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RESUMO

Devido ao aumento da demanda por alimentos, aumenta-se assim o uso de agrotoxicos. Além desse fator, a
facilidade e certeza de uso faz com que esses produtos quimicos sejam cada vez mais usados. No entanto trazem com
seu alto consumo problemas ambientais e de saude humana. Buscando alternativas mais sustentaveis, a utilizacdo de
fungos e bactérias ganha destaque, porém os custos em relagdo a meio de cultura podem ser um entrave. Buscando
solucionar esse problema estudos testando diversos residuos da industria, como meio de cultura base é realizado.
Dessa forma o objetivo desse estudo foi testar a vinhaga de soja como meio de cultura liquido para crescimento de
Bacillus subtilis. Para alcangar a resposta a esse objetivo, testes em incubadora shaker, biorreator de bancada atrelado
a técnica de dilui¢do seriada, foram usados no estudo. Em incubadora shaker a vinhaga concentrada se mostrou
promissora, ndo havendo diferenca significativa em relagdo aos tratamentos junto ao controle. Ja a vinhaga in natura
testada em biorreator de bancada, para o microrganismo B. subtilis, ndo mostrou bons resultados apresentando
decaimento. Assim conclui-se que a vinhaga de soja é um residuo agroindustrial promissor para meio de cultura, e
acredita-se que seja necessario um estudo aprofundado em relagdo a sua aplicabilidade para B. subtilis e outros

microrganismos, variando as condigdes fisicas.
Palavras-chave: fungos 1, bactérias 2; residuo agroindustrial 3; biorreator 4.
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Embora o uso de agrotéxicos sejam frequentemente usados devido sua facilidade e
assertividade, a relagdo com os problemas ambientais, ¢ na saide humana (TAVARES et al., 2020),
faz com que o estudo sobre alternativas mais sustentaveis surja. Um exemplo disso ¢ a utilizagdo do
manejo bioldgico a partir de fungos e bactérias, pois apresentam beneficios para a planta e para o
solo (LOPES et al., 2021).

Além dos custos envolvidos no meio de cultura, as pesquisas visam aperfeicoar os
processos, através de novas tecnologias que auxiliam nas medi¢des de pardmetros importantes para
a produ¢do de um produto bioldgico (CAPALBO et al., 1991). Um dos principais micro-organismos
que sdo estudos envolvendo essas tematicas é o Bacillus subtilis, pois além de ser um dos mais
usados na agricultura ¢ bastante usado em teste de crescimento em meio de culturas alternativo,
como residuos de produgdo industrial. O B. subtilis também aparece em estudos de otimizagdo em
biorreatores, isso devido suas caracteristicas de crescimento, ligados a parametros como
oxigenagdo, pH e tempo de fermentagio (PICAO, 2020).

A vinhaga de soja (residuo agroindustrial) possui caracteristicas quimicas e fisicas que caso
seja descartada, haveria a necessidade de tratamento preliminar. No entanto similar a vinhaca de
cana-de-aglicar, essa vinhaca pode vir a apresentar em sua composi¢do suporte nutricional para
micro-organismos, assim a aplica¢do desse residuo resultaria em uma diminuicdo com custos de
tratamento, além da diminui¢do de custos na produ¢do de micro-organismo ligada a agricultura.

Dessa  forma, alinhando a  problematica envolvidla com o uso dos
agrotoxicos, junto a uma solu¢do acessivel que ¢ o wuso de produtos bioldgicos a
base de fungos e bactérias, B. subtilis, considerou-se a
utilizagdo da vinhaga de soja como meio de cultura liquido, buscando o crescimento

deste micro-organismo.

MATERIAL E METODOS

A vinhaga de soja concentrada e in natura foi disponibilizada pela
Empresa  Agrocells Biotecnologia localizada no municipio de Campo Mourdo.
A empresa também disponibilizou a cepa de Bacillus subtilis ATCC 6051. A vinhaca

disponibilizada foi enviada para empresa especializada da cidade para analise quimica.

Avaliagdo da viabilidade de aplicacdo da vinhaga de soja como meio de cultura e suas

concentragoes
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As concentracbes foram 100%, 70% e 40% de vinhaca concentrada, conforme
Shi e Zhu (2007), além do controle em caldo BHI,
utilizado  para  crescimento ~ microbiano  em geraL, utilizando  erlenmeyers
com volume total de 250 mL, tendo como volume util 100 mL.

Foi utilizado uma proporcdo de 1:10 de inoculo e vinhaca, ou seja, 90 mL de
meio de cultura para 10 mL de indculo inicial. O processo de multiplicagdo ocorreu em incubadora
shaker com a rotacdo de 100 RPM e a temperatura controlada para 35 °C. As analises foram reali-
zadas em triplicata.

Os dados para analise de crescimento foram coletados em trés amostras T1, T2 e T3. As-
sim os resultados foram analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) com 5% de signifi-
cancia e usando o teste de Tukey para as comparacdes entre os tratamentos utilizando o
software BioEstat 5.0.

Para avaliagdo de crescimento celular dos micro-organismos foi utilizada a
técnica de diluicdo seriada descrita por Tortora (p. 166-169, 2017) com modificacGes
na escala, sendo utilizada na diluicdo 0,1 mL de amostra para 0,9 mL de solucdo
salina 0,85%.

Crescimento de B. subtilis em biorreator de bancada

Para a otimizagdo em biorreator, foi utilizado a melhor concentragdo de
vinhaca em testes na incubadora shaker com a multiplicacdo do B. subtilis,
passando a ser usada a vinhaga in natura.

Para o teste em biorreator foi utilizados o modelo hibrido composto por
aeracdo e coluna de bolhas. Os reatores sdo compostos pelos seguintes medidores de
parametro: sonda de pH, sensor de nivel, sensor de temperatura acoplado a banho
termostatizado, além de bombas peristalticas e compressor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada pelo resultado da composicdo das vinhacas de soja, a
presenca das principais fontes de nutrientes que ddo suporte ao crescimento dos
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micro-organismos em geral, como o0s nitrogénios, os carbonos e agUcares, além de

sais inorganicos, demonstrando assim a possibilidade como meio de cultura liquido.

Tabela 1. Comparacdo da composicao da vinhaca de soja concentrada, vinhaca de soja in natura e
vinhaca de cana-de-agucar. Fonte: Autoria prépria (2022).

Parametro Vinhaca de soja concen-  Vinhaca de soja in Vinha(f‘a de cana-de-
trada (g/L) natura (g/L) acucar(g/kg)
Cinza (méax) 31,6 (%) 0,07 -
Calcio 5,67 2,12 33
Fosforo 8,9 1,05 0,5
Magnésio 4,48 0,20 3,3
Potassio 69,52 2,08 15,1
Enxofre 5,13 0,33 5,8
Nitrogénio 32,76 0,53 9,2
Ferro 0,2988 0,0277 0,147
Manganés 0,00964 0,00145 0,019
Cobre 0,06483 0,0076 -
Zinco 0,20307 0,0076 0,007
Boro 0,04111 0,055 -
A(;t]ca(:;)s3 totais 3,87 1,47 i
Carbgg%%gém' 39,77 58,10 :
Matéria organica 68.4 99,93 i

(%)
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Além disso, a composicdo quimica da vinhaca de soja é de certa forma

similar a vinhaca de cana de acUcar, que ja é utilizada em fermentacdes utilizando
micro-organismos de interesse agricola (VITTI, 2019).

ConcenttagBo Concentracis T1 (30 minutos apds inicio do processa) ConcentiagBo Conceritachs T2 [12 hotas spés inicio do processa]
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Figura 1: A) Concentracdo bacteriana UFC/mL em T1; A) Concentracdo bacteriana
UFC/mL em T2 e C) Concentracdo bacteriana UFC/mL em T3. Fonte: Autoria propria (2022).

Os resultados iniciais das multiplicagbes ndo demonstraram uma diferenga
significativa, onde p=0,16, sendo, portanto maior que 0,05, dessa forma
sabe-se que ao inicio os tratamentos equivalem ao controle. Seguindo o teste para T2, é possivel
observar um aumento significativo do tratamento com 40%, pois esse é 0 Unico que em comparagao
ao controle obteve um p < 0,05. J4 em T3, os tratamentos se equivalem novamente ao controle, ob-
tendo-se um p = 0,39, sendo que o tratamento 100% chega a uma média maior (Figura 1).

Resultados semelhantes foram encontrados por Cardozo (2011) que utilizou
a vinhaca de cana de aclcar para 0 crescimento de B. subtilis em incubadora

shaker, com tempo de processo de 168 horas, sem controle da temperatura
(temperatura ambiente).
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Os resultados obtidos a partir da multiplicagio em biorreator ndo foram
satisfatorios, apresentando decaimento na  concentracdo do micro-organismo
(Tabela 2).

Tabela 2: Resultado da multiplicacdo do B. subtilis em biorreator de bancada com a utili-
zacgdo da vinhaca in natura 100%. Fonte: Autoria propria (2022).

1% Replicata _ 2% Replicata _ 3 Relicata
TEMPO CONCENTRACAO CONCENTRACAO CONCENTRACAO
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
T1 0 2,10 x 10° 1,00 x 10*
T2 0 1,30 x 10° 5,00 x 10°
T3 0 1,03 x 10* 1,02 x 10°

Em relacdo a primeira replicata, os valores de crescimento 0, se refere a problemas com a
sonda de pH do biorreator, fez a medigéo errada ao iniciar o teste de fermentacéo, o que culminou
em um aumento excessivo do pH, o que pode ter causado a mortandade do micro-organismo.

Este resultado corrobora com o fato de que a multiplicacdo de B. subtilis, ocorre em faixas
de pH entre 4,5 a 7,5, dependendo das condicBes de oxigenacdo e composicdo do meio de cultura
(VOSS, 2013).

A vinhaca in natura se apresenta rica em fontes organicas de carbono e contém um nivel
de relacdo carbono x nitrogénio de 1092/1, o que pode indicar que a falta de nitrogénio no meio
esteja influenciando o ciclo de Krebs, visto que a quantidade de nitrogénio no meio esta relacionada
ao crescimento microbiano (JOHK et al., 2014). Além da possibilidade de submeter o microrganis-
mo a sistemas anaerdbios, devido as altas concentracdes de carboidratos e aglcares, forcando a bac-

téria entrar no processo de fermentacéo.

CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi possivel observar que a vinhaca de soja, similar a vinhagca de cana de
acucar apresentou bons resultados quando aplicado em micro-organismos como B. subtilis,
dependendo das condigdes fisicas de processo. Onde em sistema sem aeracao houve crescimento de

2 logs, e com aeragao houve decaimento indicando ndo ser aplicavel a este tipo de sistema.
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Isso demonstra a versatilidade de alguns micro-organismos, sendo o estudo de extrema
importincia, pois d4 suporte para uma transi¢do de manejo tradicional para o manejo sustentavel,
indicando assim uma nova alternativa de meio de cultura. Além de propor uma solugdo de uso para
este residuo, fazendo assim desnecessario custo envolvendo o descarte no meio ambiente.

Dessa forma para estudos futuros, temos alguns caminhos, como: verificar a aplicabilidade
numa gama maior de microrganismos de interesse agricola, variando as condigdes fisicas, verificar

a eficiéncia desses micro-organismos apds sua multiplicacdo em vinhaca de soja.
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