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Resumo: Bacillus subtilis sio considerados promotores de cresci-
mento de plantas, e o Bacillus caracteriza-se pela capacidade de
formar endésporos, os quais sdo tolerantes ao calor e ao frio, bem
como as condi¢des extremas de pH, a pesticidas, fertilizantes e ao
tempo de estocagem. Atualmente ha um forte apelo para a utiliza-
¢éo de produtos bioldgicos pelos agricultores e diversos produtos
contendo como ingrediente ativo espécies do género Bacillus vém
sendo utilizados. Diante da demanda crescente pelo uso de produtos
bioldgicos, neste estudo objetivou-se avaliar os pardmetros de cres-
cimento de B. subtilis em diferentes meios de cultura com o intuito
de adequar as condigdes de crescimento desse microrganismo em
pequena e média escala, em laboratorio. Para avaliagdo da producéo
de B. subtillis, utilizaram-se o meio de cultura caldo nutriente, dois
meios comerciais, e um meio testado apenas em laboratdrio, com
e sem agitagdo, em diferentes pH a temperatura de 28 °C. Nos trés
testes obtiveram-se resultados de crescimento, entretanto, conclui-
-se que o Bacillus subtilis apresentou melhor crescimento no meio
comercial 2, sob agitacdo de 120 rpm, a 28 °C, em pH 7,8.
Palavras-chave: Crescimento microbiano. Exigéncias nutricionais.
Microrganismos.
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Abstract: Bacillus subtilis are considered plant growth promoters,
and Bacillus is characterized by the ability to form endospores, which
are tolerant to heat and cold, as well as extreme pH conditions, pes-
ticides, fertilizers and weather of storage. Currently there is a strong
call for the use of organic products by farmers and several products
containing species of the Bacillus genus as an active ingredient are
being used. Given the growing demand for the use of biological
products, this study aimed to evaluate the growth intervals of B.
subtilis in different culture media with the aim of adapting the growth
conditions of this microorganism on a small and medium scale, in
the laboratory. To evaluate the production of B. subtillis, the nutrient
broth culture medium, two commercial media, and a medium tested
only in the laboratory, with and without improvement, at different
pH at a temperature of 28°C were used. In the three tests we obtained
growth results, however, we concluded that Bacillus subitilis showed
better growth in commercial medium 2, under improvement of 120
rpm, at 28°C, at pH 7.8.

Keywords: Microbial growth. Nutritional requirements. Microot-
ganisms.

INTRODUCAO

A microbiota do solo tem um importante papel na qualidade
do solo, na participagdo da ciclagem de nutrientes e na produgao
vegetal, seja de forma direta ou indireta, através do estabelecimento
de associagao com as plantas. Para conhecimento dos microrganis-
mos presentes no solo sio feitas andlises, para as quais é necessario
o uso de meios de culturas de crescimento especifico para cada
género de microrganismo.

A microbiota do solo refere-se ao conjunto diversificado de
microrganismos que habitam o solo, incluindo bactérias, fungos,
protozoarios, virus e outros organismos microscépicos. Essa co-
munidade microbiana desempenha um papel fundamental na
qualidade e na satude do solo, influenciando diversos processos e
fungdes essenciais para os ecossistemas terrestres e para a agri-
cultura sustentavel.



1.

PAPEL DA MICROBIOTA DO SOLO NA QUALIDADE

DO SOLO

1.

2.

Ciclagem de nutrientes: Os microrganismos do solo sdo
responsaveis pela decomposi¢do da matéria organica, con-
vertendo residuos de plantas e animais em nutrientes mi-
nerais essenciais, como nitrogénio, fésforo e enxofre. Esses
nutrientes sao entdo disponibilizados para as plantas, con-
tribuindo para a fertilidade do solo.

Fixacdo de nitrogénio: Algumas bactérias do solo sdo ca-
pazes de fixar o nitrogénio atmosférico, convertendo-o em
formas que as plantas podem utilizar. Isso é crucial, pois
o nitrogénio ¢ um nutriente vital para o crescimento das
plantas e muitas vezes limitado nos sistemas naturais.
Controle de doengas: Certos microrganismos do solo atu-
am como agentes de biocontrole, suprimindo patégenos de
plantas ao competir por espago e nutrientes ou produzir
substincias antimicrobianas.

. Estrutura do solo: Fungos e actinobactérias formam redes

complexas de filamentos (micélio) que ajudam a estabilizar
a estrutura do solo, promovendo a agregacao e a porosidade.
Isso melhora a infiltracao de dgua e a retengdo de nutrientes,
essenciais para o crescimento das plantas.

. Degradadores de poluentes: Alguns microrganismos tém a

capacidade de degradar compostos toxicos, como pesticidas
e poluentes organicos, contribuindo para a descontaminagao
do solo.

Ciclo da agua: A microbiota do solo influencia a dindmica
da agua no solo, afetando a capacidade de armazenamento
de agua e a disponibilidade para as plantas.

IMPORTANCIA NA AGRICULTURA E NA

SUSTENTABILIDADE AMBIENTAL

Aumento da Produtividade Agricola: A gestao adequada da
microbiota do solo pode aumentar a produtividade das cultu-
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ras ao melhorar a disponibilidade de nutrientes e a resisténcia
a estresses bioticos (doencas) e abidticos (seca, salinidade).
« Sustentabilidade: Promover a diversidade e a satide da micro-
biota do solo é essencial para praticas agricolas sustentaveis,
reduzindo a dependéncia de fertilizantes quimicos e pesticidas.
» Sequestro de carbono: A microbiota do solo desempenha
um papel crucial no ciclo global de carbono, armazenando
carbono orgénico no solo na forma de matéria orgénica
estavel, ajudando a mitigar as mudangas climaticas.

A microbiota do solo é um componente vital dos ecossiste-
mas terrestres, influenciando diretamente a qualidade do solo, a
produtividade agricola e a sustentabilidade ambiental. Investir na
compreensao e na gestdo sustentavel dessa comunidade microbiana
¢ essencial para promover praticas agricolas resilientes e ambiental-
mente responsaveis, garantindo assim a satide continua dos solos e
dos ecossistemas em todo o mundo (Tiedje, 1993; Coleman et al.,
2004; Sylvia et al., 2005).

Bactérias do género Bacillus sao consideradas rizobactérias pro-
motoras de crescimento de plantas, e o Bacillus subtilis caracteriza-se
pela capacidade de formar enddsporos, os quais sao tolerantes ao
calor e ao frio, bem como as condi¢oes extremas de pH, a pestici-
das, fertilizantes e ao tempo de estocagem (Kloepper et al., 1992;
Kloepper, 1997).

As caracteristicas principais do género sao: bacilos gram-posi-
tivos, células com a forma de bastonetes retos, aos pares ou cadeias
com extremidades arredondadas ou um angulo reto; saio mdveis por
meio de flagelos peritriquios; possuem enddsporos ovais ou, algumas
vezes, redondos ou cilindricos, sendo muito resistentes as condi¢oes
adversas, tais como calor e baixos niveis de umidade; sdo aerdbios
ou aerdbios facultativos e a maioria das espécies encontradas em
laboratdrio sdo sapréfitas (Melo, 2000).

No ambito da agricultura existem diversos produtos contendo
como ingrediente ativo espécies do género Bacillus, como exemplo,
Bacillus thuringiensis (DIPEL, Abbot Co.- USA), Bacillus sphaericus



(BIOBAG, ICI - Alemanha) e Bacillus subtilis (KODIAK, Gustafson
Inc. - USA). Esses produtos tém sido utilizados com fins de controle
biolégico, em varios paises do mundo.

Diante da demanda crescente pelo uso de produtos bioldgicos,
neste estudo objetivou-se avaliar os parametros de crescimento de
Bacillus subtilis em diferentes meios de cultura, a fim de adequar
as condi¢oes de crescimento desse microrganismo em pequena e
média escala, em laboratério.

3. DESENVOLVIMENTO

O género Bacillus sdo bactérias autdctones do solo, do tipo
gram-positivas, aerobias facultativas, nao fotossintetizantes e com
maior atividade em temperaturas médias de 25 a 35° C, mas com
alta capacidade de produzir enddsporos quando em condigoes
adversas. O Bacillus subtilis ¢ uma das 40 espécies que compdem o
género Bacillus (Li et al., 2009; Paul, 2014).

Além da secregdo de metabdlitos extracelulares de grande rele-
vancia, B. subtilis desempenha fungdes de alta aplicabilidade na area
agricola. Estudos comprovaram sua interagao mutualistica benéfica
com o rizoma de vegetais, o que o classifica como um biorregulador
e promotor do crescimento de plantas. Surge, entdo, o interesse
em encontrar um meio nutritivo que forneca condi¢des para sua
atividade plena (Alves et al., 2007; Vinoj et al., 2011).

A promogao de crescimento ocasionada por B. subtilis é con-
sequéncia do aumento da fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de
nutrientes, sintese de fitormdnios e melhoria das condi¢cées do solo.
Além dos beneficios indiretos pela supressiao desse ambiente contra
microrganismos maléficos. Adicionalmente, a associagao benéfica
proporciona o aumento fisioldgico de metabolitos que desenca-
deiam a sensibilidade do sistema radicular as condi¢des externas,
proporcionando a facilitagdo da percepcao e absor¢ao de nutrientes
(Manjula; Podile, 2005). Além de ser considerado um promotor

399



de crescimento e biorregulador, B. subtilis vem sendo estudado e
utilizado para controle biolégico.

Bacillus subtilis é uma bactéria do solo conhecida por seus be-
neficios na promogao de crescimento de plantas. Aqui estdo alguns
dos principais beneficios associados a Bacillus subtilis:

1. Producio de hormdnios de crescimento: Bacillus subtilis pode
sintetizar hormonios vegetais como auxinas, que promovem o
crescimento radicular e o desenvolvimento vegetativo.

2. Antagonismo a patdgenos: Produz compostos antimicrobia-
nos que inibem o crescimento de patégenos de plantas, como
fungos e bactérias fitopatogénicas, ajudando assim a proteger
as plantas contra doengas.

3. Indugio de resisténcia sistémica: Estimula o sistema imu-
noloégico das plantas, promovendo a resisténcia sistémica
adquirida (SAR) e aumentando a capacidade das plantas de
resistir a estresses bidticos (patogenos) e abidticos (como seca
e salinidade).

4. Promogao da nutri¢io mineral: Facilita a absor¢do de nutrien-
tes essenciais pelas plantas, como nitrogénio, fosforo e potassio,
aumentando a eficiéncia do uso de fertilizantes.

5. Melhoria da estrutura do solo: Ajuda na agregacdo do solo,
melhorando a estrutura do solo e aeragido, o que beneficia o
desenvolvimento radicular das plantas e a disponibilidade de
oxigénio.

6. Biocontrole de doencas: Além de sua atividade antimicrobiana
direta, Bacillus subtilis pode competir por nutrientes e espaco
com pat6genos no ambiente do solo, reduzindo sua incidéncia.

7. Sustentabilidade agricola: Ao reduzir a necessidade de produ-
tos quimicos como pesticidas e fertilizantes sintéticos, Bacillus
subtilis contribui para praticas agricolas mais sustentaveis e
ecologicamente corretas.

Esses beneficios fazem de Bacillus subtilis uma escolha popular
como agente de biocontrole e promotor de crescimento de plantas
em praticas agricolas modernas, ajudando a aumentar a produti-
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vidade e a sustentabilidade dos sistemas agricolas (De Souza et al.,
2015; Meena et al., 2017; Massruha et al., 2023).

Salienta-se que o maior reservatdrio de Bacillus é o solo (Melo;
Azevedo, 2000). Logo, em estudos de prospecg¢ao por novos isolados
dabactéria, a coleta de diversas amostras de solo poderia aumentar
as chances de obtencio de isolamentos promissores para a utilizagao
em programas de controle biolégico. Microrganismos da rizosfera,
conhecidos como rizobactérias, tém proporcionado defesa contra
o ataque de patogenos de solo em plantas, inclusive de fitonematoi-
des. Estirpes selecionadas de Bacillus subtilis foram relatadas como
antagonistas de espécies de Meloidogyne, podendo ser utilizadas
no manejo desse patogeno em culturas de importancia econdmica
(Weller, 1988; Meeting Jr, 1996; Sylvia et al., 2005).

Portanto, é notavel que os estudos com B. subtilis tém sido
crescentes nas ultimas décadas e seu uso tem demonstrado resulta-
dos positivos. E provavel que isso tende a aumentar, devido as suas
inumeras utilidades, explorando novas culturas e gerando novas
alternativas de manejo e, consequentemente, maior produtividade.

4. METODOLOGIA

Para a avaliagdo da produgédo de Bacilus subtillis utilizou-se o
meio de cultura caldo nutriente. O meio caldo nutriente ¢ designado
de meios de cultura gerais, visto ser adequado ao crescimento e ma-
nutencdo de varios microrganismos. A composi¢ao desse meio inclui
extrato de levedura, peptona, cloreto de s6dio, como componentes
nutritivos, e o agar, que permite a0 meio obter uma consisténcia
solida, de forma a proporcionar um suporte ao desenvolvimento
das colonias de microrganismos.

Como fonte de indculo, para o Bacillus subtilis foi utilizado o
isolado do produto comercial Rizos B. subtilis — Laboratdrio de Bio
Controle Farroupillha S.A. Fez-se dilui¢ao seriada e a contagem foi
realizada em placa de Petri contendo o meio dgar nutriente, pela
metodologia “drop plate”.
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O primeiro teste consistiu em produgao de meio em erlenmeyer
de 250 mL, contendo 100 mL do meio de cultura, onde foram
inoculadas uma algada de colonias isoladas e crescidas em agar
nutriente. Apds a inoculagdo do B. subtilis no meio de cultura, ele
foi colocado em mesa agitadora orbital (120 rpm com temperatura
de 28 * 2°C) durante trés dias, realizando-se a contagem de 12 em
12 horas, até 36 horas, da concentragdo de bactérias no meio, pelo
método de dilui¢ao seriada e contagem em placas (método da gota
“drop plate”) com meio agar nutriente.

O segundo teste foi realizado com dois meios comerciais. O
meio comercial 1 tem nas especificacdes do fabricante a recomen-
dagdo de agitagao por um periodo de 24 horas para multiplicagdo de
B. subtillis. Entretanto, para o meio comercial 2 ndo ha recomenda-
¢do especifica, portanto, agitaram-se por 24 horas ambos os meios.
Foi medido o pH inicial do meio e procedeu-se com o estudo com
controle de pH 6,8 e 7,8, totalizando 8 tratamentos:

e Meio comercial 1 nas condi¢des de:

1 - pH 6,8, sob agitacdo de 120 rpm, a 28°C;

2 - pH 7,8, sob agitagdo de 120 rpm, a 28°C;

3 - pH 6,8, sem agitacdo, em temperatura ambiente;
4 - pH 7,8, sem agitagdo, em estufa a 28°C.

o Meio comercial 2 nas condig¢des de:
1 - pH 6,8, sob agitagao de 120 rpm, a 28°C;
2 - pH 7,8, sob agitagdo de 120 rpm, a 28°C;
3 - pH 6,8, sem agitagdo, em temperatura ambiente;
4 - pH 7,8, sem agitagdo, em estufa a 28°C.

O terceiro teste foi realizado com meios de cultura propostos
por Wijesinghe et al. (2011), sendo eles preparados com 20g/L de
levedura acrescidos com 20g/L de sacarose, e o outro 50g/L de le-
vedura acrescidos com 30g/L de agticar mascavo, com pH 6,6 € 6,9,
respectivamente, sem corre¢do. Em cada meio, foi colocada uma
aliquota de 0,5 mL do indculo de B. subtilis e, em seguida, coloca-



dos para agitar por 24 horas, 120 rpm a 28 °C. Apds, foi realizando
a contagem de unidades formadoras de colonias, pelo método de
dilui¢ao seriada e contagem em placas (método da gota “drop plate”)
com meio agar nutriente.

A analise dos resultados, para todos os testes, foi realizada com
contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs), com uso de
contador automatico, em placas de Petri, de 90 x 15 mm, com meio
agar nutriente, acondicionadas em incubadora por 24 horas.

5. DISCUSSAO E RESULTADOS

Para o teste um, nas quatro leituras realizadas, nota-se que o
nimero de unidades formadoras de Bacillus subtilis no tempo zero
foi de 4,44x104, considerada baixa, seguida do melhor resultado em
12h, com 9,94x107 UFC/mL. Em contrapartida, observou-se que
apos a agitacdo de 24 horas obteve-se um resultado de 5,94x107, e
no quatro tempo de leitura apresentou 7,33x107 UFC/mL (Tabela 1).

Tabela 1 - Crescimento de Bacillus subtilis em diferentes tempos em meio
agar nutriente

0 4,44x104
12 9,94x107
24 5,94x107
36 7,33x107

Fonte: Elaborado pelos autores.

No entanto, o crescimento de B. subtiis é limitado por fatores
como disponibilidade de nutrientes, temperatura e pH do meio am-
biente. Em laboratdrio, sob condigdes controladas, o crescimento do
Bacillus subtilis pode ser bastante robusto, especialmente se forneci-
dos os nutrientes adequados e as condi¢oes ideais de temperatura e
pH. A tendéncia de crescimento pode seguir um padrao exponencial
inicialmente, onde a popula¢iao aumenta rapidamente enquanto os

403



404

nutrientes sdo abundantes. Posteriormente, pode estabilizar-se a
medida que os nutrientes se tornam limitantes ou quando outros
fatores ambientais interferem no crescimento (Stanier et al., 1986;
Hyman; Leighton, 2003, Anh et al., 2017).

Portanto, a tendéncia de crescimento do Bacillus subtilis de-
pende das condic¢des especificas do ambiente em que esta sendo
cultivado, mas geralmente é uma bactéria que pode se reproduzir
vigorosamente em condi¢des laboratoriais apropriadas (Hyman
et al., 2010).

No segundo teste, 0 meio comercial 1 ndo favoreceu a multi-
plicagdo do B. subtilis, apresentando baixos numeros de unidades
formadoras de coldnia, quando comparados ao observado no meio
comercial 2 (Tabela 2).

Tabela 2 — Crescimento de Bacillus subtilis em dois meios comerciais com
variacdo de pH e agitacio, durante 24 horas de incubacao

Meio Comercial 1 Meio Comercial 2
Tratamento
UFC/mL

Agitagdo 120 rpm — 28°C 0,00x10° 1,61x10°
Agitacio 120 rpm — 28°C 78 7.72x10° 2,75x108
Sem agitactio — temperatura ambiente 6,8 7,39x10° 1,74x107
Sem agitactio — estufa 28 °C 78 6,00x10° 2,80x107

Fonte: Elaborado pelos autores.

O meio comercial 1 ndo apresentou crescimento em pH 6,8,
sob agitacao de 120 rpm, a 28 °C, entretanto, apresentou o maior
crescimento, com 7,72x103 UFC/mL, em pH 7,8, nas mesmas con-
digoes de agitagdo. Para as condi¢oes sem agitacao, em temperatura
ambiente e pH 6,8 apresentou crescimento de 7,39x103, enquanto
em pH 7,8, em estufa a 28 °C, apresentou crescimento menor, de
6,00x103 UFC/mL.

No meio comercial 2 observou-se crescimento em todos os
tratamentos, sendo os resultados de crescimento maiores nos meios
sob agitacao, a 28 °C, com 1,61x108 e 2,75x108 UFC/mL, em pH 6,8



e 7,8, sendo o meio mais alcalino o com maior resultado do segundo
teste. Sem agitacao foi observado o crescimento de 1,74x107 UFC/
mL, em temperatura ambiente, sendo o menor deste teste para o
meio comercial 2, e 2,80x107 UFC/mL, em estufa a 28 °C.

O pH de crescimento do Bacillus subtilis varia dentro de uma
faixa ampla, mas geralmente é mais favoravel em pH neutro a ligei-
ramente alcalino. O B. subtilis é capaz de crescer em uma faixa de
pH entre aproximadamente 5,0 e 9,0. No entanto, seu crescimento
6timo geralmente ocorre em torno de pH 7,0 a 8,0, sendo conside-
rado neutrofilico, preferindo um pH préximo a neutralidade, mas
ainda capaz de crescer em uma ampla gama de pHs, desde que outros
fatores ambientais também sejam adequados.

O Bacillus subtilis geralmente prefere meio de crescimento sob
agitacdo em condi¢Oes laboratoriais. Existem varias razdes para isso:

1. Oxigenagdo: A agitacdo do meio promove a oxigenagao
adequada, o que ¢ essencial para o crescimento aerébico
do B. subtilis. Como muitas bactérias, o B. subtilis utiliza o
oxigénio para suas fungdes metabolicas e crescimento. A
agitacdo ajuda a dispersar o oxigénio no meio de cultura de
maneira mais eficiente do que um meio estatico.

2. Distribui¢ao de nutrientes: A agitacdo do meio ajuda na
distribui¢do uniforme de nutrientes e fatores de crescimento
no meio de cultura. Isso garante que todas as células tenham
acesso igual aos nutrientes necessarios para seu crescimento
e replicacéo.

3. Eliminagao de produtos secundarios: A agitagdo do meio
também facilita a remog¢do de produtos secundarios ou
metabdlitos que podem inibir o crescimento bacteriano se
acumularem em torno das células.

Embora o Bacillus subtilis possa crescer em meios estaticos,
especialmente em condigdes de laboratério onde as variaveis sao
controladas, a agitacao geralmente proporciona melhores condigoes
para um crescimento robusto e rapido. Portanto, em ambientes de
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laboratdrio, ¢ comum usar meios de cultura agitados para cultivar
Bacillus subtilis (Li et al., 2009; Alberts et al., 2014; Hoang et al.,
2017; Madigan et al., 2018;).

Para o terceiro teste, constatou-se que nos meios propostos por
Wijesinghe et al. (2011), o B. subtilis teve maior crescimento quando
inoculado no meio com agticar mascavo (Tabela 3).

Tabela 3 — Crescimento de Bacillus subtilis em meios de cultura de Wijesin-
ghe et al. (2011) apds 24 horas de incubacio

Meio pH UFC/mL
Extrato de levedura + agicar cristal 6,6 5,01x107

Extrato de levedura + aclcar mascavo 6,9 2,23x108

Fonte: Elaborado pelos autores.

Observa-se que o meio de cultura com agtcar cristal apresentou
5,01x107 UFC/mL, enquanto no meio com agticar mascavo o valor foi
superior, com 2,23x107 UFC/mL. Entretanto, vale ressaltar que o pH
dos meios também sao diferentes, e, sabendo-se da faixa 6tima de cres-
cimento do Bacillus subtillis ser neutrdfila, o maior crescimento pode
estar associado ao pH e ndo a fonte de carbono. Aqui estdo algumas
das diferencas principais nos meios de cultura propostos no estudo:

1. Composi¢io nutricional: Wijesinghe et al. variaram a

composi¢ao dos meios de cultura, ajustando a quantidade
e a fonte de nutrientes como peptona, extrato de levedura,
glicose, sais minerais, entre outros. A composi¢ao especifi-
ca de cada meio pode afetar tanto o crescimento quanto a
producio de metabdlitos como as bacteriocinas.

2. Condigdes de cultivo: Os pesquisadores testaram diferentes

condi¢des de cultivo, incluindo variagdes na temperatura,
pH e agitagdo do meio. Esses pardmetros influenciam a
atividade metabdlica e o crescimento do Bacillus subtilis,
bem como a produgio de substancias bioativas como as

bacteriocinas.



3. Avalia¢ido da produgio de bacteriocinas: Um dos focos
do estudo foi avaliar como diferentes meios de cultura e
condigdes nutricionais influenciam a produ¢io de bacterio-
cinas pelo Bacillus subtilis. As bacteriocinas sao peptideos
antimicrobianos produzidos por varias bactérias, incluindo
Bacillus subtilis, e tém potencial aplicagdo como agentes
antimicrobianos naturais.

4. Resultados comparativos: O estudo provavelmente apre-
sentou resultados comparativos entre diferentes formulagoes
de meios de cultura, destacando quais combinag¢des promo-
veram o melhor crescimento celular e a maior produgédo de
bacteriocinas. Isso permite identificar condi¢oes 6timas para
cultivo e produgdo em escala.

Portanto, a principal diferen¢a nos meios de cultura propostos
por Wijesinghe et al. (2011) estd na variagdo sistematica dos com-
ponentes nutricionais e das condigdes de cultivo, visando otimizar
tanto o crescimento quanto a produ¢io de bacteriocinas pelo Bacillus
subtilis. Essas variagdes sdo essenciais para entender e controlar o
metabolismo bacteriano e explorar aplicagdes biotecnoldgicas desses
microrganismos.

CONSIDERACOES FINAIS

Nas condi¢des em que o presente trabalho foi conduzido,
conclui-se que o Bacillus subtilis apresentou melhor crescimento
no meio comercial 2, sob agitacao de 120 rpm, a 28 °C, em pH 7,8.
Entretanto, para o teste 1 inferiu-se que, em meio 4gar nutriente, o
melhor crescimento se deu com 12h de incubagio, e para o teste 3,
conclui-se que o meio de cultura contendo agticar mascavo propor-
cionou melhor crescimento. Sugerem-se novos testes, com outras
conformagdes de tratamento, levando em consideragdo agitacao,
temperatura e pH para a tomada de decisio quanto a escolha e
melhores resultados no cultivo de Bacillus subtilis.
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