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Resumo

Os meios de culturas possuem uma alta gama de nutrientes que os tornam ideais para a analise de
crescimento bacteriano. A concentragdo e condicao de cultivo de seus compostos, influenciam
diretamente na produgao e analise de produtos obtidos de fermentacdes de cepas microbianas. Neste
contexto, o estudo realizado visa compreender qual o potencial de crescimento da cepa AG15
diferentes fontes de carbono: glicose, lactose e sacarose. O pré-inoculo foi preparado adicionando-se
os microrganismos a solugio de cloreto de sodio (0,9%) na concentracdo de 0,5 g-L™!. Uma aliquota de
5 mL da dilui¢do foi transferida para o meio de cultura e incubada em estufa tipo shaker a 120 rpm e
32 °C, por um periodo de 24 horas. As amostras foram analisadas ao decorrer do processo
fermentativo e os resultados mostraram crescimento semelhante dos microrganismos nos meios com
glicose e sacarose e uma inferioridade no meio com lactose.
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INTRODU(;AO

A partir da evolugdo da espécie humana e a fixagdo territorial, a agricultura se destacou por
assegurar a alimentagdo e o fornecimento de matérias-primas e insumos para a produ¢do em diversos
setores industriais. Atualmente, ¢ a principal atividade fomentadora da economia em escala global, e tem
o Brasil como um dos destaques em produgdo e exportacdo de bens primdrios.

Em contrapartida, as técnicas convencionais juntamente com a pratica agricola em escala
industrial, desencadearam diversos problemas ao meio ambiente. Um exemplo de prejuizo causado pelos
métodos errdneos da agricultura brasileira ¢ explicado em um levantamento realizado entre os anos de
2012 a 2016, a respeito do consumo de pesticidas utilizados no pais. Os dados mostram a classificacao
da toxicidade dos agrotéxicos em que 15% ¢ extremamente toxico, 25% altamente toxico, 35%
mediamente toxico e 25% pouco toxico (Pignati, 2017)

Desde entdo, a agricultura sustentdvel tornou-se um tema de grande relevancia na politica
ambiental. Toda essa sustentabilidade envolve a aplicagdo de técnicas adequadas e conscientes para
conservacao e preservagao de solos, agua e plantagdes. Foi a partir disso que se criou o Programa
Nacional de Bioinsumo, pelo Ministério da Agricultura e Agropecudria (MAPA) em 2020.

Os bioinsumos sdo hoje, a nova promessa tecnoldgica que reconcilia interesses agropecuarios e
oferece solugdes inovadoras, reduzindo o uso expressivo de compostos tOxicos € nocivos tanto ao
ambiente quanto a saude humana.

O termo — bioinsumos - ¢ definido pela Embrapa como “produtos ou processos agroindustriais
desenvolvidos a partir de enzimas, extratos (de plantas ou microrganismos), microrganismos,
macrorganismos (invertebrados), metabdlitos secundarios e feromonios, destinados ao controle
bioldgico, sendo também ativos voltados a nutri¢do, promotores de crescimento vegetativo, mitigadores
de estresses bidticos e abidticos e substitutivos de antibidticos.”

Nota-se que estes produtos bioldgicos fazem parte de todos os sistemas produtivos, desde
producdo animal e vegetal até processos de poOs-colheita e processamento (Carvalho Vidal, 2021).
Ademais, o Brasil novamente se destaca na aplicacdo e exportagdo desse tipo de manejo, movimentando
a economia com cerca de 1 bilhdo de reais por ano e um crescimento anual superior a 10%.

Um importante grupo de bioinsumos que tem se tornado uma realidade cada vez mais comum,
sao os biofertilizantes. Seu uso pode ser pela introdu¢ao de comunidades microbianas antagonistas a

fitopatégenos do solo ou pela promocdo de melhor desenvolvimento da planta. Dentre os
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microrganismos aplicados para a producao, se destacam aqueles com capacidades multifuncionais, isto
¢, capazes de produzir enzimas e/ou substancias que favorecam o crescimento e protecao das plantas.
As bactérias multifuncionais, sd3o comumente encontradas na rizosfera e possuem caracteristicas de
biofertilizagdo, como a fixagcdo de N2 e solubilizacdo de fosfato pela produgdo de 4cidos organicos.

Os microrganismos comumente citados sdo seres simples e procariontes, € a complexidade e
especificidade de cada espécie gera diferentes comportamentos e resultados nos processos fermentativos
e por isso a metodologia nao pode ser padronizada.

Por conseguinte, ¢ de extrema importancia a analise e o estudo da cinética de crescimento dos
microrganismos. A obtencdo desses dados, permite um melhor direcionamento da metodologia para a
producdo do biofertilizante, que, por consequéncia, aumenta a eficicia do produto que serd
comercializado.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi analisar o crescimento microbiano no meio
fermentativo variando a fonte de carbono, para posteriormente, desenvolver a producdo e aplicagdo no

setor agricola.

METODOLOGIA

O processo pré-fermentativo consistiu no isolamento de uma cepa bacteriana de plantas de
Agave (AG), colhida em Sumé-Paraiba, conforme (Baldani e colaboradores, 2014) com modificagdes,
e armazenada no Nucleo de Processos Biotecnologicos (NUCBIO) da Faculdade de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. Para identificacdo da cepa e seu potencial de fixagdo
de nitrogénio, o material foi coletado e diluido em solugdo salina (NaCl) (0,9%) com Tween 80 (1 g L~
1) e plaqueado em meios de cultura Jensen - livre de N2 - com azul de bromotimol em pH 6,8 (Shomi;
Uddin; Zerin, 2021) e meio malato, livre de Nitrogénio (NFMM) em pH 7,3 (Shameem et al., 2023).
Pos estriagem, a cepa AG15 foi cultivada por cinco dias a 30 °C e a técnica de Gram (Vermelho et al.,
2019) foi utilizada para analise de em microscopio.

O meio de cultura utilizado para a fermentacao fornece todos os nutrientes fundamentais para o
crescimento bacteriano: substrato, peptona, extrato de levedura e cloreto de sodio. As fontes de carbono
foram variadas em glicose, sacarose ¢ lactose e se manteve a concentragdo dos demais nutrientes.

Inicialmente, o microrganismo AG15 foi mantido em placa de Petri em meio batata dextrose
agar (BDA) pH 6,8. O pré-indculo foi preparado adicionando-se os microrganismos a solugdo de cloreto

de sodio (0,9%) na concentragdo de 0,5g L!. Uma aliquota de SmL foi transferida para um erlenmeyer
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contendo 150 mL de meio de cultura e incubado em estufa tipo shaker a 120 rpm e 32 °C por 24 horas.

O crescimento celular foi quantificado ao decorrer do processo fermentativo, no intervalo de 0, 2, 4, 8,
12 e 24 horas, por turbidimetria a 600 nm em espectrofotometro. Além disso, o consumo de agucar foi
quantificado em cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) - Shimadzu LC-20A Prominence model
utilizando fase movel acido fosforico 1% a 0,5 mL/min, deteccdo por Indice de refracdo, coluna
Supelcogel C640H e temperatura 32 °C. Avaliou-se, também, o comportamento do pH ao longo do
processo.

Finalizadas as 24 horas de incubagao, toda a cultura celular foi centrifugada por 10 minutos a
8.000 rpm. O sedimento foi cuidadosamente lavado com solu¢do de NaCl (0,9%) e ressuspenso em
solugdo de peptona (1%) na concentragio de 34 g L'!. Os dados foram analisados no Statistics 7 e os

graficos plotados pelo software Origin 2018.
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R_ESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, verificamos que o AG15 apresentou bom indice de crescimento no meio proposto.
Os resultados revelaram que o crescimento celular foi substancial, conforme ilustrado na Figura O1.
Observou-se que o inicio do crescimento celular ocorreu aproximadamente 8 horas ap6s o inicio do
processo fermentativo, € seu pico maximo de crescimento no periodo de 24 horas. Nota-se também, um

declinio significativo da quantidade de glicose no meio a partir de 4 horas, jJuntamente com a queda no
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indice de pH. Podemos afirmar que o esgotamento do agucar ocorre apds 12 horas, com células ainda

com potencial de crescimento e pH estavel na faixa de 5 a 6.
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Figura 01: Potencial de crescimento da cepa AG15 em meio de cultivo com glicose

O meio com lactose revelou um baixo indice de crescimento celular (Figura 02). Os indices de
pH mostraram uma pequena queda de 7,5 para 6, indicando a produgao de compostos acidos durante o
processo fermentativo. As células tiveram pequena variagdo de crescimento, o qual ¢ iniciado no
periodo de 4 horas, mas sem valor significativo. Seu alto indice de expansao ¢ visualizado no fim da
fermentagdo. A Figura 02 evidencia a queda da concentracao de lactose, porém a diminui¢do se mostrou

pequena, 30%, evidenciando dificuldade do microrganismo em consumir essa fonte de carboidrato.
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Figura 02: Potencial de crescimento da cepa AG15 em meio de cultivo com lactose
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Como os resultados obtidos apresentaram diferengas significativas, entre as andlises de um

monossacarideo (glicose) e um dissacarideo (lactose), realizou-se 0 mesmo experimento com outro
dissacarideo, a sacarose (Figura 03). A célula teve bom potencial de crescimento, tendo inicio em 4
horas de fermentacdo e maior indice em 24 horas. O pH caiu constantemente em todo o processo
fermentativo, com inicio em 7,38 e final a 5,29. A sacarose foi totalmente consumida em todo o periodo

analisado, portanto ¢ notério que o microrganismo apresentou uma preferéncia por essa fonte de

carbono.
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Figura 03: Potencial de crescimento em meio de cultivo com sacarose.

A partir das analises individuais, podemos fazer um comparativo do potencial de crescimento
da cepa AG15 sob as diferentes formulacdes de meio realizadas, como mostra a Figura 04. Nota-se uma
maior semelhanga entre o consumo dos actcares glicose e sacarose, pois ambos sofrem reducdo a partir
de 2 horas de fermentagdo e se findam apos as 24 horas do processo. Ja a lactose, ndo foi totalmente
consumida durante a fermentacao e a razdo pode ser atribuida a menor capacidade do microrganismo
em assimilar esse carboidrato, uma vez que a cepa utilizada neste estudo foi isolada do solo e sua fonte
usual de carboidrato ndo sdo os produtos lacteos. Ademais, a queda quantitativa da lactose requer

analise maior para um possivel crescimento celular em um tempo superior ao que foi estudado.
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Figura 04: Comparagdo do processo fermentativo para as trés fontes de carbono utilizadas — A
- variagao da concentragdo de substrato e B - variacao da biomassa — no decorrer do tempo.

CONCLUS()ES

O estudo evidencia a influencia que a composicao nutricional de um meio de cultura tem no
crescimento celular de um microrganismo e revela que a cepa AG15 apresenta desempenho variado em
meio com diferentes fontes de carbono.

Os resultados demonstram que a AG15 apresenta metabolismo fermentativo eficiente, com
destaque dos meios que contém glicose e sacarose como substrato. No meio com glicose, a cepa
apresenta crescimento significativo e pico maximo em 24 horas. A sacarose também se mostra uma boa
fonte de carbono, com desenvolvimento semelhante a glicose.

Em comparativo, no meio com lactose, o crescimento celular ¢ baixo, iniciado em 4h de
fermentagdo, sem aumento significativo e uma assimilagcdo de agucar de apenas 30%.

A cepa, isolada da rizosfera de agave, e sua facilidade em assimilar glicose e sacarose sugere
que o uso de residuos industriais ricos em carboidratos, como melago de cana-de-agtucar e residuos de

processamento de frutas, podem ser fontes adequadas de carbono para a produ¢do em massa da cepa
AGIS.
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