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Meio alternativo a base de extrato de farelo de soja para
crescimento de Bradyrhyzobium japonicum

Soybean bran extract-based as alternative growth medium
for Bradyrhyzobium japonicum

RESUMO

Com o aumento exponencial da populacdio mundial, pode-se dizer que a maior
preocupacdo dos préximos anos serd alimentar com eficiéncia a populagdo. Para isso é
imprescindivel buscar maneiras de aumentar a capacidade agricola atual através de um
manejo mais efetivo. Neste sentido, a atuagao de bactérias fixadoras de nitrogénio em
culturas vegetais é fundamental para aumentar a competitividade da agricultura brasileira.
Desta forma, sabendo da importancia desses micro-organismos para a economia, é
essencial encontrar uma maneira de produzi-los de forma mais barata tornando o
processo mais vidvel. Portanto, o presente trabalho teve como principal objetivo avaliar o
crescimento da bactéria Bradyrhizobium japonicum em meios contendo extrato de farelo
de soja, como alternativa ao meio comercial, comumente preparado com extrato de
levedura. De acordo com os resultados, verificou-se que o microrganismo apresentou um
crescimento ligeiramente maior em relagdo ao meio comercial, cerca de 5%. Assim,
conclui-se que o uso de extrato de farelo de soja em meio de cultura para obtencdo de B.
japonicum é uma alternativa viavel e de baixo custo, além do fato de agregar valor a
cadeia da agroindustria, uma vez que os residuos da soja estdo disponiveis em grande
guantidade na regido oeste do Estado do Parana.

PALAVRAS-CHAVE: Biologia. Agricultura. Economia.

ABSTRACT

The exponential world population growth will be the biggest concern for efficiently feed
the population in the next years. Therefore, it is essential to look for ways to increase
current agricultural capacity through more effective management. In this sense, the
performance of nitrogen-fixing bacteria in plant crops are fundamental to increase the
competitiveness of Brazilian agriculture. Therefore, knowing the importance of these
microorganisms for the economy, it is essential to find a way to produce them cheaper
making the process more viable. Therefore, the present study aimed to evaluate the
growth of the bacterium Bradyrhizobium japonicum in media containing soybean bran
extract, as an alternative to commercial medium most commonly prepared with yeast
extract. According to the results, it was found that the microorganism showed a slightly
higher growth in relation to the commercial environment, about 5%. Thus, the use of
soybean extract in culture medium to obtain B. japonicum is a viable and low cost
alternative, besides adding value to the agroindustry, the residues of soybeans are
available in large quantities in the western region Parana state.
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INTRODUCAO

Com o aumento exponencial da populacdo mundial pode-se dizer que a
maior preocupacdo dos proximos anos serd alimentar de forma eficiente a
populacdo. Para isso é imprescindivel buscar maneiras de aumentar a eficiéncia
agricola atual, através de um manejo mais efetivo e o desenvolvimento de
insumos agricolas que potencializem essa produgao.

Dentre os insumos com potencial para melhora da produtividade pode-se
dizer que o uso de inoculantes é o que apresenta maior potencial de expansao.
Os inoculantes sao produtos agricolas comerciais constituidos de microrganismos
simbidticos que promovem a fixacao bioldgica do nitrogénio atmosférico nas
raizes das plantas, dispensando assim o uso de fertilizantes nitrogenados
(VARGAS et al., 1982).

Esses produtos vém sendo usados frequentemente nas lavouras brasileiras,
principalmente no cultivo de soja por propiciar a melhoria da fixagdo biolégica de
nitrogénio promovida pelos microrganismos diazotroficos, os quais sdao capazes
de suprir sozinhos a necessidade da planta por nitrogénio em todo seu ciclo de
vida. Tal caracteristica gera uma economia em fertilizantes nitrogenados de
aproximadamente RS 27 bilhdes por ano somente com a cultura de soja (CONAB,
2017).

A partir disso, a busca por maneiras em tornar o processo de producdo
destas bactérias de forma mais rentavel economicamente tem despertado o
interesse nas pesquisas. Assim, o objetivo do presente trabalho é avaliar a
substituicdo de um dos componentes do meio de cultura, tradicionalmente
empregado no cultivo de Bradyrhyzobium japonicum, por insumos mais baratos,
como por exemplo, a substituicdo do extrato de levedura por extrato de farelo de
soja. Material este que pode ser obtido apds o processamento do grao, que
posterior ao esmagamento, extrai o 6leo e a massa que fica é tostada e vendida
para alimentagao animal.

MATERIAIS E METODOS

OBTENGAO DO EXTRATO DO FARELO DE SOJA

Para a obtencao do extrato foi utilizada uma técnica de hidrélise do material,
baseada em trabalhos prévios de Arruda (2011) para farelo de arroz. A técnica
consistiu em submeter cerca de 30 gramas de farelo de soja juntamente com 150
ml de dgua destilada no interior de um frasco Erlenmeyer de 500 ml a alta
pressdo e temperatura (1latm/1212C/15min.) em autoclave. Posteriormente, o




material foi centgjfugado e o sobrenadante recolhido para a andlise de proteina e
preparacao do meio de cultura.

ANALISE DE PROTEINA

A analise proteica do extrato foi realizada seguindo o protocolo da
metodologia de Kjeldahl (Moresco, 2016), que se baseia na transformacdo do
nitrogénio presente na amostra em sulfato de amoénio por meio de uma digestado
acida, e em nitrogénio amoniacal por destilacdo em meio alcalino, por fim o
nitrogénio da amostra é quantificado através de uma titulacao.

Primeiramente 0,5 gramas de amostra foram colocadas em um tubo de
digestdo juntamente com 1 grama de uma mistura digestora e 25 ml de acido
sulfurico e deixado a uma temperatura de 400°C durante 4 horas.

Apds isso, as amostras foram destiladas no destilador de nitrogénio com
hidroxido de sédio 30 %. O destilado foi recolhido em um erlenmeyer ja contendo
30 ml de acido bédrico 2 % e 4 gotas de uma mistura de verde de bromotimol e
vermelho de metila como indicador.

Recolhido o destilado até um volume final de aproximadamente 75 ml no
erlenmeyer esse material foi titulado com acido cloridrico 0,1 M até atingir a
coloragao résea.

CULTIVO CELULAR

O microrganismo Bradyrhyzobium japonicum, foi gentilmente cedido pela
UTFPR Campus Dois Vizinhos e mantido nos laboratérios da UTFPR-TD em meio
contendo glicerol como crioprotetor para armazenamento em freezer comum
junto ao banco de cepas existente.

A partir da determinacdo da quantidade necessaria de extrato de farelo de
soja para substituir o extrato de levedura foram preparados os meios de cultura
em gue o microrganismo foi cultivado de acordo a tabela 1.

Tabela 1- Composi¢ao do meio de cultura

Componentes Meio padrio Meio Alternativo
° g/L g/L
: PEPTONA 5 5
e YE 2 0
: EXTRATO DE FARELO DE SOJA 0 2
NaCl 5 5
 Extrato de carne 1 1

DIGAN, 2016 (modificado)

Com os meios de cultura formulados e sabendo a partir do planejamento
inicial que seriam necessarios realizar 3 leituras em triplicata foram cultivados
nove frascos Erlenmeyer com 50 ml de meio padrdo e outros 9 frascos com o




meio teste, mgigs gstes que tiveram a fonte de nitrogénio alterada. Foram
inoculados com 5 ml de células e deixados em um incubadora com agitacdo
orbital de 150 rpm e a uma temperatura de 37°C, que sdo as condicdes padrdes
para o cultivo desse tipo de microrganismo segundo a Hungria, 2001.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Apds os testes de quantificacdo de nitrogénio pode-se detectarque o extrato
de farelo de soja produzido nas concentracdes utilizadas é de 0,347 g / 100g de
amostra, esse quantidade de proteinas quando comparada com dados histéricos
de teor proteico no farelo de soja puro, cerca de 46% de proteina bruta (USDA,
2019) indicam que a transferéncia de proteina do farelo para o extrato no
processo utilizado ndo teve uma eficiéncia muito elevada, mostrando um ponto
para aperfeicoamento em trabalhos futuros.

Os dados de variagao de pH e concentragao celular obtidos durante o cultivo
bacteriano estdo dispostos nas figuras 1 e 2 abaixo.

Figura 1- Curva de varia¢do de pH
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Figura 2- Curva de crescimento bacteriano
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Analizando percebece-se que o pH do meio alternativo e do meio padrao é
muito semelhante, sendo o meio alternativo levemente mais dcido isso significa
gue as condicdes de crescimento que o meio proporciona tanto no alternativo
guanto no padrdo sao muito semelhantes.

Ja analisando o crescimento bacteriano mostrado na leitura de
concentragdo celular observa-se que as bactérias se adaptaram ao meio
alternativo apresentando um crescimento cerca de 5 % maior, mostrando que
existe viabilidade na producdo de meios de culturas comerciais utilizando essa
matéria prima como fonte de nitrogénio.

Os resultados deste trabalho demostram a possibilidade da formulagao de
novos meios de cultivo com rejeitos industriais como matéria prima, gerando
uma enorme economia para empresas que atuam no ramo de fermentagdes
aumentando os lucros das empresas e diminuindo o valor final do produto
tornando-os mais acessiveis ao consumidor final.
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