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RESUMO

O melago de soja € um coproduto da industria processadora de soja, e por ser
rico em carbono pode ser utilizado como meio de cultura para crescimento de
microrganismos, produzindo importantes metabolitos, capazes de promover o
desenvolvimento das plantas. O acido gama-poliglutamico (y-PGA) obtido pelo
processo de fermentacdo microbiana pode aumentar a biomassa e a atividade
das raizes, otimizando a absorg¢ao de nutrientes e o rendimento das plantas. O
objetivo foi avaliar o potencial do melago de soja fermentado por bactérias do
género Bacillus para a produgdo do biopolimero y-PGA e o seu efeito
bioestimulante no tratamento de sementes de milho. O trabalho foi conduzido
em trés fases. Na fase 1, trés linhagens de Bacillus subtilis (BSA, BSS e BSM),
duas linhagens de B. amyloliquefaciens (BAA e BAS) e uma linhagem de B.
licheniformis (BLM) foram avaliadas em diferentes concentracbes de agucar
redutor total (ART) do melago de soja (28; 56; 112 e 224 g L") em comparagéo
com o meio padrao (caldo nutriente). Posteriormente, foram selecionadas as
linhagens BSA, BAA e BLM para serem avaliadas em duas concentragdes de
ART do melago de soja (28 e 56 g L") em comparagéo com o caldo E (meio
recomendado para a produgédo de y-PGA) quanto ao crescimento e produgéo
de y-PGA e acido indolacético (AlIA) ao longo de oito dias de cultivo. Na fase 2,
a linhagem de Bacillus com maior produgdo de y-PGA foi utilizada para
fermentar o melago de soja e obter o bioestimulante. Na fase 3 as sementes de
milho foram tratadas com o bioestimulante filtrado e nao filtrado comparado
com o meio melago de soja 56 L' ART e agua, para avaliagdo da germinagéo e
crescimento inicial das plantulas de milho. As linhagens de Bacillus
apresentaram maior crescimento nos meios de melago de soja nas
concentragdes 28 e 56 g L' de ART em comparagdo ao caldo nutriente; a
concentragdo de 224 g L' de ART inibiu o crescimento das linhagens
estudadas. A linhagem BSA apresentou crescimento superior as linhagens
BAA e BLM, com maior crescimento no meio de melago 56 g L' ART. A
linhagem BSA nos meios melago de soja 28 e 56 g L' ART apresentou maior
crescimento e produgao AlIA comparado com o caldo E. A linhagem BAA no
meio melago de soja 56 g L' ART apresentou a maior produgdo de y- PGA em
comparagao as linhagens BSA e BLM. O y-PGA produzido pela fermentagéo



do melago de soja 56 g L' ART fermentado por BAA apresentou pureza
semelhante ao sintético (y-PGA Sigma®). O bioestimulante (melago de soja 56
g L' ART fermentado por BAA) filtrado e ndo filtrado nao influenciaram a
germinagcdo e o desenvolvimento inicial das pléntulas de milho. S&o
necessarios estudos complementares para avaliar os efeitos do bioestimulante
ao longo do desenvolvimento das plantas de milho.

Palavras-chave: Bacillus sp., bioestimulante, fermentagdo microbiana,

microrganismos promotores de crescimento de plantas.
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ABSTRACT

Soy molasses is a co-product of the soy processing industry, and because it is
rich in carbon, it can be used as a culture medium for the growth of
microorganisms, producing important metabolites, capable of promoting plant
development. Gamma-polyglutamic acid (y-PGA) obtained by the microbial
fermentation process can increase root biomass and activity, optimizing nutrient
absorption and plant yield. The objective was to evaluate the potential of
soybean molasses fermented by bacteria of the genus Bacillus for the
production of the biopolymer y-PGA and its biostimulant effect in the treatment
of corn seeds. The work was conducted in three phases. In phase 1, three
strains of Bacillus subtilis (BSA, BSS and BSM), two strains of B.
amyloliquefaciens (BAA and BAS) and one strain of B. licheniformis (BLM) were
evaluated at different concentrations of total reducing sugar (ART) of soy
molasses (28; 56; 112 and 224 g L-1) compared to the standard medium
(nutrient broth). Subsequently, the BSA, BAA and BLM strains were selected to
be evaluated in two concentrations of ART from soy molasses (28 and 56 g L-1)
in comparison with broth E (recommended medium for the production of y-PGA)
as to the growth and production of y-PGA and indoleacetic acid (IAA) over eight
days of cultivation. In phase 2, the Bacillus strain with the highest production of
y-PGA was used to ferment soy molasses and obtain the biostimulant. In phase
3, corn seeds were treated with the filtered and unfiltered biostimulant
compared to 56 L-1 ART soy molasses medium and water, to evaluate the
germination and initial growth of corn seedlings. Bacillus strains showed greater
growth in soy molasses media at concentrations of 28 and 56 g L-1 of ART
compared to nutrient broth; the concentration of 224 g L-1 of ART inhibited the
growth of the studied strains. The BSA line showed higher growth than the BAA
and BLM lines, with greater growth in the 56 g L-1 ART molasses medium. The
BSA strain in soy molasses media 28 and 56 g L-1 ART showed greater growth
and AlA production compared to broth E. The BAA strain in soy molasses 56 g
L-1 ART medium showed the highest y-PGA production compared to BSA and
BLM strains. The y-PGA produced by the fermentation of soy molasses 56 g L-
1 ART fermented by BAA showed purity similar to the synthetic one (y-PGA
Sigma®). The biostimulant (soy molasses 56 g L-1 ART fermented by BAA)
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filtered and unfiltered did not influence the germination and initial development
of corn seedlings. Additional studies are needed to evaluate the effects of the
biostimulant throughout the development of corn seedlings.

Keywords: Bacillus sp, bioestimulant, microbial fermentation, plant growth-

promoting microorganisms



1 INTRODUGAO

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de graos, com
destaque para a soja e milho. De acordo com o 11° Levantamento da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) para a safra 2022/23 a
estimativa de producdo é de 154.603,4 milhbes de toneladas de soja e de
129.961,6 milhdes de toneladas de milho (BRASIL, 2023). A exportagao
prevista € de 95,64 e 48 milhdes de toneladas de gréaos de soja e milho,
respectivamente (BRASIL, 2023).

Para manter os indices produtivos, a exigéncia atual por fertilizantes no
Brasil é elevada. Entre os anos de 1995 e 2020 a demanda nacional, em
especial de nitrogénio, potassio e fésforo, aumentou de quatro para dezesseis
milhées de toneladas. Em contrapartida, a producdo nacional de fertilizantes
reduziu, diante do desinvestimento nas industrias estatais (RAJAO et al., 2023).
Cerca de 70% dos fertilizantes utilizados na produgao agricola brasileira séo
importados: 95% do potassio, 80% do nitrogénio e 55% do fosfato (OLIVEIRA;
MALAGOLLI; CELLA, 2019), preocupante vulnerabilidade do agronegdcio.

Diante das mudangas geopoliticas mundiais e os reflexos no
fornecimento de fertilizantes, somado a necessidade de adequar os sistemas
de producao e mitigar os efeitos dos eventos climaticos extremos, é necessario
e urgente, desenvolver tecnologias que possam contribuir com a redugao da
emissao dos gases de efeito estufa (CO2, N2O e CH4) e consumo de energia,
por meio da otimizacao de uso dos fertilizantes e da agua pelas plantas.

Dentre essas tecnologias estdo os bioestimulantes de plantas definidos

como.

Bioestimulantes sao produtos que estimulam os processos de
nutricdo das plantas, independentemente do estado nutricional
do produto, com o Unico objetivo de melhorar uma ou mais das
seguintes caracteristicas da planta ou de sua rizosfera: (a)
eficiéncia no uso de nutrientes, (b) tolerancia ao estresse
abidtico, (c) caracteristicas de qualidade e/ou (d)
disponibilidade de nutrientes confinados ao solo/rizosfera”
(EUROPEAN BIOSTIMULANTS INDUSTRY COUNCIL, 2023).



Os bioestimulantes de plantas se enquadram nos niveis de transicao
agroecologica proposto por Gliessman (2010), pois podem aumentar a
eficiéncia e eficacia de praticas convencionais reduzindo e, ou eliminando a
utilizacdo de insumos caros e escassos, como os fertilizantes sintéticos e,
assim, contribuir com a sustentabilidade dos sistemas de producéo.

Na ultima década o uso e consequente produgdo de bioestimulantes
tém sido estimuladas mundialmente. ZANDONADI (2016) destaca os esforgos
da organizagdo das industrias, por meio da Coalizdo de Bioestimulantes nos
Estados Unidos da América, do Conselho da Industria de Bioestimulantes da
Europa e da Associacao Brasileira das Industrias de Tecnologia em Nutricdo
Vegetal.

A producdo de bioestimulantes de plantas por fermentacdo microbiana,
depende da selegdao de microrganismos e do meio utilizado para o cultivo que
permitira o crescimento adequado deles e a producdo dos metabdlitos de
interesse para as plantas.

Utilizar residuos ou coprodutos da agroindustria como meio para o
crescimento de microrganismos pode ser uma maneira mais econdmica e
sustentavel para produzir bioestimulantes de plantas. Um exemplo, dessa
oportunidade vinda da agroindustria de processamento de soja € o melago.

O melago de soja é rico em carboidratos, tais como: sacarose, frutose,
glicose, pinitol e os oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose
(QURESHI, LOLAS, BLASCHEK, 2001), com potencial para ser utilizado como
substrato fermentado por microrganismos, produzindo bioestimulantes de
plantas.

Entre os microrganismos estudados para a produgao de bioestimulantes
destacam-se as bactérias do género Bacillus, importantes promotoras do
crescimento e da producgéo vegetal (KUNDAN et al., 2015; BRAGA JUNIOR et
al., 2018). Essas bactérias podem atuar diretamente nas plantas estimulando a
producdo de fitohorménios (ARAUJO e HUNGRIA, 1999), e, ou serem
empregadas na producao dos bioestimulantes, pois ao crescerem, produzem e

liberam no meio de cultura metabdlitos que podem ser utilizados pelas plantas.



O acido gama-poliglutdmico (y-PGA) € uma homopoliamida que pode
ser produzido por fermentacdo microbiana. Ele é formado por unidades de
acido D e L — glutdmico, amplamente utilizado em diversos setores industriais
como o alimenticio e farmacéutico (ZHANG et al., 2017).

Na agricultura, o y-PGA tem sido empregado para aumentar a biomassa
e a atividade das raizes das plantas, promovendo eficiéncia na absorcdo de
nutrientes como nitrogénio, fésforo e potassio, com consequente aumento no
rendimento das plantas (ZHANG et al.,, 2017). Por apresentar elevada
solubilidade, o y-PGA pode sequestrar moléculas de agua (CANDELA e
FOUET, 2006), colaborando para atenuar os efeitos do estresse hidrico nas
sementes e plantas.

As bactérias B. subtilis e B. licheniformis produzem acido gama-
poliglutamico (y-PGA) como reserva de energia e nutrientes. A produgéo do y-
PGA ocorre como componente da capsula desses microrganismos, nessa
sintese a extracdo € facilitada em fungdo da solubilidade em meio aquoso
(KASPARY, 2022). Além dos Bacillus supracitados, outros como: B.
megaterium, B. amyloliquefaciens e B. pumilus também produzem y-PGA (XU
et al., 2013).

Diante do exposto, as perguntas norteadoras desse trabalho foram:

(a) O melagco de soja pode ser utilizado como substrato e fonte de
carbono para fermentagao e produgao de y-PGA?

(b) Qual a concentragdo de agucar redutor total do melago de soja mais
adequado para o crescimento microbiano e produgéo de y-PGA?

(c) Quais linhagens de Bacillus sdo mais eficientes na fermentagéo do
melago de soja e producgao de y-PGA?

(d) O melago de soja fermentado pode ser utilizado como bioestimulante
no tratamento de sementes de milho?

O objetivo foi avaliar o potencial do melago de soja fermentado por
bactérias do género Bacillus para a producdo de y-PGA e o seu efeito

bioestimulante no tratamento de sementes de milho.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Melago de soja

O processamento industrial da soja para a obtencdo do dleo bruto e
conseguinte, o 6leo refinado, também produz o farelo proteico (GUEDES,
2015) (Figura 1). O farelo proteico € o produto com maior demanda da
agroindustria da soja, por ser amplamente empregado na alimentagdo animal
(MANDARINO e ROESSING, 2001) e, no processo para sua obtengdo sao
produzidos subprodutos, também denominados coprodutos ou residuos do
beneficiamento, como o melago de soja (SCHNEIDER, 2016).

O melago de soja é um xarope viscoso, de cor marrom e sabor agridoce,
gerado durante a obtencdo do extrato proteico de soja. O processo de
produgdo do extrato proteico envolve a etapa de extracdo, com solucao
etandlica 60% (v/v), a qual insolubiliza as proteinas e fibras da soja, que séao
retiradas e desidratadas, sendo obtida a proteina concentrada de soja.
(PECIN, 2018). A frag&o liquida resultante € composta de acucares, etanol e
agua, sendo que por destilagdo e evaporagdo, o etanol é totalmente
recuperado da fracao liquida e os soélidos concentrados remanescentes formam
o melago de soja (GUEDES, 2015).

Aproximadamente 57,3% da massa seca do melago de soja corresponde
a carboidratos como a sacarose (28,4%), estaquiose (18,6%) e rafinose
(9,68%), além de lipidios (21,2%), proteinas (9,44%), fibras (5,7%) e cinzas
(6,36%) (SIQUEIRA et al., 2008).

Para cada um quilo de soja processada, 15,7% deste volume torna- se
melago de soja (SIQUEIRA, 2007). Parte do melaco produzido € utilizado como
suplemento em ragdes animais, principalmente de ruminantes. Porém, tém sido
desenvolvidos estudos que avaliam o uso de melago de soja na industria
alimenticia, para melhorar as caracteristicas microbiolégicas e o tempo de
prateleira dos produtos (BATISTA et al., 2021). E as pesquisas também
caminham para a bioenergética, estudando a viabilidade econémica e industrial
da producédo de etanol e subprodutos dessa atividade, a partir da fermentagcao
do melago de soja (SIQUEIRA, 2007).



Figura 1. Fluxograma do processamento industrial da soja. Fonte: Adaptado de
Guedes (2015).
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Apesar do melago de soja ser uma matéria-prima de valor agregado,
principalmente devido a elevada riqueza nutricional, a maior parte ainda é
descartada (CALDEIRAO et al.,, 2015), indicando oportunidades para o
desenvolvimento de pesquisas aplicadas ao emprego deste coproduto como
insumo para a producgdo agricola.

O melago de soja, por ser rico em carboidratos (QURESHI, LOLAS,
BLASCHEK, 2001), tem potencial para ser utilizado como meio de crescimento
de microrganismos, que podem produzir e liberar no meio, durante o seu
crescimento, metabdlitos utilizados em processos industriais e ou como
bioestimulantes de plantas.

Alguns trabalhos ja avaliaram o melagco de soja como meio de cultura
para crescimento de microrganismos e producado de metabdlitos. FABRINI et al.
(2016) concluiram que esse coproduto pode ser empregado como unica fonte
de carbono em meio de crescimento de Pycnoporus sanguineus e produgao de
lacase. Barbosa, Morais e Cardoso (2014) verificaram que o melago de soja na
concentragédo de 250 g L' reduz o tempo de fermentagédo para a produgido de

lipase por Candida rugosa. COSTA (2023) observou que o Lactobacillus sp



consome 0s agucares redutores presentes no melago de soja produzindo acido
latico.

Especificamente sobre a producdo do bioestimulante de plantas,
destacamos a produgdo do acido gama-poligultdmico (y-PGA) por meio da
fermentacdo de graos de soja por B. subtilis e B. licheniformis (KASPARY,
2022). Sabendo que o melago de cana-de-agucar ja tem sido utilizado como
substrato para crescimento de Corynebacterium glutamicum, produtora do y-
PGA (RODER et al., 2015) e como fermentavel por B. subtilis para a produgéo
de y-PGA (ZHANG et al., 2012). Vislumbra-se o potencial do melago de soja
como meio de crescimento para linhagens de Bacillus para a produgao de y-
PGA.

2.2 Producao de acido gama poliglutamico (y-PGA) por fermentacgao
microbiana.

O acido gama-poliglutamico (y-PGA) é uma homopoliamida formado
por unidades de acido D e L—glutdmico amplamente utilizado em diversos
setores industriais, como os alimenticios, cosméticos, medicamentos e na
agricultura (ZHANG et al., 2012).

Alguns trabalhos ja avaliaram os efeitos do y-PGA na producdo
vegetal. Zhang et al. (2017) verificaram que o y-PGA melhorou a absorgéo de
nitrogénio, fosforo e potassio pelas plantas e, portanto, aumentou a biomassa
vegetal. Os mesmos autores verificaram que y-PGA fortaleceu a capacidade de
absorcao de nutrientes pelas plantas por estimular o aumento da biomassa e
da atividade das raizes. O y-PGA acelerou o metabolismo do nitrogénio no
repolho chinés, melhorando o crescimento da planta (XU et al.,, 2014). Na
cultura do trigo Xu et al. (2013) verificaram que a aplicagéo do y-PGA otimizou
o aproveitamento de fertilizantes e estimulou o crescimento e a producéo da
graminea. Recentemente alguns polissacarideos e polipeptideos/peptideos
encontraram usos como bioestimulantes, principalmente contra o estresse
hidrico entre eles esta o y-PGA (SATISH et al., 2023).

O y-PGA pode ser obtido por quatro métodos: 1) sintese quimica, 2)
sintese de peptideos, 3) biotransformacédo e 4) fermentagdo microbiana. A



fermentacdo microbiana € o método mais econbmico e apresenta vantagens
em relacdo aos demais, principalmente quando utiliza matéria-prima advinda
de residuos da agroindustria, minimizando a poluigdo ambiental, e obtendo
produtos com elevada pureza em condigbes de reagdo moderadas (LUO et al.,
2016).

As bactérias B. subtilis e B. licheniformis produzem y-PGA como
reserva de energia e nutrientes. A producdo do y-PGA ocorre como
componente da capsula do microrganismo e nessa sintese a extracdo do
biopolimero é faciltada em funcdo de sua solubilidade em meio aquoso
(KASPARY, 2022). Além desses microrganismos, o B. megaterium, B.
amyloliquefaciens e B. pumilus também podem produzir y-PGA (XU et al.,
2013).

Diante do exposto e sabendo que B. subtilis, B. licheniformis sao
microrganismos facilmente cultivados, reconhecidos como GRAS, acrénimo
para Generally Recognized As Safe, ou “geralmente reconhecido como seguro”
(SCHALLMEY et al., 2004) e o B. amyloliquefaciens ser uma bactéria proxima
filogenéticamente das anteriores, estas foram escolhidas para serem avaliadas
quanto a producao de y-PGA neste estudo.

Relacionando coprodutos da agroindustria como substrato fermentado
por microrganismos, a literatura destaca o melago de cana-de-agucar como
fermentavel adequado para a produgado de acido D e L —glutdmico (52,1 g L™
de y-PGA) (ZHANG et al., 2012), sinalizando assim o potencial de outros tipos
de melago, como o de soja, para esse fim.

De acordo com os requisitos nutricionais, as bactérias produtoras de y-
PGA séao divididas em dois grupos: um grupo denominado dependente de
acido L-glutdmico, o qual inclui as bactérias que necessitam de acido L-
glutdmico ja presente no meio de cultivo para estimular a produgédo de y-PGA,
e o outro grupo que nao necessita da presenga ou adi¢gdo extracelular de acido
L-glutdmico e é designado de independente de acido L-glutamico (XU et al.,
2013).

As bactérias do género Bacillus a depender da cepa, sdo enquadradas
tanto como dependentes, quanto como independentes da presenca de acido L-



glutdmico para a producdo de y-PGA, ha linhagens de B. subtilis e B.
licheniformis nas duas formas (MEDEIROS, 2020).

Nas linhagens dependentes do acido L-glutdmico a obtencdo do
aminoacido utilizado para produgao de y-PGA é exdgena. Entretanto, para
estes microrganismos quando na presenga de L-glutamina, o aminoacido pode
ser convertido em acido L-glutdmico, através da reacdo catalisada pela
glutamina 2-oxoglutarato aminotransferase. O acido L-glutdmico exogeno
também pode ser convertido em L-glutamina com a ajuda da enzima glutamina
sintetase (MEDEIROS, 2020).

As bactérias independentes do acido L-glutdmico utilizam também outra
via, onde o acido glutdmico necessario para a produgdo de y-PGA pode ser
gerado a partir de fonte de carbono através do ciclo do acido tricarboxilico. Esta
fonte de carbono é transformada em a-cetoglutarato que juntamente com o
sulfato de aménio sédo convertidos em &acido L-glutdmico, catalisada pela
glutamato desidrogenase na auséncia de glutamina (MEDEIROS, 2020). Essa
€ a razao pela qual a dosagem de agucares redutores totais (ART), como fonte
de carbono, é importante tanto para o desenvolvimento dos microrganismos

quanto para a producao de y-PGA por eles.

2.3 Bioestimulantes de plantas

Bioestimulantes sao substancias naturais ou sintéticas, provenientes da
mistura de biorreguladores vegetais (auxinas, giberelinas, citocininas, etileno
etc.) podendo conter, outras substancias como aminoacidos, nutrientes e
vitaminas aplicados nas plantas ou no tratamento das sementes (KLAHOLD et
al., 2006). Para a European Biostimulants Industry Council (2023)

bioestimulantes sao:

Produtos que estimulam os processos de nutricdo das
plantas, independentemente do estado nutricional do produto,
com o unico objetivo de melhorar uma ou mais das seguintes
caracteristicas da planta ou de sua rizosfera: (a) eficiéncia no
uso de nutrientes, (b) tolerancia ao estresse abidtico, (c)
caracteristicas de qualidade e/ou (d) disponibilidade de

nutrientes confinados ao solo/rizosfera.



A classificacdo de bioestimulante é baseada na sua fonte de origem:
algas marinhas e seus extratos, acidos humicos e fulvicos, hidrolisados de
proteinas e compostos contendo nitrogénio, biopolimeros, compostos
inorganicos, fungos e bactérias benéficas (DU JARDIM, 2015).

O &cido indolacético (IAA) é um composto com efeito biorregulador. O
AlA da classe das auxinas é considerado o principal fitohorménio responsavel
pelo alongamento de células, estimulando a sintese celular ou desinibindo a
acao de enzimas que atuam sobre as microfibrilas da parede celular, o que
resulta em aumento da plasticidade da membrana, promovendo a formacao de
raizes adventicias no caule e a expansao radicular (TAIZ e ZEIGER, 2012).

Os aminoacidos, assim como acidos humicos, acidos fulvicos e as algas
marinhas, fazem parte de compostos chamados biorreguladores (GOMEZ-
MERINO e TREJO-TELLEZ, 2015; NARDI et al., 2016). Embora as plantas
sejam capazes de produzir seus préprios aminoacidos, alguns trabalhos
demonstram que ao fornecer aminoacidos de forma exogena as plantas pode
trazer ganhos significativos nos processos de desenvolvimento delas
(LEHNINGER, 2006), pois os aminoacidos desempenharem diversas fungdes
nas plantas.

O aminoacido acido L-glutdmico (componente do &acido gama-
poliglutdmico), apresenta diversas fungdes bioldégicas, como precursor da
sintese de clorofila (YARONSKAYA et al., 2006), regulador do carbono e do
metabolismo do nitrogénio (ROBINSON et al., 1991).

Os bioestimulantes podem ser produzidos por processos bioldgicos,
como a fermentacio, onde as bactérias promotoras de crescimento de plantas
quando em meio de cultura adequado, produzem biorreguladores.

As bactérias do género Bacillus podem influenciar o crescimento das
plantas, aumentar a produgdo, solubilizar fosfato e potassio, proteger as
plantas contra patégenos (SOUSA et al., 2018) e, quando em meio de cultura
apresentam potencial para a produgao de biorreguladores.

O género Bacillus, € conhecido pela produgao de fitohormdnios como:
giberelinas, acidos laticos e succinico e AIA (ARAUJO, 2010), sendo que as

bactérias B. subtilis, B. licheniformis, B. megaterium, B. amyloliquefaciens e B.
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pumilus produzem acido gama-poliglutdmico como reserva de energia e
nutrientes (XU et al., 2013; KASPARY, 2022).

Quando o bioestimulante é produzido por processos bioldgicos,
apresenta a vantagem de conter células da bactéria promotora de crescimento
de plantas, aumentando as chances de obter resultados positivos em fungao da
sua aplicagao nas plantas.

Os efeitos dos bioestimulantes no tratamento de sementes e
desenvolvimento de plantas na literatura sdo controversos. SANTOS et al.
(2014) avaliaram efeitos de trés bioestimulantes comerciais, cuja composi¢cao
incluiam aminodacidos, micronutrientes e fitohorménios como: auxinas,
citocininas e giberelina e verificaram efeitos positivos em todas as etapas de
desenvolvimento do milho, principalmente nas variaveis relacionadas as raizes.
Ja Buchelt et al. (2019) ndo encontraram efeitos da aplicagdo de
bioestimulantes comerciais, com diferentes concentragcbes de giberelina,
cinetina, auxina e acido giberélico, na germinacado de sementes de milho. Para
os autores os bioestimulantes podem ter efeito mais pronunciado em situagdes
de estresse.

A aplicagcdo do aminoacido acido L-glutdmico, via tratamento de
sementes nas concentragbes de 75, 150 e 300 mg L', ndo favoreceu o
desenvolvimento de plantulas de feijdo (Phaseolus vulgaris), interferindo
negativamente na germinagao, quando o potencial osmético foi igual ou inferior
a -0,2 Mpa (CARVALHO et al., 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar o potencial do melago de soja fermentado por bactérias do
género Bacillus na produgado de acido gama-poliglutamico (y-PGA) e o seu

efeito biostimulante no tratamento de sementes de milho.

3.2 Especificos

Avaliar o crescimento de seis linhagens de B. subtilis, B. licheniformis e
B. amyloliquefaciens em de melago de soja com diferentes concentragbes de
acgucar redutor total,

Avaliar o crescimento e produgao de acido gama-poliglutdmico e acido
indolacético em melago de soja com duas concentragdes de agucar redutor
total (28 e 56 g L") em comparagdo com o caldo E, por B. subtilis, B.
licheniformis e B. amyloliquefaciens;

Indicar as linhagens de Bacillus, a concentragdo de agucar redutor e o
tempo de crescimento para a produgao de acido gama-poliglutamico;

Avaliar o efeito bioestimulante do melago de soja fermentado, filtrado e
nao filtrado, no tratamento de sementes de milho.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos durante os meses de setembro de
2022 ajulho de 2023 em trés fases, conforme fluxograma (Figura 2).

Figura 2. Fluxograma das etapas da pesquisa, divididas na Fase 1 do cultivo
das bactérias do género Bacillus em melago de soja, na Fase 2 producéo do
bioestimulante e Fase 3 tratamento das sementes de milho com os
bioestimulantes filtrado e nao filtrado e melago de soja in natura.

Fase 1

— T

Avaliaca imi . Avaliagédo da

Pr Cr 1to e produgio de ;
do melago de soja A quantidade de y-PGA
como?neio de] y-PGA emdr:;e:;)_ade melago produzida por Bacillus
crescimento para g na fermentagéo_ de
Bacillus melago de soja
Produgéo do Preparagio do
Bioestimulante bioestimulante

filtrado e nao filtrado

Aplicagao do bioestimulante no
tratamento de sementes de milho
Avaliagdo do desenvolviemnto inicial

4.1 Avaliagao preliminar do melago de soja como meio de
crescimento para linhagens de Bacillus

4.1.1 Caracterizagao do melago de soja

O melagco de soja utilizado foi fornecido pela empresa CJ Selecta,
localizada em Araguari, Minas Gerais. A caracterizagdo do melago de soja (in
natura) foi realizada no Laboratorio de Fertilizantes Corretivos e Subprodutos
do Departamento de Ciéncia do Solo da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (ESALQ) da Universidade de Sdo Paulo (USP) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizagdo quimica do melago de soja in natura

Determinagdes Unidades Valores
pH gml’ 6,00
Densidade gL’ 1,31
Matéria Organica gL’ 370,58
Carbono Organico gL’ 205,88
Residuo Mineral + Organico gL’ 528,62
Residuo Mineral Total gL’ 158,04
Residuo Mineral Insoluvel gL’ 0,04
Residuo Mineral Soluvel gL’ 158,00
Nitrogénio gL’ 7,98
Fosforo gL’ 6,07
Potassio gL’ 20,50
Sodio mg L 110,00
Célcio gL’ 0,18
Magnésio gL’ 1,51
Enxofre gL’ 1,44
Cobre mg L 25,50
Ferro mg L' 210,00
Manganés mg L 0,50
Zinco mg L’ 24,00

A concentragdo de agucar redutor total (ART) do melago de soja foi
determinada pelo método do &acido 3,5-dinitrossalicilico (MILLER, 1959) e
realizada no Laboratorio de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM), no
Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar),
campus de Araras.

Amostras do melago de soja foram diluidas em agua destilada (25X, 50X
e 75X), no baldo volumétrico em duplicata. Pipetou-se 1 ml de cada amostra
diluida para baldes volumétricos de 100 ml, em seguida adicionou-se 30 ml de
agua destilada e 2,5 ml de acido cloridrico concentrado e homogeneizou-se. Os
baldes foram levados para banho-maria a 65°C por 15 minutos. As amostras
foram resfriadas em agua corrente e em seguida adicionou-se 2,8 ml de NaOH
12N e completou-se o volume do baldo até o menisco com agua destilada.
Retirou-se 1 ml de cada solucdo preparada, transferindo-se para tubos de
ensaio, onde adicionou-se 1 ml da solu¢ao estoque de ADNS e 1 ml de agua
destilada. As amostras foram submetidas ao banho térmico a 100°C por 5

minutos, os tubos em seguida foram resfriados em agua corrente e receberam
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5 ml de agua destilada, perfazendo um total de 8 ml. Os tubos foram
homogeneizados por 5 segundos em voértex e realizou-se a leitura da
absorbancia a 540 nm em espectrofotdmetro digital (Thermo® Biomate 3). O
mesmo procedimento foi realizado utilizando-se agua ao invés da amostra para
obter-se o branco da reacgao, utilizado para calibrar o aparelho.

A concentracdo de ART foi determinada a partir de uma curva-padrao de
glicose, com a seguinte formula:

ART (g L) = [(A 540 nm + 0,0466) /0,7293] x diluigdo amostra

Foi calculada a média dos valores obtidos para as diluicbes para

expressar a concentragao de ART no melago de soja.

4.1.2 Linhagens de bactérias

Nos experimentos foram avaliadas seis linhagens de bactérias do
género Bacillus (Tabela 2). As bactérias estavam sendo conservadas em meio
Agar Nutriente, em slants sob 6leo mineral, a 4°C. Cerca de 48 horas
anteriores ao inicio dos experimentos, as bactérias foram repicadas em placas

contendo Agar Nutriente e incubadas a 35°C, por 48 horas (Figura 3).

Tabela 2. Linhagens de bactérias avaliadas nos experimentos.

Cddigo Espécie Origem Fornecedor

BSS Bacillus subtilis Colecéo de cultura (CCT2471) LAMAM

BSA Bacillus subtilis Colecao de cultura (CCT7719) MB

Enzymes
BSM Bacillus subtilis Isolado de endosfera de cana-de- LAMAM
agucar (ENDO26)

BAA Bacillus Colecao de cultura (CCT7690) MB
amyloliquefaciens Enzymes

BAS Bacillus Isolado de produto comercial da LAMAM
amyloliquefaciens Ecolmax

BLM Bacillus licheniformis Isolado de rizosfera de cana-de- LAMAM

acucar (R1Z4)




15

Figura 3. Aspectos das placas de Petri contendo meio Agar nutriente e
estriadas com as bactérias B. licheniformis — BLM (1), B. amyloliquefaciens —
BAA (2) e B. subtilis — BSA (3). Fonte: arquivo pessoal.

4.1.3 Preparo dos meios de cultura
Foram utilizados os seguintes meios de cultura:

1) Caldo nutriente: 1,5 g L' extrato de carne; 1,5 g L' extrato de

levedura; 5 g L! peptona; 5 g L ' cloreto de sddio; agua destilada. Para meio
Agar nutriente, foram adicionados 20 g L™ de &gar.

2) Caldo E: 20 g L -" &cido L-glutamico; 12 g L' acido citrico; 80 g L™
glicerol, 7 g L' cloreto de aménio; 0,5 g L' fosfato dipotassico; 0,5 g L-! sulfato
de magnésio; 0,04 g L' cloreto férrico; 0,15 g L' cloreto de calcio; 0,42 g L™
sulfato de manganés (MEDEIROS, 2020).

3) Meio melaco de soja 28 g L' de ART: 65 ml de melago de soja

para 1000 ml de agua destilada.
4) Meio melaco de soja 56 g L' de ART: 130 ml de melago de soja

para 1000 ml de agua destilada.
5) Meio melaco de soja 112 g L' de ART: 260 ml de melago de soja

para 1000 ml de agua destilada.
6) Meio melaco de soja 224 gL' de ART: 520 ml de melago de soja

para 1000 ml de agua destilada.
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Os meios de cultura tiveram o pH corrigido para 7,0 com solugédo de
NaOH 1 M e apds isso, foram esterilizados em autoclave a 120°C, por 15

minutos, 1 atm.

4.1.4 Avaliagao inicial do crescimento das linhagens de Bacillus em
melago de soja com diferentes concentragoes de ART.

Foram avaliados o crescimento das seis linhagens de Bacillus (Tabela 2)
nos meios de cultura: caldo nutriente, melago de soja 28 g L-* de ART (agucar
redutor total), melago de soja 56 g L-* de ART, melago de soja 112 g L de
ART e melago de soja 224 g L-1 de ART. As concentragdes de ART basearam-
se nos resultados de Medeiros (2020).

Inicialmente foi preparado o pré-indculo para as bactérias em meio caldo
nutriente, transferindo trés algadas da cultura bacteriana (reativada em placas
com meio agar nutriente) para tubos Falcon de 50 ml contendo 10 ml de meio
esterilizado. Os tubos foram incubados sob agitagdo de 150 rpm, a 35°C por 24
horas. Em seguida, foi determinada a densidade o6ptica a 600 nm em
espectrofotbmetro ThermoBiomate® de cada suspensido bacteriana e diluida
em caldo nutriente para aproximadamente 0,1 ml com caldo nutriente. Foram
transferidas cinco aliquotas de 1,5 ml para microtubos estéreis de 2 ml, os
quais foram centrifugados a 8000 rpm por 8 minutos, o sobrenadante
descartado e as células suspendidas novamente em cada um dos meios acima
citados. Essas suspensdes, uma para cada meio de cultura, constituiram os
inoculos bacterianos.

Aos pocos de uma microplaca modelo ‘Costar 96 Flat Bottom
Transparent Polystyrene’ estérii com tampa, contendo 96 pogos, foram
adicionados assepticamente 180 pL do meio de cultura estéril e 20 yL do
in6culo bacteriano acima descrito, em triplicata. Foram também realizados os
seguintes tratamentos controles: caldo nutriente, melago de soja 28 g L-1 de
ART, melaco de soja 56 g L-* de ART, melago de soja 112 g L-! de ART e
melago de soja 224 g L-! de ART, sem inoculagao das bactérias. A microplaca
foi levada a leitora de microplacas Tecan Infinite™ M200 (Figura 4) e incubada

a 35°C e 160 rpm de agitacdo (aproximadamente 5 mm de amplitude orbital)
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por 24 horas. O crescimento celular foi monitorado pela medida de absorbancia
a 600 nm a cada 15 minutos.

Figura 4. Aspectos das microplacas inoculadas com as linhagens de Bacillus
nos meios de cultura e posicionada para insergao na leitora. Fonte: arquivo
pessoal.

Os resultados obtidos para cada meio e cada bactéria foram analisados
inicialmente descontando-se os valores das absorbéncias obtidas nos
tratamentos controles em cada medida de tempo. Em seguida foi calculada a
variagdo de absorbancia utilizando-se a seguinte férmula, para cada meio e

cada bactéria:

Variagéo de absorbancia = Absorbéncia final — Absorbancia inicial

Os resultados (médias e desvios-padrao) foram expressos em variagao
de absorbancia para cada meio e bactéria apds 24 horas de cultivo em cada

meio respectivo.
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4.2 Avaliagdo do crescimento das linhagens de Bacillus
selecionadas e produgado de acido gama-poliglutamico (y-PGA) e acido
indolacético (AlA) em melago de soja.

4.2.1 Crescimento das linhagens de Bacillus e avaliagao de acido
gama-poliglutamico (y-PGA) (absorbancia 400 nm).

Baseado nos resultados do ensaio relatado no item 4.1.4, as linhagens
de Bacillus (B. subtilis - BSA; B. amyloliquefaciens — BAA; e B. licheniformis —
BLM) foram avaliadas quanto ao crescimento e produg¢do do acido gama-
poliglutdmico nos meios: caldo E, melago de soja28 gL-* e 56 g L-* de ART.

As linhagens foram cultivadas em frascos Erlenmeyers de 500 ml
contendo 200 ml dos meios de cultura como volume final, a 35°C, por oito dias.
O tempo de oito dias baseou-se nos resultados de Medeiros (2020).

O indculo para cada bactéria foi preparado em meio caldo nutriente,
transferindo trés alcadas da cultura bacteriana crescida previamente em placas
com meio agar nutriente para tubos Falcon de 50 ml contendo 20 ml de meio.
Os tubos foram incubados a 35°C por 24 horas. A densidade 6ptica a 600 nm
foi determinada e ajustada para 0,1 com meio caldo nutriente, sendo a
suspensao bacteriana considerada como inéculo para os experimentos.

Os frascos Erlenmeyers foram inoculados com 2 ml da suspenséao
bacteriana (in6culo), em triplicata para cada meio e bactéria, tendo sido
preparado um frasco a mais para retirada da amostra no tempo inicial (0 h),
para cada meio e bactéria. Os frascos foram incubados a 35°C e 150 rpm,
sendo retirados 10 ml de amostra diariamente (em tubos Falcon), por um
periodo de oito dias. Uma aliquota de 1,5 ml foi retirada para analise de
crescimento por densidade oOptica, sendo a seguir os tubos Falcon
armazenados em freezer até o momento das demais analises.

A aliquota de 1,5 ml foi transferida para microtubos de 2 ml e
centrifugadas a 13000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado, e
uma aliquota de 1,5 ml de agua destilada foi transferida para os microtubos,
sendo esses homogeneizados em agitador de tubos até completa

ressuspensao das células. Foi determinada a densidade optica a 600 nm das
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amostras em espectrofotometro ThermoBiomate®, utilizando o meio de cultivo
respectivo (sem células, submetido ao mesmo procedimento utilizado para as
amostras) de cada amostra como branco para calibrar o equipamento
(absorbancia zero). As amostras foram diluidas em agua destilada quando
necessario.

Ao final do oitavo dia de cultivo, apés a retirada das amostras, os
volumes remanescentes dos frascos das triplicatas foram vertidos em frascos
esterilizados de 500 ml (Boeco), constituindo uma unica amostra, sendo a
seguir armazenados em freezer para uso posterior. Dessa amostra unica para
cada tratamento, foi retirado um volume de 1 ml e procedeu-se a diluicao
seriada e plagueamento em meio agar nutriente. As placas foram incubadas a
35°C por 48 horas, para quantificacdo do numero de unidades formadoras de

colénias (UFC ml-1).

4.2.2 Qualidade do acido gama-poliglutamico (y -PGA) pelo Método
Espectroscopia de Absorg¢ao na Regiao do Infravermelho (FTIR)

O método de Espectroscopia de Absorgdo na Regidao do Infravermelho
(FTIR) produz espectros de infravermelho de y-PGA com picos
correspondentes a ligagdes especificas no composto (OGUNLEYE et al., 2015).

O objetivo foi avaliar por meio dos espectros de FTIR, a presenga do
acido gama-poliglutamico (y-PGA) nas amostras do meio de melago nao
inoculado e inoculado com a bactéria B. amyloliquefaciens no tempo zero
(inicial) e apds cinco dias de crescimento, em comparagdo com a amostra do
meio caldo E cultivado com a mesma bactéria por quatro dias. A amostra em
questao foi selecionada por ter sido a que teve maiores valores do biopolimero
segundo o método Espectrofotométrico UV_VIS.

Os espectros de FTIR das amostras obtidas apds extragdo do y-PGA
(caldo E apds 4 dias de crescimento de B. amyloliquefaciens; melago de soja
56 g L' de ART sem inoculagdo da bactéria e apds inoculagdo da bactéria nos
tempos zero e 5 dias de crescimento e do y-PGA Sigma®) foram investigados
utilizando um espectrometro FTIR modelo Tensor Il (Bruker). Foi utilizado o
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método de ATR em um intervalo de 500 cm™ a 4000 cm-!, com resolugéo de 2

cm™' e nimero de varreduras igual a 64.

4.2.3 Quantificagdao de acido indolacético (AIA) em melago de soja
fermentado

Para quantificar o acido indolacético (AlIA) produzido pelas bactérias nos
trés meios citados no item anterior ao final de oito dias de cultivo, uma aliquota
de 1 mL de amostra foi centrifugada durante 3 minutos a 3000 rpm. Logo apds,
0,5 ml do sobrenadante foi transferido para microtubo no qual foi adicionado
0,5 ml do reagente de Salkowsky (98 mL de &cido perclérico 35% e 2 mL de
cloreto de ferro 0,5 M dissolvido em agua destilada), seguido de leve agitagéo
para homogeneizar a mistura, a qual foi mantida em temperatura ambiente, em
ambiente escuro por 30 minutos (GORDON e WEBER, 1951).

A absorbancia das amostras foi determinada a 530 nm em
espectrofotbmetro ThermoBiomate® contra o branco da reagdo (meio de
cultura no lugar da amostra submetido aos mesmos procedimentos
empregados para a amostra). A quantificacdo do AIA foi feita com base na
equacao abaixo, determinada a partir de uma curva-padrdao de acido
indolacético, conforme descrito em Bispo (2022):

AlA (ugmlt?) = [(A 530 nm + 0,0099) /0,038] x diluigdo amostra

4.2.4 Quantificacdo do acido gama-poliglutdmico (y- PGA) pelo
método Espectrofotométrico UV-VIS

O &cido gama-poliglutdmico foi quantificado seguindo a metodologia
adaptada de Medeiros (2020), procedendo-se inicialmente a extracdo do
biopolimero. Aliquotas de 1,0 ml das amostras coletadas ao final de oito dias
de cultivo foram transferidas para microtubos de 2 ml e centrifugados a 13000
rpom por 20 min para remogéo das células bacterianas. Foram coletados 300 uL
do sobrenadante e adicionados em 1,2 ml de metanol resfriado (1:4 v/v). O
microtubo foi agitado manualmente e deixado em repouso por 10 minutos sob
temperatura de 4°C. Para precipitagdo do polimero, o microtubo foi
centrifugado novamente a 13000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi
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descartado e o microtubo deixado invertido em estufa BOD a 30°C por 20
minutos para evaporagdo do metanol. Foram adicionados 300 pyL de agua
destilada seguido de agitacdo em agitador de tubos, constituindo a solugéo
aquosa de acido gama-poliglutamico.

A quantificagdo do acido gama-poliglutamico foi realizada pelo método
espectrofotométrico UV-VIS de complexagdgo com brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB). A solugdo CTAB deve apresentar concentragao de
0,1 M. Esta solucao foi homogeneizada com solugao de cloreto de sodio (NaCl)
na concentracdo de 1 M em mesmo volume. Em microtubo de 2 ml foram
adicionados 300 pL de solugédo aquosa de acido gama-poliglutamico, 1,2 ml de
solugao tampéo fosfato pH 7,0 e 300 pL de CTAB 0,1M/NaCl 1M (1:4:1 v/v). O
conteudo foi mantido em banho maria a 30 °C por 25 minutos. A seguir, foi
realizada a leitura em espectrofotometro ThermoBiomate® a 400 nm, utilizando

agua como branco da reagao.

4.3 Efeito bioestimulante do melago de soja fermentado no

tratamento de sementes de milho

O experimento foi conduzido no laboratério de Producdo Vegetal e
Recursos Florestais no campus da UFSCar de Araras, SP, no més de maio de
2023. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com cinco
repeticoes e quatro tratamentos. Os tratamentos foram: bioestimulante filtrado,
bioestimulante nao filtrado, melago de soja 56 g L' de ART estéril e agua
esteril.

O bioestimulante consistiu no melago de soja com 56 g L' de ART
inoculado com B. amyloliquefaciens e fermentado durante cinco dias. Para a
producao do bioestimulante filtrado, o caldo fermentado passou primeiro pelo
filtro de 0,8 um e posteriormente pelo filtro de 0,45 pm, visando reter as células
da bactéria.

As sementes de milho utilizadas foram da variedade IAC Airan, que
foram desinfectadas por imersao em alcool 70% por 2 minutos e hipoclorito de
sédio a 1%, durante 15 minutos, seguido por lavagens sucessivas com agua
destilada esterilizada (BHATTACHARYYA, GARLADINNE, LEE, 2014). A
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aplicacdo dos tratamentos foi realizada em uma amostra de 200 g de
sementes, sendo essas colocadas em sacos plasticos transparentes. Apos a
aplicagao de 10 ml das solugdes, conforme os tratamentos, os sacos foram
inflados com ar e agitados por um minuto (BUCHELT et al., 2019).

Posteriormente, as sementes secas foram semeadas sobre duas folhas
de papel germitest e cobertas por outra folha (umedecidas com agua destilada
na propor¢cdo de 2,5 vezes o peso seco) e enroladas. Cada repetigdo foi
composta por dois rolos de papel germitest com 50 sementes cada. Os rolos
foram depositados em camara de germinagao (BOD) com temperatura de 25
°C por sete dias (BRASIL, 2009).

Aos quatro dias, apds inicio do teste, foi realizada a avaliacdo de
primeira contagem de germinacdo (%), contanto o numero de sementes
normais germinadas. Aos sete dias foram avaliados: germinacéo (%), numero
de sementes normais germinadas; comprimento do sistema radicular e da parte
aérea do milho (cm plantula '), utilizando-se régua. Posteriormente, foram
destacadas das sementes o sistema radicular e a parte aérea das plantulas de
milho, essas foram acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa com
circulagado de ar na temperatura de 65°C por 48 h, para obtencdo da massa

seca do sistema radicular e da parte aérea do milho (mg plantula).

4.5 Formas de analise dos resultados

Os dados referentes ao crescimento das linhagens de Bacillus, produgéo
de y-PGA e AlA foram analisados pela estatistica descritiva.

Os dados de primeira contagem de germinagcdo e germinagao foram
transformados utilizando a expressdo 'x, visando atender os critérios de
normalidade. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias

comparadas utilizado o teste Tukey em nivel de 5 % de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao preliminar do crescimento das linhagens de Bacillus
em melago de soja com diferentes concentragoes de ART

Os resultados do crescimento das seis linhagens de Bacillus em melago
de soja com diferentes concentracbes de ART em comparagdo com o meio
caldo nutriente indicaram que nos meios de melago com 28 e 56 g L' de ART
houve maior crescimento das bactérias, ou seja, maior variagdo da absorbéancia
ao final de 24 horas de cultivo (Figura 5). Com excec¢do das linhagens B.
subtilis (BSS) e B. licheniformis (BLM), o crescimento nos meios de melago de
soja nas concentragdes de 28 e 56 g L' de ART foi mais expressivo do que em
caldo nutriente. A concentragdo de 224 g L' de ART no melacgo foi inibitoria

para o crescimento de todas as linhagens (Figura 5).
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Figura 5. Crescimento (variagdo de absorbancia no periodo de 24 h) de
linhagens de bactérias do género Bacillus em meio de melago de soja em
quatro diferentes concentragdes de agucar redutor total (ART) em comparagao
com o meio Caldo nutriente (CN). M28= melago de soja 28 g L' ART; M56=
melago de soja 56 g L' ART; M112= melago de soja 112 g L' ART; M224=
melago de soja 224 g L' ART. Os valores se referem a média das triplicatas e
desvio-padréo.
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Baseado nos resultados de crescimento em 24h, foram selecionadas
para as proximas etapas experimentais as linhagem B. subtilis (BSA), B.
amyloliquefaciens (BAA) e B. licheniformis (BLM) e os meios de melago de soja
com 28 e 56 g L' de ART.

A escolha da linhagem de B. subtilis (BSA), deveu-se ao fato de que foi
a que apresentou resultados mais consistentes com relacido ao crescimento
nos meios de cultura, quando comparada as outras duas linhagens dessa
espécie e por ser uma linhagem proveniente de colecdo de cultura. A mesma
justificativa e critérios de escolha se aplicam a B. amyloliquefaciens (BAA)

Quanto a B. licheniformis, embora o crescimento nos meio de melacgo de
soja tenha sido menor que no meio caldo nutriente, € uma espécie de Bacillus
empregada na produgdo do acido gama-poliglutdmico (MEDEIROS, 2020),
somado ao fato de neste experimento so ter sido testada uma linhagem dessa
especie.

Quanto aos meios de melago de soja com 28 e 56 g L' de ART a
escolha foi determinada pelos melhores resultados de crescimento das

linhagens supracitadas em 24h de cultivo (Figura 5).

5.2 Avaliacao do crescimento das linhagens selecionadas e
producao de acido gama-poliglutamico (y-PGA) e acido indolacético (AlA)
por densidade 6ptica em espectrofotometro

O B. subtilis (BSA) apresentou maior crescimento em relacédo a B.
amyloliquefaciens (BAA) e B. licheniformis (BLM) nos meios de melago de soja

durante 8 dias de cultivo, quando comparado com o caldo E (Figura 6). Entre
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os meios de melago de soja, 0 meio com 56 g L' de ART proporcionou maior
crescimento da B. subtillis (BSA) (Figura 6) .

Para B. licheniformis (BLM), as curva de crescimento entre caldo E e
meio de melago de soja com 28 g L' de ART foram semelhantes (Figura 6).
Houve pouco crescimento de B. licheniformis e B. amyloliquefaciens (BAA) em
meio de melago com 56 g L' de ART (Figura 6).

A diferencga na fonte de carbono dos meios interfere no crescimento das
bactérias. O caldo E € o meio recomendado para produgdo de y-PGA
(MEDEIROS, 2020), onde o glicerol é a fonte de carbono. Ja no melago de soja
as fontes de carbono predominantes sdo estaquiose, rafinose e sacarose
(COSTA, 2023). Aparentemente o B. subtilis (BSA) aproveitou melhor o
carbono advindo dos aglicares do melago de soja na concentragéo de 56 g L™

de ART, quando comparado com os demais.
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Figura 6. Crescimento (densidade 6ptica) de espécies do género Bacillus em
meio de melago de soja nas concentragbes de 28 g L' (vermelho) e 56 g L
(verde) de acgucar redutor total (ART) em comparagdo com o meio Caldo E
(azul) apds oito dias de cultivo. Os valores se referem a média das triplicatas.
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O numero de UFC dos Bacillus selecionados (B. subtlis, B.
licheniformis, B. amyloliquefaciens) foi semelhante nos dois meios de melago
de soja e no caldo E (Figura 7 a), indicando crescimento e atividade dos

microrganismos apos oito dias de cultivo.
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Analisando a produgao de y-PGA por absorbancia 400 nm, para o B.
amyloliquefaciens (BAA) a maior produg&o ocorreu no meio caldo E. Ja para a
B. licheniformis (BLM) e B. subtilis (BSA), a produgdo do y-PGA foi observada
mais expressivamente no meio melago de soja 56 g L' de ART quando
comparado ao caldo E (Figura 7 b).

Quanto a producdo de acido indolacético (AlA), observou-se que o B.
amyloliquefaciens (BAA) e B. licheniformis (BLM) apresentaram maior
producdo em caldo E, quando comparado aos meios de melago de soja, nos
quais a producao de AlA, foi reduzida (Figura 7 c). Para o B. subtilis (BSA) a
maior produgéo de AIA foi no meio melago com 28 g L' de ART, seguido pelo
caldo E (Figura 7 c). As fontes de nutrientes no meio, o pH, a temperatura e até
o fornecimento de oxigénio podem afetar a producdo do AIA por
microrganismos (SCARCELLA et al., 2017).

No intervalo de tempo avaliado, 8 dias, B. subtilis (BSA) nos meios de
melago 28 e 56 g L' ART teve maior crescimento, produgdo y-PGA
(absorbancia 400 nm) e de IAA avaliado por densidade Optica, quando

comparados com o meio caldo E (Figuras 7 a, b e ¢).



29

Figura 7. Numero de bactérias (UFC ml') (a), acido gama-poliglutamico (y-
PGA, absorbancia A400 nm) (b) e acido indolacético (AIA ug ml') (c) nos
meios de melago de soja nas concentragdes de 28 g L' (M 28) e 56 g L' (M
56) de agucar redutor total (ART) em comparagéo cultivo.
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5. 5 Producao de y-PGA pelas linhagens de Bacillus nos meios de
melago de soja e caldo E.

Durante a determinagédo da concentragéo de y-PGA, apds procedimento
de extracdo com metanol, as amostras do meio de melago no tempo zero de
crescimento e do meio de melago sem inoculacdo da bactéria apresentaram
turvacdo o que resultou em absorbancia superior ao branco (agua no lugar do
meio de cultura) no comprimento de onda de 400 nm, conforme protocolo
proposto por Medeiros (2020) para a quantificagado do y-PGA. Isso ndo ocorreu
com o caldo E, que € um meio semissintético. Mediante a esse fato, os valores
de concentragdo do y-PGA no tempo zero foram descontados dos valores
calculados ao longo do crescimento.

Para analisar os resultados de crescimento bacteriano e produgéo de y-
PGA ao longo do tempo, devemos considerar que o caldo E tem em sua
composigao acido citrico (12 g L) e glicerol (80 g L) como fontes de carbono,
além de 20 g L' de acido glutamico e sais. E no que diz respeito a biossintese
de y-PGA, as fontes de carbono adequadas dependem das linhagens de
bactérias utilizadas. Geralmente, glicose, glicerol, maltose, acido citrico, frutose
e sacarose sao as fontes de carbono comuns para a producao de y-PGA como
componentes simples ou combinados no meio de produgdo (MEDEIROS,
2020).

Aparentemente o B. amyloliquefaciens (BAA) assimila tanto glicerol
quanto acido citrico para a produgédo de y-PGA, que em termos quantitativos
estdo em maior concentracdo no meio caldo E do que a concentracdo de
agucares nos meios de melago de soja. Isso resultou no crescimento mais
expressivo dessa bactéria no meio caldo E em relacdo as outras duas
linhagens avaliadas (Figura 8).

A produgao de y-PGA por B. amyloliquefaciens (BAA) atingiu cerca de
800 mg L ao final de 4 dias de crescimento, sendo, em partes, concomitante
ao crescimento da bactéria (Figura 8). O caldo E tem acido glutdmico em sua
composi¢cdo, o que pode ter favorecido a maior produgdo de y-PGA.
(MEDEIROS, 2020) Porém, a produgcdo de y-PGA foi inferior aos valores da

literatura.
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Figura 8. Crescimento de B. amyloliquefaciens (BAA), B. subtilis (BSA) e B.
licheniformis (BLM) e producdo de y-PGA em meio caldo E. Os valores se

referem a média das triplicatas.
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N&o houve diferenca no crescimento de B. licheniformis (BLM) e B.
subtilis (BSA) no caldo E e esses foram inferiores ao apresentado por B.
amyloliquefaciens (BAM). A produgédo de y-PGA também foi semelhante para
B. licheniformis (BLM) e B. subtilis (BSA) no caldo E., ndo ultrapassando 50 mg
L-' para B. licheniformis (Figura 8).
Ko e Gross (1998) avaliaram que a glicose foi uma fonte de carbono
melhor que glicerol para o crescimento de B. licheniformis. Ja para a produgéo

de y-PGA, os mesmos autores verificaram que a mistura de glicose e glicerol,

proporcionou aumento na producgao do biopolimero.
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No caldo E, devido as diferentes fontes de carbono disponiveis, houve
favorecimento para o crescimento e produgdo de y-PGA para B.
amyloliquefaciens, mas, nao para B. subtilis e B. licheniformis. Corroborando
com os resultados de crescimento nos meios de melago de soja 28 e 56 g L'
ART, onde os B. subtilis e B. licheniformis cresceram mais do que B.
amyloliquefaciens (Figura 8).

O meio melago de soja 28 g L' de ART incrementou o crescimento de
B. subtilis e B. amyloliquefaciens, mas nao o de B. licheniformis (Figura 9).

Quanto a producdo de y-PGA, apesar do crescimento lento de B.
amyloliquefaciens em melago de soja 28 g L' de ART, houve produgéo de y-
PGA a partir de 24 h de cultivo, mantendo-se até 5 dias (~50 ug mL™") quando
houve redugdo na concentragdo de y-PGA. Essa reducdo coincidiu com o
aumento no crescimento do microrganismo, o que permitiu inferir que o agucar
foi empregado para produgdo do biopolimero y-PGA em detrimento do
crescimento e que a seguir houve consumo do biopolimero, talvez pelo
esgotamento do agucar, resultando em aumento no crescimento apds 5 dias.
Nas condi¢des supracitadas, meio e microrganismo, a producao de y-PGA nao

excedeu 50 ug L' (Figura 9).

Figura 9. Crescimento de B. amyloliquefaciens (BAA), B. subtilis (BSA) e B.
licheniformis (BLM) e produgdo de y-PGA (densidade optica) em meio de
melago de soja com 28 g L' (M28) de agucar redutor total (ART). Os valores se
referem a média das triplicatas.
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Ja com B. subtilis observou-se situacao inversa, a bactéria estabilizou o
crescimento por volta de 5 dias e a produgdo de y-PGA aumentou
gradativamente até atingir o pico em 7 dias (60 ug g L'). Embora o crescimento
do B. subtilis em melago 28 g L' ART tenha sido semelhante ao do caldo E, a
produgdo de y-PGA foi superior no meio de melago de soja 28 g L' ART
(Figura 9).

Para B. licheniformis, o crescimento e a producdo de y-PGA foram
menores no meio melago de soja 28 g L' ART. A produgéo de y-PGA atingiu o
maximo de 10 ug mL-' em 2 h no meio melago de soja 28 g L' ART e de 35 a
40 yg mL-" apés 3 h em caldo E (Figuras 8 e 9)

No meio melago de soja com 56 g L' ART, apesar do reduzido
crescimento de B. amyloliquefaciens, a produgédo de y-PGA alcangou 200 ug
mL-'apos 5 dias. Para o B. subtilis, o meio de melago com maior concentragéo
de agucar resultou em maior crescimento da bactéria, porém sem producgao de
y-PGA. Com B. licheniformis, o crescimento foi semelhante ao de B.
amyloliquefaciens, porém com produgao de y-PGA na faixa de 20 a 40 ug mL""
(Figura 10)
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Figura 10. Crescimento de B. amyloliquefaciens (BAA), B. subtilis (BSA) e B.
licheniformis (BLM) e produgdao de y-PGA (densidade optica) em meio de
melago de soja com 56 g L' (M56) de agucar redutor total (ART). Os valores se

referem a média das triplicatas.
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5.3 Identificacao do y- PGA pelo método de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier - FTIR

Considerando as interferéncias relatadas na identificagdo do y-PGA por
meio da espectrofotometria, buscou-se identificar o biopolimero por meio dos
espectros de FTIR. A avaliagdo da presencga do y-PGA nas amostras do meio
de melago nado inoculado e inoculado com a bactéria B. amyloliquefaciens no
tempo zero (inicial) e apés 5 dias de crescimento, em comparagdo com a
amostra do meio caldo E cultivado com a mesma bactéria por 4 dias, foram
comparados com o padrdao (y-PGA Sigma®) e com o meio de melago sem
inoculacao da bactéria.

O espectro da amostra padrdo do y-PGA (Sigma®) apresenta as
seguintes bandas: 3424 cm™ relativa aos grupos O-H, uma banda fraca em
2924 cm relativas aos grupos C-H, banda da amida | N-H em 1632 (1589) cm-
', banda em 1403 cm relativa aos grupos C=0. Apresenta ainda uma banda
fraca em 1128 cm™! devido ao estiramento C-N e C-O e uma banda em 680 cm-
' devido aos grupos N-H do polimero (Figura 11).

Figura 11. Espectro de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) da amostra de y-PGA Sigma® (padr&o). Espectro de FTIR para
a amostra obtida apds extracdo do y-PGA do caldo E cultivado com B.
amyloliquefaciens por 4 dias (E4). Espectro de FTIR para a amostra obtida
apos extragdo do y-PGA do meio de melago de soja 56 g L' de agucar redutor
inoculado com B. amyloliquefaciens no tempo zero (56-0).
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O espectro da amostra obtida apds extragado do y-PGA do cultivo de B.

amyloliquefaciens em caldo E por 4 dias apresenta as mesmas bandas

caracteristicas observadas para a amostra padrdo: bandas em 3424, 2950,

1637, 1402, 1053 e 635 cm' relativas aos estiramentos dos grupos O-H, C-H,
amida | N-H, C=0, C-N e/ou C-O, e N-H, respectivamente (Figura 11).
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Observa-se que a banda afiada de intensidade média a forte em 1402 cm™' é
bem caracteristica do polimero obtido.

No espectro para a amostra obtida apds extracdo do y-PGA no meio de
melago com 56 g L' ART no tempo zero de crescimento com B.
amyloliquefaciens, as bandas obtidas foram: 3424 cm' devido aos grupos O-H,
2924 cm™' de média intensidade relativa aos grupos C-H, 1640 cm™ relativa a
amida | devido aos estiramentos N-H, 1402 cm™' relativa aos grupos C=0 e
menos intensa que as amostras padrao e E4 (Figura 11). Apresenta banda de
intensidade média em 1060 cm™' devido ao estiramento C-N e C-O e uma
banda em 619 cm™' devido aos grupos N-H do polimero. A amostra apresenta,
portanto o polimero y-PGA.

Com relacdo as bandas observadas para a amostra obtida apos
extragdo do y-PGA no meio de melago com 56 g L' ART apds 5 dias de
crescimento com B. amyloliquefaciens, verifica-se: banda 3417 cm-' devido aos
grupos O-H, 2926 cm™' de média intensidade relativa aos grupos C-H, 1643 cm-
' relativa a amida | devido aos estiramentos N-H, 1408 cm-" relativa aos grupos
C=0, menos intensa que as amostras padrao e em caldo E, mas mais intensa
que a amostra em meio de melaco no tempo zero de crescimento da bactéria
(Figura 12). Apresenta também banda intensa em 1065 cm™ devido ao
estiramento C-N e C-O e uma banda em 621 cm-! devido aos grupos N-H do
polimero (Figura 12). Este resultado indica que foi possivel produzir o polimero
y-PGA a partir do melago de soja com 56 g L' de ART por B. amyloliquefaciens
apos cinco dias de fermentagéo.
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Figura 12. Espectro de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) para a amostra obtida apds extragcdo do y-PGA do meio de
melago de soja com 56 g L' de agucar redutor cultivado com B.
amyloliquefaciens por cinco dias (56-5).
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Os espectros das amostras em meio de melago de soja com 56 g L' de
ART nos tempos zero e apds cinco dias de crescimento com B.
amyloliquefaciens ao serem comparados, indicam que a banda na regido de
1400 cm™' é mais intensa para a amostra retirada aos cindo dias (Figura 12),
sugerindo que o y-PGA esta mais puro nesse tempo de cultivo do que na
amostra no tempo zero.

Figura 13. Espectros de FTIR para as amostras obtidas apds extracéo do y-
PGA do meio de melago de soja com 56 g/L de agucar redutor inoculado com
B. amyloliquefaciens no tempo zero (linha preta) em comparagdo com a
amostra apos 5 dias de crescimento da bactéria (linha vermelha).
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A relagao entre as intensidades das bandas na regiao de 1630 e 1400
cm™' sugere maior grau de pureza para o polimero obtido. O valor da razdo
entre as bandas 1630/1400 para a amostra padrdo € 1,49. Essa relagcédo para
as amostras em caldo E por 4 dias, em meio de melago no tempo zero e em
meio de melago apds 5 dias de cultivo com B. amyloliquefaciens é 1,43, 2,35 e
1,47, respectivamente. Ou seja, valores mais proximos de 1,49 indicam que o
polimero obtido tem maior pureza. De fato, a amostra do meio de melago no
tempo zero apresenta o valor mais alto para a razdo 1630/1400, ou seja, a
banda caracteristica na regido de 1400 cm™ é menos pronunciada nessa
amostra, indicando maior impureza em comparagao com as outras amostras.

O espectro da amostra do meio de melago de soja com 56 g L' de
agucar redutor sem inoculacdo da bactéria (Figura 14) € semelhante ao
espectro obtido para a amostra do meio de melago no tempo zero de
crescimento da bactéria (Figura 11). As bandas obtidas foram: 3417 cm
devido aos grupos O-H, 2925 cm relativa aos grupos C-H, 1640 cm-" referente
a amida | devido aos estiramentos N-H, 1405 cm relativa aos grupos C=0,
banda em 1060 cm™ devido ao estiramento C-N e C-O e uma banda em 630
cm™' referente aos grupos N-H do polimero. A relagdo 1630/1400 para essa
amostra é aproximadamente 2,22, valor préximo ao obtido para a amostra do
meio de melago no tempo zero. Ou seja, a banda caracteristica na regiao de

1400 cm™' € menos pronunciada nessa amostra também.
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Figura 14. Espectro de FTIR para a amostra obtida apds extragdo do y-PGA do
meio de melago de soja com 56 g/L de agucar redutor sem inoculagdo da
bactéria B. amyloliquefaciens.
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A intensidade das bandas para as amostras do meio de melagco sem
inoculagao e com inoculagdo da bactéria no tempo zero é semelhante (Figura
11), indicando que as duas amostras apresentam composi¢ao quimica
semelhante, ou seja, o polimero acido gama-poliglutdmico (y-PGA) pode estar
presente na amostra misturado com outras impurezas. Entretanto, as bandas
para a amostra do meio apds 5 dias de crescimento da bactéria apresentam-se
em maior intensidade, sugerindo a formagao de quantidades expressivas do
acido gama-poliglutdmico nesse meio com essa bactéria (Figura 15).

Em resumo, a turvagdo da amostra apos extracdo do y-PGA do meio de
melago sem inoculagdo da bactéria indica que ha alguma substancia presente
no melago de soja que é extraida com metanol e apresenta absorbancia na
faixa do comprimento de onda de 400 nm, corroborado também pelo espectro
de infravermelho, que apresentou banda caracteristica do polimero y-PGA no
melago de soja. No entanto, ressalta-se que a bactéria B. amyloliquefaciens
produziu y-PGA no meio de melago de soja com 56 g L' de agucar redutor
apos 5 dias de crescimento, pois as bandas caracteristicas do polimero séo
mais intensas na amostra do meio cultivado com a bactéria, concordando com

os resultados da espectrofotometria. O crescimento da bactéria no meio de
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melago de soja pode ter levado ao consumo de substancias que apresentavam
bandas nos espectros de FTIR proximos as bandas do y-PGA. Desta forma, as
bandas caracteristicas do y-PGA na amostra do cultivo da bactéria apds 5 dias

estdo mais puras e mais intensas.

Figura 15. Espectros de FTIR para as amostras obtidas apds extracdo do y-
PGA do meio de melago de soja com 56 g/L de agucar redutor ndo inoculado
(linha verde), inoculado com B. amyloliquefaciens no tempo zero (linha preta)
em comparagdo com a amostra apos 5 dias de crescimento da bactéria (linha
vermelha) em comparagao ao Espectro de FTIR da amostra de y-PGA Sigma®
(amostra padré&o).
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5. 4 Efeitos bioestimulantes do melago de soja fermentado no tratamento
de sementes de milho

O bioestimulante a base de melago de soja 56 g L' de ART fermentado
por Bacillus amyloliquefaciens durante cinco dias n&o filtrado, inicialmente,
retardou a germinagcado das sementes de milho, quando comparado com a
agua, dados referentes a primeira contagem de germinagado (Tabela 3).
Porém, o efeito ndo persistiu na avaliagdo final da germinagdo das sementes
de milho. Para esta variavel ndo houve diferenca entre os bioestimulantes

filtrado e néo filtrado, o melago de soja e a agua.
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Tabela 3. Primeira contagem de germinagao, segunda contagem germinagao
de sementes, comprimento de raiz e parte aérea, massa seca de raiz e parte
aérea de plantulas de milho em funcéo de bioestimulantes a base de melaco de
soja fermentado.

Tratamentos Germinagao Comprimento Massa seca
12Contagem 22Contagem Raiz P. aérea Raiz P.aérea
% cm plantula mg™" plantula
Filtrado 66,6 ab' 71,4 11,55a 5,25b 27,9 30,0m™
Nao Filtrado 63,2 b 71,6 11,25a 4,67b 32,1 28,2
Melaco de soja 64,2 ab 70,0 710 b 7,19a 32,0 29,6
Agua 68,6 a 78,2 986 a 5,16b 31,7 32,6
CV % 2,27 7,47 13,57 17,48 16,02 13,35

ns Nao significativo de acordo com o teste F em nivel de 5% de probabilidade. 'Médias
seguidas pelas mesmas letras na coluna, nao diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey
em nivel de 5% de significancia.

O efeito bioestimulante depende dos componentes produzidos durante o
processo de fermentacao, da presenca e ou auséncia de células das bactérias
promotoras de crescimento. A maioria dos bioestimulantes comerciais sao
biorreguladores com efeito nas auxinas, nas citocininas e no acido giberélico
(FERREIRA et al., 2016). As auxinas, promovem formagé&o de raizes, alteram
a permeabilidade das membranas e proporcionam alongamento celular (TAIZ
e ZEIGER, 2012). Verificou-se produg¢ao de acido indolacético, horménio da
classe das auxinas, no meio melago de soja com 56 g L' de ART inoculado
com Bacillus amyloliquefaciens, porém em concentragéo inferior a 5 ug mL""
(Figura 7).

A concentracdo do AIA no bioestimulante pode nao ter sido suficiente
para estimular o processo de germinagao das sementes e o desenvolvimento
das raizes nas plantulas de milho. Buchelt et al. (2019) ndo encontraram
efeitos de bioestimulantes comerciais, com diferentes concentragdes de
giberelina, cinetina, auxina e acido giberélico, na germinagdo de sementes de
milho. Para os autores os bioestimulantes podem ter efeito mais pronunciado
em situagdes de estresse.

Ja o y-PGA atua no metabolismo celular, o acido L-glutdmico
(componente do y-PGA), apresenta diversas fungdes bioldgicas, como
precursor da sintese de clorofila (YARONSKAYA et al.,, 2006), regulador do
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carbono e do metabolismo do nitrogénio (ROBINSON et al.,, 1991). Neste
sentido, a agdo na germinagao e desenvolvimento inicial das plantulas de milho
pode ser menos pronunciada. Pois, nos estadios iniciais de desenvolvimento, a
plantula de milho ndo realiza fotossintese e os nutrientes advém da reserva da
semente (MAGALHAES et al., 2002).

Carvalho et al. (2013) estudando a aplicagdo do aminoacido acido L-
glutédmico, via tratamento de sementes nas concentragdes de 75, 150 e 300 mg
L', verificou que o mesmo n&o favoreceu o desenvolvimento de plantulas de
feijao (Phaseolus vulgaris L.), interferindo negativamente na germinagao,
quando o potencial osmético foi igual ou inferior a -0,2 MPa.

Alguns trabalhos ja avaliaram os efeitos da inoculacdo de sementes de
milho com cepas de Bacillus amyloliquefaciens. Silva et al. (2023) testou seis
n° de UFC de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 (0,0; 2,5; 5,0; 7,5;
10,0 e 12,5 ml kg'sementes) semeadas em campo, sem verificar efeitos nas
caracteristicas agronémicas e na qualidade nutricional da silagem de milho.
Milléo et al. (2023) estudou a eficiéncia agronémica do produto Phosbac-45 a
base de Bacillus amyloliquefaciens FZB45 (2.5 x 10'© UFC ml' ) na promog&o
do crescimento e rendimento das culturas de milho e soja em campo e verificou
aumento da massa seca de parte aérea, massa seca de raizes e rendimento
de graos, correlacionados com a absorgdo de P pelas culturas milho e soja.
Nesse sentido, aparentemente o efeito de B. amyloliquefaciens é mais
pronunciado em estadios mais avangados de desenvolvimento do milho, ligado
a maior solubilizacao de fésforo.

Desta forma, recomendamos avaliar a agao dos bioestimulantes filtrados
e nao filtrados em condicbes de campo, e durante maior tempo de
desenvolvimento da cultura e utilizando maior numero de materiais genéticos

de milho.
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6 CONCLUSOES

As linhagens de Bacillus apresentaram maior crescimento em melago de
soja nas concentragdes 28 e 56 g L' de acgucar redutor total (ART) e a
concentragdo 224 g L' ART néo foi favoravel para o crescimento de todas as
linhagens.

O B. subtilis apresentou crescimento mais expressivo em relacdo a B.
amyloliquefaciens e B. licheniformis, com maior crescimento no meio melago
de soja 56 g L' ART.

O B. amyiloliquefaciens apresentou a maior produgdo do biopolimero
acido gama- poliglutamico (y- PGA) no meio melago de soja 56 g L' ART.

O y-PGA oriundo da fermentagdo no meio melago de soja 56 g L' ART
por B. amyloliquefaciens apresentou pureza semelhante ao y-PGA sintético
(padréo).

Os bioestimulantes produzidos por B. amyloliquefaciens em melago de
soja 56 g L' ART filtrado e néo filtrado ndo influenciaram a germinagédo e

desenvolvimento inicial das plantulas de milho.
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