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APRESENTACAO

A colecao “Topicos Multidisciplinares em Ciéncias Biol6gicas” é uma obra composta
por estudos de diferentes areas das ciéncias biolégicas e da saude. A obra foi ampliada e
recebeu mais 47 capitulos distribuidos em trés volumes. Os e-books foram organizados
por trabalhos resultantes de pesquisas, ensaios teodricos e vivéncias dos autores.

As ciéncias biologicas englobam areas do conhecimento relacionadas as ciéncias
da vida e incluem a biologia, a saltde humana e a saude animal. Nesta obra, apresento
textos completos e atuais sobre estudos desenvolvidos durante a formacéo académica
ou na pratica profissional. Os autores séo filiados a diversos cursos de graduacéo e de
pbs-graduacdo em ciéncias biologicas, saude, tecnologia e areas afins.

Em seus 15 capitulos o volume 2 aborda, de forma categorizada, os trabalhos de
pesquisas, revisdes narrativas e ensaios tedricos que transitam nos varios caminhos da
atuacédo em ciéncias biologicas e areas correlatas. Neste volume vocé encontra textos
sobre biologia celular e molecular, aquicultura e pesca, anatomia, fisiologia, microbiologia,
fitoterapia e muito mais.

Espero que as experiéncias compartilhadas neste volume contribuam para o
enriqguecimento de novas praticas profissionais com olhares multidisciplinares para as
ciéncias bioldgicas e suas areas afins. Agradeco aos autores que tornaram essa edicao
possivel e desejo uma 6tima leitura a todos.

Edson da Silva
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RESUMO: Existe uma grande necessidade
em estudar meios de cultivo especificos para o
crescimento de microrganismos na formulagao
de inoculantes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial de cinco meios de cultivo
para a multiplicacdo de quatro microrganismos
(Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus
thuringiensis e Bradyrhizobium japonicum) de
interesse comercial para o controle bioldgico
e fixacdo bioldgica de nitrogénio em culturas
de leguminosas. Foram formulados cinco
meios de cultura liquidos, no qual as bactérias
(250

mL) durante 96 horas. As avaliacbes foram

foram cultivadas em erlenmeyeres

realizadas no intervalo de 24 horas por meio
de plagueamento das amostras e posterior
contagem das unidades formadoras de coldnias
(UFC/mL). Os resultados demonstraram que o
meio 2 proporcionou maior crescimento para as
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trés espécies de Bacillus testadas, atingindo concentracdes entre 10° e 10 UFC/mL no
periodo de 72 horas. A espécie Bradyrhizobium japonicum, obteve maior crescimento no
meio 3, composto por fontes complexas de carbono, nitrogénio, solugéo de sais e solugao
tamponante, obtendo concentracdo de 10® UFC/mL em 72 horas de cultivo. Os meios
selecionados possuem potencial para uso comercial.

PALAVRAS-CHAVE: Inoculante. Cultivo microbiano. Agricultura sustentavel.

CULTURE MEDIA SELECTION FOR THE PRODUCTION OF BACTERIA IN LIQUID
MEDIA WITH APPLICABILITY IN AGRICULTURE

ABSTRACT: There is a great need to study specific culture media for the growth of the
microorganisms in the formulation of inoculants. The objective of this work was to evaluate the
potential of five culture media for the multiplication of four microorganisms (Bacillus pumilus,
Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis and Bradyrhizobium japonicum) of commercial interest
for the biological control and biological nitrogen fixation in legume cultures. Five liquid culture
media were formulated, in which the bacteria were grown in Erlenmeyer flasks (250 mL)
for 96 hours. The evaluations were carried out in the interval of 24 hours through plating of
the samples and later counting of the colony forming units (CFU / mL). The results showed
that medium two provided greater growth for the three species of Bacillus tested, reaching
concentrations between 10° and 10 CFU / mL in the period of 72 hours. The species
Bradyrhizobium japonicum, obtained greater growth in medium 3, composed of complex
sources of carbon, nitrogen, salt solution and buffer solution, obtaining a concentration of 102
CFU /mL in 72 hours of cultivation. The selected media have potential for commercial use.
KEYWORDS: Inoculant. Microbial cultivation. Sustainable Agriculture.

11 INTRODUCAO

O controle biolégico de pragas diminui significativamente as perdas de produtividade
na agricultura e tem como sua principal vantagem a redug¢éo dos riscos associados ao uso
de agrotdxicos, que pode causar a contaminacéo das bacias hidrograficas, desequilibrio
hidrolégico, ambiental e riscos para a saude humana como distarbios nos movimentos,
cancer e ocorréncia de depressao em trabalhadores rurais expostos frequentemente a
estas substancias (VEIGA, 2017; AZEVEDO et al, 2018; NETO et al, 2018).

Os biofertilizantes, também chamados de inoculantes, sdo formulagées compostas
por microrganismos vivos benéficos para as plantas, que nao prejudicam o meio ambiente
e nem a saude humana. E uma alternativa que promove a redugéo da incidéncia de
patégenos, proporcionando o aumento da produtividade das culturas. Tais microrganismos
possuem caracteristica antagonista de patégenos radiculares e promotores de crescimento
de forma direta ou indireta (MENENDEZ et al., 2016).
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Os microrganismos mais usados para biocontrole mencionados em pesquisas sao
os do género Bacillus para crescimento vegetal e Rhizobium para fixacédo de bioldgica
de nitrogénio pela planta (LODWING, 2010). A associacdo dessas bactérias com as
plantas estabelece uma relacdo simbibtica e, dessa maneira, cada microrganismo atua
positivamente para a produtividade de culturas agricolas quando combinado com o uso
adequado de adubacdo e condi¢des edafoclimaticas (FABRICIO et al.,2016).

A producéo de inoculantes liquidos é realizada por meio de cultivo submerso na
presenca de oxigénio, processo no qual ocorre a multiplicacdo das células microbianas
em funcdo do consumo de nutrientes presentes no meio de cultura. O cultivo em substrato
liquido apresenta como principais vantagens: a facilidade de padronizagdo do processo
e multiplicacdo celular em periodo de tempo curto comparada a outras técnicas de
fermentacdo (MENDES et al., 2017).

Tendo em vista a perspectiva de expansdo do mercado de inoculantes, o objetivo
desse trabalho é o desenvolver um meio de cultura alternativo eficiente para a multiplicacao
de Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bradyrhizobium japonicum,
bactérias com potencial aplicagdo na agricultura. Com vista a produgao industrial, o0 meio
selecionado podera produzir inoculante liquido com atividade antagonista a fitopatégenos,
fixacéo biolégica de nitrogénio e promotor de crescimento.

2 | MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratoério de Microbiologia aplicada e Biotecnologia
(Micro-Bio) da Universidade Federal do Tocantins, campus de Gurupi — TO. As bactérias
B. pumilus, B. subtilis, B. thurigiensis e Bradyrhizobium japonicum foram obtidas no banco
de cepas do laboratério Micro-Bio.

Foi realizada a multiplicacdo das bactérias em placas de Petri contendo meio
especificos para cada cepa. B. pumilus e B. subtilis foram repicadas em meio LB (1g
de triptona; 0,5g de extrato de levedura; 0,5g de NaCl; 2g de agar, 100 mL de agua
destilada agua destilada), para a cepa de B. thuringiensise foi utilizado meio CCY (0,2g
de L-glutamina; 10 g de caseina; 10 g de lactopeptona; 4 g de extrato de levedura; 6 ml
de glicerina; 0,68g de ZnCl; 10,1g de MgCl.6H,0; 9,059 de K,HPO,; 3,53g de KH,PO,, 2 g
de agar e 100mL de agua destilada) e meio YMA (10g de manitol; 0,5g de K2HPO4; 0,2g
de MgS04.7H20; 0,1g de NaCl; 0,5g de extrato de levedura; 1000 mL de agua destilada;
pH 6,8; 20g de agar) para Bradyrhizobium. As placas foram incubadas em estufa de
crescimento durante trés dias em 25 °C.

Apdés o crescimento das colbnias foi realizada a repicagem das células para
Erlenmeyers (250 mL) contendo meios de cultura alternativos (Tabela 1) para o crescimento
de cada cepa e incubados em agitador orbital a 100 rpm.
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MEIO COMPOSICAO QUIMICA
125 g de levedura inativada, 40 g de maisena, 35 g de melago, 0,3 g de

Meio 1 sulfato de Magnésio, 0,003 g de sulfato de zinco e 4 g de Fésforo
Solugéo tampé&o (500 ml): 90,57 g de K,HPO,, 35,38 g de KH,PO,; Para
o nutriente Estoque (100 mL), 200 g de L-Glutamina, 10 g de Caseina

Meio 2 hidrolisada, 10 g de Bactopeptona, 4 g de Extrato de Levedura e 6 ml de

Glicerina. Solugéo de sais (500 m/L): 0,05 g de ZnCl, 0,5 g de MgCl_6H,0,
0,01 g de MnCl,6H,0 (0,01 M), 0,2 g de CaCl,2H,0 (0,2 M) e 0,05 g de
FeCl,6H,0 (0,05 M).

10 g de Extrato de levedura; 16,5 g de melago em pé, 4 g de amido de milho;

Meio 3 1,0 g de Fosfato de potassio monobasico; 1,5 g de Fosfato de potassio
bibasico; 1,0 g de Sulfato de amoénia para 1000 ml de H,O destilada.

25 g de ativador; 1550 g de melacgo de pd; 800 g de agucar mascavo; 300 g
de extrato de malte; 300 g de amido; 15 g Fosfato de potéssio bibasico; 10

Meio 4 g Fosfato de potassio monobasico; 30 g de Sulfato Magnésio; 3 g de Sulfato
Manganés; 0,3 g de Sulfato de Ferro e 10 g de NaCl para 1000 ml de H,O
destilada.

385 g de meio comercial, 150 g de agUcar cristal, 100 g de agUcar mascavo,

Meio 5 50 g de amido de milho e 50 g de extrato de levedura para 1000 ml de H,0
destilada.

Meio 6 . . ~ : .

(controle) Composicao quimica nao revelada (Meio comercial patenteado).

Tabela 1 - Composi¢éo quimica para cada meio testado.

As avaliagbes consistiram em plaqueamento pelo método Spread Plate das
amostras diluidas nas ordens de 10%, 108 e 108 por um periodo de 24, 48, 72 e 96 horas,
as placas foram incubadas em estufa de crescimento para posterior contagem da Unidade
Formadora de Colénia (UFC).

A analise estatistica foi feita para os seis diferentes meios de cultura para cada um
dos quatro microrganismos, usando o programa ASSISTAT, verséo 7.7 beta, sendo que
tais grupos passaram por adequacgdes a partir de testes normalidade de Shapiro Wilk a
um nivel de 5% de significancia, para verificar a distribuicdo normal dos dados coletados
em triplicata. Nas variaveis descritas (Meio de cultura x Microrganismo), para analise dos
grupos, utilizou-se teste de Friedman, a fim de verificar se existe diferenca significativa
das médias dentro dos grupos e foi utilizado o programa Sigma Plot para plotagem de
graficos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds as avaliagbes de UFC/mL dos quatro microrganismos em cinco diferentes
meios de cultura e meio comercial como controle, observou-se que o0 meio 2 proporcionou
maior crescimento em B. thuringiensis, alcangando o pico maximo de crescimento em 72
horas com 5,9x10° UFC/mL, atingindo o fim da fase estacionaria com 1,0x10° UFC/mL
apo6s 96 horas de cultivo (Figura 1).
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Figura 1 — Comparativo entre os meios de cultivo formulados para Bacillus thuringiensis no periodo de
24, 48, 72 e 96 horas.

A Tabela 2 expressa a taxa de crescimento (K) para o B. thuringiensis em diferentes
fases do crescimento bacteriano ao longo do tempo, além de demonstrar o niumero
de geracdes (n), o tempo de geracao (g). De acordo com Nicolau (2014), o tempo de
geracao, também conhecido como tempo de duplicacdo da populacdo de determinado
microrganismo é especifico para cada estirpe, além de variar de acordo com as condi¢ées
ambientais oferecidas durantes seu crescimento, dessa forma, a taxa de crescimento,
consequentemente sera dependente do microrganismo e as condi¢cdes de crescimento.

Tais métricas podem ser Uteis na determinacao das melhores condi¢des para o cultivo
do microrganismo, como temperatura e meio de cultivo ideal para maior multiplicagcdo em
menor tempo, resultando assim, em dados de cinética de crescimento.

Meio de Cultura UFC/mL* Gr:ur;%fsd(i) Gt'rggéood(;) Cres-lt-:ail):‘egteo (K)
Meio 1 5,0E+07° 2,52 0,952 0,72
Meio 2 5,9E+09° 9,07 0,793 0,87
Meio 3 2,0E+08° 2,43 1,316 0,52
Meio 4 5,0E+06° 0,69 6,956 0,09
Meio 5 5,0E+06° 0,93 3,440 0,20
Meio Comercial 4,0E+08° 5,92 0,608 1,14

Tabela 2— Resultado curva de crescimento Bacillus thuringiensis
*Médias adequadas com o teste de Shapiro-Wilk com normalidade a = 5% (0.05). Letras minUsculas
iguais ndo diferem significativamente as médias entre si pelo teste de Friedman com 5% de
significancia.

Em todos os meios foi possivel observar crescimento de B. thuringiensis, porém,
com valores menos expressivos quando comparados ao meio 2. E possivel notar também
que o meio comercial demonstrou 0 segundo melhor resultado, mas na ordem de 108

UFC/mL. Os meios 4 e 5 resultaram em crescimentos menos expressivos, da ordem de
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10° na fase lag e alcangando a ordem de 10° na fase log e estacionéria. Por fim, o meio 1
demonstrou crescimento nas ordens de 10° e 107 durante o periodo de cultivo.

O meio 2 contém em sua formulagao a glicerina e extrato de levedura como fontes de
carbono e nitrogénio, para a produgao B. thuringiensis os macronutrientes essenciais séo
o carbono presente na maioria das substancias que compdem as células e o nitrogénio,
componente de proteinas e &cidos nucleicos, ambos considerados fonte energética
(MOURAO, 2017).

Os micronutrientes devem existir nos meios de cultivo, porém em menor quantidade,
atuando como cofatores para algumas enzimas (MOURAO, 2017). O meio 2 possui em sua
composicéo solugdo de sais, a qual contém micronutrientes nas formas de MnCI,6H,0,
MgClL,6H,0, FeCl,6H,0 e ZnCl.

Para o crescimento eficiente de B. thuringiensis para producao de biopesticidas, o
meio 2 também contém solugdo tampéo, capaz de garantir a manutengdo do pH durante
o cultivo. O pH é um parametro importante para a adequada absor¢cdo de nutrientes de
o bom desenvolvimento do microrganismo. Para B. thuringiensis, a faixa ideal de pH se
encontra na neutralidade, entre 7,0 e 7,5 (ANGELO et al., 2012; MOURAO, 2017).

Ao avaliar o crescimento de B. subtilis (Figura 2), nos diferentes meios de cultivo
foi possivel observar um comportamento semelhante ao constatado em B. thuringiensis,
demonstrando que o meio 2 proporcionou maior crescimento em UFC/mL, desta vez na
ordem de 10" em 72 e 96 horas de cultivo. O meio comercial novamente demonstrou o
segundo melhor resultado, na ordem de 108 UFC/mL, seguido pelo meio 1 e 3, entre as
ordens de 107 a 108 UFC/mL. Ja o 5 demonstrou crescimento na ordem de 106 e, com
menores indices de crescimento, o meio 4, na ordem de 10* e 10°UFC/mL.

—8—— Meio 1
1 o Meio 2
——-¥—— Meio3 o o
—=f— - Meio4
— &% — Meio5
— —0O——  Meio Comercial

Log UFC/mL
\
\

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tempo (horas)

Figura 2 — Comparativo entre os meios de cultivo formulados testados em Bacillus subtilis no periodo
de 24, 48, 72 e 96 horas.

De acordo com Blom et al. (2011), a espécie B. subtilis necessita de fontes complexas
de carbono e nitrogénio para sua multiplicacdo e mantém caracteristicas semelhantes a
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B. thuringiensis, uma vez que sdo espécies pertencentes ao mesmo género.

Dessa forma, um meio de cultivo baseado em uma solu¢éo tampao, fontes complexas
de carbono e nitrogénio e solugcdo de sais demonstra ser apropriado para cultivo e
multiplicacdo de microrganismos do género Bacillus, dentre eles, a espécie B. subtilis
que é capaz de desenvolver acbes mutualisticas benéficas com o rizoma vegetal, possui
potencial bioregulador e também é classificado como promotor de crescimento vegetal
(VOSS, 2013).

A Tabela 3 demonstra a taxa de crescimento microbiano para ambos os meios de
cultivo.

Meio de UFC/mL* Nl]me~ro de Temp? de Tellxa de
Cultura Geracoes (n) Geracao (g) Crescimento (K)
Meio 1 2,7E+07° 1,56 4,615 0,15
Meio 2 4,0E+10° 0,43 16,744 0,04
Meio 3 2,0E+08° 2,96 3,243 0,21
Meio 4 7,0E+06° 0,71 13,521 0,05
Meio 5 7,0E+06° 0,89 10,786 0,06
Meio Comercial 3,0E+08° 4,69 1,535 0,45

Tabela 3— Resultado curva de crescimento Bacillus subtilis
*Médias adequadas com o teste de Shapiro-Wilk com normalidade a = 5% (0.05). Letras minUsculas
iguais nao diferem significativamente as médias entre si pelo teste de Friedman com 5% de
significancia.

Em termos de complexidade, o meio 2 possui mais componentes quimicos
nutricionais e mais processos para sua formulagdo. De acordo com Teixeira (2015),
guanto mais complexo é o meio de cultivo mais oneroso € processo de produgéo, o que
acarreta em um produto com preco final mais elevado. Portanto, existe a necessidade da
otimizagdo deste meio de cultivo em trabalhos futuros, a fim de reduzir as concentra¢des
dos componentes quimicos mais caros, garantindo assim uma estratégia de baixo custo
de producéo.

Avaliando o crescimento de B. pumilus nos meios testados observa-se que o meio 2
mostrou-se mais eficiente, atingindo crescimento na ordem de 10" UFC/mL em 72 horas
de cultivo (Figura 3). O meio comercial permitiu a multiplicacdo de B. pumilus na ordem
108 UFC/mL, seguido do meio 3, com crescimentos nas ordens de 10” e 108 UFC/mL. Nos
meios 4 e 5, B. pumilus atingiu a ordem de 10° e 106 UFC/mL, respectivamente (Tabela
4). No meio 1, houve maior atividade durante as primeiras 24 horas, com crescimento na
ordem de 108 UFC/mL, porém, seguiu até o fim do processo com ndmeros na ordem de
108 UFC/mL.
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Figura 3 — Comparativo entre os meios de cultivo formulados testados em Bacillus pumilus no periodo
de 24, 48, 72 e 96 horas.

Meio de Cultura UFC/mL* ebiTZT;%rZs'ii) G?rr:god(:,) Cres-:-:aixegfo (K)
Meio 1 3,0E+08° 4,69 0,511 135
Meio 2 6,0E+082 i : i
Meio 3 3,0E+08° 2,81 3,416 0,20
Meio 4 5,0E+06° 0,23 41,739 0,01
Meio 5 7,0E+05¢ 0,29 33,103 0,02
Meio Comercial 7,0E+05¢ 8,31 0,866 0,80

Tabela 4— Resultado curva de crescimento Bacillus pumilus
*Médias adequadas com o teste de Shapiro-Wilk com normalidade a = 5% (0.05). Letras minUsculas
iguais nao diferem significativamente as médias entre si pelo teste de Friedman com 5% de
significancia.

Assim como B. thuringiensis e B. subtilis, B. pumilus demonstrou maior crescimento
em UFC/mL quando cultivado no meio 2. Mais uma vez, o comportamento entre espécies
de um mesmo género é semelhante em termos fisiol6gicos e genéticos, demonstrando um
padrao nas necessidades nutricionais dentro do género Bacillus (RABINOVITCH, 2016).

E possivel observar para as trés espécies de Bacillus que nos meios 1,3, 4 e 5, 0
crescimento nao foi expressivo como nos meios 2 e comercial. Este comportamento pode
estar associado ao fato de que nos meios 1,3 e 5 ndo ha fontes de sais essenciais ao
metabolismo, ja citados anteriormente, como Zn, Fe, Mn e Mg. Dentro deste género de
bactérias, a falta destes componentes quimicos minerais pode interferir na homeostase
dos microrganismos, estes elementos sdo essenciais para a estruturacdo de proteinas e
atuam como cofatores para ativacdo de processos enzimaticos (SANTOS JUNIOR, 2009).

Ja o0 meio 4, contém diversas fontes de carbono (melaco em pd; acucar mascavo;
extrato de malte e amido) e fontes de minerais importantes como Fe, Mg e Mn. Porém,
ndo contém fonte complexa de nitrogénio, essencial também na formagao estrutural de
proteinas durante o processo de desenvolvimento e multiplicacdo dos microrganismos

Topicos Multidisciplinares em Ciéncias Biolégicas 2 Capitulo 15




(MOURAO, 2017), fato este que também pode contribuir com o crescimento menos
expressivo de microrganismos do género Bacillus neste meio de cultivo.

O comportamento da bactéria B. japonicum nos meios testados pode ser observado
na Figura 4, onde os meios 1, 2 e 3 demonstraram respectivamente crescimento nas
ordens 108, 10® e 10° UFC/mL ap6s 72 hs de cultivo. A melhor avaliagdo em UFC/mL
para B. japonicum foi observada no meio 3 em 72 horas de cultivo, mantendo valores na
ordem de 108 UFC/mL durante o periodo de 24, 48 e 96 horas. De acordo com estudos
de otimizacdo de um meio de cultivo para multiplicacdo de B. japonicum, Menéndez et al.
(2014) alcangaram uma faixa de crescimento na ordem de 10" UFC/mL, valor préximo ao
obtido pelo presente estudo.
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Figura 4 — Comparativo entre os meios de cultivo formulados testados em Bradyrhizobium japonicum
no periodo de 24, 48, 72 e 96 horas.

O meio comercial garantiu a multiplicacao de B. japonicum até a ordem de 108 UFC/
mL durante 48 horas de cultivo, entrando em fase de declinio apés 48 horas, atingindo 10°
UFC/mL no final de 96 horas.

Os meios 4 e 5 demonstraram resultados menos expressivos em comparagao com
0s outros meios testados, 10° UFC/mL e 108 UFC/mL, respectivamente. O microrganismo
B. japonicum tem seu metabolismo fortemente influenciado pela concentracédo e tipos
de acucar presentes no meio de cultivo, dessa forma, os resultados aqui demonstrados
podem ser explicados pelos diferentes tipos de acucares contidos no meio 4 (melago
em po, acucar mascavo, extrato de malte e amido) e no meio 5 (agucar cristal, agucar
mascavo, amido de milho, extrato de levedura), os quais podem interferir no crescimento
de B. japonicum em funcéo da dificuldade em tamponar o meio de cultivo, resultando em
desvios de rotas metabdlicas, a depender da fonte de carbono utilizada (VIEIRA et al.,
2017).

Portanto, células bacterianas podem modificar seu fluxo de energia quando
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submetidas as diferentes condicbes de crescimento (MAITRA, 2015). O crescimento
foi expresso pelo numero de geracdes que resultou em uma constante de crescimento
expressiva e representada na tabela 5 a seguir.

Meio de Cultura UFC/mL* G'\(l;:::;%r:sd((:l) G.I:rr:g;od((;) Cres-::?:e?l(teo (K)
Meio 1 5,0E+08" 6,87 0,698 0,99
Meio 2 8,0E+08" 1,00 5,901 0,11
Meio 3 1,1E+098 1,85 3,801 0,17
Meio 4 3,0E+06° 0,40 0,180 3,85
Meio 5 5,0E+06° 0,12 0,600 1,15
Meio Comercial 5,0E+06° - - -

Tabela 5— Resultado curva de crescimento Bradyrhizobium japonicum

*Médias adequadas com o teste de Shapiro-Wilk com normalidade a = 5% (0.05). Letras minusculas
iguais nao diferem significativamente as médias entre si pelo teste de Friedman com 5% de
significancia.

Dessa forma, o meio mais propicio para multiplicacéo de B. japonicum, segundo este
estudo, € o meio 3, o qual demostrou maior numero de UFC/mL no tempo de 72 horas.
Ainda que este meio seja ideal entre os meios testados, ainda sdo necessarios estudos
acerca do controle dos parametros de cultivo, como temperatura, pH e aeracdo, bem
como novos planejamentos experimentais para avaliar a concentracéo ideal das fontes
de nitrogénio, carbono e sais do meio, a fim de otimizar o processo em termos de custos
e eficiéncia de producéo.

41 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que dentre os meios testados, o0 meio 2, composto
por sais minerais, fonte de carbono, nitrogénio e solucdo tamponante foi capaz de
proporcionar o crescimento de Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis e Bacillus pumilus
nas ordens de 10° 10" e 10'° UFC/mL respectivamente.

Para a espécie Bradyrhizobium japonicum, houve maior crescimento no meio 3, que
possui diferentes fontes de carbono, atingindo concentracéo de 10° UFC/mL.

Os meios de cultura 2 e 3 possuem potencial para uso comercial, visto que se
mostraram mais eficientes que o meio comercial utilizado como controle e possuem baixo
custo de producéo.
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