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RESUMO

O Brasil é considerado um dos maiores produtores agricolas, com destaque no setor
sucroalcooleiro onde a cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) é uma cultura de grande
valor bioenergético principalmente na regido Nordeste para producdo de etanol, acucar,
cachagca, fonte de biomassa (producéo energética) etc. Como é cultivada em zonas intertropicais
onde estdo sujeitas a intempéries ocasionadas pelo clima, temperatura, condi¢fes do solo e
manejo que proporcionam deficiéncias hidricas/nutricionais. Como forma de aumentar a
resisténcia a esses efeitos impostos pela seca, salinidade elevada, toxicidade de metais etc,
auxiliando na fixacdo de nitrogénio que sao utilizadas as bactérias endofiticas promotoras de
crescimento em plantas (BPCP), que possuem efeito simbidtico com as culturas
proporcionando economia produtiva com responsabilidade socioambiental. Para o crescimento
dessas endofiticas sdo utilizados meios, especificos para diazotroficas, j4 consolidados na
literatura como 0 DYGS que possui composicao sintéticas, tornando-se oneroso para processos
de escala semi ou industrial. Este trabalho avaliou o crescimento das BPCP em meios
alternativos, compostos, principalmente, por melaco de cana-de-agUcar, que é um subproduto
industrial, eficiente na producdo de biomassa em diversos processos fermentativos, tendo
destaque pelo alto teor de aclcares fermentesciveis, vitaminas, nutrientes, além do baixo custo.
Foram testados os efeitos nas taxas de crescimento de 6 meios (I & VI), diferentes quali e
quantitativamente, em comparacdo com meio de referéncia, DYGS e, 5 isolados bacterianos
(B1, B2, B3, B4 e B5), os dados foram submetidos a ANOVA e médias comparadas pelo teste
de Tukey (p = 0,05). O meio I ndo contribuiu para um melhor desenvolvimento bacteriano,
tendo resultados insatisfatorios em alguns isolados como em B3 e B4. Mas 0s demais meios
alternativos apresentarem bons desempenhos de taxas de crescimento, sendo que no isolado B1
esses valores foram superiores (0,06 h™) ao meio DYGS. E o isolado B5 sd mostrou maiores
taxas de crescimento no meio referéncia, meio VII (0,12 h't), nos demais os valores ficaram
baixos (~ 0,05 ht). Outros experimentos sdo necessarios para validacio, mas mesmo assim foi
possivel perceber potenciais formulagcdes de meios alternativos tendo melago de cana-de-agucar

como um dos principais componentes para crescimento de BPCP.

PALAVRAS-CHAVE: Meio Alternativo. Melaco. Endéfitos. BPCP. Cana-de-Acucar.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Estrutura linear e ciclica da gliCOSE. ........ccivveiieiiiiieieec e 20
Figura 2. Estrutura linear e Ciclica da frULOSE. .......c.eveeieeie e 21
Figura 3. Estrutura quimica da DeXIIana. ..........ccoererererieinieiieieee et 21
Figura 4. Estruturas quimica dos constituintes do amido, amilose e amilopectina. ................. 22
Figura 5. Estrutura quimica da D-gliCOPITAN0SE. .........cccveviiieiiieie e 23
Figura 6. EStrutura quimica da SACAIOSE. ........c.ccverueiierieeiesee st estesee e ee e se e e sreeeesneesaes 23
Figura 7. Funcionamento de um eSpectrofotOMEtro. .........cccoveieriiiiiniiieee e 26
Figura 8. Curva de crescimento com fases delimitadas ao longo do tempo..........cccccceeereeneee 27

Figura 9. Curva de crescimento de microrganismo em cultivo descontinuo, representado em

ordenadas lineares (A) e semilogaritmicas (B)........cccveiveiiiieiieie e 28
Figura 10. Configuragao da MICrOPIACA. ........ccceviririiiiiiie e 35
Figura 11. Dindmica de crescimento N0 MEI0 L. ........ooiiiiiiiiiiieeeee e 36
Figura 12. Dinamica de crescimento N0 MeI0 [l ........cccooviiieiicic e 37
Figura 13. Dinamica de crescimento N0 Meio H.........ccooovviieiiiii i 38
Figura 14. Dindmica de crescimento N0 MEI0 V. ... 39
Figura 15. Dindmica de crescimento N0 IMEIO V........oiiiiiiiiiiini i 40
Figura 16. Dinamica de crescimento N0 MEIO V1. ......cocvoviiiiiiciicic e 41
Figura 17. Dinamica de crescimento N0 Meio VL. ......ccocovviiiiiiii i 42
Figura 18. Selecdo das Taxas Maximas de CreSCIMENTO0. ........ccvrerereririeeieienie e 43

Figura 19. Taxa de Crescimento (h™*) dos isolados B1 e B4 sob efeito dos meios alternativos
(Meios I a VI) e meio referéncia DYGS (Meio VII) em microplacas fundo U (96 pogos), apos
24 h de cultivo (28 °C). Médias (n = 2) com as mesmas letras mailsculas (efeito da
composicdo do meio) diferem (p < 0,05) pelo teste de HSD TUKEY. ....ccocveveeveerveiecieieenn, 44
Figura 20. Taxa de Crescimento (h™) dos isolados B2, B3 e B5 sob efeito dos meios
alternativos (Meios | a VVI) e meio referéncia DYGS (Meio VII) em microplacas fundo U (96
po¢os), apds 24 h de cultivo (28 °C). Médias (n = 2) com as mesmas letras maidsculas (efeito

da composicado do meio) diferem (p < 0,05) pelo teste de HSD Tukey. ......c.cccevvevreiverinennnnn, 45



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Especificacao técnica do Melago de Cana-de-Agucar Liquido. .......cccccvevvvrverinennenn. 19

Tabela 2. Resumo da quantidade de carbono (mol/kg) presente no melago de cana-de-agucar.

.................................................................................................................................................. 31
Tabela 3. Composicao e especificagdes das substancias presentes no meio DYGS modificado.
.................................................................................................................................................. 32
Tabela 4. Resumo da quantidade de carbono (mol/L) no meio DYGS. .......ccccccevvevviievieennenn, 33

Tabela 5. Composicdo dos meios alternativos com melaco de cana-de-agUcar (9,746 g/L)....34



LISTA DE QUADRO

Quadro 1. Tipos de medidas, métodos e caracteristicas das metodologias de determinacédo de

CresCimento de MICIONGANISIMOS. ......c.veviireriterieate sttt sb bbb 24

10



SUMARIO

Profa. Dra. Lais Campos Teixeira de Carvalho Gong¢alves — DTS/CTDR/UFPB _ 4

1.
2.

3.

4.

5.
6.
7.

INTRODUCAO

OBJETIVO GERAL

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM PLANTAS
3.2 MEIOS DE CRESCIMENTO

3.2.1 MEIOS ALTERNATIVOS

3.2.1.1 MELACO

33 METODOLOGIAS DE AVALIAGAO DO CRESCIMENTO

34 DINAMICA DE CRESCIMENTO

METODOLOGIA

4.1 BACTERIAS AVALIADAS

4.2 CALCULOS

4.2.1 CARBONO TOTAL NO MELACO

4.2.2 CARBONO TOTAL NO MEIO DYGS

4.3 PROCEDIMENTOS

RESULTADOS E DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

12
14
14
15
15

16
18
19

24
26
29
29

29
29
32

34
36
47
48

11



1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos maiores produtores no setor agricola por possuir areas
propicias para o desenvolvimento de diversas culturas, além da variedade de clima, de solo e
temperaturas. Dependendo da regido e da producao que se quer obter, essa diversificacdo acaba
se tornando algo desfavoravel para aumento de produtividade e aproveitamento das &reas
agricultaveis.

Dentre os setores com maior destaque, 0 sucroalcooleiro tem relevancia no cenario
bioecondémico com a integracdo de conceitos bastante abordados no mercado atual, como a
responsabilidade socioambiental, visto que € notéria a atencdo que se tem dado ao
desenvolvimento sustentavel relacionado a utilizacdo de combustiveis renovaveis, além da sua
capacidade de adequacéo aos diversos niveis econdmicos, que vdo desde pequenos agricultores
a grandes usinas sucroalcooleiras, buscando maior produtividade, rendimento e exceléncia em
custo de producéo (VIDAL et al., 2006).

Nesse contexto bioenergético, a cana-de-agUcar destaca-se por sua versatilidade de
conversdo em produtos que vdo desde a alimentagdo como: agUcar, bebidas alcodlicas e
enzimas, energia como producdo de combustiveis (etanol), bagaco (eletricidade, industria
quimica/farmacéutica etc.), e fertilizantes utilizados como alternativas de baixo impacto.

A cana-de-agUcar é geralmente cultivada em zonas intertropicais, onde o plantio ocorre,
geralmente, sem nenhuma restricdo climéatica/manejo, podendo demandar de corre¢fes da
fertilidade do solo para melhoramento do desempenho da cultura em algumas localidades, mas
nenhum recurso ou técnica que torne a producao dispendiosa (MARIN, 20157?). O Brasil possui
condicBes adequadas para esse tipo de cultura, tanto no aspecto climatico quanto na fertilidade
e topografia do solo que facilitam as operages de plantio e colheita (ROSSETTO, 2015?).

Para aumentar produtividade, sdo utilizados fertilizantes quimicos que, manuseados de
forma indiscriminada, sdo responsaveis por danos a natureza como a eutrofizacdo do solo e de
aguas superficiais/subterraneas e emissdo de gases de efeito estufa, e riscos ao ser humano na
fase de consumo. Dentre as alternativas, para substituicdo ou diminuicdo da quantidade
utilizada desses insumos, esta o uso de inoculantes com bactérias promotoras de crescimento
em plantas — BPCP (SPOLAOR, 2016).

As BPCP auxiliam na tolerancia aos efeitos restritivos do crescimento impostos pela
seca, salinidade elevada, toxicidade de metais e carga de pesticidas (BHATTACHARYYA,
2012), além de serem benéficas por constituirem um grupo de microrganismos capaz de
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colonizar superficies radiculares, rizosfera e filosferas, e os tecidos internos da planta,
promovendo o crescimento, principalmente, pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (HUNGRIA
etal., 2010).

Para o crescimento dessas endofiticas sdo utilizados meios, especificos para
diazotréficas, ja consolidados na literatura como o DYGS (RODRIGUES-NETO;
MALAVOLTA-JUNIOR; VICTOR, 1986) que tem em sua composicio substancias sintéticas
fontes de carbono e outros nutrientes como nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio, magnésio etc.
Porém, tornam-se meios onerosos quando se quer aumentar escala de producao e com isso faz-
se necessario a busca por meios alternativos compostos por substituintes provenientes,
geralmente, de fontes residuais ou subprodutos da industria e que favorecam o crescimento
desses microrganismos.

Um dos subprodutos utilizados como aditivo em meios por seu baixo custo, facilidade
de ser encontrado, possuir fontes de carbono, oligoelementos, vitaminas, entre outras
caracteristicas interessantes para o crescimento de microrganismos, ¢ o melaco de cana-de-
aclcar que é resultado da centrifugacdo do processo de fabricacdo do acgucar, além disso
favorecem as condicOes de fermentacdo pela presenca de amidos derivados da cana-de-agucar
(BRINGHENTI et al., 2007) e faz parte do ciclo tecnolégico das BPCP.

13



2. OBJETIVO GERAL

Formulacdo de meio alternativo para crescimento de bactérias promotoras de
crescimento em plantas (BPCP) tendo como um dos componentes principais o0 melaco de cana-
de-acucar para obtencdo de taxas de crescimento satisfatérias em comparacdo com meio de

referéncia na literatura.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar taxas de crescimento de indculos bacterianos endofiticos promotores de

crescimento de plantas em meios alternativos com melaco de cana-de-agUcar.

- Selecionar bactérias com base no crescimento em meios alternativos com melago de cana-

de-acuUcar.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO EM PLANTAS

A producéo agricola demanda de quantidade significativa de insumos para combater
pragas e doencas, deficiéncias hidricas e nutricionais, além de problemas mecanicos
relacionados ao manejo inadequado. Com o objetivo de reverter a dependéncia sintética de
produtos que auxiliam o crescimento de plantas e como alternativa para diminuir o impacto
ambiental muitos produtores fazem uso de microrganismos (fungo, algas, bactérias etc.) e
dentre os mais utilizados estdo as bactérias promotoras de crescimento em plantas
(ALBERNAS et al., 2019).

As bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) propiciam capacidade de
suportar os efeitos negativos que estdo vinculados com a seca, salinidade elevada, toxicidade
de metais e carga de pesticidas (BHATTACHARY YA, 2012) e essas bactérias sdo benéficas
para as plantas por representarem um grupo de microrganismos que colonizam superficies
radiculares, rizosfera e filosferas, e os tecidos internos da planta, secretando hormoénios/enzimas
que auxiliam na absorcdo de nutrientes e, consequentemente, promovem crescimento
vegetativo muitas vezes associando a fixacdo bioldgica de nitrogénio (HUNGRIA et al., 2010;
AQUINO et al., 2019).

As BPCP podem ser introduzidas através de sementes, explantes, mudas, sendo que a
forma de aplicacédo no sistema de plantio pode dar-se a partir do proprio substrato, pulverizacdo
aérea, no tratamento de estacas, tubérculos e raizes. A producdo de acido cianidrico,
fitohormonios, auxinas, enzimas como a ACC-deaminase, mineralizacdo de nutrientes,
solubilizacdo de fosfatos, fixacdo do nitrogénio e aumento da absor¢do de agua e nutrientes
pelas raizes, entre outros (MARIANO et al., 2013) sdo estimulos fornecidos pelas BPCP para
favorecer o crescimento vegetativo.

Bacterias endofiticas sdo encontradas em tecidos vegetais ou no interior das plantas.
Como sdo ndo parasitoides, elas ndo competem por nutrientes e sdo eficientes por serem
colonizadoras internas do sistema radicular facilitando o acesso aos compostos sintetizados.

A promocdo de crescimento pode se dar de forma direta ou indireta, a primeira é quando
as plantas estdo sob condi¢cbes normais e todo efeito benéfico é para auxiliar seu

desenvolvimento, a segunda ocorre quando a infeccdo por patdgenos influenciam no
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crescimento e até mesmo sobrevivéncia dos sistema e as BPCP acabam atuando como agente
de controle bioldgico tornando os sitios indisponiveis para os patogenos (MARIANO et al.,
2013).

Uma agricultura sustentavel requer a utilizacdo de estratégias que permitam o aumento
da producdo de alimentos sem prejuizo ao meio ambiente e salde, dentro do contexto
econdmico, social e politico de cada regido.

Para incentivar a pesquisa, a producéo e uso de produtos biolégicos frente aos insumos
quimicos/importados que o Ministério da Agricultura, Pecuario e Abastecimento langou o
Programa Nacional de Bioinsumos que vai aproveitar a biodiversidade brasileira como
alternativa de fertilizacdo e de defensivo agricola para o desenvolvimento da agropecudria do
pais de forma sustentavel (MAPA, 2020).

3.2 MEIOS DE CRESCIMENTO

A composicao dos meios de cultivo encontrados na literatura contém fontes importantes
como carbono, nitrogénio, magnésio, enxofre entre outros e, dependendo da constituicdo,
tornam-se especificos para o desenvolvimento de determinadas culturas, ou seja, sdo
preparacbes com formulacbes contendo nutrientes que proporcionam o crescimento de
microrganismos.

Para a classificacdo dos meios sdo considerados o estado fisico (solido, semissolido,
liquido), o objetivo da funcionalidade (enriquecimento, seletividade, diferenciar organismos,
manutenc¢do), composi¢ao quimica (se possuem extratos de vegetais, animais, microrganismos
ou se sdo artificiais).

Tendo em vista a presenca de agentes solidificantes nos meios de cultura é que
influenciam no estado fisico, sendo considerados como sélidos, semi-sélidos (apresentando de
0,075a0,5 % de agar e/ou gelatina) e, 0s que ndo possuem esses agentes (aparentando ser como
um caldo) sdo determinados de liquidos (SPLABOR, 2017).

De acordo com o0s objetivos funcionais, as especificagfes dos meios podem ser para
enriquecimento (com quantidade de nutrientes para desenvolvimento de microrganismos),
seletividade (inibem o desenvolvimento de alguns microrganismos e permite o crescimento de
outros), diferenciais (permitem estabelecer diferencas entre microrganismos parecidos),

manutencéo (viabiliza a conservagéo de microrganismos) (SPLABOR, 2017).
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A composic¢do quimica influencia no desenvolvimento dos meios de cultivo, pois a
presenca de nutrientes em concentragdes relevantes para que ndo ocorra inibi¢ao de crescimento
¢ um fator importante, sdo categorizados de acordo com o0s extratos presentes em sua
formulacéo (vegetais, animais, microrganismos, artificiais) (SPLABOR, 2017). Um meio em
que os constituintes sdo conhecidos é chamado de quimicamente definido, j& um meio
complexo é aquele que apresenta extratos moidos ou digeridos de animais, peixes, leveduras e
vegetais, que fornecem nutrientes, vitaminas e minerais necessarios, porém sua quantidade
exata ndo e conhecida.

Um meio bastante utilizado para crescimento de bactérias diazotréficasé o DYGS - 2 ¢
de glicose, 1,5 g de peptona, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g de fosfato monopotassico, 1,5 ¢
de acido glutamico, 0,5 g de sulfato de magnésio heptahidratado (RODRIGUES-NETO;
MALAVOLTA-JUNIOR; VICTOR, 1986), que ja esta consolidado na literatura como 0s
trabalhos recentes de SCHEIDT, W. et al. (2020), RIOS ROCAFULL, Y. et al. (2019), ES,
MATOSP et al. (2020), utilizaram para crescimento dos microrganismos.

Para utilizacdo desses meios € necessario garantir que estejam livres de contaminacéo,
por isso que a esterilizacdo deve ser realizada apos o preparo de cada meio de cultura com a
finalidade de neutralizar a viabilidade dos organismos classificados como contaminantes.

Para constituicdo de um meio de cultura é necessario que alguns aspectos sejam levados
em consideracdo, desde o valor econémico, que atenda as necessidades nutricionais do
microrganismo, auxilie no controle do processo para evitar variagdes drasticas de pH, até meios
que nao dificultem a recuperacao do produto, ter composi¢do razoavelmente fixa, ndo causando
dificuldades no tratamento final do efluente (SCHMIDELL et al., 2001).

Como fonte de carbono e energia sdo utilizados diversos aclcares como: glicose,
sacarose, frutose, ou ainda polissacarideos, como o amido e a celulose. Como fonte de fésforo
e nitrogénio sdo os fosfatos soltveis (monoamonio fosfato - MAP, ou o diaménio fosfato -
DAP). Outros elementos, como: Na*, K*, Ca%", Fe?*/Fe®*, Cu*, Mg*, Mn*, Co*" etc, sdo
adicionados em concentracOes reduzidas, na forma de seus sais soliveis (SCHMIDELL et al.,
2001).

Uma forma de tornar os meios mais baratos e otimizados para utilizacdo em processos
fermentativos de grande-escala é empregando matérias-primas naturais como caldo de cana-de-
acucar, melagos, farinhas diversas (farinha de trigo, milho, soja, cevada) etc, tendo em vista 0

custo envolvido e desempenho de favorecimento de crescimento (SCHMIDELL et al., 2001).
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3.2.1 MEIOS ALTERNATIVOS

A produgdo em larga escala de microrganismos tendo como base meios de cultura
comerciais eleva significativamente o custo, tornando inviavel a produg¢do. Com isso, diversas
alternativas estdo sendo desenvolvidas para tornar o processo mais acessivel, como a utilizacéo
de subprodutos e matérias-primas da industria de alimentos e/ou agroinddstria devido a alta
disponibilidade no mercado e baixo custo, além da pegada ecolégica envolvida no uso de
residuos industriais e é indispensavel que ndo necessite passar por tratamentos que resultam em
custos exorbitantes (FIORENTINI N. M. et al., 2015).

A multiplicacdo das células ocorre atraves de processos fermentativos (bioprocessos),
sendo necessarios nutrientes suficientes para o desenvolvimento fisiologico. A utilizacdo de
subprodutos em meios de cultivo ndo é suficiente para suprir o equilibrio nutricional adequado
e requer a adi¢do de fontes suplementares. Substancias como o soro de leite, &gua de maceragao
de milho, xarope de milho, levedura de destilaria e melacos sdo subprodutos industriais que
possuem propriedades que permitem a nutricdo, o crescimento e a multiplicacdo de
microrganismos (FIORENTINI et al., 2015).

O extrato de levedura possui origem natural por ser resultado de um processo que retira
a parede celular e expbe o conteldo das células. As etapas de producdo consistem na (1)
Fermentacdo, que é a parte de crescimento e multiplicacdo da levedura para formagdo do
fermentado (Creme de levedura) que apds resfriamento para interromper o crescimento seguira
para o (2) Rompimento da parede celular pelas enzimas presentes na levedura durante um
processo térmico de aumento de temperatura (entre 45 a 55 °C), as macromoléculas da célula
sdo divididas em moléculas menores, obtendo 0s seguintes componentes: peptideos e
aminoacidos livres, como o &cido glutdmico, por fim os componentes vao para (3) Separacao
por meio de lavagens e centrifugacdo (BIOSPRINGER, 2019?).

A peptona é um tipo proteina resultado da digestdo por hidrolise de substratos realizada
por enzimas como pepsina, papaina, pancreatina e tripsina que é secretada pelo pancreas,
servindo com fonte de nitrogénio e outras substancias em bioprocessos industriais (CARDOSO,
2017?).
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3.2.1.1 MELACO

O melago de cana-de-agucar é utilizado em formulacGes de meios alternativos por sua
eficiéncia em producgdo de biomassa em diversos processos fermentativos, mas ndo é descartado
a suplementagdo com fontes de nitrogénio, aminoacidos entre outros componentes que ja vem
sendo estudados por diversos autores, ndo sO para substituicdo de produtos comerciais por
subprodutos como também a suplementacdo desses meios modificados.

O melago, particularmente se destaca nos processos fermentativos, pelo fato de
apresentar alto teor de agucares fermentesciveis, vitaminas e minerais tais como manganés,

magnésio, fésforo, potassio, zinco, sddio e calcio conforme tabela 1.

Tabela 1. Especificacdo técnica do Melago de Cana-de-Agucar Liquido.

Caracteristicas Unidades Quantidade
Acidez total (Acido acético) o/kg 1,3
ART % 59,16
Agua — Karl Fischer % m/m 1729
Amido mg/kg 1729
Brix refratdmetro 20 °C % 82,92
Calcio mg/kg 121156
Cinzas % miv 9,8
Cobalto mg/kg 3,1
Cobre mg/kg 3,8
Dextrana mg/kg <10
Ferro mg/kg 64
Fosforo total mg/L 1,14
Frutose % m/m 7,66
Glicose % m/m 5,3
Magnésio mg/kg 4270
Manganés mg/kg 27,1
pH - 57
Potéassio mg/kg 25470
Proteina % 0,44
Pureza % 48,19
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Residuos Insoluveis Gravimétrico mg/kg 706

Sacarose % m/m 39,41
Selénio mg/kg <0,05
Sddio mg/kg 118
Sulfito mg/kg <10
Umidade % 18,4
Zinco mg/kg 6,3

Fonte: Melagos Brasileiros, 2019.

Fontes de carbono sdo necessarias para 0 metabolismo dos organismos auxiliando no
crescimento e geracdo de energia, o melaco é facilmente degradavel e possui em sua
composicdo como fontes a glicose, frutose, dextrana, amido e sacarose (AVNIMELECH, 2009;
CRAB et al., 2009).

I.  Glicose
Possui em sua composi¢do seis atomos de carbono, doze atomos de hidrogénio e seis

atomos de oxigénio, ou seja: CeH1206 conforme figura 1.

Figura 1 Estrutura linear e ciclica da glicose.

H |
C=0
P
HO—C—H CH,OH
5
H— C— OH 0]
4
HO—C—H QH
5 OH OH
HO—C—H
P OH
CHOH

Fonte: Khan Academy, 2019.

Il.  Frutose
A frutose também conhecida como acucar da fruta ou como levulose é

um monossacarideo, isto é, € uma unidade de agucar simples C¢H120s conforme figura 2.
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Figura 2. Estrutura linear e ciclica da frutose.

CH,0H
CO H O. CH,OH
HO=T—H H OH
H
Sl OH H
CH,OH

Fonte: Esteves, 2017.

I1l.  Dextrana
Os dextranos sdo polissacarideos que consistem em unidades de a-D-glicose ligadas
predominantemente por ligac6es glicosidicas 1-6. Com formula molecular H(Ce¢H1005)xOH e

estrutura representada na figura 3.

Figura 3. Estrutura quimica da Dextrana.

--}--0-CH,
0
OH ~ _
-4-0 --1-1--0-CH,
OH 0
- -n
a-1,6 OH
+ OH
a-1,4 OH

a-1,6
Fonte: Edgar181, 2008.

IV. Amido
O amido é homopolissacarideo, ou seja, um polimero natural constituido por um Unico

tipo de monossacarideo, a glicose, ligado entre si por ligacGes glicosidicas, sendo pouco soluvel
e de elevado peso molecular, ¢ formado estruturalmente pela sequéncia de apenas dois
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polidsidos: amilopectina e a-amilose , onde o primeiro corresponde a 80% dos polissacarideos
do gréo de amido (LUIS et al., 2017).

A figura 4 mostra como as moléculas sdo constituidas, a a-amilose possui residuos de
glicose ligados por pontes glicosidicas a-1,4 de forma linear dando origem a um polimero de
250 a 300 residuos de D-glicopiranose, a amilopectina € uma macromolécula, menos
hidrossoluvel que a a-amilose, formada por aproximadamente 1400 residuos de a-glicose

ligadas por pontes glicosidicas a-1,4 podendo ser também ligagdes a-1,6 (LUIS et al., 2017).

Figura 4. Estruturas quimica dos constituintes do amido, amilose e amilopectina.

Amilose:
OH OH OH OH
¢ '6H
on OH
n
Amilopectina:
CH,0H

0

Fonte: Luis et al., 2017.

Sendo considerados a quantidade de 275 residuos de D-glicopiranose (Figura 5), em
média, para a composicdo da amilose e 1400 residuos para a amilopectina, como cada sequéncia
estd ligada entre si através de pontes glicosidicas, perdem, portanto, um &tomo de H para
formagdo da estrutura final, resultando em uma massa molar por residuo equivalente a 179

g/mol.
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Figura 5. Estrutura quimica da D-glicopiranose.

Fonte: Cagador & Dansa, 2011.

V.  Sacarose
E um dissacarideo encontrado em abundancia na cana-de-agUcar, frutas e na beterraba
e formado por uma molécula de glicose e uma de frutose que se ligam atraves da ligacdo éter

entre 0 C1 da unidade glucosil e o C2 da unidade frutosil (Figura 6).

Figura 6. Estrutura quimica da sacarose.

CH,0OH
CH,OH

H/ Qu O_ H
H
OH H 0 H HO
HO CH,OH
H OH OH H

Fonte: Rodrigues, 2012.

A reacdo de quebra por hidrélise é tdo lenta que solucBes de sacarose podem ser
mantidas inalteradas por varios anos, mas pode ser catalisada pela enzima invertase ou por
adicdo de um acido (RODRIGUES, 2012).

Alguns suplementos séo utilizados para 0s meios alternativos, como 0 extrato
de levedura e a peptona por serem ricos em vitaminas do complexo B, aminoacidos, peptideos,
proteinas, carboidratos, indispensaveis para promover o crescimento satisfatorio dos
microrganismos e suprir com nutrientes déficits dos subprodutos.

Cada tonelada de cana produz de 40 a 60 kg de melagco (VARGAS et al., 2017). Segundo
a plataforma de dados do setor sucroenergético Infocana, a Agroval tem capacidade instalada
para moer 574 mil toneladas de cana por safra, a Japungu esté capacitada para moer 976 mil
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toneladas de cana por safra (JORNAL CANA, 2017). Considerando o consumo total de cana-
de-acUcar por safra dessas usinas com localizagdo em Santa Rita
574000 ton + 976000 ton = 1550000 ton
Operando com 80 % de sua capacidade de moagem total
80% de 1550000 ton = 1240000 ton

E producdo média de melaco de 50 kg de melago/ton:
50 kg x 1240000 ton x % = 62000000 kg

Levando a 62 mil toneladas de melago produzidas em apenas duas usinas da regido

metropolitana de Jodo Pessoa, PB.

3.3 METODOLOGIAS DE AVALIACAO DO CRESCIMENTO

E considerado crescimento de sistemas bioldgicos o fato de aumentar a biomassa e n&o
0 acimulo de nutrientes ou a absorcdo de agua em suas células, levando-se em conta o
crescimento de uma populacéo, representada em termos de massa total.

O crescimento de uma populacdo microbiana em meio liquido pode ser determinado
através do peso seco ou umido, da quimica de componentes celulares, da turbidimetria,
conforme quadro 1 (SCHMIDELL et al., 2008).

Quadro 1. Tipos de medidas, métodos e caracteristicas das metodologias de determinacdo de crescimento de
microrganismos.

Tipo de medida Método Vantagens Desvantagens
Centrifugar uma » Peso Umido necessita de
amostra da suspenséo amostras  grandes, néo
microbiana, retirar o sendo possivel acompanhar
sobrenadante e lavar o Peso seco é o0 crescimento desde as fases
Peso seco ou sedimento celular referénciana | iniciais, pois a massa tem
umido (pellet) com H20 padronizacdo de | que atingir um nivel critico.

destilada ou solugdo | outros métodos. | « A lavagem pode levar a

salina. Apos a ultima perdas de material, de
centrifugacdo, o pellet componentes celulares
deverd ir para secagem soluveis, ndo podendo ser
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em estufa até peso aplicado em meio de cultura
constante. que contém  particulas

solidas em suspenséo.

« A composicao quimica das

Sensiveis, ] _ )
Calcular a massa ] células microbianas
_ _ precisos e . )
o microbiana pela L (bactérias) ¢é altamente
Quimica de aplicaveis a B
dosagem de certos varidvel e depende das
componentes amostras L )
componentes celulares, condi¢es de crescimento:
celulares ) o pequenas em . )
como proteina e acidos o composi¢do do meio de
_ condicOes )
nucleicos. cultura, idade da cultura e

determinadas. ) _
velocidade de crescimento.

Medida da turvacao de Processo
) . » Tamanho das células,
uma suspensao em um simples, o o
A composicdo  quimica e
espectrofotdmetro resultados e

. ) . ) presenca de  material
Turbidimetria (absorbancia) ou em curvas obtidas ) )
particulado no meio de

um nefelémetro durante o )
) _ cultura, interferem  na
(capacidade de desenvolvimento o )
) _ precisdo do método.
dispersar a luz). do sistema.

Fonte: Modificado de Schmidell et al., 2008.

Nos sistemas em batelada, as determinacGes da cinética de crescimento podem ser
através da turbidimetria utilizando detectores dpticos como espectrofotdmetros (Figura 7) que
relacionam a variacdo da intensidade do feixe de luz incidente com a solu¢do em analise, onde
a quantidade de luz absorvida é proporcional a concentracdo da amostra.

O termo espectrofotdmetro é para instrumentos como espectrometros que utiliza a
radiacdo na zona do infravermelho e do ultravioleta (inclusive) e, existem espectrofotdmetros
UV-visivel (ou apenas visivel), de infravermelho e de fluorescéncia (ou fluorimetros). Os
componentes basicos desse equipamento: sdo as fontes de radiacdo (ex. lampada UV, Fonte de
IR, luz Sincrotron), Colimadores, Recipientes para amostras, Monocromadores (prismas ou
redes de difracdo), Detectores/Transdutores (ex: fotodiodo, fotomultiplicador, CCD),
Processador, Saida (ex: monitor de computador) (PILLING, 2018).

Os espectrofotémetros possibilitam a selecdo do comprimento de onda (A, lambda) de

acordo com o componente em analise, no caso de microrganismos a faixa esta entre 590 a 600
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nm, além de converter o sinal recebido no detector em medida de absorbancia, relacionando

internamente a intensidade | (feixe emergente) com I, (feixe incidente) (PILLING, 2018).

Figura 7. Funcionamento de um espectrofotdmetro.

Rede de
difra¢do

detector

Cubeta com
amostra
espectro

Interface com
computador

Fonte: Pilling, 2018.

3.4 DINAMICA DE CRESCIMENTO

Em um processo descontinuo, as fases de crescimento acompanham as condi¢fes do

meio, onde a quantidade de nutrientes diminui e de produtos do metabolismo aumentam com o

passar do tempo. Essas modificagdes influenciam no comportamento e no ajuste das novas

condicBes para o crescimento. A figura 8 apresenta o grafico de crescimento microbiano em

cultura descontinua em meio liquido, com detalhe representativo das fases desse crescimento

(SCHMIDELL et al., 2008).
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Figura 8. Curva de crescimento com fases delimitadas ao longo do tempo.

Fases de crescimento
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Fonte: Madigan, 2010.

A fase “lag” ocorre no inicio do crescimento e € um periodo em que contagens nao
revelam aumento de namero de individuos, mas pode ocorrer aumento de massa reflexo da
ambientacdo ao meio, pois essa fase s6 ocorre quando os microrganismos provém de uma
cultura velha ou o0 meio original é diferente, tanto qualitativa quanto quantitativamente, do
novo. Essa fase é a consequéncia de uma necessidade de renovacdo de sistemas enzimaticos
que foram danificados ou perdidos por esgotamento do substrato e de outros componentes
importantes. Microrganismos crescendo em meios idénticos ndo apresentam essa fase ou
apresentam de forma menos significativa, em meios mais rico que o original, pode ocorrer uma
reducdo dessa etapa de condicionamento (SCHMIDELL et al., 2008).

Na fase de crescimento exponencial, também conhecida como fase log, 0s
microrganismos ja estdo com suas atividades e capacidades nutricionais em pleno
funcionamento, pois 0 meio de crescimento apresenta quantidade de suprimentos superior as
necessidades do organismo naquele momento. A taxa de velocidade de crescimento (dX/dt) é
uma funcgéo da massa (X), sendo a fase mais importante para o fornecimento de dados para 0s
estudos de fisiologia, de cinética (velocidade especifica), do consumo do substrato e formagéo
dos produtos (SCHMIDELL et al., 2008), sendo a velocidade especifica de crescimento, nessa
fase, (Ux = Mm) constante e maxima. Ficando a velocidade de crescimento proporcional a

concentragdo X, conforme equagdo 1:

dX

ZouX @
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Existem algumas fases intermediarias que consideram o esgotamento de componentes,
0 acumulo de metabdlitos no meio de cultura ocasionando na desaceleracdo do crescimento e
que consiste na fase 5 na figura 9 (SCHMIDELL et al., 2001).

A fase estacionaria é quando a quantidade de novos individuos é igual ao nimero dos
gue morrem, sendo as causas dessa etapa 0 acimulo de metabolitos toxicos, o esgotamento de
nutrientes e de Oz, onde a quantidade torna-se insuficiente para a populacdo microbiana
existente, afetando, assim, a velocidade de crescimento. Mas existem maneiras de tentar
remediar a fase como a utilizacdo de sistemas tamponantes para neutralizacdo dos metabdlitos
toxicos, a aeracdo/agitacdo para difusdo de oxigénio no meio de cultivo (SCHMIDELL et al.,
2008).

A ultima fase, a de declinio ou lise, ocorre quando o nimero de organismo que morre
torna-se progressivamente superior ao dos que surgem (SCHMIDELL et al., 2001).

Figura 9. Curva de crescimento de microrganismo em cultivo descontinuo, representado em ordenadas
lineares (A) e semilogaritmicas (B).
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Fonte: Schmidell et al., 2001.
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4. METODOLOGIA

4.1 BACTERIAS AVALIADAS

As bactérias avaliadas fazem parte da cole¢do do grupo de pesquisa de Bioprodutos &
Bioprocessos do Departamento de Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da

UFPB. Por questbes de sigilo patenteario, posteriormente serdo publicadas as identidades
desses isolados.

4.2 CALCULOS

4.2.1 CARBONO TOTAL NO MELACO

Para os célculos de carbono total no melago (Ctm), mol/kg, foram utilizados os dados
fornecidos na tabela 1, onde as fontes de carbono presentes no melago séo glicose, frutose,
dextrana, amido e sacarose e a equacao 1:

nc

Crm = X —— 1
™ = Qcum MM (1)

Onde:

Qcm = E a quantidade do composto presente no melago de acordo com a unidade.
nc = E o nimero de Carbono presente em uma molécula.

MM = Massa molar do componente (g/mol).

I. Glicose

Possui em sua composi¢do seis atomos de carbono, doze dtomos de hidrogénio e seis
atomos de oxigénio, ou seja: CsHi1206. Sendo sua massa molar igual a 180,156 g/mol e a
quantidade presente no melago 5,3 % m/m, temos que:

c _53g>< 6C mol_17 mol
™ =" kg 180,156 g kg
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Il.  Frutose
Também possui seis atomos de carbono e considerando que a quantidade presente no

melaco é de 7,66 % m/m, temos que:

gx 6C mol_zsscmol
kg~ 180,156 g kg

CTM = 76,6
I11.  Dextrana
Os célculos seguiram as informagdes que uma dextrana possui 40 kDa que equivale a
6,64 x 10 g e a quantidade presente no melago < 10 % m/m, temos que resultando em um

valor proximo de zero.

IV. Amido
Sendo considerados a quantidade de 275 residuos de D-glicopiranose (Figura 5), em
média, para a composi¢do da amilose e 1400 residuos para a amilopectina, como cada sequéncia
estd ligada entre si através de pontes glicosidicas, perdem, portanto, um &tomo de H para
formacdo da estrutura final, resultando em uma massa molar por residuo equivalente a 179
g/mol.

Levando em consideracdo tais informagdes:

1 mol de amilose — 275 residuos X 179 g = 49225 9
mol mol
1 mol de amilopectina — 1400 residuos X 179L = 250600 9
mol mol

A composicao do amido consiste em 20 % de amilose, considerando 100 g de amido:

. mo — .
20 g de amilose x 29225 g = 0,0004 mol de amilose

275 residuos X 6 C = 1650 C

C
100 g de Amido

1650 C x 0,0004 mol de amilose = 0,67 mol de
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Para a amilopectina que corresponde a 80 % da composi¢do do amido, temos que em
100 g:

mol

. ma X
80 g de amilopectina 5£0600 0 7

= 00,0003 mol de amilopectina

1400 residuos X 6 C = 8400 C

C
100 g de Amido

8400 C x 0,0003 mol de amilopectina = 2,52 mol de

De acordo com a tabela 2, a quantidade de amido presente no melaco € de 1729 % m/m
e considerando a totalizacdo de 3,19 mol de C/100 g de amido, temos que:

g C C
Cry = 1,729—x 3,19 mol d — = 0,06 mol de —
™ kg morae 100 g de Amido mosae kg

V.  Sacarose
E um dissacarideo formado por uma molécula de glicose e uma de frutose, apresentando

12 4tomos de carbono em sua estrutura e uma quantidade de 39,41 % m/m no melaco.

g 12 C mol mol
— X —=1382C—

Cru = 394,1 —
™ kg~ 342,29 g kg

A tabela 2 apresenta um resumo da quantidade de carbono presente no melago, em
termos de mol/kg, tendo como referéncia os dados apresentados na tabela 1.

Tabela 2. Resumo da quantidade de carbono (mol/kg) presente no melagco de cana-de-agUcar.

Substédncia % m/m g/kg  C mol/kg

Glicose 5,3 53 1,77
Frutose 7,66 76,6 2,55
Dextrana 10 0,01 0,00

Amido 1729 1,729 0,06
Sacarose 39,41 394,1 13,82
TOTAL - - 18,19

Fonte: Autora, 2020.
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4.2.2 CARBONO TOTAL NO MEIO DYGS

O meio DYGS modificado (RODRIGUES-NETO; MALAVOLTA-JUNIOR;
VICTOR, 1986) possui composicado conforme tabela 3.

Tabela 3. Composicao e especificagdes das substancias presentes no meio DYGS modificado.

Substancia Formula Quantidade (g/L) N° de C
Glicose CeH1206 2 6
Acido Maélico C4Hs0Os 2 4
Acido Glutamico CsHoNO4 1,5 5
Peptona - 15 -
Extrato de Levedura - 2 -
Fosfato Monopotassico KH2PO4 0,5 0
Sulfato de Magneésio Heptahidratado MgSOa «7 H20 0,5 0
Hidroxido de Potéssio KOH 2,55 0

Fonte: Autora, 2020.

Para os calculos da quantidade de carbono total presente no meio DYGS (CTD),
utilizaram-se 0s componentes que apresentam maior proporcdo desse elemento em sua
composi¢cdo como a glicose, acido mélico e o &cido glutdmico, sendo assim, os calculos foram

determinados utilizando a equacéo 2:

Crp = Qp X— (2

TD — QD MM ( )
Onde:

Qb = E a quantidade do composto presente no DYGS.
nc = E 0 ndmero de Carbono presente em uma molécula.

MM = Massa molar do componente (g/mol).

I. Glicose
Cop =2 95 8EXMOL_ o 6 mol de s
™= 4 180,156 g O moteer
II. Acido Malico
Cop =2 Ty HCEXMOL_ 060 mol de &
™= A 134069 0 e
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I11.  Acido Glutamico

g 5C xmol

=15 =X
Cro =157 147,11 g

C
= 0,051 mol dez

A tabela 4 apresenta um resumo da quantidade de carbono presente no meio DYGS, em
termos de mol/L, tendo como referéncia a composicao apresentada na tabela 3.

Tabela 4. Resumo da quantidade de carbono (mol/L) no meio DYGS.

Substancia g/L C mol/L
Glicose 2 0,067
Acido Malico 2 0,060
Acido Glutamico 1,5 0,051
TOTAL - 0,177

Fonte: Autora, 2020.

Com isso, foi calculada a quantidade de melago necessaria para suprir a quantidade de

carbono disponibilizada no meio DYGS, utilizando os dados fornecidos na tabela 2:

18,19 mol de C - 1 kg de melago

Para a composi¢do do meio DYGS (Tabela 4):
0,177 molde C - 1L
Com isso, temos que:
18,19 mol de C = 1000 g de melago

mol de C
0,177 — - X

mol de C

0,177 — X 1000g de melaco
= 1819 mol de C

g de melago

= 9,74
X , 746 I
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Com isso, a quantidade que serd utilizada para composi¢cdo dos meios, que possui
equivaléncia em termos de carbono com o meio referéncia (DYGS), sera de 9,746 g de

melaco/L.

4.3 PROCEDIMENTOS

Os experimentos foram realizados no laboratorio de Sintese Organica e Biocatéalise, setor
do grupo de pesquisa de Bioprodutos & Bioprocessos, do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza da UFPB, onde foram selecionados os isolados da colegcéo que seriam avaliados
guanto o crescimento em meio alternativo.

O melaco foi obtido no laboratério de Bioengenharia do Centro de Tecnologia da UFPB
e proveniente de usinas locais, os demais reagentes, comerciais, foram Glicose (VETEC),
Peptona Bacterioldgica (HIMEDIA), Extrato de Levedura, Acido Malico, Acido Glutamico,
Fosfato Monopotassico, Sulfato de Magnésio Heptahidratado, Hidréxido de Potassio.

O meio de cultivo referéncia para esse trabalho foi 0 DYGS — modificado (meio VII)
com composicdo apresentada na tabela 3 e os meios alternativos seguiram composicdo
apresentada na tabela 5, onde as fontes de carbono, magnésio e fésforo foram substituidas por
melaco e, as concentracfes de Peptona e Extrato de Levedura foram variadas. Apos

padronizacao dos pH para 6,0; foram autoclavados por 15 min (121 °C e 101 kPa).

Tabela 5. Composicdo dos meios alternativos com melago de cana-de-aglcar (9,746 g/L).

Substancias

Meto Peptona Bacterioldgica (g/L)  Extrato de Levedura (g/L)
I 0 0
1 15 0
Il 3,5 0
v 0 2,0
V 0 3,5
Vi 1,5 2,0

Fonte: Autora, 2020.
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Os isolados foram selecionados conforme efeito promotor de crescimento na cana-de-
actcar em sistema de mudas pré-brotadas (MPB), dos quais foram avaliados 5 isolados (B1,
B2, B3, B4 e B5).

As dindmicas de crescimento foram realizadas em microplacas (96 pocos, fundo U, VIS)
e acompanhadas utilizando leitora de ELISA Thermo Scientific, Multiskan GO, auxiliado por

Skanlt software - 3.2, conforme esquema da figura 10.

Figura 10. Configuracdo da microplaca.
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Fonte: Autora, 2020.
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Os isolados foram pré-inoculados em meio DYGS (25 mL) e incubados a 28 °C por 24
h em Shaker orbital (150 rpm). Apos o crescimento as culturas foram padronizadas (Asoo, Asoo
equivale a aproximadamente 108 UFC/mL).

O procedimento de inoculagdo em microplacas, foi realizado em cadmara de fluxo
laminar, onde as solu¢Ges padronizadas dos isolados foram adicionadas em duplicata, 8
uL/poco, conforme desenho experimental da figura 10, os meios avaliados foram distribuidos
em reservatorio para multicanal, facilitando, assim, a transferéncia para microplaca, 210
pL/poco com inclusdo de controle sem inoculacdo. Ao término desse processo, as avaliacGes
foram iniciadas, com incubacéo e leituras, no ELISA (temperatura interna a 28 °C, agitacéo de

5s no inicio de cada leitura, Aeoo, 24 h).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram avaliados quanto o efeito da influéncia da composicéo do
meio nas dindmicas de crescimento das bactérias. Com isso, as curvas geradas durante esse
processo, em dois momentos distintos estdo representadas nas figuras 11 a 17.

A figura 11 representa as dindmicas de crescimento das bactérias no meio | (solugéo
com melaco), onde as bactérias, B4 e B5, ndo apresentaram desenvolvimento satisfatorio,
mesmo com 24 h de incubagdo e, a fase “lag” foi bastante estendida chegando até 11 h para os
isolados B2 e B3, podendo ser devido a falta de alguns nutrientes essenciais para o
desenvolvimento celular e/ou meio de origem ser diferente do de cultivo. Alguns dos isolados
(B3, B4 e B5) chegaram na fase estacionaria com 24 h de cultivo, cessando ou apresentando

crescimento lento.

Figura 11. Dindmica de crescimento no Meio I.
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Fonte: Autora, 2020.
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As dindmicas de crescimento para 0 meio Il (Figura 12), que contém em sua composicéo
melaco, peptona (fonte de nitrogénio entre outros nutrientes), foram um pouco mais
satisfatorias, apresentando absorbancias superiores a 1,00 (B1 e B4), porém a fase “lag” de
algumas bacteérias (B1, B2 e B3) continuam estendidas, com inicio da fase exponencial sendo
apos as 10 h, aproximadamente. Alguns isolados, B1 e B4, continuaram o crescimento, ndo
alcancando, assim, a fase estacionaria mesmo com 24 h de cultivo. Os isolados que
apresentaram a fase estacionaria na curva de crescimento, ou seja, multiplicacao lenta/ausente,
com 24 h de cultivo, foram B2, B3 e B5.

Figura 12. Dindmica de crescimento no Meio II.
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Fonte: Autora, 2020.

O meio Il (Figura 13) contém em sua composicdo melaco e peptona (maior quantidade)
e, essa quantidade nutricional pode ser uma das condicbes responsaveis por absorbancias

superiores a 1,20 (B1 e B4) e valores intermediarios, proximos de 0,800 de absorbancia com
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24 h, aproximadamente, de crescimento (B2 e B3). Os isolados apresentaram a fase estacionaria

na curva de crescimento, ou seja, multiplicacédo lenta/ausente, com 24 h de cultivo.

Figura 13. Dinamica de crescimento no Meio I11.
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Fonte: Autora, 2020.

Os isolados crescidos no meio 1V (Figura 14) que contém em sua composi¢do melaco e
extrato de levedura, tiveram valores de absorbancias, das dinamicas de crescimento, altos entre
0,8 e 1,00 (B1, B3 e B4), a fase “lag” do B4 é relativamente pequena, onde a fase exponencial
tem inicio apds, aproximadamente, 5 h de cultivo. Alguns isolados, B1, B3 e B4, continuaram
0 crescimento, ndo alcancando, assim, a fase estacionaria mesmo com 24 h de cultivo. Os
isolados que apresentaram a fase estacionaria na curva de crescimento, ou seja, multiplicacédo

lenta/ausente, com 24 h de cultivo, foram B2, e B5.
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Figura 14. Dinamica de crescimento no Meio V.
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As dinamicas de crescimento para o meio V (Figura 15), que contém em sua composi¢ado

melaco e extrato de levedura (maior quantidade) e, isso pode ser uma das condicdes

responsaveis por absorbancias superiores a 1,20 (B1 e B4) e valores intermediarios, proximos

de 0,800 de absorbancia com 24 h, aproximadamente, de crescimento (B3). Alguns isolados,

B1 e B3, continuaram o crescimento, ndo alcangando, assim, a fase estacionaria, mesmo com

24 h de cultivo. Os isolados que apresentaram na curva de crescimento a fase estacionaria ou

inicio, ou seja, multiplicacdo lenta/ausente, com 24 h de cultivo, foram B2, B4 e B5.
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Figura 15. Dindmica de crescimento no Meio V.
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Fonte: Autora, 2020.

25,00

30,00

Os isolados que cresceram no meio VI (Figura 16), que contém em sua composicao

melaco, peptona e extrato de levedura, apresentaram dindmicas de crescimento com

absorbancias superiores a 1,20 (B1 e B4), além de valores intermediarios, proximos de 0,800

de absorbancia com 24 h de crescimento (B3). A fase “lag” do B4 ¢ relativamente pequena,

onde a fase exponencial tem inicio apds, aproximadamente, 5 h de cultivo. O isolado B1

continuou o crescimento ndo alcancando, assim, a fase estacionaria, mesmo com 24 h de

cultivo. Os demais isolados apresentaram a fase estacionaria na curva de crescimento, ou seja,

multiplicagdo lenta/ausente, com 24 h de cultivo.
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Figura 16. Dindmica de crescimento no Meio VI.
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Fonte: Autora, 2020.

Os isolados cultivados no meio de referéncia VII, que ¢ o DYGS, (Figura 17),
apresentaram dinamicas de crescimento com absorbancias superiores a 1,20 (B1 e B4). O
isolado B5 com absorbancia chegando a aproximadamente 1,00, nos demais meios de cultivo
ndo teve crescimento tao expressivo. E como o meio de origem do pré-inoculo € o mesmo do
cultivo, a fase “lag” de cada isolado foi relativamente pequena, onde a fase exponencial tem
inicio apds, aproximadamente, 5 h de cultivo, exceto o isolado B3 com fase “lag” se estendendo
até 10 h de cultivo. O isolado B1 continua o crescimento, ndo alcangando a fase estacionéria,
mesmo com 24 h de cultivo. Os isolados que apresentaram na curva de crescimento a fase
estacionaria ou inicio, ou seja, multiplicacdo lenta/ausente, com 24 h de cultivo, foram B2, B4
e B5. O isolado B3, ap6s 22 h de cultivo, comegou tendéncia para apresentar a fase de declinio

ou lise.
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Figura 17. Dindmica de crescimento no Meio VII.
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Fonte: Autora, 2020.

Nos meios alternativos avaliados, alguns isolados (B1 e B4) tiveram crescimentos
elevados na maioria desses substratos. Os isolados B2, B3 e B5 tém crescimento mais lento
sendo que esta Ultima se desenvolve melhor no meio DYGS (Meio VII). Os meios 11, III, 1V, V
e VI apresentaram desempenho semelhante ao meio de referéncia.

A partir das curvas, as taxas de crescimento foram obtidas utilizando como parametros
as maximas cinéticas, independentes do tempo em que foram alcancadas, tendo janela de
avaliacdo com cinco pontos (Figura 18). Apds a selecdo da faixa, adicionou-se a linha de
tendéncia com respectiva equagdo representativa e a cinética de crescimento como sendo a
derivada dessa equacdo que ¢ a taxa em funcéo do tempo.

Entdo, as equacdes obtidas (Figura 18):

y = 0,1285x — 0,6091
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y = 0,1041x — 0,5388

E fazendo as derivadas dessas equagOes, temos que as taxas de crescimento serdo
respectivamente:
y' =0,1285
y' = 0,1041

Figura 18. Sele¢do das Taxas Méaximas de Crescimento.
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Fonte: Autora, 2020.

Esse procedimento de selecdo e obtencdo da taxa maxima de crescimento foi realizado
para todos os isolados nos meios avaliados, onde os dados foram submetidos a ANOVA e
médias comparadas por Tukey (p < 0,05).

Os isolados foram separados em grupos de acordo com as taxas de crescimento para
analise dos dados, sendo B1 e B4 juntos no grupo com taxas elevadas e B2, B3 e B5 no grupo
de taxas menores.

A figura 19 representa as taxas de crescimento dos isolados B1 e B4 nos meios
alternativos e no de referéncia. Onde o isolado B1 apresentou maiores taxas de crescimento nos
meios Il e V, ndo diferenciaram significativamente das dos meios IV e VI, mas foram
superiores as do meio de referéncia. No isolado B4, apenas o meio | que apresentou menor taxa

de crescimento e os demais meios ndo se diferenciaram significativamente.
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Figura 19. Taxa de Crescimento (h™) dos isolados B1 e B4 sob efeito dos meios alternativos (Meios | a V1) e
meio referéncia DYGS (Meio VII) em microplacas fundo U (96 pogos), ap6s 24 h de cultivo (28 °C). Médias

(n = 2) com as mesmas letras maitsculas (efeito da composicdo do meio) diferem (p < 0,05) pelo teste de

HSD Tukey.
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Fonte: Autora, 2020.

A figura 20 representa as taxas de crescimento dos isolados B2, B3 e B4 nos meios
alternativos e no de referéncia. O isolado B2 ndo apresentou diferengas significativas nos
valores avaliados. O isolado B3 mostrou taxa de crescimento menor apenas no meio | e nos
demais meios ndo houve diferencas significativas. O isolado B5 apresentou maiores taxas de

crescimento no meio VI (referéncia) e ndo diferenciou significativamente nos demais meios.
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Figura 20. Taxa de Crescimento (h™) dos isolados B2, B3 e B5 sob efeito dos meios alternativos (Meios | a
V1) e meio referéncia DYGS (Meio VII) em microplacas fundo U (96 pocos), apds 24 h de cultivo (28 °C).
Médias (n = 2) com as mesmas letras maiusculas (efeito da composicdo do meio) diferem (p < 0,05) pelo teste
de HSD Tukey.
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Fonte: Autora, 2020.

Nas composicdes avaliadas, o meio V que é formulado com subprodutos do setor
sucroalcooleiro (melaco e extrato de levedura) € uma boa alternativa como opcao para
crescimento bacteriano imaginando a utilizagéo do ciclo de aplicacéo destes isolados no cultivo
de cana-de-agucar e aproveitando substancias desse processo.

Dentre os meios alternativos analisados e as taxas de crescimento do grupo com maiores
valores, o isolado B1 nos meios Ill e VV demostrou taxas mais eficientes, onde foi observado
valores superiores (0,14 h-1) ao meio referéncia, que € o DYGS (0,08 h-1). O isolado B4 teve
taxas de crescimento adequadas para todos os meios avaliados (0,08 — 0,12 h-1) exceto no meio
1 (0,01 h-1). Villavicencio et al. (1999) obteve bons resultados quando Lactobacillus plantarum
foi cultivado em meio com melago enriquecido com extrato de levedura, mostrando que essa
combinacéo propicia o crescimento de microrganismos.

Com o mesmo pardmetro, agora sendo no grupo com menores taxas de crescimento,
temos que o isolado B2 néo diferenciou significativamente nos meios avaliados. O isolado B3

teve taxas de crescimento adequadas para todos os meios avaliados (~ 0,06 h-1) exceto no meio
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| (0,03 h-1). O isolado B5 s6 mostrou maiores taxas de crescimento no meio referéncia, meio
VIl (0,12 h-1), nos demais os valores ficaram baixos (~ 0,05 h-1). Cazetta et al. (2005)
observaram que producfes similares de biomassas de Candida lipolytica, Saccharomyces
cerevisiae e Corynebacterium glutamicum foram obtidas tanto em vinhaga quanto em melago,
mostrando a utilizacdo desses subprodutos no meio de crescimento de varios microrganismos

diferentes.
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6. CONCLUSAO

Sendo assim, alguns meios alternativos mostraram serem promissores para alguns
microrganismos em sistemas de cultivo em microplacas, com resultados semelhantes ou
melhores que o meio referéncia ja bastante consolidado na literatura para crescimento de
bactérias diazotroficas, caso dos meios II, Ill, 1V, V e VI., onde a maioria dos isolados
mostraram serem ajustaveis aos meios alternativos.

Seriam necessarios outros experimentos para verificar o impacto na fase “lag” sendo o
pré-indculo no respectivo meio de crescimento, acréscimo de meios com composicdes que
complementariam o delineamento proposto nesse trabalho para formacdo de um fatorial
completo, apds selecdo do(s) meio(s) o sistema passaria por um aumento de escala para
observar o comportamento do crescimento em processos fermentativos maiores e verificacio

(mantidas ou alteradas) das fun¢des bioguimicas dos microrganismos.
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