2007).

Dentro deste contexto, a deficiéncia de ferro induziu a busca por agentes com
propriedades especificas como o forte efeito quelante apto a competir com o ion hidroxila
para produzir o estado férrico do ferro, disponibilizando o mineral em sua forma solivel com
uso potencial para fertilizantes. Uma técnica bastante eficaz ¢ o uso de sider6foros, moléculas
desenvolvidas por bactérias e plantas gramineas que aumentam a disponibilidade do metal
solivel (KUMAR et al., 2021).

Sider6foros (do grego: portadores de ferro), sdo moléculas de baixo peso
molecular que atuam como vacuolos onde o ferro ¢ armazenado como substrato na forma
ferrosa, para uso posterior. Rajkumar et al., (2010) cita que além do ferro, os siderdforos
formam complexos estaveis com Cd, Al, Cu, Ga, Pb, Zn, dentre outros. Seu uso como vetor
em sistema de absor¢do destes metais ¢ amplamente estudado para aumentar a eficicia em
processos de biorremediacdo em solos contaminados, com aplicagdo em campos clinicos,

agricolas e ambientais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo

A cepa Bacillus stratosphericus CMIAT 61, pertencente a Colecdo de
Microrganismos de Interesse para Agroindastria Tropical — CMIAT da Embrapa
Agroindistria Tropical foi utilizada neste trabalho. Todo o experimento deste estudo foi
realizado no Laboratério de Tecnologia da Biomassa (LTB) pertencente a unidade da

Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT).

4.1.1 Manutengdo e Ativagdo de cepas

As estirpes foram preservadas em tubos criogénicos contendo caldo NYD
(dextrose 10 g L'!, extrato de levedura 5 g L™}, extrato de carne 3 g L' e peptona de carne 5 g
L) + 15% de glicerol (que atua como agente crioprotetor) e congeladas a — 85 °C em ultra
freezer (DA SILVA ef al.,2018). Para preservagdo na bacterioteca, a linhagem foi repicada em
agar NYDA (nutrient-yest-dextrose agar) inclinado, e incubada a 30 °C por 24 horas em BOD

(Tecnal® - Modelo TE-391) e, por conseguinte, mantida sob refrigeracao.

4.1.2 Preparo do Inoculo

O preparo do indculo se deu através da coleta de células do microrganismo, com o
auxilio de uma alga estéril, transferindo-o assepticamente em capela de fluxo laminar (Esco
Sentinel™ Gold) para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio liquido NYD (de
composi¢do semelhante ao NYDA com a exce¢do de dgar-dgar), e em seguida, incubado em
estufa incubadora rotatoria “shaker” (New Brunswick™ Innova® 44/44R) operando a 30 °C -
150 rpm durante 24 horas.

A Figura 4 apresenta Erlenmeyers contendo caldo de cultivo NYD estéril (a

esquerda) e o mesmo ap0ds 24 horas de incubagdo em agitador rotativo (a direita).
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Figura 4 — Meio de cultivo antes e

depois da inoculagao, respectivamente

o

Fonte: Elaborado pela Autora (2021)

4.2 Meios de cultura

4.2.1 Meio NYDA

Seguindo metodologia proposta por Mariano (2005), o meio NYDA utilizado na

manutengao e ativacdo das cepas tem a sua composicao descrita na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicao do Meio NYDA

Componente Composicio (g L) Marca
Dextrose 10,0 Vetec
Extrato de Levedura 5,0 Kasvi
Extrato de Carne 3,0 HiMedia
Peptona de Carne 5,0 Sigma- Aldrich
Sulfato de Amonio 3,0 Vetec
Sulfato de Magnésio 0,5 CRQ - LTDA
Agar-Agar 15,0 Dinimica

Fonte: Mariano (2005)

O preparo do meio foi realizado através da solubilizacdo dos componentes em agua

destilada. Na adi¢do de agar, o meio foi aquecido por alguns minutos até ficar limpido. Apds
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solubilizagdo, o meio foi transferido a tubos de ensaio rosquedvel de 20x150 mm, contendo

12 mL de meio cada, vedados e esterilizados em autoclave a 111 °C, durante 20 minutos.

4.2.2 Caldo NYD

Nos experimentos para a fermentagdo e preparo de inoculo, e determinagdes de
curva padrao e de crescimento, foi empregado caldo NYD, cuja composicdo quimica foi
preparada conforme descrito por Mariano (2005), de forma similar a NYDA, sem a presenca
de agar.

Os elementos do caldo foram solubilizados em agua destilada, homogeneizados
e em seguida acondicionados em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de caldo
cada. As etapas seguintes de esterilizacdo foram realizadas de forma andloga ao procedimento

utilizado para o meio NYDA.

4.3  Curva padrao de biomassa

Com o intuito de realizar a correlacdo entre valores calculados de absorbancia
com a concentragao presente em suspensao celular, a construgdo da curva padrao microbiana

de Bacillus stratosphericus, deu-se em duas etapas:

4.3.1 Obtencdo da suspensdo microbiana

Durante a vigéncia da Fase Lag a taxa de reproducdo do microrganismo é
praticamente nula, seu intervalo depende das diferencas de composi¢do do meio no qual o
microrganismo foi transferido, uma vez que as células estardo se adaptando ao seu novo
ambiente e sintetizando novas enzimas para o consumo deste novo nutriente. Inserido neste
contexto, buscou-se otimizar a produgdo e reduzir o tempo de Fase Lag com a insercdo de
um pré-inéculo para cada ensaio fermentativo deste estudo.

Partindo da cepa em estoque conservada em 4dgar NYDA inclinado, transferiu-se
através da raspagem com o auxilio de uma alca estéril, o microrganismo para um
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de caldo NYD. O procedimento ocorreu de forma
asséptica em capela de fluxo laminar. Em seguida, o microrganismo diluido em caldo foi
conduzido a uma estufa incubadora rotatéria New Brunswick™ Innova® 44/44R, 150 rpm a

temperatura de 30 °C, por um periodo de 24 horas. Apds este periodo, um volume de 1uL do
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pré-indculo foi transferido a um Erlenmeyer contendo 50 mL de caldo NYD, seguindo as

mesmas etapas e condi¢des de cultivo dos processos anteriormente descrito.

4.3.2 Preparacgdio da Biomassa

Ap06s crescimento da biomassa, 0 microrganismo concentrado no meio de cultura
foi transferido assepticamente para tubos falcons de 50 mL e centrifugado (Centrifuga
Excelsa® II Modelo 206-BL) a 3600 rpm por 15 minutos, para separar os pellets da fase
liquida (sobrenadante). Posteriormente, a fase liquida foi desprezada com o intuito de
retirar o excesso de meio e evitar que este interfira na leitura das amostras, e foi realizada a
lavagem da biomassa (Figura 5) adicionando 20 mL de dgua destilada e homogeneizacgdo
da solugdo em agitador tipo Vortex (BiomiXer).

A suspensio microbiana obtida foi submetida ao processo de centrifugacio sob as
mesmas condi¢des descritas, onde a fase liquida foi desprezada e o processo de lavagem
repetido por mais duas vezes. Ao final desta etapa, 25 mL de 4gua destilada foram
adicionados ao tubo, e a solugcdo resultante foi homogeneizada no vortex, levando a

obtencdo de uma suspensao de células concentradas e lavadas.

Figura 5 — Pellets de biomassa obtida apds separacao

do sobrenadante e lavagem

Fonte: Elaborado pela Autora (2021)

4.3.3 Preparacdo das cdapsulas de porcelana e determinacdo da biomassa seca

As cépsulas de porcelana foram previamente lavadas e submetidas a processo de

secagem em estufa a 105 °C por 4 horas, e em seguida, mantidas sob vdcuo em dessecador

para se equilibrar a temperatura ambiente, e em seguida pesadas para mensurar a tara.
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Ap6s este procedimento, 5 mL da suspensdo microbiana concentrada foram
transferidas analiticamente para a cdpsula. O ensaio foi conduzido em triplicata. As amostras
foram acondicionadas em estufa a 105 °C por 24 horas para atingir massa seca constante, ao
fim do processo as cdpsulas foram novamente pesadas. A biomassa seca € calculada com base

na equacao 1.

biomassa seca (g) = (tara da capsula + biomassa seca) — tara da capsula (1)

Uma vez com os dados de biomassa seca (g), a concentracdo de biomassa seca

pode ser determinada pela equacao 2:

biomassa seca (g)
0,005 (L)

[biomassa seca] =

)

Onde: [biomassa seca] ¢ a concentragdo de biomassa seca em g L-1, e 0,005 corresponde ao

volume de solugdo utilizado em litros para determinacao da biomassa seca.

4.3.4 Preparo das Diluigoes e leituras de absorbdncia

As dilui¢des das solugdes de biomassas foram preparadas utilizando-se baldes
volumétricos de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 250, 500, 100 e 2000 mL. A escolha de volume dos
baldes variou conforme a quantidade de biomassa desenvolvida no periodo de incubagdo
(Figura 6).

A suspensdo microbiana foi novamente homogeneizada em tubo vortex, e 1 mL de
cada solucdo foi transferida analiticamente aos baldes volumétricos, seguida de diluicdo com
agua destilada. As solugdes de biomassa em diferentes diluigdes foram transferidas para a
cubeta de vidro de um espectrofotdometro (Varian, Modelo Cary 50) contendo uma amostra em
branco (agua destilada). A aquisi¢cao de dados foi realizada usando o software Cary WinUV no

modulo Simple reads.
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Figura 6 — Diluigdes de biomassa para

determinagdo de Curva Padrao

Fonte: Elaborado pela Autora (2021)

A curva padrao de conversao de valores de absorbancia em concentragao, para B.
stratosphericus pode ser obtida por meio de uma regressao linear dos dados de concentracao
de biomassa seca em g L'! pela absorbancia lida para cada dilui¢do e tomando b=0 (Equagio

3), sendo assim:

Y=aX+b 3)

O fator a ser utilizado para conversdo posterior de absorbéancia lida em valores de

concentracdo de biomassa seca ¢ calculado pela Equacao 4.

f=1/a “)

Onde: f ¢ o fator de conversdo de absorbancia para concentracao e a, o coeficiente
angular obtido por regressdo linear. Para calculos de concentracdo ¢ possivel substituir os

valores médios de absorbancia através da Equagao 5.

C=abs xfx*d (5)
Em que C corresponde a concentragdo de biomassa seca (g/L), abs, valor
médio das absorbancias, f o fator de conversdo de absorbancia para concentragdo e d, o valor

de diluicao usada.
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4.4  Determinacio da curva de crescimento

A determinagdo da curva de crescimento foi realizada com o intuito de identificar
0 tempo em que se tem o ndmero maximo de células no cultivo, a cinética de cultivo, bem
como as fases de crescimento microbiano.

O delineamento experimental foi proposto para um estudo de crescimento do
microrganismo por um periodo de 24 horas. 50 mL de caldo de Bacillus stratosphericus
CMIAT 61 cultivado em NYD foram transferidos para Erlenmeyers de 250 mL e incubados
em shaker a 150 rpm sob uma temperatura de 30 °C. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os frascos foram retirados da incubadora rotatéria em intervalos de tempo de 3
horas, e submetidos ao processo de centrifugacio e lavagem de biomassa de forma analoga ao
procedimento da curva padrdo de crescimento. A massa celular foi ressuspendida em baldes
de volumes que variavam com a quantidade de biomassa produzida. Em seguida, a

densidade Optica foi medida a 600 nm para construcio da curva.
4.5  Producao de biomassa em diferentes fontes de carbono

A avaliacdo da producdo de biomassa do microrganismo se deu através da
variacdo da fonte de carbono e da concentracdo da solucdo. Desta forma, neste experimento
utilizou-se, separadamente, sacarose (Dindmica, P.A) e sacarose invertida como fontes de

carbono nas concentracdes de 5, 10 e 15 g L' (Tabela 3).

Tabela 3 — Composi¢do do meio para o estudo da fonte de carbono.

Componente Composicio (g L) Marca
Fonte de Carbono Concel}tragﬁo Dinamica
Estudada avaliada
Extrato de Levedura 5,0 Kasvi
Extrato de Carne 3,0 HiMedia
Peptona de Carne 1,0 Sigma- Aldrich
Sulfato de Amonio 3,0 Vetec
Sulfato de Magnésio 0,5 CRQ -LTDA

Fonte: Elaborado pela Autora (2021)
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4.5.1 Inversdao da Sacarose

Utilizando a metodologia de Alves (2017) adaptada, a sacarose invertida foi
obtida pela dissolucdo em &4gua destilada de diferentes pesagens de sacarose P.A em
Erlenmeyers de 250 mL para produzir solu¢des de sacarose nas concentracdes de 5, 10e 15 g
L. Apés esta etapa, reduziu-se o pH das solu¢des a 1,5 utilizando HCI (6M) e as solucdes
foram conduzidas a um banho maria onde permaneceram por 40 min a 80 °C (Figura 8). Apds
a reacdo de hidrdlise, a sacarose invertida foi adicionada a composi¢ao do caldo conforme
Tabela 5. A solugdo obtida foi homogeneizada e teve pH aferido para 6,3 através da adi¢ao de
solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 40,0 N.

Ap0s a obtengcdo do meio nas diferentes concentragdes de sacarose e sacarose
invertida, 1pL do microrganismo foi inoculado em erlenmeyres contendo caldo NYD. As
amostras foram submetidas a incubagdo rotatéria a 150 rpm a uma temperatura de 30 °C pelo
tempo determinado na curva de crescimento, numa fermentacdo de regime continuo. Apds
este periodo, o indculo foi submetido a centrifugagdo a 3600 rpm por 15 min, e o
sobrenadante livre de células foi posteriormente utilizado nas andlises de sider6foros. A
biomassa teve sua concentracao celular medida em espectrofotometro utilizando comprimento

de onda de 600 nm.

4.6  Producao de Sideréforos

Os ensaios para deteccdo e determinacdo de sideréforos foi realizado seguindo método
com corante Cromo Azurol S (CAS), conforme descrito por SCHWYN & NEILANDS (1987)
com algumas modificagdes, com o intuito de estudar sistemas de absorbancia de ferro. Devido
a fotossensibilidade e periculosidade na liberagdo de gases toxicos apresentada por alguns dos
componentes da soluc¢do, o experimento foi realizado em ambiente escuro e em capela de
exaustdo quimica. Cabe ressaltar também que a dgua utilizada no preparo das solucdes era

deionizada.
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4.6.1 Preparo da Solugcdo CAS

A solugdo CAS provém do preparo de quatro solugdes.:

Solucio A: 12,2 mg de Cromo Azurol S (Sigma-Aldrich) foi dissolvida em dgua
deionizada e analiticamente transferida para um baldo volumétrico, que foi preenchido com
dgua para produzir 10 mL de solucao.

Solucio B: 27 mg de cloreto férrico hexahidratado (FeClz.6H20) foi manipulado
em um béquer e homogeneizado com 100 mL de dgua. Apds completa dissolug¢do do sal, 84
puL de HCI (grau analitico) foram adicionados cuidadosamente nesta solucdo.

Solucio C: 219 mg do reagente HDTMA  (Brometo de
hexadeciltrimetilamonio) da marca Sigma-Aldrich, foram dissolvidos em 25 mL de agua
previamente pré-aquecida (+55°C). A solucdo foi homogeneizada.

Solucao D: 4,307 g de piperazina anidra (Sigma-Aldrich) foram dissolvidas em
40,0 mL de dgua destilada.

7,5 mL da solugdo A e 1,5 mL da solugdo B foram adicionados em um béquer de
vidro de 50mL. A esta mistura foi adicionada o contetido da solu¢do C. A mistura resultante
das solugdes A, B e C foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, e em seguida o
contetido da solugdo D foi adicionado. Agua destilada foi adicionada para completar o volume
do baldo volumétrico e a solucdo foi homogeneizada. A solugdo resultante foi transferida
para um béquer de vidro envolto em papel aluminio, e o pH foi ajustado com HCI (12M) para
5,6 com auxilio de pHmetro portétil (Phtek Modelo pH-100). A solu¢do foi armazenada em

geladeira em frasco de polietileno envolto em papel aluminio.

4.6.2 Anadlise de siderdforos

Em um experimento monitorado em triplicatas, tubos de ensaios rosqueados de
20x150 mm foram embrulhados em papel aluminio e previamente identificados. A cada tubo
foram adicionadas 2 mL da solu¢do CAS, e em seguida 2 mL do sobrenadante proveniente do
ensaio de producdo de biomassa em diferentes fontes de carbono. As amostras foram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A absorbancia das solugdes
foi registrada em espectrofotometro a 630 nm, tomando como zero a dgua deionizada, € como

controle aliquotas do caldo com sacarose e sacarose invertida nas concentracdes de 5, 10 e 15
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g L'\, A férmula para calcular o percentual de fons Fe3+ complexado, indicando o teor de

sider6foros produzidos pelo microrganismo € indicado na Equacao 6.

(%) = (Ab — Aa) »100/Ab (6)

Onde, Ab ¢ a absorbancia do controle (caldo de cultivo + solugdo CAS) ¢ Aa, a

absorbancia lida da amostra de microrganismo fermentado com solugao CAS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de Crescimento
O perfil do crescimento do Bacillus stratosphericus CMIAT 61 em fung¢do do
tempo de fermentagdo em meio liquido NYD foi observado, amostras foram retiradas ao

longo de um cultivo de 24 horas, as transmitincias foram lidas a 600 nm e o resultado é

apresentado no Grafico 1.

Grafico 1 — Perfil da curva de crescimento de Bacillus stratosphericus CMIAT 61 em

g L' de biomassa em caldo NYD a 30 °C em fungio do tempo.
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Apesar do uso de um inéculo adaptado, ainda foi possivel observar uma fase lag
até o periodo de 3 horas de cultivo, apresentando 0,03618 g L'! de biomassa. Uma alternativa
para reduzir ou evitar a fase lag seria aumentar a concentracdo de inoculo utilizado.

O crescimento exponencial do microrganismo foi evidenciado entre 3 e 9 horas
de fermentacdo. Apds este periodo, a velocidade de crescimento foi reduzida e a cultura
entrou em uma fase estaciondria com sutis redugdes de crescimento entre 15 horas (2,51 g L)
e 18 horas (2,35 g L!). Posteriormente, apos fase estacionaria, CMIAT 61 sofreu um processo

morte celular de forma exponencial.
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Com produtividade maxima em 9 horas de cultivo (2,97 g L) e para os ensaios
posteriores, definiu-se um tempo de 18 horas de cultivo pela maior praticidade da execugao

do experimento nesse tempo e por ainda proporcionar um valor elevado de biomassa.

5.2 Producio de Biomassa em diferentes fontes de carbono

Nascimento (2007) sugere que meios de cultura utilizados em fermentacdes
industriais contribuem bastante no custo de producdo em razao dos grandes volumes. Em
razdo disso, tem-se interesse no estudo de diferentes fontes de carbono para alinhar
produtividade a baixos custos de processamento. O Grafico 2 mostra o efeito das fontes

analisadas no presente estudo na concentracao de biomassa produzida.

Grafico 2 — Efeito das fontes de carbono (sacarose e sacarose invertida) e

concentracdo na producao de biomassa de Bacillus stratosphericus
CMIAT 61 a 30°C.
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A partir dos resultados apresentados, foi observado que B. stratosphericus teve

uma maior producao de biomassa na presenga de sacarose invertida na concentragdo de 15 g

L' como fonte de carbono (4,28g L!). Para o meio contendo sacarose, o valor maximo de

biomassa foi de 3,7 g L' para o meio contendo 5g L' de sacarose. Estes valores foram

maiores que a produtividade méxima observada em 9 horas de cultivo (2,97 g L!) em meio
com glicose como fonte de carbono.

Mohanrasu et al. (2020), analisaram o efeito das fontes de carbono (arabinose,

glicose, glicerol, lactose, 4cido latico, manitol, acetato de sddio, amido e sacarose a um nivel
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de 20 g / L) no crescimento de Bacillus megaterium e na producdo de poliidroxibutirato
(PHB), e encontram na glicose um destaque frente as outras fontes com maior rendimento.
Para além disso, observou-se uma diferenga no que diz respeito a homogeneizacao da
biomassa com a floculagao dos pellets bacterianos em algumas concentragdes nas diferentes
fontes. Este resultado ¢ evidenciado na Figura 7, onde a direita tém-se 10 g L™ de sacarose
invertida, um pellet compactado que nao apresentou dificuldades em sua dissolugdo, ao passo

que na amostra a esquerda, onde ha sacarose invertida (5 g L™') houve a formagdo de grumos.

Figura 7 — Biomassa produzidaem S gL' (a)e 10 g

L' (b), em sacarose invertida.

Fonte: Elaborado pela Autora (2021)

HUNGRIA e ARAUJO (1994) relatam, que devido a existéncia de
exopolissacarideos, células bacterianas tendem a se agrupar e formar grumos, normalmente ao
acaso, no entanto, quanto maior a producdo de exopolissacarideos por uma espécie bacteriana,
maior sera a dificuldade de dissolucao destes grupamentos de células.

Em trabalho realizado por PAULA (2019), cepas de Bacillus stratosphericus
apresentaram potencial para produ¢do deste biopolimero em meio de cultura a base de
sacarose. Possivelmente, devido a esta propensdo de formacao de exopolissacarideos por esta

espécie, a formacao de flocos e agrupamento de c€lulas bacterianas, foram observados.

5.3 Producao de Sideroforos

Em condi¢des de baixa disponibilidade, ions férricos sdo sequestrados no

ambiente por cé€lulas microbianas ap6s reconhecimento especifico de proteinas de membrana,



43

por moléculas de baixo peso molecular, denominadas sideréforos. Essa caracteristica pode ser
encontrada em BPCPs. O modo de acdo para complexacao do ferro bem como a classificagdo
dos tipos de sideroforos produzidos por essas bactérias e a metodologia empregada tem sido
alvo de pesquisa desde a década de 90 com a publica¢dao do ensaio universal para detecgao e
determinagdo de sider6foros em 1987 por Schwyn e Neiland.

No presente estudo, a metodologia adotada pela identificagdo por absorbancia
com solu¢ao CAS, produziu, para amostras de sobrenadantes contendo as diferentes fontes de

carbono, um percentual de Fe** complexado que ¢ sumarizado na Tabela 4.

Tabela 4 — Percentual de Fe’* complexado por siderdforos presentes nos

sobrenadantes de Bacillus stratosphericus CMIAT 61

Descrigao Absorbancia (%)
Agua destilada 0,4444 -
Meio Sacarose 5g L™! 0,6080 -
Meio Sacarose 10g L! 0,5087 -
Meio Sacarose 15g L! 0,5419 -
Meio Sacarose Invertida 5g L™! 0,5517 -
Meio Sacarose Invertida 10g L! 0,6196 -
Meio Sacarose Invertida 15g L™! 0,4407 -
0,5487 9.8
Sobrenadante Sac 5g L! 0,5787 4,8
0,6177 -1,6
0,5366 -5,5
Sobrenadante Sac 10g L! 0,5690 -11,9
0,5200 2,2
0,6563 21,1
Sobrenadante Sac 15g L! 0,3855 28.9
0,3555 34,4
0,5112 7,3
Sobrenadante Sac. Inv 5g L! 0,6695 214
0,2208 60,0
0,2404 61,2
Sobrenadante Sac. Inv 10g L! 0,2484 59.9
0,6599 -6,5
0,2663 39,6
Sobrenadante Sac. Inv 15g L! 0,3910 11,3
0,3922 11,0
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Sobrenadantes de 10 e 5 g L'! de sacarose apresentaram menor variagio no valor
desvio padrao e de forma geral ndo expressaram quelagdo precisa. O valor médio maior foi
observado para o sobrenadante de sacarose investida a 10 g L', porém com grande desvio
padrao.

Varma et al. (2007) relataram que em meios de cultura laboratoriais a quantidade
de siderdforos produzidos pode ser tdo pouca quanto 0,1% do produzido sob condi¢des mais
eficientes. Desta forma, se faz necessario a remog¢ao de elementos tracos (Mo e Mn) que
possam influenciar no resultado final. Assim, resultado negativo pode ser relacionado a falta
de atengdo a um tratamento prévio da amostra para remocao de possiveis elementos tragos

interferentes.

6 CONCLUSAO

O potencial de produgdo de biomassa de Bacillus stratosphericus CMIAT 61 foi
estudado. Foi possivel concluir que, dentre as fontes de carbono analisadas, a sacarose
mostrou uma fonte de carbono mais eficiente para produgiio de biomassa em meios 2 5 g L™!
de fonte de carbono, gerando 3,7 g L™! de biomassa produzida no tempo estudado. J4 o uso de
15 g L' de sacarose invertida é capaz de gerar maior teor de biomassa das condicdes
estudadas, 4,8 g L' de biomassa.

A determinagdo da producdo de sideréforos pelo microrganismo nao apresentou
resultados satisfatorios, no entanto, um possivel tratamento prévio da amostra para remogao

de interferentes poderiam ser desenvolvidos em trabalhos posteriores.
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APENDICE

Pesquisa de precificacdo das fontes de carbono

Tabela — Estimativa de prego das fontes de carbono analisadas

Componente Preco (R$1¢) Fontes
Dextrose 7940,66 Fornecedor 1
Sacarose 2500,00 Fornecedor 2

Sacarose Invertida 2650,00 Fornecedor 3

Curva Padrao

Grafico — Curva padriao de massa microbiana de Bacillus stratosphericus CMIAT 61
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