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RESUMO 

Microrganismos têm sido amplamente utilizados para formulações de bioprodutos, 

incluindo bactérias do gênero Bacillus. Dentre elas podemos citar a espécie Bacillus 

amyloliquefaciens, bactéria que é amplamente utilizada na biotecnologia e na 

agricultura devido à sua capacidade de solubilizar fosfato, fixar nitrato e induzir 

resistência sistêmica em plantas. Nas fermentações em escala industrial, o 

conhecimento do microrganismo é de extrema importância, desde seus aspectos 

morfológicos até seu comportamento, como tempo de cultivo, velocidades de 

crescimento, bem como sua resposta aos diferentes meios de cultivo. Este trabalho 

teve como objetivo estudar a cinética de fermentação de Bacillus amyloliquefaciens 

cepa BIB 0129, determinando a taxa específica de crescimento (µx) e o tempo de 

geração, utilizando duas concentrações de sacarose e extrato de levedura. 

Utilizando concentração de 8,4 g.L-1 dos substratos no meio de cultivo, a velocidade 

específica de crescimento celular (µx) obtida foi de 0,2527 h-1. O tempo de geração 

para a menor concentração de substratos foi de 3,14 horas. Ao final de 48 horas de 

fermentação, a concentração final de microrganismos foi de 1,10x109 UFC.mL-1. 

Utilizando a concentração de 18 g.L-1 de substratos, a taxa específica de 

crescimento celular (µx) foi de 0,5312 h-1 e o tempo de geração de 1,30 horas. A 

concentração celular após 48 horas foi de 2,32x 109 UFC.mL-1. 

PALAVRAS-CHAVE: Cinética de fermentação; Extrato de levedura; Sacarose; 

Velocidades específicas. 

 

ABSTRACT 

Microorganisms have been widely used for formulations of bioproducts, including 

bacteria of Bacillus genus. Among them we can mention the specie Bacillus 

amyloliquefaciens, a bacterium that is widely used in biotechnology and agriculture 

due to its ability to solubilize phosphate, fix nitrate and induce systemic resistance 

in plants. In industrial-scale fermentations, knowledge of the microorganism is 

extremely important, from its morphological aspects to its behavior, such as 

cultivation time, growth speeds, as well as its response to different media of 

cultivation. This work aimed to study the fermentation kinetics of Bacillus 

amyloliquefaciens strain BIB 0129, determining the specific growth rate (µx) and 
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generation time, using two concentrations of sucrose and yeast extract. Using a 

concentration of 8.4 g.L-1 of substrates in the cultivation medium, the specific cell 

growth rate (µx) obtained was 0.2527 h-1. The generation time for the lowest 

concentration of substrates was 3.14 hours. At the end of 48 hours of fermentation, 

the final concentration of microorganisms was 1.10x109 CFU.mL-1. Using a 

concentration of 18 g.L-1 of substrates, the specific cell growth rate (µx) was 0.5312 

h-1 and the generation time was 1.30 hours. The cell concentration after 48 hours 

was 2.32x 109 CFU.mL-1. 

KEYWORDS: Fermentation kinetics; Specific speeds; Sucrose; Yeast extract. 

 

INTRODUÇÃO 

 

O mercado de insumos biológicos vem crescendo ano a ano no Brasil, sendo 

que sua utilização aumenta cerca de 10 a 15% no mundo por ano1. Os 

microrganismos desempenham um papel fundamental dentro do controle biológico, 

especialmente bactérias do gênero Bacillus. 

Bacillus amyloliquefaciens é uma bactéria Gram positiva, formadora de 

endósporos. É amplamente utilizada no setor da agricultura, incluindo o controle 

biológico por ser um microrganismo promotor de crescimento, indutor de 

resistência e ser ambientalmente seguro2. Os benefícios para a planta podem ocorrer 

de maneira direta ou indireta. Mecanismos diretos estão relacionados com a fixação 

de nitrogênio, solubilização de fosfato, produção de sideróforos e fitohormônios 

(ácido indol acético- AIA) e produção de enzimas como 1-aminociclopropano-1-

ácido carboxílico (ACC deaminase)3. 

Mecanismos indiretos são atribuídos a produção de componentes 

antimicrobianos em resposta a estresses bióticos4. B. amyloliquefaciens é um 

microrganismo produtor de componentes antimicrobianos, como o ácido cianídrico 

(HCN) e lipopeptídeos ciclicos, como a surfactina utilizada para inibir o 

crescimento de patógenos5,6. A interação de microrganismos com as raízes das 

plantas aumenta a resistência das plantas contra patógenos como outras bactérias, 

fungos e vírus. Esse fenômeno é denominado como resistência sistêmica 

induzida7,8.  

B. amyloliquefaciens cepa BIB 0129 é uma bactéria endofítica, isolada de 

um híbrido de eucalipto no município de Guaíba no Rio Grande do Sul. Ensaios 
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com a cepa (anteriormente chamada de EUCB 10) mostraram seu potencial 

solubilizador de fosfato, fixação de nitrogênio atmosférico e produção de AIA. 

Além disso, testes realizados com Eucalyptus urograndis mostram que plantas 

inoculadas com a cepa apresentaram um aumento de 96,2% na taxa de 

enraizamento9. 

Em fermentações bacterianas existem quatro fases de crescimento: fase lag, 

log, estacionária e de morte. A fase log é a fase em que ocorre um aumento 

exponencial no número de células. A reprodução celular é mais ativa nesse período 

e o tempo de geração atinge um valor constante, e por isso a representação 

logarítmica da fase log gera uma linha reta10. É a fase em que ocorre a maior taxa 

de conversão de substrato em produto, como também maior oscilação nos valores 

de pH, aumento da temperatura, incidência de espuma e queda nos valores de 

oxigênio dissolvido no meio de cultura, sendo nesta fase que são realizados os 

estudos de cinética de crescimento.  

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste na análise da 

evolução dos valores de concentração de um ou mais componentes no sistema de 

cultivo, em função do tempo de fermentação. Podem ser analisados a concentração 

do microrganismo (X), produtos do metabolismo (P) e os nutrientes ou substratos 

(S) que compõem o meio de cultura11.  

O Conhecimento de dados da cinética da fermentação possibilita realizar a 

estimativa de produtividade das fermentações, ampliação para escalas industriais e 

comparações entre diferentes condições de cultivo (pH, temperatura e concentração 

de substratos). 

Em ambientes industriais, a viabilização técnico-econômica dos insumos e 

matérias primas são características que possuem grande influência na escolha de 

métodos e padrões operacionais, sendo assim o presente trabalho tem como objetivo 

estudar a cinética de crescimento de Bacillus amyloliquefasciens BIB 0129 em duas 

concentrações diferentes de sacarose e extrato de levedura.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Foi utilizada a bactéria B. amyloliquefaciens cepa BIB 0129. As 

fermentações foram feitas em escala laboratorial em Erlenmeyers de 1L e 5L de 

volume. 

Foram utilizados dois tratamentos, com 3 repetições: o primeiro com a 

concentração de 8,4 g.L-1 de sacarose e extrato de levedura no meio de cultura e o 

segundo com concentração de 18g.L-1 dos mesmos substratos. A sacarose foi obtida 

a partir da utilização de açúcar cristal.  

Para condução da fermentação líquida foi utilizado um meio base, com a 

variação da concentração de açúcar e extrato de levedura: 8,4 g.L-1 e 18 g.L-1.   

Os plaqueamentos realizados para quantificação da população microbiana, 

foram feitos em meio LBA (Luria Bertani).   

Foram selecionadas 16 colônias típicas de B. amyloliquefaciens e estas 

transferidas para um Erlemeyer de 1L contendo 400mL de meio, previamente 

esterilizado a 121ºC por 20 minutos. Após inoculada, a suspensão foi colocada em 

uma incubadora com agitação orbital, a 30ºC e 150 rpm, por 24h. As colônias foram 

obtidas a partir de repiques utilizando a técnica de estriamento por esgotamento. 

Após 24 horas, 200mL da suspensão foram transferidos para um Erlenmeyer 

de 5L contendo 1,8L de MPB, totalizando 2L após a inoculação (10% de inóculo). 

O momento da inoculação do Erlenmeyer de 2L foi considerado o tempo zero da 

fermentação (t0). O Erlenmeyer foi colocado em agitação no agitador orbital, a 30ºC 

e 150 rpm.   

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

determinação da absorbância e a concentração celular do caldo fermentativo. A 

absorbância da amostra foi medida em um espectrofotômetro da marca Kasvi®, 

utilizando-se o comprimento de onda de 600nn. O meio de cultura estéril foi 

utilizado para a leitura do branco. A quantificação da população bacteriana foi feita 

a partir da metodologia de diluição seriada12. 
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A cinética de crescimento foi feita de acordo com as equações diferenciais 

e modelos integralizados11.  Devido ao fato de que a concentração microbiana X 

aumenta durante uma fermentação, é mais logico analisar os valores das 

velocidades instantâneas com relação a concentração microbiana, conforme a 

equação diferencial ordinária:  

 

𝜇𝑋 =  
1

𝑋
.∗

𝑑𝑋

𝑑𝑡
 

 

A partir do modelo integralizado obtém-se a equação:  

 

𝑙𝑛𝑋 = 𝜇𝑋 ∗ 𝑡 +  𝑙𝑛 𝑥0 

 

Comparando-se com a equação de 1º grau, temos que:  

 

𝑦 = 𝑙𝑛 𝑋 

𝑎 = 𝜇𝑋) 

𝑏 = ln 𝑋0 

Ao lado da velocidade específica µx, a fase exponencial também é 

caracterizada frequentemente pelo tempo de geração tg, que é o intervalo de tempo 

necessário para dobrar o valor da concentração celular11, dado pela seguinte 

expressão: 

𝑡
𝑔=

𝑙𝑛2
𝜇𝑥

 

RESULTADOS 

 

Com as médias aritméticas resultantes dos valores de Abs600 e UFC.mL-1 em 

função do tempo foram geradas as curvas de crescimento para cada um dos 

tratamentos. A partir das curvas de crescimento de B. amyloliquefaciens BIB 0129 

foram iniciados os estudos de cinética. 

A curva de crescimento de B. amyloliquefaciens cepa BIB 0129 no meio 

com a concentração de 8,4 g.L-1 de sacarose e extrato de levedura pode ser 

observada na Figura 3a. 

Com a curva de crescimento do microrganismo pode ser observada uma 

queda na população microbiana entre o tempo 0 e 2. Essa morte de microrganismos 
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pode ter sido ocasionada pela não adaptação de células menos resistentes ao meio 

de cultura após a transferência. A fase log se estendeu por aproximadamente 12 

horas, entre o tempo 2 e 14, formando uma reta, evidenciando o crescimento 

microbiano neste intervalo. Do tempo 14 ao tempo 48, houve uma estabilização dos 

valores de UFC.mL-1, e embora os valores tenham tido uma variação, a população 

microbiana se manteve no mesmo logaritmo (109), caindo em alguns momentos 

para 108, porém em valores próximos de 109. Não foi identificada uma fase de 

declínio na curva de crescimento, pois microrganismos pertencentes ao gênero 

Bacillus, iniciam o processo de diferenciação celular para formação do esporo após 

esgotamento de nutrientes, não havendo, portanto, uma fase de morte. Ao final das 

48 horas de fermentação a concentração celular final foi de 1,10x109 UFC.mL-1. 

A partir da curva resultante entre a absorbância a 600nn e o tempo podemos 

observar o aumento crescente da absorbância ao longo do tempo, tendo a fase log 

se encerrando por volta das 14 horas de cultivo, coincidindo com os dados obtidos 

de UFC.mL-1. Analisando os valores da absorbância e comparando-os com os 

valores de UFC.mL-1, pode ser observado que entre o início da fermentação e as 2 

horas de cultivo, há uma redução na concentração microbiana embora tenha 

ocorrido um aumento na absorbância do meio. 

Esse resultado dá um indicio de que a leitura da turbidez do meio não mostra 

o número de células viáveis disponíveis no cultivo. 

As médias dos valores de absorbância e UFC.mL-1resultantes para a 

concentração de 18g.L-1 dos substratos foram utilizadas para gerar as curvas de 

crescimento mostradas na figura 3b. 

Ao se adicionar mais substratos ao meio de cultura, foi observado um 

crescimento mais rápido do microrganismo, com uma pequena redução da 

concentração microbiana na fase lag, entre os tempos 0h e 2h de cultivo. A partir 

da quarta hora de fermentação a bactéria B. amyloliquefasciens BIB0129 iniciou a 

fase exponencial de crescimento, que se estendeu até a oitava hora da fermentação, 

totalizando 4 horas de fase logarítmica, entrando a partir deste momento na fase 

estacionária. Ao final do experimento a concentração de células obtidas foi de 2,32 
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x109 UFC.mL-1, não obtendo uma diferença significativa em relação a concentração 

de 8,4 g.L-1 dos substratos. 

A curva de crescimento Tempo (h) x Abs600 para a concentração de 18 g.L-

1 dos substratos, mostrou um aumento constante dos valores de absorbância até as 

26 horas de cultivo, seguido de uma queda da Abs600 até as 48 horas. Ao se aumentar 

a concentração de substratos no meio de cultura, B. amyloliquefasciens cepa BIB 

0129 apresentou um crescimento irregular se comparado a curva de crescimento em 

que foi utilizada uma concentração menor de substratos no meio de cultura, uma 

vez que, o aumento constante da absorbância até as 26 horas não coincidiu com o 

crescimento celular observado na figura 3b, em que a concentração máxima 

resultante da fase log foi obtida na oitava hora de cultivo. 

 

Figura 3. a) Tempo (h) x Abs600 e Tempo (h) x UFC.mL-1 para a concentração de 

8,4 g.L-1 dos substratos. b) Tempo (h) x Abs600 e Tempo (h) x UFC.mL-1 para a 

concentração de 18 g.L-1 dos substratos.  

  

 

Os dados de cinética para as concentrações de sacarose e extrato de levedura 

estão contidos na Tabela 1. 
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Tabela 1. Valores de cinética de crescimento de B. amyloliquefasciens BIB029  

Concentração 

(Sacarose e extrato de levedura)  

Velocidade específica 

(µ) (h-1) 

Tempo de geração 

 (h) 

8,4 g/L 0,2527 3,14 

18 g/L 0,5312 1,30 

 

Ambos os parâmetros cinéticos, de velocidade especifica de crescimento 

celular (µx) e tempo de geração (tg) foram maiores quando a concentração dos 

substratos no meio de cultura estava maior.  

Para a concentração de 8,4 g.L-1 dos substratos foi concluído que a fase log 

de crescimento se iniciou por volta da 4ª hora de cultivo e se estendeu até a 14ª hora 

de cultivo totalizando 10 horas de fase log. A partir da equação da reta, podemos 

concluir que a velocidade de crescimento (µmáx) é 0,25 h-1. Com o valor de µmáx e a 

partir das equações diferenciais, temos que o tempo de geração de B. 

amyloliquefaciens para o tratamento de menor concentração foi de 3,14 horas.  

Por outro lado, quando se aumentou a concentração de substratos no meio 

de cultura (18 g.L-1), B. amyloliquefasciens BIB0129 também iniciou a fase log de 

crescimento celular após 4 horas de fermentação, porém chegou ao fim da fase log 

após 8 horas de cultivo, atingindo a concentração celular de 2,52x 109 UFC.mL-1. 

A velocidade de crescimento celular (µmáx) na concentração maior foi de 0,53 h-1, e 

o tempo de geração de 1,30 horas.  

 

DISCUSSÃO 

 

Ao final das 48 horas de fermentação a concentração celular final foi de 

1,10x109 UFC.mL-1 para a concentração de 8,4 g.L-1 dos substratos e 2,32x109 

UFC.mL-1 para a concentração de18 g.L-1. Resultados próximos foram obtidos por 

Lima (2017)13, que em experimento com B. amyloliquefaciens IT45 realizado em 

Erlemeyer de 2L, com 200 mL de meio de cultura conseguiu após 48 horas de 

fermentação, concentrações celulares de 1,4x109 UFC/mL. Estudo semelhante, 
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utilizando Erlemeyers de 500 mL com 100 mL de meio de cultura, em temperatura 

de 30ºC e 160 rpm em shaker, chegou a uma concentração celular de 1,16x109 

UFC.mL-1 utilizando as cepas MT45 e X27 de B. amyloliquefciens14. 

Ao se utilizar o meio de cultura com a concentração de 18g.L-1 dos 

substratos B. amyloliquefasciens BIB 0129 apresentou uma curva irregular de 

crescimento, em que os valores de UFC.mL-1 não acompanharam os valores de 

absorbância. As quedas dos valores de absorbância do cultivo após as 26 horas 

podem estar relacionadas ao fim da fase exponencial de crescimento, em que as 

células se encontram mais alongadas para que ocorra a divisão celular. Durante a 

divisão celular, células de B. subtilis dobram de massa para na sequência se 

dividirem ao meio formando 2 células filhas de tamanho equivalente. O meio de 

cultura também exerce relação com o tamanho das células15. Células de Salmonella 

apresentavam tamanho duas vezes maior quando crescidas em meio rico em 

nutrientes, do que células cultivadas em um meio pobre em nutrientes16,17. O mesmo 

comportamento de controle dependente do tamanho das células e disponibilidade 

de nutrientes também foi observado em B. subtilis18,19. Valores elevados de 

absorbância podem ter sido observados na fase de crescimento exponencial em 

decorrência da maior disponibilidade de substratos nesta etapa. O esgotamento de 

nutrientes após a fase logarítmica pode ter impactado na redução do tamanho 

celular, acarretando na queda dos valores de absorbância.  Além disso, o 

esgotamento de nutriente é um sinalizador para as células vegetativas de Bacillus 

para o início do processo de esporulação, onde há uma perda citosplamática gradual 

até a total lise celular e liberação do esporo. 

Em experimentos com Bacillus thuringiensis var galleriae estudaram os 

efeitos da concentração de glicose e extrato de levedura no crescimento e 

esporulação da espécie20. Variando as concentrações de glicose entre 3,4 g.L-1 e 34 

g.L-1, e extrato de levedura entre 1 g.L-1 e 20 g.L-1, os autores observaram que altas 

concentrações de glicose no meio de cultura resultaram em uma população 

heterogênea de células vegetativas, e altas concentrações de extrato de levedura 

prejudicaram a síntese de componentes do esporo, dificultando a esporulação.  
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As equações cinéticas que indicam como as variáveis do experimento 

interferem nas velocidades de crescimento, morte celular, geração de produtos e 

também consumo de substratos, sendo necessário tratar os dados experimentais, 

desprezando os pontos que apresentaram erros grosseiros21. Dessa maneira, foram 

excluídos os pontos experimentais em que os valores de UFC.mL-1 destoaram do 

restante.  

A cinética de crescimento de Bacillus pumilus cepa CCIBP-C5, em 

diferentes meios de cultivo a base de farinha de soja como fonte de nitrogênio e 

melaço de cana e quitina coloidal como fontes de carbono22. Foram obtidos tempos 

de geração de 1,94 horas para o meio a base de farinha de soja e quitina e 2,67 horas 

para o meio utilizando farinha de soja e melaço de cana.  

Em diferentes meios de cultura para otimizar o crescimento e produção de 

celulases de Bacillus licheniformis BCLLNF-01, foi observado que em meio BLM 

+ 0,5% CMC, B. licheniformis apresentou uma velocidade de crescimento de 0,06 

h-1, por outro lado, nos meios enriquecidos com glicose e caseína as taxas de 

crescimento foram maiores23. Nos meios BLM + 1% de glicose e BLM + 1% de 

glicose + 1% de caseína B. licheniformis apresentou µ= 0,11 h-1. 

A natureza e as características dos substratos utilizados no meio de cultura 

interferem no metabolismo do microrganismo, incluindo a expressão de enzimas e 

metabólitos20. O fluxo de metabólitos possui uma relação direta com a concentração 

de substratos. 

Diferentes concentrações de substrato interferem de várias formas na 

qualidade e rendimento de uma fermentação. Quando a concentração de sacarose e 

extrato de levedura foi aumentada para 18g.L-1, houve um aumento na velocidade 

específica de crescimento (µx) e no tempo de geração (tg), porém sem grande 

interferência na concentração final de células, que se mantiveram na ordem de 109 

UFC.mL-1 em ambos os tratamentos. Maiores velocidades de crescimento podem 

impactar em fermentações mais rápidas, acarretando em uma maior 

competitividade do microrganismo frente a outras espécies além de aumentar o 

rendimento de produção em um ambiente industrial. Estudos posteriores serão 



Acta Biologica Brasiliensia, v. 8, n. 2 (2025) ISSN online 2596-0016 67 

realizados para avaliação do comportamento do microrganismo após as 48 horas de 

fermentação, identificando a influência das concentrações dos substratos na 

esporulação da cepa.  

 

CONCLUSÃO 

 

Diferentes concentrações de substrato interferem de várias formas na 

qualidade e rendimento de uma fermentação. Quando a concentração de sacarose e 

extrato de levedura foi aumentada para 18g/L, houve um aumento na velocidade 

específica de crescimento (µx) e velocidade específica de consumo de substrato (µs), 

porém sem grande interferência na concentração final de células, que se mantiveram 

na ordem de 109 UFC.mL-1 em ambos os tratamentos. Maiores velocidades de 

crescimento podem impactar em fermentações mais rápidas, acarretando em uma 

maior competitividade do microrganismo frente a outras espécies além de aumentar 

o rendimento de produção em um ambiente industrial. 
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