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RESUMO 
 

O uso de inoculantes produzidos a partir de bactérias promotoras de crescimento de 
plantas é uma técnica biotecnológica amplamente difundida na área agrícola. O 
desenvolvimento de novas formulações a partir de novos isolados é uma demanda da 
indústria de inoculantes. O objetivo deste trabalho foi caracterizar três isolados da coleção 
de bactérias endofíticas do Labiogen (UFPRPALT1-7, UFPRPALT 2-36 e UFPRPALT3-45), 
quanto suas capacidades bioquímicas. As cepas foram cultivadas em escala laboratorial 
para estudo da cinética de crescimento, e também foram realizados experimentos para 
aumento de escala em volume de 50mL, 500mL e 5000mL. Os isolados foram analisados 
quanto as melhores condições para crescimento usando diferentes pHs (4-9) do meio de 
cultivo, concentrações crescentes de glicose e salinidade (0-10%), temperatura de 
crescimento (25-37oC), capacidade de solubilização de fosfato e potássio, produção de 
oxidases, antagonismo fúngico e capacidade hemolítica. Também foi determinado as 
identidades das sequências e o posicionamento taxonômico dos 3 isolados com base no 
sequenciamento parcial do gene 16S rDNA. No escalonamento em laboratório foram 
avaliados 3 volumes de crescimento observando-se os valores de DO e UFC durante 12h 
de cultivo. Como resultados obtidos, foi observado que os isolados 7 e 45 foram 
solubilizadores de P enquanto o isolado 36 foi solubilizador de K. A salinidade foi o fator 
mais limitante para o crescimento dos isolados: o isolado 7 apresentou maior sensibilidade 
ao crescimento em condições salinas (<5%) e os demais em até 5% de NaCl. Nenhum dos 
isolados apresentou capacidade hemolítica ou produção de oxidases e apenas o isolado 
36 apresentou capacidade antagônica. Os isolados 7/45 e 36 foram classificados 
taxonomicamente como pertencentes ao gênero Burkholderia sp. e à espécie Bacillus 
velezensis, respectivamente. Em relação ao escalonamento, os dados obtidos demonstram 
que o volume de meio de crescimento influenciou o crescimento bacteriano. Não houve 
proporcionalidade entre os valores de DO observados e o número de UFC, demonstrando 
que protocolos que se baseiam apenas na quantificação da DO podem trazer valores super 
ou subestimados de UFC dependendo do volume de cultivo utilizado. 
 
Palavras-chave: Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas, Burkholderia, Bacillus, 
escalonamento. 
  



      
 

ABSTRACT 
 

The use of inoculants produced from plant growth promoting bacteria is a widespread 
biotechnology in the agricultural area. The development of new formulations from new 
isolates is demanded from the inoculant industry. The objective of this work was to 
characterize 3 isolates, from the endophytic bacterial collection of Labiogen (UFPRPALT1-
7, UFPRPALT 2-36 and UFPRPALT3-45), regarding their biochemical and microbiological 
capabilities. An evaluation of the growth and scale-up of these strains, on a laboratory scale, 
was also conducted to study the potential use of these isolates as inoculants. The isolates 
were analyzed for best growth conditions using different pHs (4-9) of culture medium, 
increasing concentrations of glucose and salinity (0-10%), growth temperature (25-37ºC), 
phosphate and potassium solubilization capacity, oxidases production, fungal antagonism 
and hemolytic capacity. Sequence identities and taxonomic placement of the 3 isolates were 
also determined based on partial sequencing of the 16S rDNA gene. In the laboratory scale-
up, 3 volumes were evaluated (50, 500 and 5000mL), measures of the OD and CFU values 
for 12 h of cultivation were quantified every 2 hours. As results, it was observed that isolates 
7 and 45 were P solubilizers while isolate 36 was K solubilizer. Salinity was the most limiting 
factor for the growth of the isolates: isolate 7 showed higher sensitivity to growth in saline 
conditions (<5%) and the others up to 5% NaCl. None of the isolates showed hemolytic 
capacity or oxidases production and only isolate 36 was partially antagonistic to 
Trichoderma sp. Isolates 7/45 and 36 were taxonomically classified as belonging to the 
genus Burkholderia sp. and to the species Bacillus velezensis, respectively. Regarding 
scaling, the data obtained show that the volume of growth medium influenced bacterial 
growth. There was no proportionality between the observed OD values and the number of 
CFU, demonstrating that protocols that are based only on the quantification of OD can bring 
over or underestimated CFU values depending on the culture volume used. 
 
Keywords: Plant Growth Promoting Bacteria, Burkholderia, Bacillus, scale up. 
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1. INTRODUÇÃO  
 1.1JUSTIFICATIVA 

A demanda global de alimentos cresce exponencialmente, junto com a o aumento 

populacional, que promete alcançar quase 10 bilhões de pessoas até 2050 (USA, 2017). 

Atualmente, a fim de suprir essa maior demanda por alimentos, agricultores buscam por 

meios de garantir campos agricultáveis mais rentáveis, com uma produção de maior 

qualidade e grãos mais nutritivos (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). Para isto, a 

extensiva utilização de químicos, como fertilizantes, herbicidas e pesticidas são 

empregadas visando um menor custo de produção (ALORI; BABALOLA, 2018).  Embora 

garantam maior produção, a utilização de fertilizantes químicos podem acarretar impactos 

na cadeia de produção, nos solos agricultáveis, por meio do acúmulo de compostos 

tóxicos nos solos, e os possíveis danos que a exposição e o manuseio destes produtos 

podem causar aos aplicadores  (SUYAL ET. AL. 2016), ALORI; BABALOLA (2018) E 

KHAN (2022). 

A utilização de alternativas mais sustentáveis, renováveis e menos poluentes aos 

solos podem ocorrer por meio da utilização de compostos biológicos como os inoculantes, 

à base de microrganismos vivos, ou produtos bioativos produzidos por estes (FUKAMI; 

CEREZINI; HUNGRIA, 2018; SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019; VASSILEV et al., 

2020).  Os mecanismos de ação dos microrganismos utilizados como promotores de 

crescimento vegetal podem ser de forma direta e indireta, atuando como fitoestimulantes, 

biofertilizantes e no biocontrole de patógenos (AREMU et al., 2017).  

Os inoculantes são produtos compostos por microrganismos vivos, capazes de 

beneficiar o desenvolvimento de diferentes espécies vegetais (SANTOS; NOGUEIRA; 

HUNGRIA, 2019). Dentre os microrganismos utilizados estão as bactérias promotoras de 

crescimento vegetal (BPCV), que atuam na produção de fitohormônios, sideróforos, 

solubilização de nutrientes (fósforo, potássio), fixação de nitrogênio, indução do sistema 

imune vegetal, entre outros metabólitos (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; FUKAMI; 

CEREZINI; HUNGRIA, 2018; WANG et al., 2020; YAGHOUBI KHANGHAHI et al., 2018).  

Com relação ao fornecimento de nutrientes essenciais ao desenvolvimento vegetal, 

temos que o fósforo e o potássio são macronutrientes importantes e requeridos pelas 

plantas (KALAYU, 2019). O conteúdo médio de fósforo (P) no solo é de quase 0,05% 

deste, apenas 0,1% estão disponíveis para absorção vegetal, fazendo do fósforo, um 

macronutriente restritivo para o crescimento vegetal (LAMBERS, 2022). Dessa forma, se 
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vê necessário, em muitos dos solos agricultáveis, uma suplementação nutricional de P 

para um melhor desenvolvimento e crescimento vegetal. ⁠ 

Uma alternativa à utilização de fertilizantes químicos à base de fósforo, seria a 

utilização de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF), que convertem o P (tanto o 

inorgânico quanto o orgânico) em fósforo disponível para absorção vegetal. Entre as 

formas de solubilização desenvolvidas por estes microrganismos, estão a produção de 

ácidos orgânicos (WANG et al., 2020), para dissolver os compostos inorgânicos, a 

quelação dos minerais ligados ao fosforo inorgânico (KALAYU, 2019) e a secreção de 

fosfatases para mineralização dos compostos orgânicos (CHEN; LIU, 2019).  

A utilização de bactérias solubilizadoras de potássio (BSP), que dissolvem o 

potássio (K) de minerais insolúveis, podem ter efeito positivo na disponibilidade deste 

nutriente para absorção vegetal (ETESAMI et al., 2017; WANG et al., 2020; ZHANG; 

KONG, 2014)⁠, como reportado para culturas como o trigo (WANG et al., 2020)⁠, onde foram 

utilizados uma combinação de isolados solubilizadores de K e P. Na cultura do tabaco, o 

uso de bactérias solubilizadoras promoveu incrementos na massa seca, e nos níveis de 

absorção de K (ZHANG; KONG, 2014)⁠. O milho quando inoculado com isolados 

solubilizadores de K e P, obteve-se aumento na concentração destes nutrientes, e 

também um aumento na massa seca e área das raízes (ABOU-EL-SEOUD; ABDEL-

MEGEED, 2012). 

 

1.2 OBJETIVO 

 Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos, a identificação e caracterização 

de bactérias promotoras de crescimento vegetal, quanto à solubilização de P e K, efeito 

hemolítico e capacidade antagônica, produção de oxidases, pH e temperatura ótima de 

crescimento, tolerância a NaCl e Glicose dos isolados da coleção de microrganismos do 

Labiogen. Também foi conduzida uma avaliação escalonada do processo de crescimento 

destes isolados visando potencialmente a utilização destas estirpes como inoculantes 

comerciais. 

 

 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas 

O termo “bactérias promotoras de crescimento de plantas” (BPCP) é utilizado para se 

referir as bactérias que promovem o crescimento vegetal quando em associação com 
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estas, e são indispensáveis como biota rizosférica de um solo biologicamente ativo. 

Devido à grande adaptabilidade destes microrganismos, estes são encontrados 

facilmente em diversos tipos de solo, podendo produzir uma grande gama de metabólitos 

(fitohôrmonios, ácidos orgânicos, sideróforos, antibióticos, moléculas protetoras), 

solubilizando nutrientes essências ao desenvolvimento das plantas, e fixando nitrogênio 

(ALORI; GLICK; BABALOLA, 2017; BABALOLA; GLICK, 2012; BHATTACHARYYA; JHA, 

2012; SANTANA et al., 2020; SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). Podem atuar 

também no controle biológico, para o manejo de doenças de plantas (fúngicas e 

bacterianas), em um ou mais mecanismos de indução do sistema imune, interagindo 

direta ou indiretamente com o patógeno (BONATERRA et al., 2022; SANTOS; 

NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). 

Na solubilização e mineralização de nutrientes essenciais para as plantas, as 

bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) e as bactérias solubilizadoras de potássio (BSP) 

atuam de forma similar. O principal mecanismo de solubilização ocorre com a acidificação 

do pH do solo, principalmente pela produção de ácidos orgânicos destes microrganismos, 

produtos da respiração celular e da via glicolítica (ALVES et al., 2021; T. NIKITHA; B. 

SADHANA; VANI, 2017; YAGHOUBI KHANGHAHI et al., 2018). 

Outro mecanismo para solubilização de fósforo no solo ocorre pela quelação de 

cátions e pela competição com o fosfato ligado a estes. Os ácidos produzidos pelas BSF 

competem pelos sítios de ligação dos óxidos insolúveis de Fe e Al, quelando algum destes 

minerais (KHAN et al., 2009; SIDDIQUE et al., 2021). Entre os ácidos citados, está o ácido 

2-cetoglucônico como um forte quelante para o cálcio ((KHAN et al., 2009). A solubilização 

de fosfatos orgânicos também pode ocorrer pela mineralização que corresponde à 

conversão do P orgânico presente no solo em formas utilizáveis. Este fenômeno ocorre 

pela ação de enzimas secretadas pelas BSF, como fosfatases, fitases, e outras, sobre 

restos de animais e plantas no solo (KHAN et al., 2009; SANTANA; MARQUES; DIAS, 

2016). 

 Semelhante a solubilização de P, a solubilização de K pode ocorrer por diferentes 

mecanismos, sendo a principal delas, por meio da produção de ácidos orgânicos e 

decorrente acidificação do solo (ETESAMI; EMAMI; ALIKHANI, 2017). Além do 

mecanismo de acidificação do solo, os ácidos orgânicos produzido pela KSB podem 

liberar íons K do mineral por quelação (formação do complexo) Si4+, Íons Al3+, Fe2+ e Ca2+ 

associados aos minerais (MEENA; MAURYA; VERMA, 2014). 
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Uma ampla gama de microrganismos rizosféricos é relatada como os solubilizadores 

de K, incluindo bactérias do gênero Burkholderia (FEI et al., 2008), Pseudomonas (UROZ 

et al., 2007), Bacillus, outros filos de bactérias, como Actinobactérias, e alguns fungos 

como Aspergillus sp. (MEENA; MAURYA; VERMA, 2014). 

 

2.2 Inoculantes 

A utilização de inoculantes vêm como uma alternativa promissora e de baixo impacto 

ambiental para aumentar a eficiência e a qualidade dos grãos cultiváveis, além de reduzir 

o uso de fertilizantes químicos, garantindo elevadas produtividades, com melhor relação 

custo-benefício e sustentabilidade (NEHRA; CHOUDHARY, 2015; SINGH; SINGH; 

PRABHA, 2016). 

Os inoculantes são categorizados pelas ações modificadoras do solo, que advém do 

uso de microrganismos para promover o crescimento e desenvolvimento de plantas. 

Contém células vivas ou dormentes, que quando em contato com as plantas, garantirão, 

por diferentes métodos, um melhor desenvolvimento desta (CHAUDHARY et al., 2020). 

O sucesso de qualquer inoculante, à campo, depende da qualidade das bioformulações 

e a formulação em que são comercializadas. Acerca da formulação, são utilizadas 

abordagens como formulações líquidas, formulações à base de portadores sólidos ou 

turfosos, e formulações à base de polímeros sintéticos (AREMU et al., 2017; GOPAL; 

BABY, 2016; GOPI et al., 2019), ou liofilizados (BASHAN, 1998). 

As legislações vigentes acerca do processo de qualidade a instrução normativa 

SDA Nº 30 DE 12/11/2010 do MAPA estabelece os métodos oficiais para análise de 

inoculantes, entre elas a metodologia proposta para contagem de células viáveis (BRASIL, 

2010). Já a instrução normativa SDA Nº 13, DE 24 DE MARÇO DE 2011 discorre sobre 

especificações, e garantias dos inoculantes destinados à agricultura, visando garantir uma 

quantidade de células viáveis mínimas para comercialização (BRASIL, 2011). 

Segundo dados da ANPII, 2018 (Associação Nacional dos Produtores e 

Importadores de Inoculantes) o total de doses vendidas de inoculantes no Brasil, de 2009 

a 2018, vem crescendo de maneira exponencial, passando de 20 milhões de doses para 

73 milhões de doses durante este período.  

 

2.3 Produção e escalonamento 

 O desenvolvimento de um inoculante à base de BPCP depende de  vários fatores, 

como as características das formulações (líquidas, orgânicas, inorgânicas, poliméricas ou 



14 
 

      
 

encapsuladas), das técnicas de inoculação (aplicação foliar, aplicação na semente ou 

inoculação do solo), ou dos aspectos biológicos e de estabilidade do produto (BASHAN 

et al., 2014). 

 O escalonamento da produção visa a fabricação de maiores quantidades de 

produtos, com um aumento simultâneo nos  índices de rendimentos específicos, e é um 

dos principais processos desejados a fim de se garantir a qualidade do processo, e uma 

maior produção (GARCIA-OCHOA; GOMEZ, 2009). 

 O escalonamento da produção da massa de microrganismos tem vários gargalos, 

como garantir a qualidade de mistura, reduzindo a exposição ao estresse no crescimento 

do microrganismo e, manter a consistência metabólica e celular do processo durante todo 

seu período (TRUJILLO-ROLDÁN et al., 2013).  Entre os parâmetros fisiologicamente 

mais relevantes estão o pH do processo, a temperatura, a massa de microrganismo, a 

viabilidade celular, as concentrações de substratos, metabólitos e produtos, entre outros 

mais específicos (SCHMIDELL et al., 2001; SCHMIDT, 2005; TRUJILLO-ROLDÁN et al., 

2013). 

 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Para este trabalho, foram utilizadas estirpes bacterianas isoladas das raízes e 

solo cultivável aderida à estas, de plantas milho e trigo, crescidas em áreas da região 

Oeste do Paraná, e mantidas na coleção de isolados endofíticos do Labiogen. Foram 

selecionados os isolados UFPRPALT1-7, UFPRPALT 2-36 e UFPRPALT3-45, 

denominados no trabalho como isolado 7, isolado 36 e isolado 45, respectivamente. Os 

experimentos foram realizados no Laboratório de Bioquímica e Genética (Labiogen), 

UFPR-Setor Palotina. 

 

 

3.1 Avaliação de parâmetros bioquímicos dos isolados 

3.1.1 Tolerância à salinidade (NaCl) e presença de glicose no meio de 

crescimento. 

 

Os microrganismos foram mantidos em placa de Petri com meio de cultivo LB sólido 

(10 g.L-1 ,Peptona, 5 g.L-1 Cloreto de Sódio, 5 g.L-1 Extrato de levedura, 15 g.L-1 Ágar). 

Para a avaliação dos níveis de tolerância destes isolados ao cloreto de sódio (NaCl) os 
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mesmos foram inoculados (uma alçada) em meio LB acrescido de 1%, 2%, 5% e 10% de 

NaCl, e cultivados por 48 h a 30 °C para avaliação visual do crescimento dos isolados, 

seguindo o protocolo de  SNAK et al.,(2021)⁠. O teste para tolerância à glicose ocorreu de 

modo similar, onde os isolados foram inoculados (uma alçada) em meio LB sólido 

contendo concentrações crescentes de glicose (1%, 2%, 5% e 10%), incubados à 30 °C 

por 48 h.  

 

 3.1.2 Avaliação da temperatura e pH ótimos de crescimento 

Para análise do pH ótimo de crescimento, os isolados foram inoculados em meio 

LB líquido com diferentes pHs: 4.0; 5.0; 5.5; 6.0; 6.5; 7.0; 7.5, 8.0 e 9.0 (VIDEIRA; 

ARAÚJO; BALDANI, 2007) ⁠. A avaliação foi realizada após 48h de crescimento em 

temperatura constante (30 ºC) e agitação de 150 rpm, e a avaliação ocorreu por meio da 

observação visual do aumento da turbidez do meio de cultura, indicando crescimento 

microbiológico.  

A temperatura ótima de crescimento foi conduzida numa faixa de temperatura de 

25 a 37 ºC, onde meio de cultura LB líquido foi acrescido do inóculo, e após 72 h de 

crescimento foram avaliados quanto ao crescimento celular (VIDEIRA et al. (2007).  

 

3.1.3 Capacidade de solubilização de fósforo e potássio 

A solubilização de fosfato insolúvel pelos isolados foi avaliada com a  inoculação 

das cepas (uma alçada) em meio NBRIP (10  g.L-1  de glucose; 5 g.L-1 de Ca3(PO4)2; 0.5 

g.L-1 de (NH4)2SO4; , 0.2 g.L-1  de NaCl; 0.1 g.L-1  de MgSO4·7H2O; 0.2 g.L-1  de KCl; 0.002 

g.L-1  de MnSO4·H2O; 0.002 g.L-1  de FeSO4·7H2O), incubados por 10 dias a 30 ºC. A 

capacidade de solubilização dos isolados foi avaliada visualmente pela formação de halo 

de solubilização, que indicou resultado positivo. De modo semiquantitativo, índices de 

solubilização (IS) de cada isolado foram obtidos relativos ao tamanho dos halos formados, 

medidos com o auxílio de uma régua graduada, onde o  IS foi considerado como: IS= 

Diâmetro de Halo formado (mm) / Diâmetro de colônia (mm)conforme metodologia de  

NAUTIYAL(1999)⁠. Neste experimento para cada isolado foram cultivadas três placas 

distintas (repetições), onde cada uma delas foi dividida em quatro partes, e cada 

quadrante da placa foi inoculado, totalizando doze repetições por isolado. 

A solubilização de potássio foi avaliada pela inoculação dos isolados em meio 

Aleksandrov sólido (5  g.L-1  de glicose, 0,005 g.L-1  de MgSO4.7H2O, 0,1 g.L-1  de FeCl3, 

2  g.L-1  de CaCO3, 3  g.L-1  de Silicato de potássio, 2 g.L-1  de fosfato de cálcio e 20 g.L-1  
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de ágar) conforme protocolo de SUN et al., (2020). As placas foram incubadas por 3 dias 

a 30 ºC, e após esse período foram avaliadas quanto à formação de halo pela bactéria 

solubilizadora. A eficiência de solubilização foi medida com o auxílio de uma régua 

graduada, e foi avaliada conforme a razão entre o diâmetro do halo (mm)/diâmetro da 

colônia (mm) (YAGHOUBI KHANGHAHI et al. (2018)). 

 

3.1.4 Teste da oxidase 

A presença de oxidase nos isolados  foi testada usando TEMED 1 % (N-N-dimetil-

p-fenilenodiamina (KOVACKS, 1956), onde num papel-filtro autoclavado umedecido com 

a solução, os isolados bacterianos foram depositados neste com o auxílio de um palito de 

madeira autoclavado. A  variação da coloração do papel, de incolor para azul indicou 

resultado positivo.  

 

3.1.5 Avaliação da capacidade antagônica e da atividade hemolítica 

O teste de antagonismo foi realizado pelo método de cultura pareada, que consistiu 

no confronto direto dos antagonistas (isolados avaliados) e dos fungos Trichonoderma sp. 

e Aspergillus flavus (FREITAS et al., 2016). Os fungos foram cultivados em placas de 

Petri com meio Ágar Sabauroud (Kasvi ®) à 28 ºC, de 7 a 14 dias. Com o auxílio de uma 

alça de platina estéril, foram retirados cubículos de ágar de 5 mm de diâmetro, das bordas 

das colônias dos fungos em crescimento e colocados em placas de Petri contendo meio 

LB sólido. Em paralelo, com o auxílio de uma alça de platina estéril, foram inoculadas nas 

extremidades das placas contendo os fungos, as colônias dos isolados. As placas foram 

incubadas por 10 dias a 30 ºC e posteriormente observadas a olho nu, se houve inibição 

do crescimento dos fungos pelos isolados. O teste foi realizado em quintuplicata. 

Para a avaliação do teste de biossegurança através da atividade hemolítica, foram 

utilizadas placas de ágar sangue (5 % (v/v) de sangue de ovelha) (SULEMAN et al., 2018). 

A capacidade de formação de halo solubilizador dos isolados foi avaliada após 48h de 

crescimento em estufa a 30ºC.  O teste foi realizado em triplicata. 

 

3.2. Extração de DNA e sequenciamento 

A identificação dos isolados se deu pela extração do DNA, com a utilização de Kit 

de extração Qiagen. Após, foi realizada uma PCR, A amplificação do 16S rDNA foi 

realizada com os primers universais 27F e 1492R, que abrangem quase todo o 

comprimento do gene 16S rRNA, com um amplicon esperado de ~ 1400 pb. Os primers 
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usados foram 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5'-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3') (HEUER et al., 1997)⁠  

O sequenciamento dos fragmentos do gene 16S rDNA dos diferentes isolados 

foram realizados na empresa GoGenetic/ Curitiba-Pr (em protocolos específicos da 

empresa, que por motivos comerciais não foram disponibilizados). 

As sequências obtidas pelo sequenciador ABI3500 xL saíram no formato do 

programa ab1 sequencing analises, no formato FASTA – Fast All (alinhamentos rápidos 

para toda a informação biológica, disponível on-line no NCBI), e foram analisadas pelo 

programa Mega, utilizado para classificar as sequências de acordo com a taxonomia 

bacteriana proposta no Bergey´s Trust ou como classificadas pelo NCBI- disponível no 

site (Ribosomal Database Project - http://rdp.cme.msu.edu). 

Para a busca de similaridade, foi realizada a análise dos dados através do 

programa BLAST - Basic Local Alignment Search Too (ASTACHUL et al., 1997) usando 

o banco de dados do GenBank), disponível em www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências de 

consenso foram inspecionadas visualmente usando o software MEGA v. 7 (TAMURA et 

al., 2007). O alinhamento das sequências obtidas foi realizado por meio da interface 

MAFFT online ((KATOH, 2008); http://mafft.cbrc.jp/alignment/server). 

Para as análises filogenéticas baseadas em Máxima Verossimilhança e inferência 

Bayesiana, foi escolhido o melhor modelo evolutivo para o grupo de dados usando o 

software MrModelTest v. 2.3 (NYLANDER, 2004). MrBayes v. 3.1.1(RONQUIST F, 2003) 

foi usado para gerar as árvores filogenéticas sob critérios ótimos por partição de dados 

dentro do software Phylosuite (ZHANG et al., 2020). 

 

 

3.3 Avaliação de parâmetros microbiológicos para Escalonamento 

3.3.1 Manutenção dos isolado e preparo do inóculo 

Os isolados foram mantidos em placa com meio de cultura LB sólido e 

armazenados em estufa de crescimento bacteriano a 28 °C para estoque, repique e 

reativação. O pré-inóculo foi preparado em tubo Falcon de 50 mL, contendo 5 mL de meio 

de cultura e uma colônia bacteriana retirada das placas de meio sólido, os quais foram 

crescidos em incubadora tipo Shaker a 28°C e 150 rpm por 24 h.  

 

 

 



18 
 

      
 

3.3.2 Escalonamento da produção 

Para o escalonamento da produção, foram utilizados recipientes Erlenmeyers em 

batelada única, contendo meio de cultura LB (Luria-Bertani) nos seguintes volumes: 1-

50mL, 2-500mL e 3-5000mL.  

Primeiramente, para o volume 1 (50mL), erlermeyers de 250mL foram inoculados 

com 5mL do pré-inóculo acrescidos de 45mL de meio de cultura, e então mantidos em 

agitação constante de 150 rpm a uma temperatura de 28 ºC. O crescimento celular foi 

determinado pela densidade óptica a 600nm, medidos em espectrofotômetro, e as 

unidades formadoras de colônias (UFC) foram determinadas por diluições em série (1:10), 

em NaCl 0,85 % acrescido de Tween 80 (1g.L-1), e então cultivados em meio LB sólido 

para desenvolvimento e contagem das colônias, modificado de (TRUJILLO-ROLDÁN et 

al., 2013).⁠ O pH dos meios foi avaliado com a utilização do phmêtro DL- pH® , onde 

retirou-se amostras durante o período de crescimento e avaliação da curva. 

Para os volumes 2 (500mL) e 3 (5000mL) do pré-inóculo, da biomassa crescida foi 

transferida para o Erlenmeyer seguinte 10% do volume final deste recipiente como inóculo, 

e o restante composto pelo meio de cultura proposto. Durante esse processo, foram 

avaliados a densidade óptica, plaqueamento e contagem das células viáveis (UFC), pH e 

temperatura do meio de cultura. Foram coletadas amostras para a avalição dos 

parâmetros de crescimento durante as primeiras 12 h de cultivo, com intervalo de 2h entre 

cada amostragem.  

Como os isolados 7 e 45 pertencem ao mesmo gênero (Burkholderia), optou-se 

pelo isolado 45 para a realização das avaliações do escalonamento. 

 

4. RESULTADOS  

4.1 Caracterização bioquímica dos isolados.  

 Os dados obtidos para a caracterização bioquímica dos isolados, estão 

demonstrados nas Tabela 1, e a morfologia dos isolados crescidos em meio LB estão 

dispostos na Figura 1. 

 Nenhum dos isolados demonstrou inibição no crescimento nos meios contendo de 

1 a 10% de glicose. Em relação à salinidade, os isolados 36 e 45 foram inibidos pela 

concentração de 10% de NaCl, enquanto o isolado 7 demonstrou maior sensibilidade não 

crescendo em concentrações maiores que 5% NaCl. Em relação à temperatura, apenas 

o isolado 45 não apresentou crescimento em temperatura de 37 °C. Os isolados 7 e 45, 

avaliados numa faixa de pH entre 4.0 e 9.0, apresentaram desenvolvimento e crescimento 
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característico no meio de cultura até o pH de 8, enquanto o isolado 36 cresceu apenas 

entre os pH’s 5.5 e 7. 5. 

 
Tabela 1. Parâmetros bioquímicos dos isolados avaliados  

Tolerância 
NaCl 

Tolerância 
Glicose 

Temperatura Faixa 
de pH 

IS (K) IS (P) 

Isolado 
7 

1 até 2% 1 até 10% 25-37°C 4,0 – 
8,0 

0.00b 3.35±0.40 a 

Isolado 
36 

1 até 5% 1 até 10% 25-37°C 5,5 – 
7,5 

6.90±1.86a 0.00b 

Isolado 
45 

1 até 5% 1 até 10% 25-30°C 4,0 – 
8,0 

0.00b 3.21±0.27a 

IS- Indice de solubilização, P-Fósforo, K-Potássio 
Fonte: Autor, 2023. 
 
 

Figura 1. Macromorfologia dos isolados cultivados em meio LB 

 

Isolados cultivados em meio LB sólido. A- Isolado 7, B- Isolado 36, C- Isolado 45. Fonte: Autor, 2023. 

 

Dos isolados avaliados, apenas 2 (isolados 7 e 45) apresentaram capacidade 

solubilizadora similar demonstrando IS em torno de 3,0 (Figura 2). Já, para solubilização 

de Potássio em meio Aleksandrov sólido, apenas o isolado 36 apresentou resposta 

positiva. A análise de média dos resultados foi avaliada por teste de Tukey a 5% de 

significância. 

 
 
 



20 
 

      
 

Figura 2. Aspecto visual da capacidade solubilizadora dos isolados 

 
A- Meio NBRIP antes e após inoculação do isolado 7, em quadruplicata na placa. B- Meio Aleksandrov 
antes a após inoculação do isolado 36, em quadruplicata na placa. Fonte: Autor (2022) 

 

  

Nenhum dos isolados apresentou oxidase positiva e, pelo método de cultura 

pareada, usada para verificar o potencial de biocontrole dos isolados, apenas o isolado 

36 apresentou inibição parcial de crescimento do fungo Trichoderma sp, enquanto os 

isolados 7 e 45 não apresentaram inibição aparente (Figura 3). Também, nenhum dos 

isolados apresentou atividade hemolítica  

 

Figura 3. Antagonismo do isolado 36 com Trichoderma sp. 

 

Capacidade antagônica do isolado 36 ao crescimento de Trichoderma sp. Verso e frente da placa, 

respectivamente. Fonte: Autor, 2023. 
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4.2 Caracterização molecular dos isolados avaliados 

O DNA genômico dos 3 isolados bacterianos foi extraído e submetido a reação 

de PCR (reação em cadeia da polimerase) para amplificação de seus genes 16S rDNA. 

Essa reação foi realizada com os pares de oligonucleotídeos 27F e 1492R originando uma 

banda de aproximadamente1500bp.  

Os resultados estão apresentados na Tabela 2. Essa análise apresentou valores 

de identidade variando entre 92% e 98%, sendo o isolado 7 foi o que apresentou a menor 

identidade e o isolado 45, o maior valor (98%).   Os isolados 7 e 45 foram caracterizados 

como pertencentes ao gênero Burkholderia sp, e o isolado 36 como Bacillus, e 

especificamente Bacillus velezensis, com identidade de 95%. Das sequencias obtidas 

para os gêneros Bacillus e Burkholderia foi feita uma comparação filogenética com vários 

type strains para a conferência da classificação taxonômica (Figura 4). Como resultados 

obtidos, observou-se que os isolados pertencem à classificação dentro da família 

Bacillaceae, phylum Fimicutes como era esperado, após análise das sequências na 

plataforma Blast, do NCBI. 

Tabela 2. Análise taxonômica dos isolados avaliados 

Isolado Classificação 
Tamanho do 
fragmento 

E value 
% 

identidade 
Acesso no 
Genbank 

7 Burkholderia sp 1494 1e-138 92.70% NR_037046.1 

36 Bacillus velezensis 1407 0.0 95% OP584969.1 

45 Burkholderia sp. 1527 0.0 98% NR_102890.1 

Fonte: Autor, 2023. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037046.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N99UKT8H013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102890.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=XHNTTSZS013
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Figura 4. Dendograma de similaridade dos isolados construídos a partir dos dados moleculares. A. Isolados 7 e 45 e B. Isolado 36. Os números em cada forquilha representam os 

valores de Boostrap. Fonte: O autor (2023).
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4.3 Parâmetros microbiológicos para Escalonamento 

Os dados obtidos dos parâmetros de crescimento bacteriano para o escalonamento 

da produção nos três volumes (50 mL, 500 mL e 5000 mL) estão demonstrados na Figura 

5.  

 Para o isolado 45 (Burkholderia sp.) foi possível observar que para o volume de 50 

e 500 mL, na primeira hora de cultivo, a concentração de células viáveis foi similar (7x107 

e 1x108 UFC.mL-1, respectivamente), evidenciada nos pontos em razão de UFC.mL-1, 

enquanto, para o volume de 5L a concentração de células viáveis foi 10 vezes inferior 

(2x106 UFC.mL-1). Após 12 h de cultivo, o valor da DO foi de 2,2 (50mL), 1,8 (500mL) e 

0,2 (5000mL) correspondendo a uma UFC de 1,9x1011; 1,5x1011 e 1x109, respectivamente. 

Durante o cultivo dos 3 diferentes volumes, o pH se manteve entre 6,5 e 7,7, e a 

temperatura entre 22 ºC e 26 ºC. 

 Para o isolado 36 (Bacillus velezensis), a concentração inicial de UFC foi de 1x107 

e 8x106 UFC.mL-1, para os volumes de 50 e 500 mL de cultivo, respectivamente. Porém, 

nesta espécie, houve uma diminuição na UFC na ordem de 10x em volume de 500mL, 

demonstrando uma maior sensibilidade às condições de crescimento, provavelmente nas 

condições de transferência de oxigênio. No volume de 5L, a DO inicial foi de 0,130 com 

uma UFC de 2,6x106. Após 12 h de cultivo, o valor da DO foi de 2,0 (50mL), 1,6 (500mL) 

correspondendo a uma UFC de 2x109; 1x109, respectivamente. No maior volume, a DO 

final foi de 0,270, porém os dados de UFC não puderam ser quantificados. Os valores 

obtidos para o pH do meio permaneceram entre 6,5 e 7,4, e a temperatura na faixa de 

22ºC a 25 ºC. 
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 Figura 5. Parâmetros microbiológicos dos isolados avaliados. 

 

(A-C) Curva de crescimento do isolado 45 (Burkholderia sp.) (D-F) Isolado 36 (Bacillus velezensis) nos diferentes volumes avaliados (50, 500 e 5000mL). 

Fonte: Autor, 2023
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Atualmente, há uma tendência para o uso de novas tecnologias, 

principalmente voltadas para processos biológicos, para reciclagem e 

aproveitamento eficiente de resíduos orgânicos que podem ser metabolizados 

por diversos microrganismos como fonte de energia (MAZUCOTTELII, 2013). O 

primeiro passo neste processo, é a caracterização enzimática e molecular para 

a escolha da melhor espécie ou estirpe e adequação das condições de cultivo 

comercial (BASHAN et al.,2014). Os isolados 7 e 45 caracterizados como 

pertencentes ao gênero Burkholderia sp., e o isolado 36 como Bacillus, 

especificamente Bacillus velezensis, ambos compõem a coleção de isolados 

endofíticos do Labiogen e foram isolados de culturas comerciais. 

Em relação às condições ótimas de crescimento, o fator mais limitante foi 

a salinidade, onde concentrações maiores que 5% inibiram o crescimento. Entre 

os isolados, o gênero Burkholderia apresentou a maior limitação pela 

concentração salina (>2%) e temperaturas (>30ºC), enquanto para Bacillus 

velezensis, o fator mais limitante foi o pH sendo a faixa ideal entre 5,5 e 7,5. 

Robertson et al., (2010) observaram o crescimento de cepas de Burkholderia 

pseudomallei numa faixa de temperatura entre 20 e 40 ºC. Os autores avaliaram 

também o efeito da variação de pH, entre 3 a 7, e observaram que esta espécie 

apenas não se desenvolveu no pH mais ácido testado (3.0), similar aos 

resultados encontrados. Em relação ao stress de crescimento por salinidade 

(NaCl), os autores observaram que Burkholderia cresceu em meio com até 4% 

de NaCl, embora apresentasse valores de UFC menores. Outros autores 

observaram que o crescimento satisfatório de B. pseudomallei, ocorreu em pH 

de 4 a 7, com menores concentrações celulares em pH 8 e salinidade até 2,5%, 

corroborando com os resultados encontrados para o isolado 7 e 45 

(Burkholderia). (WANG-NGARM; CHAREONSUDJAI; CHAREONSUDJAI, 2014). 

WEKESA et al (2022) ao caracterizarem isolados Bacillus velezensis 

observaram que o crescimento foi otimizado em pH 7.0 a 8.5, havendo 

crescimento até pH10. Os autores também relataram que as melhores 

temperaturas para esta espécie foi entre 30−35 ◦C, e uma salinidade entre 0–0.5 

M NaCl .LI et al., (2020) caracterizou uma cepa de B. velezensis, com 

crescimento satisfatório num espectro de temperatura entre 25 e 37ºC e pH de 

5 a 9, além disso a cepa testada cresceu em concentrações salinas superiores 

a 20%. 
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Em relação à capacidade solubilizadora de B. velezensis, SETIAWATI et 

al.,( 2022) observaram IS de K similares aos obtidos para a cepa avaliada neste 

trabalho (de até 1,93). Os autores também observaram crescimento bacteriano 

e solubilização de P e K em meios com até 3% de salinidade. WESEKA et al 

(2022) observaram capacidade solubilizadora de P em duas estirpes de B. 

velezensis avaliadas mostrando que nem todos os isolados do mesmo gênero 

apresentaram a mesma capacidade bioquímica ou enzimática. Isso pode ser 

parcialmente explicado pela transferência horizontal de genes tornando os 

genomas bacterianos mais dinâmicos por meio de ganhos e perdas de genes 

(Bedhomme et al 2019) . 

Bactérias do gênero Burkholderia são amplamente descritas na literatura, 

caracterizadas pelo seu potencial como PGCP, atuando principalmente como 

bioestimulantes e solubilizadoras de fosfato (CRUZ et al., 2001; GHOSH et al., 

2016; SHAHID; KHAN, 2018; SUN et al., 2020; YOU et al., 2020) e produtoras 

de metabólitos de interesse. SONG et al (2008) observou em B. cepacea, a 

produção de ácido glicônico, causada pela atividade da glicose desidrogenase. 

A concentração desta enzima no meio de crescimento foi afetada pela regulação 

do fosfato e seria o provável mecanismo de solubilizacão do P. 

Em relação ao escalomento laboratorial, os dados obtidos demonstram que 

o volume de meio de crescimento influencia o crescimento bacteriano. O maior 

efeito foi observado nos valores da DO que foram menores à medida do aumento 

do volume nos diferentes pontos avaliados (horas). No entanto, esta diminuição 

não acarretou numa diminuição proporcional nos valores das UFC (ordem de 

grandeza) que permaneceram inalteradas para os volumes de 50 e 500 mL em 

109 e 1011, respectivamente para a Bacillus e Burkholderia. No entanto, o 

aumento de 100x no volume (50 para 5000) promoveu reduções nos valores de 

DO e de UFC, o que pode ser parcialmente explicada pela dificuldade de 

agitação do Erlenmeyer de maior volume (5L), e da diferença de headspace 

entre este e os primeiros, garantindo uma menor troca de oxigênio do meio 

(TRUJILLO-ROLDÁN et al., 2013). A não proporcionalidade entre os valores de 

DO e o número de UFC, apontam que protocolos que se baseiam apenas na 

quantificação da DO podem trazer valores super ou subestimados da UFC 

dependendo do volume de cultivo utilizado. 
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5. CONCLUSÕES 

1- Os isolados 7 e 45 foram solubilizadores de P enquanto o isolado 36 foi 

solubilizador de K. 

2-A salinidade foi o fator mais limitante para o crescimento dos isolados: o 

isolado 7 apresentou maior sensibilidade ao crescimento em condições salinas 

(<5%) e os demais em até 5% de salinidade; 

3- Nenhum dos isolados apresentou capacidade hemolítica ou de produção de 

oxidases e apenas o isolado 36 foi parcialmente antagônico ao Trichoderma. 

4- Os isolados 7 /45 e 36 foram classificados taxonomicamente como 

pertencentes ao gênero Burkholderia sp. e à espécie Bacillus velezensis, 

respectivamente. 

5- Os dados obtidos demonstram que o volume de meio de crescimento 

influenciou o crescimento bacteriano. Não houve proporcionalidade entre os 

valores de DO observados e o número de UFC, demonstrando que protocolos 

que se baseiam apenas na quantificação da DO podem trazer valores super ou 

subestimados da UFC dependendo do volume de cultivo utilizado.  
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