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“We need the tonic of wildness... At the same time 

that we are earnest to explore and learn all things, we 

require that all things be mysterious and 

unexplorable, that land and sea be indefinitely wild, 

unsurveyed and unfathomed by us because 

unfathomable. We can never have enough of nature.” 

     (Thoreau) 
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Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

O desempenho do setor agrícola na economia brasileira contribuiu para o desenvolvimento 

social visto nas últimas décadas, porém, a maior parte dos avanços recentes no campo aconteceu 

nas grandes propriedades ligadas ao agronegócio. É necessário, portanto, um estímulo à 

profissionalização do pequeno produtor, auxiliando-o no uso de novas tecnologias. Além disso, 

a agricultura está cada vez mais ligada às demandas ambientais, o que se evidencia pelo 

crescimento do setor de produtos orgânicos e pelo uso de bioinsumos na produção agrícola. 

Assim, deve-se pensar no uso de inoculantes dentro deste contexto, com a utilização de 

bactérias promotoras de crescimento vegetal, ou PGPB, para substituir fertilizantes químicos, 

geradores de poluição ambiental e nocivos à saúde humana e de animais. Levando-se em conta 

os mecanismos promotores de crescimento vegetal das PGPB e o uso consciente de substratos 

oriundos da própria fazenda, o presente trabalho avaliou o crescimento de estirpes bacterianas 

modelo dos gêneros Bacillus, Methylobacterium, Paraburkholderia e Pantoea em meios de 

cultivo à base de insumos disponíveis nas propriedades, em diferentes combinações. Os 

substratos (caldo de cana-de-açúcar e soro de leite) foram quantificados quanto ao teor de 

proteínas e carboidratos antes da formulação dos meios de cultivo, por métodos colorimétricos. 

Além disso, foi pesquisado o efeito de consórcio bacteriano crescido nos diferentes meios sobre 

o crescimento de feijoeiros em casa de vegetação. Formas de esterilização destes meios de 

cultivo bacteriano, aplicáveis fora do ambiente laboratorial, também foram testadas, para 

diminuir o crescimento de microrganismos indesejáveis nos meios de cultivo. Assim, 

futuramente, poderá ser desenvolvida tecnologia de produção de inoculantes on farm que traga 

maior autonomia econômica e independência de insumos externos para pequenos e médios 

produtores rurais. Concluiu-se que os substratos estudados podem ser utilizados para 

crescimento microbiano, pois permitiram o crescimento dos microrganismos testados. Porém, 

o meio de cultivo elaborado pela simples diluição do caldo de cana-de-açúcar a 33% foi o mais 

recomendado por ser de simples preparo; apresentar crescimento rápido dos microrganismos; 

ter tido melhor desempenho no teste preliminar em casa de vegetação e,  ainda, não apresentar 

odor forte após sua fermentação. Além disso, a fervura por 20 minutos se mostrou eficaz para 

eliminar a presença de microrganismos autóctones. Estes resultados sugerem que o uso de 

meios para cultivo microbiano elaborados a partir de substratos disponíveis em pequenas e 

médias propriedades rurais é uma possível solução para baratear a multiplicação de inoculantes 

on farm. 

Palavras-chave: Inoculantes; PGPB; Agricultura Orgânica; Bacillus; Methylobacterium. 
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Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

The performance of the agricultural sector in Brazilian economy has contributed to the social 

development seen in the past decades. However, recent advances in the countryside have taken 

place in large agribusiness-connected properties. It is therefore necessary to stimulate family 

farmers to professionalize, putting them in touch with new technologies. In addition to that, 

agriculture is now more integrated to environmental demands, which is made evident through 

the growth experienced by the organic agriculture sector and the use of bioproducts in 

agricultural practice. The use of inoculants should also be considered within this context, with 

the usage of plant growth promoting bacteria (PGPB) as a substitute for chemical fertilizers, 

which generate pollution and health hazards. Considering PGPB’s plant growth promoting 

mechanisms and the conscientious use of residues from the farms themselves, the present work 

evaluated the growth of model bacterial strains (Bacillus; Methylobacterium; Pantoea and 

Paraburkholderia) in culture media made with farm products and residues (pressed sugarcane 

juice and whey), in different compositions. The protein and carbohydrate content of the 

products was quantified before formulation. This was done through colorimetric assays. 

Furthermore, the effect of bacterial consortia grown in the studied media was tested in 

greenhouse experiments, with common bean plants. Different sterilizing methods of the studied 

media, applicable outside laboratory conditions, were also tested, in order to diminish growth 

of unwanted microorganisms. Thus, in the future, there may be development of technology that 

will allow greater economic autonomy and independence from off-farm products to small and 

medium-sized farmers. The conclusions were that both products studied can be used for 

bacterial growth, because they allowed the tested microorganisms to grow. Furthermore, the 

medium containing 33% sugarcane juice was the most recommended: it is of simple 

preparation, shows fast bacterial growth, performed better in a preliminary greenhouse study, 

and does not show a strong odor. Besides, boiling the flask containing the non-sterile medium 

for 20 minutes was most effective in elimination of indigenous microorganisms. These results 

suggest that the use of bacterial growth media elaborated from products readily available at 

small and medium-sized farms is, indeed, a possible solution for economically viable on-farm 

inoculant multiplication. 

Keywords: Inoculants; PGPB; Organic Agriculture; Bacillus; Methylobacterium. 
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Nas últimas décadas, a agricultura vem ganhando cada vez mais importância na economia 

brasileira, gerando desenvolvimento social e econômico no campo. Porém, esse 

desenvolvimento vem acompanhado do uso intensivo de agrotóxicos e fertilizantes químicos, 

produtos que são nocivos ao meio ambiente, e geram poluição. A agricultura orgânica surge 

como possível solução para estes problemas, gerando produtos sem a adição destes poluentes. 

Portanto, como alternativa para aumentar a produtividade das fazendas sem prejudicar o meio 

ambiente, pode-se utilizar produtos naturais que melhorem a produtividade. Estes podem ser 

inoculantes, ou seja, bactérias do solo que produzem substâncias que ajudam no crescimento 

das plantas. Assim, as fazendas que usam estes inoculantes e outros produtos naturais em sua 

produção agregam valor ao seu produto final, que poderá receber o selo de “Orgânico”. 

Contudo, hoje, muitos agricultores, especialmente de agricultura familiar, não utilizam 

inoculantes e outros bioprodutos por conta do custo, ou por desconhecimento. Este trabalho 

vem justamente iniciar a pesquisa sobre algumas formas que poderão permitir ao pequeno 

produtor multiplicar estes inoculantes em sua fazenda, tornando o uso dessa biotecnologia mais 

barata e acessível para ele. Para isso, estudamos o uso de caldo de cana-de-açúcar e soro de 

leite como formas de crescer estas bactérias benéficas, ambos produtos abundantes em 

propriedades rurais, principalmente fazendas de gado leiteiro. Concluímos que as bactérias 

conseguem crescer nestes meios estudados, e que nos testes iniciais, o meio de cultivo feito a 

partir de cana-de-açúcar é mais indicado, por ser mais simples e mais eficiente. Além disso, 

para evitar que haja multiplicação de organismos indesejáveis, estudamos formas caseiras de 

eliminar os fungos e bactérias que existem naturalmente nessas substâncias, de forma a não 

deixar que não cresça nada nocivo para as pessoas ou para a plantação. Observamos que a 

simples fervura, por 20 minutos, foi eficiente, nos testes realizados. 

Palavras-chave: Ecologia; Agricultura Orgânica. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Agricultura e sustentabilidade no Brasil 

 O Brasil, desde os tempos da colônia, é um exportador de gêneros agrícolas, 

inicialmente em um sistema de monocultura, com ênfase em cana-de açúcar, algodão e fumo,  

e, posteriormente, com perfil cafeeiro (Abreu e Lago, 2001). Nas décadas de 60 e 70, o 

crescimento acelerado da população urbana não foi acompanhado por um aumento significativo 

da produtividade agrícola. Para suprir a necessidade alimentar desta população urbana 

crescente, o país dependia de importações para garantir seu abastecimento interno. O governo 

brasileiro, então, desenvolveu políticas para aumentar a produção e a produtividade do setor 

agrícola, tornando o país independente destas importações, atingindo a autossuficiência, e se 

tornando, novamente, um dos grandes exportadores mundiais de alimentos (Embrapa, 2018). 

Dados da CONAB para a safra 2020/2021 de soja, estimada em recorde de 135,9 milhões de 

toneladas (CONAB, 2021), demonstram esse novo papel do país no cenário internacional de 

commodities. O desempenho do setor agrícola na economia nacional contribuiu para o 

desenvolvimento social visto nas últimas décadas, pois o aumento da produtividade gerou 

melhoria das condições de vida da população devido à geração de empregos e aumento de 

renda, além da maior quantidade de produtos disponíveis no mercado exercer pressão para 

baixo sobre os preços, levando gêneros agrícolas de melhor qualidade e com menor preço final 

ao consumidor (Embrapa, 2018).  

O país investiu em larga escala no setor de agropecuária por conta da segurança 

alimentar e energética (biocombustíveis), destacando-se o papel da tecnologia enquanto 

elemento transformador no campo, principalmente através dos esforços da Embrapa, dos 

institutos de pesquisa e das universidades (Lopes, 2013). 

Porém, a maior parte dos avanços recentes no campo aconteceu nas grandes 

propriedades ligadas ao agronegócio, que conta com uma cadeia produtiva integrada, desde o 

plantio de gêneros agrícolas e a criação de animais na pecuária, passando pela colheita e abate, 

cadeia de distribuição, e indústria de produtos processados, até sua distribuição às grandes redes 

varejistas, em uma verticalização da produção que tende à concentração de capital (Arieira e 

Fusco, 2010). Assim, na área rural, há ainda muita desigualdade tanto de produtividade quanto 

de renda, pois os pequenos produtores não têm o mesmo acesso à tecnologia que o grande 

agronegócio, por conta de seu elevado custo de implementação, além das imperfeições do 

mercado e, muitas vezes, da inadequação das políticas públicas de incentivo (Alves e Souza, 
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2015). Para reverter esta desigualdade, faz-se necessário o estímulo à profissionalização do 

agricultor familiar e do pequeno produtor, levando práticas de empreendedorismo para o 

campo, o que permitirá o contato com tecnologias e inovações dos processos de produção, 

levando-os à melhor gestão de suas propriedades (Schinaider, Fagundes e Talamini, 2017). 

As inovações permitem que as características climáticas do Brasil sejam mais bem 

aproveitadas, através de técnicas de manejo do solo aliadas à tropicalização de diversos tipos 

de cultura, com destaque para manejos e práticas sustentáveis. A adoção destas técnicas permite 

melhor produtividade, garantindo o protagonismo do país no que tange à segurança alimentar, 

com vistas tanto para o mercado interno quanto externo (Lopes, 2017). 

O setor agrícola brasileiro atualmente apresenta sistemas de produção mais complexos, 

resilientes e sustentáveis, com tecnologia desenvolvida não só pelo setor público, mas também 

por empresas privadas, visando baixa emissão de gases de efeito estufa, com uso de sistema de 

plantio direto, agricultura orgânica, sistemas agroflorestais, controle biológico de doenças e 

pragas, fixação biológica de nitrogênio, florestas plantadas, recuperação de áreas degradadas, 

tratamento de dejetos animais, e a recuperação, restauração e adequação ambiental de 

propriedades rurais. Estas práticas inovadoras permitem a conservação da biodiversidade 

enquanto se mantém um setor agrícola com produtividade adequada para garantia da segurança 

alimentar do país (Embrapa, 2018).  

Além disso, a produção agrícola está cada vez mais ligada às demandas ambientais e à 

preservação e recuperação dos recursos naturais, especialmente pela inserção do Brasil no 

mercado mundial de commodities, o que levou o país a promulgar o Decreto nº 6.476, em 2008 

(Brasil, 2008), que regulamenta o texto do tratado internacional sobre recursos fitogenéticos 

para alimentação e agricultura (TIRFAA), aprovado pelos países membros da Organização das 

Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO), em 2001. Este texto advoga o uso 

sustentável e conservacionista dos recursos fitogenéticos, para fins alimentares e agrícolas, 

além da repartição equânime dos benefícios daí derivados, para que haja práticas de agricultura 

sustentáveis e garantidoras da segurança alimentar (FAO, 2009). 

É necessário, contudo, levar-se em conta que o Brasil é um dos principais centros 

consumidores de agroquímicos (fertilizantes e corretivos) que são utilizados para corrigir a 

acidez e baixa fertilidade dos solos típicos de áreas tropicais, fornecendo os nutrientes e 

garantindo a produção vegetal. No atual cenário político, somente no ano de 2019, o país 

importou quase 335 mil toneladas de inseticidas, fungicidas e herbicidas, quantidade 16% acima 
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do ano de 2018, além do aumento das vendas deste tipo de produto internamente, na contramão 

de políticas europeias de diminuição do uso destes produtos (Resende e Pupo, 2020).  

O uso de agrotóxicos e fertilizantes, além da poluição no local de sua aplicação, têm 

efeitos em áreas distantes, por conta da lixiviação que carreia os nutrientes em excesso e 

possíveis contaminantes para lençóis freáticos e rios, gerando a eutrofização de corpos d’água 

(Marquetto e Castaman, 2016).  Deve-se buscar, portanto, cada vez mais alternativas de menor 

impacto ambiental a estes métodos tradicionalmente empregados, combatendo a poluição e 

eutrofização dos corpos hídricos, além de seu assoreamento, causado pela prática de 

revolvimento do solo (Carneiro, Pignati e Rigotto, 2012). Além destes problemas, os produtores 

devem levar em conta o alto custo do uso intensivo de insumos químicos na lavoura, que não é 

apenas econômico, mas também afeta a saúde da população: a alta do dólar tem levado ao 

crescimento do uso de agrotóxicos ilegais, que entram no Brasil pela fronteira com o Paraguai 

na busca de maximização dos lucros (Toledo, 2021), uma vez que os altos custos dos insumos 

cotados em moeda estrangeira têm grande impacto econômico sobre a produção agrícola 

(Esalq/USP e CNA, 2015).  

Os fertilizantes químicos foram chave em permitir a “Revolução Verde” ocorrida desde 

a década de 1960, mas seus efeitos de aumento da produtividade trouxeram, além dos problemas 

supracitados, o aumento da emissão de gases estufa. Segundo a US/EPA, a agricultura foi, em 

2019, fonte de 10% das emissões, sendo a maior parte proveniente da pecuária, da produção de 

arroz e dos solos agriculturáveis, estes últimos por conta do uso intensivo de fertilizantes 

(US/EPA, 2021). 

Deve haver, além disso, uma adequação ambiental, prevista no Código Florestal (Brasil, 

2012). Para alcançar estes objetivos, devem-se adotar técnicas sustentáveis de manejo 

conservacionista do solo, principalmente seguindo-se os princípios da agricultura orgânica. 

 

1.2 Agricultura orgânica 

 O desenvolvimento sustentável no campo depende da conservação e do bom manejo 

dos recursos naturais, o que é possível graças a novas tecnologias e manejos aplicados à 

produção agrícola, com o objetivo de assegurar a satisfação das necessidades humanas no 

presente e das futuras gerações (FAO, 2017). Tais práticas se organizam em sistemas integrados 

de produção, adequados a determinados ambientes, tudo isso feito de forma a integrar os ciclos 
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e controles biológicos naturais para sustentar a viabilidade econômica dos processos agrícolas, 

gerando melhor qualidade de vida aos produtores rurais e à sociedade como um todo (Cornell 

Law School, 2017). 

 O desenvolvimento tecnológico para a sustentabilidade no campo visa a adaptar o setor 

a um novo mercado consumidor, em que se exige melhoria na qualidade dos produtos, com 

rastreabilidade dos mesmos, restrição ao uso de antimicrobianos, fertilizantes químicos e 

agrotóxicos (Embrapa, 2018).  

 A produção de alimentos orgânicos, tanto vegetais quanto animais, torna-se importante 

fonte de renda para pequenos e médios produtores justamente porque existe um novo perfil de 

consumo, que agrega valor ao produto certificado, sendo o público-alvo formado por pessoas 

com preocupadas com questões ambientais e com relação à própria saúde. Dados do Research 

Institute of Organic Agriculture mostram que o mercado mundial de orgânicos em 2018 atingiu 

mais de 96 bilhões de euros, estando este tipo de prática agrícola presente em 186 países, com 

71,5 milhões de hectares de terra sob este tipo de manejo, contando com cerca de 2,8 milhões 

de fazendeiros empregados no setor, em todo o mundo (Research Institute of Organic 

Agriculture, 2020). 

 A tendência do mercado de orgânicos é de crescimento, devido à mudança de hábitos 

de consumo acima mencionada. Além disso, este tipo de agricultura gera desenvolvimento 

local, pois há estímulo para a instauração de circuitos de cadeia curta de comércio: o produtor 

muitas vezes vende diretamente ao consumidor final, através de cooperativas e feiras de 

produtos orgânicos (Embrapa, 2018). Esta tendência está ligada à valorização do buy local 

(compra local) o que é mais um fator agregador de valor à produção orgânica oriunda de 

pequenas propriedades, pois elimina-se, assim, o intermediário, responsável por comprar a 

produção do pequeno produtor por um valor geralmente baixo, e revendê-la com alta 

lucratividade ao comércio varejista. O bom exemplo neste caso vem dos EUA, onde há um 

programa importante do USDA (Departamento de Agricultura dos Estados Unidos), chamado 

Farmers Markets, que estimula a venda direta dos produtos dos pequenos produtores aos 

consumidores finais em diversas feiras espalhadas por todo o país (EUA, 2018). 

 A agricultura orgânica é definida, na Lei n°10.831, de 23 de dezembro de 2003, como 

aquela em que técnicas específicas são adotadas, otimizando-se o uso dos recursos naturais e 

socioeconômicos disponíveis, respeitando-se a cultura local das comunidades rurais, com 

objetivo de garantir a sustentabilidade econômica e ecológica, aumentando benefícios sociais, 
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e diminuindo a dependência de energia não-renovável, empregando, quando possível, métodos 

culturais, biológicos e mecânicos, ao invés de materiais sintéticos (Brasil, 2003). Assim, há a 

proibição total do uso de pesticidas, sendo a utilização de adubos orgânicos e a adoção de 

práticas agrícolas que visam a gerar e manter a biodiversidade em equilíbrio um dos principais 

pilares da agricultura orgânica, pois esta respalda-se em melhor manejo e gestão da terra, 

utilizando-se, preferencialmente, de insumos locais. Isto agrega valor aos produtos e gera 

práticas de comércio mais justas (Queiroga, 2018). 

 Outra forma de pensar a agricultura orgânica é como um sistema abrangente de 

produção de gêneros agropecuários, em que a saúde do agroecossitema é melhorada. Isso inclui 

a biodiversidade, os ciclos biogeoquímicos e a atividade biológica do solo, justamente por dar 

ênfase às práticas de manejo in loco, na propriedade agrícola, ao invés do uso intensivo de 

insumos externos. Estas práticas são culturais e biológicas e evitam o uso de insumos sintéticos, 

oriundos da indústria química, para cumprir funções específicas no sistema de produção 

agrícola (Queiroga, 2018). 

 Deve-se, portanto, pensar em agricultura orgânica como agregadora de valor aos 

produtos oriundos de pequenas propriedades, levando em conta que há dois tipos de agricultura 

orgânica: certificada e natural (agroecológica). A certificada se baseia em práticas de não-

utilização de agroquímicos e antibióticos, e passam por certificação de insumos, manejo e 

gestão técnica da propriedade. Já a natural se baseia em uso de estrume como fertilizante, além 

do uso de inseticidas e fertilizantes biológicos, e envolve questões sociopolítico-ideológicas. 

Porém, para que haja agregação de valor aos produtos, deve haver certificação da propriedade 

e de sua produção, garantindo, assim, que os principais objetivos do sistema orgânico de 

produção sejam atingidos, como a conservação e aumento da fertilidade do solo, a diminuição 

da poluição, a não-utilização de fertilizantes e defensivos químicos e sintéticos e a preservação 

da biodiversidade do sistema agroecológico como um todo, com ênfase para a microbiota do 

solo e a polinização, o que permite a produção de alimentos em quantidade suficiente e com 

qualidade superior (Queiroga, 2018). 

 Com o passar dos anos, aumenta o número de propriedades agrícolas que são 

certificadas como orgânicas, devido ao aumento do consumo de tais produtos. No Brasil, entre 

os Censos Agropecuários de 2006 e 2017, o número de propriedades declaradas orgânicas e 

certificadas nesse período aumentou de 5.106 para 68.716, segundo dados do IBGE. As vendas 

de produtos orgânicos no varejo cresceram cerca de 11% entre 2000 e 2017, período em que a 

área dedicada a esse tipo de cultivo no mundo cresceu a uma média anual de 10%. O Brasil 
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ocupava o 12º lugar entre os países com maior área dedicada à produção de orgânicos em 2017, 

liderando a produção mundial de açúcar orgânico e é o país com mais colmeias para a produção 

de mel orgânico (Lima et al, 2020).  

A certificação da produção garante a procedência e o respeito a todos os preceitos da 

agricultura orgânica. Porém, os produtores ainda têm que lidar com o custo da certificação e 

fiscalização, cuja normatização iniciou-se com a Lei n°10.831 de dezembro de 2003 (Brasil, 

2003), com regulamentação pelo Decreto n°6.323 de 27 de dezembro de 2007 (Brasil, 2007). 

Essa legalização da agricultura orgânica impulsionou o setor, que tem crescido cerca de 25% 

ao ano desde 2009, movimentando cerca de R$3 bilhões em 2016 (Bacoccina, 2017). A 

legislação que regula o ramo levou ao estabelecimento do selo SisOrg para os produtos 

certificados pelo Mapa (Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) como orgânicos 

(Brasil, 2014). 

 A tendência contínua de crescimento do setor leva ao aperfeiçoamento dos mecanismos 

de controle deste tipo de produção, incluindo aí os órgãos de certificação participativa. Tudo 

isso insere o Brasil em um contexto maior de propensão mundial de apoio à agricultura 

sustentável, devido à busca não só de sustentabilidade ambiental e conservação da 

biodiversidade, mas também por conta da procura de alimentos mais saudáveis (Villela et al, 

2019). Outro tema importante é o bem-estar animal, discutido em mesas-redondas que incluem 

produtores rurais, chefs renomados de cozinha e pesquisadores de diversas áreas ligadas ao 

tema (Slow Food, 2018). 

 Além disso, os pequenos produtores que adotam as práticas de agricultura orgânica 

apresentam maior eficiência energética em sua produção em relação à monocultura em larga 

escala, o que reforça que a adoção destas práticas sustentáveis é de suma importância também 

do ponto de vista energético (FAO e ITPS, 2015). 

  

1.3. Microbiologia do Solo e Plantas 

 Os ecossistemas, tanto naturais quanto modificados pela ação antrópica, têm os 

microrganismos como elemento chave, e estes têm papéis importantes na ciclagem de 

nutrientes, na manutenção da fertilidade do solo e no sequestro de carbono, além de afetar direta 

e indiretamente a saúde de plantas e animais nos ecossistemas terrestres (Fierer, 2017). 

 A diversidade do microbioma do solo, termo que define o conjunto de microrganismos 

aí presentes, que incluem tanto bactérias quanto arqueias, vírus, fungos, protozoários e outros 
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microrganismos eucariotos (Fierer, 2017), realiza as funções bioquímicas que garantem os 

serviços ecossistêmicos, que compõem características essenciais do solo, como sua formação 

(pedogênese), os serviços de ciclagem de nutrientes e as transformações da matéria orgânica. 

Quanto maior for a biodiversidade do microbioma presente no solo, maior pode ser a 

diversidade metabólica do sistema solo como um todo, permitindo que ocorram aí todas as 

transformações necessárias para seu funcionamento enquanto um ecossistema integrado, 

garantindo melhor resiliência da comunidade como um todo frente a eventuais mudanças das 

condições ambientais (Cardoso e Andreoti, 2016). É muito comum encontrar funções 

ecológicas específicas distribuídas entre muitos taxa, como, por exemplo, a capacidade de fixar 

nitrogênio e a capacidade de desnitrificação (Konopka, 2009).  

A redundância funcional existente em ecossistemas no solo pode ser relacionada à 

capacidade que este sistema terá de resistir a mudanças ambientais, pois quanto maior for a 

diversidade, maior será esta redundância, e maior deverá ser a resistência do ecossistema após 

a imposição de estresses, sendo maior sua estabilidade (Konopka, 2009). Em outras palavras, 

altos níveis de redundância para funções ecossistêmicas podem ser relacionados à continuação 

do desempenho destas funções frente a mudanças ambientais, pois se parte dos microrganismos 

que desempenhem uma função em especial não resistirem a estas mudanças, ainda há chance 

que outra parte dos microrganismos presentes na comunidade resista a elas, garantindo a 

continuidade desta função (Naeem, Kawabata e Loreau, 1998). 

A diversidade dos microrganismos do solo em dada área sofre influência direta do pH, 

da qualidade e quantidade de carbono orgânico, da concentração de oxigênio molecular e do 

status redox do solo, da disponibilidade de umidade, de nitrogênio e de fósforo no solo, além 

da textura e estrutura do solo, da temperatura, das espécies de plantas que ocorrem na área e da 

predação e lise por vírus, em ordem decrescente de importância (Fierer, 2017). Além disso, a 

concentração de bactérias presente nas regiões do solo próximo às raízes da planta, a rizosfera, 

é tipicamente muito maior do que a que ocorre em outras regiões do solo, pois os exsudatos 

radiculares, nutrientes como açúcares, aminoácidos, ácidos orgânicos e outras pequenas 

moléculas, atraem bactérias para esta área, sendo ela mais abundante em microrganismos do 

que o bulk soil em seu entorno (Glick, 2012). Define-se a rizosfera, então, como a região do 

solo que sofre influência direta da raiz da planta, através de seus exsudatos, que atraem 

biomassa microbiana para esta região, pois aí há alta disponibilidade de nutrientes em relação 

ao solo circundante, o que leva a relações de benefício ou prejuízo entre bactérias do solo e 

plantas, afetando diretamente a agricultura (Barret, Morrisey e O’ Gara, 2011). 
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 Portanto, o desenvolvimento vegetal está ligado à abundância e diversidade microbiana, 

pois dela dependem a degradação da matéria orgânica do solo, a mineralização de nutrientes, a 

fixação de nitrogênio, e até mesmo o controle de patógenos e a proteção das plantas contra 

pragas, dentre outros processos. Em contrapartida, a comunidade vegetal presente afeta a 

diversidade microbiana do solo através de exsudados radiculares, compatibilidade entre 

simbiontes e hospedeiros e pelo tipo de deposição de matéria orgânica via serapilheira, dentre 

outros fatores (Berg e Smalla, 2009; Rachid et al., 2015), através da variação na composição e 

quantidade destes exsudatos radiculares, que permite a modulação, por parte da planta, da 

composição e da abundância da microbiota associada à rizosfera, sendo esta variação também 

temporal, ou seja, nos diferentes estágios de desenvolvimento da planta (Bakker et al., 2012). 

Estes exsudatos agem como substratos e moléculas sinalizadoras para os microrganismos, o 

que leva à criação de uma relação complexa e integrada entre plantas e microbiota do solo 

(Chaparro et al., 2012). A atração por quimiotaxia dos microrganismos para a rizosfera é 

chamada “efeito rizosférico”, sendo as interações entre plantas e microrganismos do solo 

regidas pelos exsudatos radiculares, em um processo em que os compostos orgânicos secretados 

pela planta têm importante papel na colonização das raízes e também no controle biológico de 

patógenos (Hassan, McInroy e Kloepper, 2019). 

A estrutura da comunidade de microrganismos na rizosfera difere do restante do solo 

em seu entorno, podendo apresentar maior abundância de microrganismos, como acima 

mencionado, mas com diversidade biológica menor, pois trata-se de organismos recrutados a 

partir do solo adjacente pela planta, ou seja, é um subconjunto destes (Fierer et al., 2007). Cabe 

ressaltar que os efeitos que uma espécie microbiana terá sobre a planta dependerá das condições 

ambientais como um todo, sendo passíveis de mudança conforme as condições ambientais 

mudem (Glick, 2012).  

 Resumindo, microrganismos que fazem parte da microbiota rizosférica podem ter 

efeitos profundos no crescimento, nutrição e saúde das plantas, tanto em ambientes naturais 

quanto em agroecossistemas (Phillippot et al., 2013), podendo haver alterações na 

produtividade das plantas, com a contrapartida de modulação dessa biomassa microbiana por 

parte das plantas, que moldam essa comunidade microbiana na região da rizosfera, aumentando 

as funções aí presentes, em um verdadeiro processo de seleção destes microrganismos (Zak et 

al., 2003). Porém, estas relações podem ser tanto de prejuízo quanto de benefício para ambas 

as partes, e microrganismos benéficos em um conjunto de condições podem tornar-se 

prejudiciais ou até patogênicos sob condições diferentes (Fierer, 2017). Desta forma, a interação 
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entre as plantas e o ambiente que as circunda é um processo dinâmico, através de sinais 

químicos emitidos pelos microrganismos do solo. Esses sinais são reconhecidos pelas plantas, 

e têm como resposta a liberação dos exsudatos radiculares (Bais et al., 2006), cujo processo de 

secreção varia desde difusão, canais iônicos e transporte por vesículas, mecanismos com baixo 

ou nenhum gasto energético para as plantas, até transportadores ABC (ATP-binding cassette 

transporters), que utilizam a energia química contida em moléculas de ATP para que a 

exsudação ocorra (Chaparro et al., 2012). 

 

1.4. Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal 

 Dentre os microrganismos encontrados associados às plantas, destacam-se as PGPB, 

bactérias que promovem o crescimento vegetal. Trata-se de bactérias de vida livre, ou 

simbióticas, como as encontradas nos nódulos radiculares de algumas espécies vegetais (por 

exemplo, Rhizobium spp. e algumas leguminosas), além de bactérias endofíticas que colonizam 

partes dos tecidos internos das plantas sem a formação de estruturas visíveis.  

 As PGPB são capazes de gerar promoção do crescimento das plantas por mecanismos 

diretos, como a facilitação da aquisição de nutrientes e a modulação dos níveis de fitormônios, 

ou por mecanismos indiretos, através da inibição de patógenos, dentre outros meios (Glick, 

2012). Além disso, as PGPB ajudam potencialmente no combate às doenças das plantas, 

podendo auxiliar na forma como as mesmas lidam com estresses abióticos no solo, o que é 

possível pela produção de fitormônios e metabólitos associados. Ademais, podem atuar sobre 

as raízes, causando-lhes mudanças morfológicas capazes de melhorar a relação planta-água e o 

estado nutricional da planta, através do estímulo das defesas da própria planta contra os 

estresses ambientais (Goswami e Deka, 2019).  

 A adição de PGPB ao solo cultivado pode aumentar a absorção de nutrientes pelas 

plantas, aumentando sua taxa de crescimento e, ao inocular estas bactérias vivas no solo, elas 

são potencialmente autossustentáveis, de forma que pode haver pouca necessidade de repetidas 

aplicações à área cultivada. O uso de PGPB pode, também, preencher nichos vazios no solo 

degradado, minimizando a instalação de microrganismos danosos às plantas (Fliessbach et al., 

2009), aumentando a resistência do sistema à invasão por parte de patógenos, tudo isso aliado 

ao potencial de crescimento vegetal promovido por diversos mecanismos. Há, também, PGPB 

que podem aumentar a capacidade fotossintética das plantas, conferir tolerância à alta 

salinidade, a condições de seca e aumentar sua capacidade de absorção de ferro (Chaparro et 
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al., 2012). Algumas PGPB também produzem osmólitos, que ajudam no combate a condições 

severas de seca. Estas moléculas bacterianas trabalham em conjunto com os osmólitos 

produzidos pelas plantas, auxiliando no crescimento vegetal (Goswami e Deka, 2019). Além 

disso, as PGPB muitas vezes facilitam a aquisição de nutrientes pelas plantas, tais como 

nitrogênio, ferro, fósforo e potássio (Chaparro et al., 2012).  

Um dos mecanismos bacterianos de maior importância ecossistêmica é a fixação 

biológica de nitrogênio, sendo um dos efeitos mais estudados das PGPB. A fixação de N ocorre 

de forma simbiótica entre rizobactérias e leguminosas. Estas plantas fornecem C reduzido às 

bactérias, além do microambiente anaeróbico nos nódulos das raízes, que permite a atividade 

da enzima nitrogenase, tornando possível às bactérias fornecer nitrogênio biologicamente 

disponível para as plantas (Oke e Long, 1999). 

Grande parte do fósforo presente no solo está sob forma insolúvel, como um mineral 

inorgânico (apatita) ou sob formas orgânicas incluindo o fitato, fosfomonoésteres e 

fosfotriésteres (Khan, Zaidi e Wani, 2007). Normalmente, há ampla fertilização com uso de 

rocha fosfática retirada de minas, cuja maior parte se encontra no Marrocos e no Sahara 

Ocidental, sendo um recurso limitado. Como solução para o dilema do recurso de fonte 

esgotável, podem ser utilizados PSMs (phosphate solubilizing microorganisms, ou 

microrganismos solubilizadores de fosfato), que tornam possível o acesso das plantas aos 

depósitos de P não-lábil existentes nos solos, pois são capazes de metabolizar as substâncias 

recalcitrantes aí presentes. Isso se dá pela solubilização de P inorgânico complexado a Ca, Fe 

ou Al, realizada por ácidos orgânicos ou íons H+, ou pela ação da enzima fitase, que libera P 

reativo de compostos orgânicos (Backer at al., 2018). 

Outro nutriente importante é o ferro, necessário para funções vitais da planta, como a 

fotossíntese e a respiração, além de ser cofator para muitas enzimas. Trata-se de um elemento 

de difícil absorção nos solos aeróbicos, pois aí ele se encontra sobre a forma de íon férrico 

(𝐹𝑒3+), predominante na natureza, mas pouco solúvel e de difícil absorção tanto pelas plantas 

quanto por microrganismos (Ma, 2005). Para contornar esta situação e absorver ferro do 

ambiente, bactérias são capazes de sintetizar sideróforos, moléculas com alta afinidade ao 

elemento, e de baixo peso molecular, tornando-as capazes de sequestrar 𝐹𝑒3+ do solo em seu 

entorno, além de possuírem receptores de membrana que se ligam ao complexo Fe-sideróforo 

para sua internalização pelo microrganismo (Hider e Kong, 2010). Ao associar-se com plantas, 

estas bactérias produtoras de sideróforos melhoram a absorção do elemento pelas plantas, o que 
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se torna extremamente importante em solos contaminados com metais pesados, de forma que 

estas moléculas diminuem o estresse sobre as plantas causado por altos níveis destes poluentes 

(Burd, Dixon e Glick, 2000). 

 Muitas bactérias da rizosfera excretam fitormônios, que têm grande importância na 

regulação do crescimento e desenvolvimento vegetal, funcionando, além disso, como sinais 

moleculares de resposta a estresses ambientais que podem limitar o crescimento das plantas ou 

até mesmo levar à morte das mesmas quando fora de controle. Estes hormônios produzidos 

pelas bactérias são absorvidos pelas raízes, de forma que podem permitir melhoras no 

crescimento vegetal e na resposta ao estresse (Backer et al., 2018). O estímulo do crescimento 

vegetal e da aquisição de nutrientes por PGPB foi relacionado à biossíntese de moléculas como 

auxinas, giberelinas, citocininas e ABA (ácido abscísico), atuando de forma a modular os níveis 

de fitormônios nos tecidos da planta (Egamberdieva et al., 2017). 

 O ácido indolacético (AIA), uma auxina, afeta a divisão celular, extensão e 

diferenciação dos tecidos da planta, estimulando a germinação das sementes e de tubérculos, 

além de estimular o desenvolvimento do xilema e das raízes. Está ligado à floração, afetando a 

fotossíntese, formação de pigmentos e resistência a estresses ambientais. Há PGPB produtoras 

de AIA, e este fitormônio de origem microbiana melhora o acesso das plantas aos nutrientes do 

solo, afrouxando a parede celular do tecido radicular, aumentando a exsudação das raízes, o 

que também facilita o crescimento dos microrganismos aí presentes (Glick, 2012). 

 O fitormônio etileno, mesmo em concentrações muito baixas, como 0,05µL/L (Abeles, 

Morgan e Saltveit Jr., 1992), tem efeito sobre o crescimento e desenvolvimento vegetal, 

promovendo a iniciação do crescimento radicular, gerando amadurecimento de frutos e 

abscisão de folhas, estimulando a germinação das sementes e estimulando a síntese de outros 

fitormônios. Porém, em altas concentrações, como nas situações de estresse ambiental, o etileno 

pode afetar negativamente esse crescimento: trata-se do “etileno de estresse”, que reduz o 

crescimento de raízes e brotos, em condições de seca, alta salinidade, contaminação por metais 

pesados, escassez de nutrientes, dentre outras situações de estresse (Glick, 2014). As PGPB 

podem produzir a enzima ACC deaminase, que permite o crescimento vegetal mesmo sob 

condições de estresse, quando os níveis internos de etileno nas plantas poderiam inibir seu 

crescimento, e cujo mecanismo é: a ACC deaminase é capaz de clivar ACC, que é o precursor 

do etileno nas plantas, gerando como produtos amônia e α-cetobutirato, dessa forma, 

diminuindo os níveis de etileno na planta sob estresse, funcionando como um dreno para o ACC 



12 

 

(Glick, 2004). A presença desta enzima em bactérias do solo é comum, tendo sido isoladas 

bactérias produtoras de ACC deaminase em diferentes hábitats (Etesami e Maheshwari, 2018).  

 As PGPB são capazes de produzir antimicrobianos, prevenindo o crescimento de 

patógenos que afetam os vegetais, principalmente de fungos. Além disso, muitos destes 

microrganismos produzem enzimas líticas que afetam a parede celular fúngica, como 

quitinases, celulases, β-1,3 glucanases, proteases e lipases, podendo, desta forma, ser utilizadas 

para o controle biológico na agricultura (Kim et al., 2008). O controle de patógenos também 

ocorre por competição pelo nicho colonizado pelas PGPB, que terminam por utilizar a maior 

parte dos nutrientes disponíveis, por serem mais bem adaptadas, inibindo o crescimento de 

microrganismos patogênicos (Innerebner, Knief e Vorholt., 2011).  

 A resistência sistêmica induzida (RSI) pode, também, ser induzida por PGPB, e ocorre 

de maneira parecida com a resistência sistêmica adquirida que ativa os mecanismos de defesa 

das plantas quando da infecção por patógenos (Pieterse et al., 2009). A RSI faz as plantas 

responderem de forma mais forte e rápida a infecções por microrganismos causadores de 

doenças, tratando-se de uma resposta não-específica, e protege de forma mais geral contra uma 

ampla gama de microrganismos patogênicos. As PGPB podem induzir a RSI através da ativação 

de genes relacionados à patogênese, mediados por sinalização de fitormônios e proteínas 

regulatórias de defesa, o que prepara a planta para futuros ataques de outros patógenos (Backer 

et al., 2018). 

 

1.5. Inoculantes 

 Um problema que move as pesquisas na área de agropecuária é a pressão da população 

humana em constante crescimento, principalmente nos países em desenvolvimento, sobre a 

produção de alimentos. Há risco para que todos possam ter sua nutrição básica garantida, o que 

é uma questão de segurança alimentar, devendo haver aumento da produtividade, mas sem 

causar consequências negativas ao meio-ambiente (Glick, 2012). O crescimento da população 

mundial ocorre ao lado do aumento dos danos ambientais resultantes da industrialização e 

urbanização aceleradas, e, para suprir as necessidades nutricionais de toda essa população, tem-

se utilizado, de forma indiscriminada, fertilizantes químicos na produção agrícola, o que, aliado 

aos estresses abióticos ligados à mudança climática e ao aquecimento global, impede que as 

plantas cultivadas atinjam todo seu potencial genético de qualidade e produtividade (Goswami 

e Deka, 2019).  
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 Um possível caminho para a solução destes dilemas é que o aumento das taxas de 

produção de alimentos ocorra de forma sustentável, sem agredir a biodiversidade. Isto pode ser 

conseguido com a aplicação de práticas cada vez mais dependentes de biotecnologia, como o 

uso de plantas transgênicas ou o uso de inoculantes, com PGPB, que permite o crescimento 

vegetal e a produtividade, mesmo sob estresses abióticos, promovendo, também, a estabilidade 

ambiental, o que ajuda no desenvolvimento sustentável das propriedades rurais (Goswami e 

Deka, 2019). Estas PGPB podem ser utilizadas não apenas como substitutivos de fertilizantes 

e pesticidas químicos, mas também em estratégias de biorremediação contra contaminantes 

depositados no solo (Glick, 2012).   

Outra forma de utilizar o potencial das PGPB é através da seleção de microrganismos 

baseada em métodos moleculares, como a identificação de genes-chave por sequenciamento 

genético (NGS) (Balestrini et al., 2021), além do uso de técnicas rápidas e precisas de alterações 

genômicas que não deixam traços de DNA exógeno, como as novas técnicas de reprodução 

(new breeding techniques, NBTs), que compreendem nucleases do tipo zinc finger (ZFNs), 

nucleases do tipo transcriptional activator-like effector (TALENs) e o sistema CRISPR/Cas9 

(Gaj, Gersbach e Barbas, 2013). Isto pode ser feito pela introdução de genes funcionais a 

bactérias residentes das plantas, ao invés de introduzir bactérias exógenas ao ecossistema, pois 

há sempre o risco de que as novas espécies microbianas introduzidas não consigam realizar a 

colonização de novos hospedeiros, ou mesmo de ser afetadas pelas condições ambientais. 

Assim, a engenharia de microrganismos pode ser aplicada para uma agricultura mais 

sustentável (Zhang et al., 2021). 

Inoculantes comerciais à base de Azospirillum sp., espécies fixadoras de nitrogênio, têm 

sido produzidos por empresas de pequeno e médio porte em todo o mundo, e seu uso tem 

aumentado a produtividade de diversas lavouras de cereais (Backer et al., 2018). Outros grupos 

bacterianos, mesmo os não-fixadores de N, têm demonstrado que há um aumento na absorção 

de nitrogênio pelas plantas, provavelmente por conta de melhora no crescimento radicular, o 

que permite maior acesso e absorção de nutrientes a partir do solo (Beattie, 2015). 

 Assim, as PGPB podem ser eficazes na indução de uma ou mais das estratégias de 

promoção do crescimento vegetal acima descritas. Por este motivo, vem-se estudando o uso das 

mesmas como inoculantes em diversos tipos de lavouras e também na silvicultura, para que, 

cada vez menos, sejam utilizados fertilizantes químicos e agrotóxicos prejudiciais ao meio 

ambiente. 
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O mercado mundial de inoculantes representa 5% do mercado total de fertilizantes, 

sendo mais de 150 produtos baseados em cepas microbianas registrados para finalidades 

agrícolas. A maior parte destes produtos, cerca de 79% da demanda mundial, é constituída por 

rizóbios, com biofertilizantes solubilizadores de fosfato tendo cerca de 15% do mercado 

mundial, e outros biofertilizantes, como fungos micorrízicos arbusculares, representando cerca 

de 7% do mercado. Em 2017, o mercado mundial de biofertilizantes movimentou mais de um 

bilhão de dólares, com expectativa de crescimento para mais de 2 bilhões de dólares até 2023, 

com taxa de crescimento anual cumulativa projetada de 10,1% para o período de 2018-2023, 

crescimento este suportado pela crescente demanda de alimentos orgânicos a nível mundial 

(Macik, Gryta e Frac, 2020). 

No Brasil, segundo dados de 2019, o mercado interno de bioinsumos movimentou 675 

milhões de reais, crescendo 15% em relação ao ano anterior, acima da média de crescimento 

mundial do setor, de cerca de 11%, sendo o número de defensivos biológicos registrados no 

MAPA de 275 produtos, entre bioacaricidas, bioinsecitidas, biofungicidas e bioformicidas, e 

321 inoculantes promotores de crescimento das plantas (Sartori, 2020). 

Para evidenciar o crescimento do setor no Brasil, dados da Associação Nacional dos 

Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII) demonstram o uso de doses de inoculantes 

em diferentes lavouras, como se observa na Figura 1. 

Figura 1 - Doses de diferentes tipos de inoculantes utilizados em cultivo de feijão, soja, e 

gramíneas. Tugoso, e líquido são formas de veículação do inóculo. Caupí é uma variedade de 

feijão. Fonte Associação Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII 

http://www.anpii.org.br/estatisticas/) 
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1.6. Multiplicação on farm de inoculantes 

No agronegócio brasileiro, o uso da biotecnologia tende ao aumento de cerca de 25% 

ao ano, gerando demanda para o setor de produção de bioinsumos, com a finalidade de  

aumentar a capacidade industrial instalada no segmento. Isso se deve à busca de tecnologias 

cada vez mais avançadas, em consonância com a agenda de sustentabilidade, que se torna cada 

vez mais importante, especialmente no âmbito do mercado internacional de commodities. Isso 

fica evidente quando se toma como exemplo a fixação biológica de nitrogênio com o emprego 

de inoculantes na cultura da soja, que representa uma economia de 15 bilhões de dólares ao 

ano, pela redução no uso de fertilizantes nitrogenados, com o benefício de deixar de emitir 165 

milhões de toneladas de 𝐶𝑂2 (Pauli, 2021). Além disso, o Mapa lançou, recentemente, o 

Programa Nacional de Bioinsumos, que visa o aumento do uso de recursos biológicos no setor 

agropecuário nacional, levando à redução da dependência de insumos importados e ampliando 

a oferta de matéria-prima para o segmento (Brasil, 2020). 

Na cultura da soja, o uso de inoculantes gera economia da ordem de sete bilhões de 

dólares por ano. Mas não é apenas no grande agronegócio, como na cultura de soja, feijão e 

milho, que o uso de bioinsumos pode melhorar a produtividade e reduzir custos, de forma 

sustentável (Sartori, 2020). Especialmente na agricultura familiar, o uso de inoculantes ainda 

não é muito disseminado, e, para levar o conhecimento sobre os bioinsumos e seu uso a estes 

pequenos proprietários, há iniciativas na Comissão de Agricultura, Pecuária, Abastecimento e 

Desenvolvimento Rural da Câmara dos Deputados, com a finalidade de discutir a importância 

da formulação de políticas públicas e da troca de informações entre os diversos atores do setor, 

incluindo Embrapa, Instituto Brasil Orgânico, Confederação Nacional de Trabalhadores na 

Agricultura e  Câmara Temática de Agricultura Orgânica do Ministério da Agricultura, Pecuária 

e Abastecimento (Mapa), evidenciando a necessidade de aproximar os diferentes segmentos de 

pesquisa, extensão, empresariado, agricultores ou técnicos, para que se pense em maneiras de 

estimular o setor (Bello, 2021). 

O uso de inoculantes multiplicados localmente nas propriedades, on farm, seria uma 

alternativa para o pequeno agricultor (a agricultura familiar é responsável por 60% da produção 

de alimentos no Brasil) que dificilmente tem acesso a inoculantes comerciais, além do difícil 

acesso às tecnologias e do uso reduzido de insumos externos, o que torna os níveis de 

produtividade, em geral, mais baixos do que os obtidos pela agricultura empresarial (Ferreira, 

2017). 
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 Desenvolver a tecnologia de multiplicação de bioprodutos localmente, nas fazendas, 

pode ser  uma alternativa viável para pequenos e médios produtores que queiram trabalhar com 

agricultura orgânica, pois pode haver o aproveitamento de resíduos ou fontes baratas de 

produtos da fazenda, tais como soro de leite ou caldo-de-cana, como fontes potenciais de 

nutrientes para o crescimento de microrganismos in loco. Esse processo pode reduzir bastante 

o custo de produção, não só pela utilização de insumos já existentes na fazenda, como pela 

economia com o transporte de grandes volumes das biofábricas até as propriedades. Além disso, 

a utilização de resíduos diminui a poluição, além de reduzir o uso de fertilizantes e pesticidas 

químicos na cadeia produtiva, gerando benefícios ambientais (Santos, Nogueira e Hungria, 

2019).  

 O uso de bioprodutos, ao invés de produtos químicos tradicionais, permite, também, que 

os produtores obtenham certificação de orgânico para seus produtos, o que agrega valor aos 

mesmos, como explicitado mais acima, e o uso de insumos locais lhes dá autonomia econômica 

para obter o necessário para sua produção. 

 A utilização de microrganismos indígenas à propriedade (autóctones) é típica na 

agricultura natural asiática, especialmente no método KFN, ou Korean Natural Farming, 

desenvolvido pelo Dr. Cho, e utiliza equipamentos e materiais disponíveis na própria fazenda 

(Keliikuli et al., 2019). Porém, este método de produção on farm de fertilizante natural utiliza 

um conjunto microbiano desconhecido, não-identificado laboratorialmente, que vem sendo 

usado de forma puramente empírica. Desta maneira, o proprietário não tem conhecimento exato 

do que está utilizando em suas terras.  

 Hoje, no Brasil, a legislação permite a produção de bioinsumos on farm e sua utilização 

no âmbito da agricultura e pecuária, segundo o Decreto n° 6.913, de 23 de julho de 2009  (Brasil, 

2009), pois se trata de reproduzir microrganismos que são encontrados na natureza, de forma 

que se busca a manutenção das diversas funções originalmente encontradas no solo. 

 Os microrganismos eficientes podem ser procariotos ou eucariotos (fungos) isolados do 

solo de áreas de matas virgens ou regiões com baixa ação antrópica, e que apresentam 

capacidade de decomposição da matéria orgânica do solo e outros serviços ecossistêmicos 

ligados à ciclagem de nutrientes, e, ao serem utilizados, agem de forma rápida, vivificando o 

solo (Dias e Schwengber, 2018). Ao se realizar a multiplicação on farm destes microrganismos 

isolados localmente, garante-se que, desde o momento de sua produção em meios de cultivo, 

em biorreatores, até sua aplicação no solo, o tempo que se passa é muito curto, ou seja, há maior 
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chance da manutenção da atividade metabólica destes microrganismos, não havendo perda 

significativa da mesma por conta de transporte a longas distâncias, armazenamento a 

temperaturas baixas e outros problemas, o que leva a uma melhoria da atividade destes inóculos 

em relação a inoculantes industrializados que possam vir a ser adquiridos pelo proprietário rural 

para aplicação na fertilização de suas terras. Esta facilidade da produção de inoculantes ocorrer 

na própria fazenda leva também a grande diminuição de custos, o que gera economia para o 

produtor, aumentando sua renda e gerando mais capital para que haja reinvestimento na 

melhoria de sua produção, em um ciclo economicamente virtuoso. 

 O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento tem normas para a produção de 

tais inóculos on farm, e destaca-se o Decreto 6.913, de 23 de julho de 2009, em cujo Pará-   

grafo 8 isenta-se de registros os produtos fitossanitários com uso aprovado para agricultura 

orgânica que sejam produzidos para uso próprio, inclusive para o uso na própria fazenda, como 

fertilizante ou pesticida biológico. Ou seja, o agricultor pode multiplicar on farm os 

microrganismos isolados de sua fazenda, ou mesmo realizar esta multiplicação a partir de 

inóculos adquiridos de indústrias, não podendo, contudo, comercializá-los com terceiros 

(Brasil, 2009). 

 Para que tal multiplicação de inóculos aconteça na propriedade, vários procedimentos e 

condutas de boas práticas devem ser aplicadas, a fim de impedir contaminações dos inóculos 

iniciais e evitar que se multipliquem microrganismos indesejáveis nos biorreatores, garantindo 

a pureza das culturas. Da mesma forma, deve ser realizado controle de qualidade periódico, 

garantindo, assim, que o inoculante produzido esteja em perfeitas condições para ser aplicado 

ao solo da propriedade.  

 Para isso, deve haver a instalação de uma infraestrutura apropriada, com água 

controlada, higienização dos ambientes onde ocorrerão os processos microbiológicos, formas 

de esterilizar os meios de cultivo e os biorreatores, da mesma forma que um treinamento dos 

funcionários da propriedade que entrarão em contato com a multiplicação de microrganismos, 

de forma que eles observem e garantam o bom funcionamento destas boas práticas de produção 

na área da biofábrica. 

 Assim, torna-se necessário o desenvolvimento de protocolos acessíveis ao pequeno e 

médio produtor, como a produção de cartilhas que tragam as informações necessárias para que 

possam multiplicar os inóculos de forma segura em suas propriedades, com eficiência e 

reduzindo ao máximo os riscos de contaminação, com aproveitamento dos resíduos de suas 
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propriedades, levando a maior independência de insumos externos à propriedade, aumentando, 

também, sua independência econômica. 
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2. JUSTIFICATIVA: 

 A agropecuária no Brasil, país de solos tropicais tipicamente ácidos e pobres em alguns 

nutrientes, faz utilização intensiva de fertilizantes químicos. Estes são caros, com preços 

atrelados à variação do dólar e tornam-se inacessíveis em momentos de altas de preços 

internacionais. Além disso, quando utilizados de forma incorreta, são prejudiciais ao meio 

ambiente, pois geram poluição, como a eutrofização de corpos d’água e o aumento na emissão 

de óxido nitroso, um importante gás de efeito estufa. 

 Como alternativa para reduzir ou até eliminar o uso dos insumos químicos, podem ser 

utilizados inoculantes e outros bioinsumos a base de microrganismos benéficos às plantas, que 

podem melhorar sua nutrição, proteger contra pragas e patógenos, aumentar sua tolerância 

contra estresses abióticos e ainda estimular seu crescimento. Como tratam-se de 

microrganismos, e não de insumos químicos industrializados, preserva-se a biodiversidade dos 

solos, garantindo um sistema mais saudável e sustentável. Adicionalmente, é um sistema que 

pode ser aplicado à agricultura orgânica, o que gera produtos com maior valor agregado. 

 Contudo, hoje a utilização de inoculantes ainda é focada em grandes produtores, 

principalmente na monocultura da soja. O pequeno agricultor tem baixo acesso a esses 

produtos, principalmente por questões técnicas e de custos. 

 Uma das formas de garantir a democratização do acesso ao uso dos inoculantes é levar 

o conhecimento sobre a importância do uso dessa biotecnologia ao agricultor, e também garantir 

que ele tenha condições econômicas de utilizá-la. Para tanto, é necessário conseguir baratear ao 

máximo o produto, e uma das principais maneiras é dar ao agricultor as ferramentas e o 

conhecimento para que ele possa, de forma segura e eficiente, fazer a multiplicação e o 

escalonamento de inoculantes na sua propriedade. 

 Assim, o presente trabalho é o primeiro passo no desenvolvimento de uma tecnologia 

para a multiplicação de inóculos on farm dentro do conceito de biorrefinaria, ou seja, utilizando 

resíduos e substratos da própria fazenda, de modo a ampliar a viabilidade do uso de inoculantes 

e aumentar a autonomia do pequeno e médio produtor rural.  
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3. HIPÓTESES: 

• Diferentes matérias-primas de propriedades rurais, como caldo de cana-de-

açúcar e soro de leite, podem ser meios de cultivo para multiplicação on farm de 

inoculantes. 

• Os substratos podem influenciar na capacidade de promoção do crescimento 

vegetal. 

 

 

4. OBJETIVO: 

Verificar o efeito das diferentes combinações de substratos sobre a multiplicação de 

PGPBs e sobre a biomassa de plantas. Além de identificar técnica(s) de desinfecção capazes de 

reduzir a carga microbiana de microrganismos exogenos. 

 

4.1. Objetivos específicos: 

- Avaliar o crescimento de estirpes modelo, utilizando como matéria-prima o caldo de cana-de-

açúcar e o soro de leite em diferentes composições; 

- Avaliar o efeito de consórcio bacteriano crescido nos meios de cultivo testados sobre a 

biomassa de feijoeiros em casa de vegetação; 

- Avaliar diferentes técnicas de desinfecção das matérias-primas para minorar a contaminação 

com microrganismos exógenos. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS: 

5.1 Substratos utilizados 

Para a execução deste experimento, foram utilizados como substratos o caldo de cana-

de-açúcar, rico em carboidratos, além do soro de leite, que é um subproduto da produção de 

queijos de propriedades rurais, rico em proteínas. 

O caldo-de-cana utilizado neste experimento foi gerado através da simples moagem da 

cana-de-açúcar, in natura, e foi obtido em uma feira-livre, no município do Rio de Janeiro. Já 

o soro do leite foi produzido a partir de leite pasteurizado integral, adquirido em supermercado. 

4 litros do leite foram aquecidos a 35°C, em uma panela grande. Acrescentaram-se 4mL de 

coalho HA-LA, mexendo para misturar bem. Após 1 hora, a massa coalhada foi cortada com 

uma faca limpa, em todas as direções, de forma a liberar o soro. Após 40 minutos, a mistura foi 

coada, com auxílio de um pano de cozinha limpo, separando-se, assim, o soro do queijo.  

O soro foi, então, filtrado em bomba de vácuo com kitasato, com gaze, em algumas 

camadas, utilizada como filtro. Os 4 litros iniciais de leite renderam cerca de 2,8L de soro de 

leite filtrado. 

Tanto o caldo de cana-de-açúcar quanto o soro de leite, visualmente, apresentaram alta 

turbidez. Além da turbidez, o caldo de cana apresentou significativa quantidade de material 

particulado em suspensão. Decidiu-se utilizar os substratos desta forma, para que não se 

perdesse seu valor nutritivo para o crescimento bacteriano. 

 

5.2. Determinação do teor de carboidrato do caldo de cana-de-açúcar e do soro de leite 

A quantificação dos açúcares redutores no caldo de cana-de-açúcar (in natura) e no 

soro de leite (obtido a partir da coagulação de leite integral pasteurizado) foi determinada 

pelo método DNS, baseada na metodologia descrita por Miller e modificada para excluir o 

uso de fenol (Miller, 1959). Foi utilizada glicose como padrão. 

A solução de DNS foi preparada utilizando-se 10g de DNS dissolvidos a frio em 

500mL de água deionizada. A esta solução, foram adicionados 200mL de solução de NaOH 

2M. Após esta dissolução, 30g de sal de Rochelle (tartarato duplo de sódio e potássio) foram 

adicionados a esta solução, que foi avolumada para 1000mL em balão volumétrico. A 

solução foi armazenada em frasco escuro e mantida ao abrigo da luz. 
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Para a realização da quantificação de açúcares redutores, foi feita uma curva padrão 

com glicose a 0, 2, 4, 6, 8 e 10µmol/mL: 500µL de reagente DNS foram adicionados a 500µL 

de cada uma destas soluções, em tubos de ensaio de vidro. As amostras a serem dosadas 

foram preparadas em paralelo, da mesma forma, em diferentes diluições (10x diluído, 50x 

diluído e 100x diluído). Toda a análise foi feita em triplicata. Os tubos de ensaio foram 

fervidos ao mesmo tempo, por 5 minutos, e, imediatamente, transferidos para banho de gelo. 

Após esfriar, foram adicionados 5,5 mL de água deionizada a cada tubo, e o conteúdo de 

cada tudo foi lido em espectrofotômetro, individualmente, a 540nm. Foi construída uma 

curva-padrão e obtida uma equação da reta, a partir da qual foram calculadas as 

concentrações de açúcares redutores nas amostras. 

Porém, para realizar a quantificação de açúcares redutores na amostra de caldo de 

cana-de-açúcar, rico em sacarose, foi necessário realizar a hidrólise da sacarose, pois trata-

se de açúcar não-redutor. Para tal, 2mL de amostra foram adicionados a 2mL de HCl 2M em 

tubos de ensaio de vidro, em triplicata, e aquecidos em banho maria em ebulição por 10 

minutos e, em seguida, resfriados em banho de gelo. Logo, foram acrescentados 2 mL de 

NaOH 2M a cada tubo, os quais foram agitados. Foram retiradas de cada um destes tubos 

alíquota necessária para realizar a dosagem de açúcares redutores pelo método DNS acima 

descrito. 

 

5.3. Quantificação do teor de proteínas totais do soro de leite e do caldo de cana-de-açúcar 

A quantidade de proteínas totais do soro de leite e do caldo de cana-de-açúcar foi 

determinada pelo método de Bradford utilizando BSA (bovine serum albumin) como padrão 

(Bradford, 1976).  

Para tal, foi preparado o reagente de Bradford da seguinte forma: diluiu-se 0,1g de 

Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50mL de água deionizada. A esta solução foram 

adicionados 100mL de ácido fosfórico. Avolumou-se, então, esta solução para 1000mL em 

balão volumétrico ao abrigo da luz, com água deionizada. Após uma hora decantando no 

balão, a solução foi filtrada com bomba de vácuo, papel filtro e funil, e o filtrado guardado 

em garrafa âmbar e mantido na geladeira. A solução deve ficar 24h em repouso antes de ser 

utilizada em dosagem. 
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Foi feita uma curva padrão com BSA nas concentrações de 0mg/mL, 0,05mg/mL, 

0,1mg/mL, 0,15mg/mL, 0,2mg/mL, 0,25mg/mL e 0,3mg/mL. Foram adicionados 3mL do 

reagente de Bradford a 300µL de cada solução, em triplicata, agitados no vórtex e, após 5 

minutos, lidos a 595nm em espectrofotômetro, individualmente. O mesmo foi feito para as 

amostras, em triplicata. A partir dos valores dos padrões, foi construída uma curva padrão, 

que forneceu uma equação da reta. A partir desta, foram calculadas as concentrações 

proteicas das amostras. 

 

5.4. Avaliação do crescimento de estirpes modelo, utilizando como substratos o caldo de 

cana-de-açúcar e o soro de leite em diferentes composições 

 Para este experimento, foram utilizadas estirpes pertencentes à coleção de bactérias 

do Laboratório de Biotecnologia e Ecologia Microbiana - LABEM, que foram previamente 

isoladas de plantas, e caracterizadas quanto ao seu potencial promotor de crescimento 

vegetal. Foram selecionadas estirpes do gênero Bacillus e Paraburkoholderia por serem 

alguns dos gêneros mais utilizados como inoculantes, e estirpes dos gêneros 

Methylobacterium e Pantoea, por terem capacidade PGPB comprovadas e facilidade 

morfológica de identificação, pois produzem cor rosa e alaranjada, respectivamente.  

As estirpes bacterianas utilizadas, da coleção do LABEM, têm a sua designação 

taxonômica mais fina encontrada e as atividades PGPB relacionadas a cada uma na listagem 

abaixo. As estirpes 1, 2 e 5 estão registradas no SisGen sob o número de cadastro A4FE135. 

1. F128 (Pantoea sp.)  - Produtor de AIA, atividade antagônica contra Ralstonia sp. 

2. F230 (Bacillus sp.) - Atividade ACC-deaminase. 

3. 1.2 (Paraburkholderia caribensis) - Solubilizador de fosfato, mineralizador de fitato, 

atividade ACC-deaminase. 

4. 21 A (Methylobacterium sp.) – Solubilizador de fosfato, mineralizador de fitato. 

5. F292 (Bacillus sp) – Produtor de AIA, atividade antagônica contra Ralstonia sp. 

 As bactérias foram reativadas em placas, em meio TSA, a partir das quais foram 

feitos os pré-inóculos em meio TSB estéril. Para tanto, frascos foram inoculados e mantidos 

por 24h, sob agitação de 160rpm, a 32°C.  
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 Os substratos, previamente caracterizados, foram testados de forma combinada, 

empiricamente, de maneira a determinar a melhor concentração de cada componente para 

permitir o crescimento de estripes modelo que podem ser utilizadas como inoculantes. As 

misturas empíricas buscaram manter teor de carboidratos próximo à 6˚BRIX, que é 

aproximadamente o valor utilizado pela indústria sucro-alcooleira para fermentações em 

larga escala.  

 Assim, baseados nas quantificações de proteínas e carboidratos previamente obtidas, 

foram formulados três meios de cultivo experimental (esterilizados por autoclavação por 15 

minutos). 

Meio A: caldo de cana-de-açúcar a 33% (6˚BRIX e 0,3g/L de proteínas) 

Meio B: soro de leite a 100% (6˚BRIX e 7g/L de proteínas) 

Meio C: caldo de cana-de-açúcar a 12,5% e soro de leite a 50% (5,25˚BRIX e 3,6g/L de 

proteínas)   

Todo o ensaio foi feito em triplicata. As composições (A, B e C) foram testadas em 

volume total de 20 mL, em frascos do tipo Erlenmeyer de 50 mL de capacidade e foram 

esterilizadas, por meio de autoclavação, por 15 min. Cada um destes frascos recebeu um 

inóculo de cada estirpe, com densidade ótica de 0,04, que foi obtida a partir do pré-inóculo 

anteriormente descrito. Os meios inoculados foram mantidos em agitação, a 160 rpm e 32°C. 

 O crescimento bacteriano foi medido por contagem de UFC/mL, pois os meios são 

turvos em demasia, e a tentativa de medição por aumento de densidade ótica ao longo do 

tempo não resultou em dados confiáveis. Desta forma, após 24h e 48h, foram retirados 

0,1mL de cada amostra, diluídos de forma seriada em água destilada estéril, em microtubos 

esterilizados, até a diluição de 10−8. Foram plaqueados 0,1mL das três maiores diluições, 

para cada triplicata, em placas de Petri contendo 20mL de meio TSA estéril, pela técnica de 

espalhamento, com auxílio de alça de Drigalski. As placas, uma vez prontas, foram mantidas 

em estufa a 30°C por 24h, para posterior contagem. 

 

 

 



25 

 

5.5. Avaliação da influência dos fermentados por dois meios na promoção do crescimento 

de plantas em casa de vegetação 

 Após avaliar o crescimento das estirpes bacterianas estudadas, foram feitos 

consórcios bacterianos com os Meios A e C. Para tal, as amostras com o caldo com as 

bactérias crescidas, na ordem de 109UFC/mL, foram diluídas 100x, em PBS (tampão 

fosfato-salino). 

Foram preparados 3 consórcios bacterianos idênticos para cada meio, mas que 

tiveram seu crescimento independente, a partir das triplicatas do caldo fermentado pelas 

bactérias F230, 21A e F292 do experimento de crescimento bacteriano, nos meios A e C. 

Além disso, foram feitas 9 amostras controle, em que um mesmo volume de PBS foi 

aplicado, mas sem nenhuma amostra microbiana. 

 Para o plantio, foram utilizadas sementes de feijão vermelho (Phaseolus vulgaris), 

plantadas em substrato com fertilizante (NPK) na concentração de 3g/litro de substrato. 

Utilizaram-se tubetes com capacidade para 800mL de substrato, e foram plantadas 3 

sementes por tubete. O substrato foi inoculado com os consórcios bacterianos 2 semanas 

antes do plantio das sementes de feijão. As sementes foram previamente deixadas de molho 

com as amostras do consórcio bacteriano acima descritas, por cerca de 1 hora, em béqueres. 

Cada vaso recebeu 3 sementes e cerca de 250 mL de inoculante, aplicado com auxílio de 

regador (750 mL de inoculante de cada amostra no regador, distribuídos entre 3 vasos). Após 

o plantio, foi feita a randomização do experimento em relação à distribuição das amostras 

nas bandejas para mudas. As plantas foram irrigadas por gotejamento, e o tempo decorrido 

entre o plantio e a colheita foi de 28 dias.  

Após a colheita, as plantas tiveram a parte aérea separada com tesoura de poda e 

pesada em balança (massa úmida, logo após colheita, e massa seca, após 72 horas em estufa 

de secagem a 65°C, em embalagens de papel), e as raízes lavadas com água corrente, 

peneiradas para retirada total do substrato e pesadas (massa seca, após 72 horas em estufa 

de secagem a 65°C, em embalagens de papel), de forma a verificar a biomassa total com os 

diferentes tratamentos, e em comparação com as plantas controle. 
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5.6. Avaliação de diferentes técnicas de desinfecção para diminuir a contaminação com 

microrganismos exógenos 

 Fora do ambiente laboratorial, a manipulação asséptica de materiais é inviável. 

Assim, testaram-se formas caseiras de redução da carga microbiana associada aos diferentes 

substratos. Foram testados os seguintes métodos de desinfecção do substrato: 

•  Fervura por 20 minutos; 

•  Adição de metabissulfito de sódio na concentração 200mg/L, seguido por 24 

horas de estabilização antes da inoculação; 

•             Controle (sem tratamento). 

 Cada tratamento foi feito em frascos do tipo Erlenmeyer de 50 mL de capacidade, 

com 20mL de meio de cultivo cada, em triplicata. O meio A foi eleito para este experimento, 

pois resultados prévios do experimento de crescimento bacteriano permitiu a eliminação de 

um dos meios de cultura estudados (meio B), e os resultados parciais do experimento de 

crescimento de plantas, após 14 dias da data do plantio, permitiu a exclusão do meio C. 

Não foi feito nenhum inóculo, pois a capacidade dos métodos de eliminar a 

contaminação endógena dos meios de cultura foi testada. O desenvolvimento das 

comunidades foi medido a partir do monitoramento do número de unidades formadoras de 

colônia, retirando-se alíquotas de 0,1mL, e diluindo-as até 10−8. As seis maiores diluições 

foram plaqueadas em placas de Petri com 20mL de meio de cultivo TSA estéril, para 

contagem de número de unidades formadoras de colônia e avaliação do padrão de morfotipos 

formados. 

 

5.7.  Análises estatísticas 

Os dados foram analisados no software Past 4.09 (Hammer, Harper e Ryan, 2001). 

Os resultados dos experimentos foram submetidos a uma análise de variância (ANOVA) 

seguida por teste de Turkey, após a verificação de normalidade e a homocedasticidade dos 

dados.  
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6. RESULTADOS: 

6.1. Determinação do teor de carboidrato do caldo de cana-de-açúcar e do soro de leite 

 Após a hidrólise da sacarose das amostras de caldo de cana-de-açúcar, as amostras 

tanto de caldo de cana quanto de soro de leite foram dosadas pelo método DNS (Figura 2). 

O caldo de cana-de-açúcar apresentou 18° BRIX, e o soro de leite 6° BRIX. 

 

Figura 2 – Quantificação de açúcares redutores pelo método DNS. Curva padrão e amostras 

(10x, 50x e 100x diluídas), em triplicata. 

 

6.2. Quantificação do teor de proteínas totais do soro de leite e do caldo de cana-de-açúcar 

 As amostras de soro de leite dosadas pelo método de Bradford apresentaram 7mg/mL 

de proteínas totais, e o caldo de cana-de-açúcar 0,9mg/mL. 

 

6.3. Avaliação do crescimento de estirpes modelo, utilizando como substrato o caldo de 

cana-de-açúcar e o soro de leite em diferentes composições 

 Para o meio A (caldo de cana-de-açúcar a 33%), a estirpe F128 não apresentou 

crescimento. As estirpes F230 e F292 apresentaram crescimento expressivo, da ordem de 

108 UFC/mL em 24h e 109 UFC/mL em 48, em todas as triplicatas (Figura 3).  
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 No meio B, soro de leite a 100%, após 48 horas, as estirpes F230 e F292 apresentaram 

crescimento mais acentuado, da ordem de 1010 e 108 UFC/mL, respectivamente, enquanto a 

estirpe F128 chegou a 109 UFC/mL após 48 horas (Figura 3).  

 No meio C, a saber, 12,5% caldo de cana-de-açúcar e 50% soro de leite, a estirpe F230 

chegou a 1010 UFC/mL após 24 horas, decrescendo para 109 UFC/mL após 48 horas. Já a 

estirpe F128 apresentou crescimento de 106 UFC/mL após 24 horas e 109 UFC/mL após 48 

horas. A estirpe F292 também apresentou crescimento da ordem de 109 UFC/mL após 48 horas 

(Figura 3). 

 As estirpes 1.2 e 21A não apresentaram crescimento nas placas de Petri, portanto não 

foram apresentadas contagens. É importante notar que a estirpe 21A, por sua coloração rosa, 

modifica bem a coloração do meio fermentado, e era possível verificar que ela havia se 

multiplicado em todos as misturas. Contudo, ela não apresentou crescimento no meio TSA. 

  

Figura 3 – Crescimento bacteriano das estirpes F128, F230 e F292 nos meios A, B e C. Os 

pontos representam médias (n=3) e as barras de desvio representam o desvio padrão da 

triplicata. 

 

 A partir dos dados obtidos neste experimento, foi excluído o meio B, pois ele apresentou 

menor crescimento em 24h para a maior parte dos microrganismos, e foi realizado o 

crescimento bacteriano nos meios A e C. 
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 Por não ter crescido no primeiro experimento, a estirpe 1.2 foi excluída deste segundo, 

mas optou-se por manter a estirpe 21A, na tentativa de ver se ela se desenvolveria no TSA nessa 

segunda tentativa.  

 Já neste segundo experimento, após 48 horas de crescimento, a estirpe F128 não 

apresentou crescimento nos meios líquidos. A estirpe 21A, todavia, apesar de ainda não crescer 

nas placas com meio de cultivo TSA, estava presente no pellet formado após centrifugação do 

meio de cultivo após este tempo, o que ficou evidente pela cor rósea que esta estirpe bacteriana 

apresenta.  

 As outras duas estirpes estudadas apresentaram crescimento quantificável, e com 

dinâmica bastante similar em abas as composições (Figura 4). Após 24h de crescimento, as 

populações já tinham chegado próximo à ordem de 109 UFC/mL. Apenas a estirpe F292 

continuou crescendo entre 24 e 48h, no meio A, à ordem de 1010 UFC/mL. 

  

Figura 4 – Crescimento bacteriano das estirpes F230 e F292 nos meios A e C. Os pontos 

representam médias (n=3) e as barras de desvio representam o desvio padrão da triplicata. 

 

6.4. Avaliação de promoção do crescimento de plantas em casa de vegetação: uso de consórcios 

microbianos 

As plantas foram observadas 14 dias após o plantio, e foi verificada uma aparente 

inibição do desenvolvimento inicial das plantas tratadas com o consórcio bacteriano crescido 
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no meio de cultivo C. Percebeu-se uma diferença de tamanho dos caules, tamanho médio das 

folhas e quantidade de plantas entre os vasos contendo as amostras com consórcio crescido no 

meio C, que se apresentaram menores, para o tamanho das plantas do controle e tratadas com o 

consórcio crescido no meio de cultivo A, que se apresentaram maiores. Análises estatísticas 

indicaram que média do comprimento foliar das amostras controle foi de 9,6cm, enquanto a 

média do comprimento foliar das amostras A e C foi de 9,4cm e 7,8cm, respectivamente, 

representando diferenças significativas entre o comprimento foliar das plantas inoculadas com 

o consórcio crescido no meio C quando comparado com o crescido no meio A e com o controle 

(Figuras 5 e 6).  

 

 

Figura 5 – Gráfico com médias do comprimento das folhas das plantas de feijão vermelho 

(n=27, 9 para cada tratamento) inoculadas com os diferentes tratamentos (p<0,05 entre a e b). 
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Figura 6 – Plantas de feijão vermelho inoculadas com o consórcio de estirpes crescidas no 

Meio C, no Meio A e o tratamento controle, 14 dias após o plantio (n=27).  

 

 Após 28 dias em casa de vegetação, a colheita foi feita e mediu-se a biomassa úmida 

aérea das amostras. Verificou-se que as amostras tratadas com ambos os consórcios bacterianos 

apresentaram biomassa úmida com médias numericamente superiores do que as amostras do 

controle (média=43,9g/vaso) e, apesar de haver mais biomassa úmida nas plantas com o 

consórcio crescido no meio A (média=51,7g/vaso, 17,8% de incremento) do que no meio C 

(média=47,8g/vaso, 8,8% de incremento), apresentando valores numericamente maiores, a 

diferença não foi estatisticamente significativa (p=0,57) (Figuras 7 e 8). 

 

Figura 7 – Plantas de feijão vermelho após 28 dias do plantio. Controle (esq.), meio A (centro), 

meio C (dir.); (n=27).  
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Figura 8 – Dados da biomassa úmida aérea das amostras de feijão vermelho após 28 dias do 

plantio: controle e consórcio crescido nos meios A e C (n=27). As barras de erro indicam apenas 

uma tendência de maior crescimento nas plantas tratadas (p=0,57). 

 

 A biomassa seca da parte aérea das plantas apresentou uma tendência de menor 

diferenciação que a vista na biomassa úmida. As plantas controle (média=7,2g/vaso) tiveram 

basicamente o mesmo valor que as plantas crescidas no meio crescidas no meio C 

(média=7,3g/vaso). Apenas as plantas tratadas com o consórcio bacteriano crescido no meio A 

apresentaram tendência maior de massa aérea seca (média=7,6g/vaso, incremento de 5,5%) 

(Figura 9). As diferenças nas médias não foram estatisticamente significativas, indicando 

apenas uma tendência (p=0,93). 
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Figura 9 - Dados da biomassa seca aérea das amostras de feijão vermelho após 28 dias do 

plantio: controle e consórcio crescido nos meios A e C (n=27). As barras de erro indicam apenas 

uma tendência de maior crescimento nas plantas tratadas (p=0,93). 

 

 Já os dados para a biomassa seca das raízes das plantas de feijão vermelho, após 28 dias 

do plantio, demonstraram que a inoculação teve um efeito supressor na biomassa radicular. As 

plantas controle apresentaram média de 7,2g/vaso, enquanto as plantas tratadas com o consórcio 

bacteriano crescido no meio A  apresentaram média de 4,6g/vaso (redução de 36%), as plantas  

tratadas com o consórcio bacteriano crescido no meio de cultivo C apresentaram média de 

3,6g/vaso (redução de 50%) (Figura 10). 
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Figura 10 - Dados da biomassa seca radicular das amostras de feijão vermelho após 28 dias do 

plantio: controle e consórcio crescido nos meios A e C (n=27). Letras iguais representam 

diferenças não significativas pelo teste de Tukey (p>0.05). 

 

6.5. Avaliação de diferentes técnicas de desinfecção para diminuir a contaminação com 

microrganismos exógenos 

 Após 72 horas, foi verificado crescimento bacteriano da ordem de 106 no controle, 

enquanto o meio tratado com metabissulfito de sódio apresentou crescimento bacteriano da 
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ordem de 108. O meio que foi fervido por 20 minutos não apresentou crescimento bacteriano 

(Figura 11). Análises estatísticas demonstraram que as diferenças obtidas entre os diferentes 

tratamentos foram significativas (p=0,04), com diferenças entre todos os tratamentos. 

 

 

Figura 11 – Contagem de unidades formadoras de colônias microbianas após teste de 

esterilidade com meio de cultivo A (n=3). As barras de erro indicam diferença estatisticamente 

significativa entre a, b e c (p<0,05). 
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7. Discussão 

 Apesar do grande número de estudos sobre a multiplicação on farm de fungos 

micorrízicos (Douds et al., 2021; Douds, Nagahashi e Hepperly, 2010; Goetten, Moretto e 

Stürmer, 2016; Moreira et al., 2019), há poucos estudos sobre multiplicação on farm de 

inoculantes bacterianos. Além disso, as recentes leis promulgadas no Brasil em relação à 

multiplicação de inóculos on farm permitem que o presente estudo tenha aplicação prática que 

pode vir a auxiliar o pequeno e médio produtor rural (Brasil, 2009 e 2020). Desta forma, o 

presente estudo busca desenvolver meios de cultivo para inoculantes a partir de produtos 

facilmente encontrados no meio rural, principalmente em fazendas de gado leiteiro e produção 

de queijos, como a cana-de-açúcar, que é utilizada na alimentação animal (Embrapa, 1997) e o 

soro de leite, que é um subproduto da produção do queijo (Nassu, 2006). 

 Iniciou-se o trabalho pela avaliação do teor de açúcares redutores e de proteínas de 

ambos os substratos, para que pudessem ser formulados os meios de cultivo a serem testados, 

de forma a manter uma concentração de açúcar próxima a 6° BRIX, e níveis de proteínas 

variados. Scheidt et al. (2020) estudaram meios de cultura para o crescimento de espécie 

bacteriana promotora de crescimento vegetal, e encontraram boas taxas de crescimento em 

meios com cerca de 5,5°BRIX de açúcares.  Após a formulação dos meios de cultivo líquidos, 

passou-se ao teste destes meios para o crescimento bacteriano. 

 Ao iniciar o processo de controle do crescimento das estirpes utilizadas, foi encontrada 

a primeira dificuldade: devido à turbidez dos meios de cultivo, não foi possível utilizar a 

medição da densidade óptica a 600nm para acompanhar o crescimento microbiano nas 

amostras. Estudos como o de Stevenson et al. (2016) indicam que as correlações feitas entre a 

𝐷𝑂600 e o número de unidades formadoras de colônia só se mostram verdadeiras em um 

conjunto limitado de condições, sendo a turbidez uma das principais barreiras encontradas, o 

que torna necessário o desenvolvimento de técnicas de calibragem para garantir estas 

correlações.  No presente trabalho, ocorreu até o decréscimo de 𝐷𝑂600  em relação ao meio 

puro, sem inóculo bacteriano (dados não mostrados), quando da medição em espectrofotômetro, 

mesmo quando o plaqueamento indicava número crescente de unidades formadoras de colônias. 

Desta forma, foi decidido que o crescimento bacteriano seria medido apenas pela contagem de 

unidades formadoras de colônia por mililitro. Assim, para cada frasco e para cada ponto de 

tempo, foram realizadas sucessivas diluições e foi então possível obter dados estatisticamente 

confiáveis, devido ao número de réplicas do estudo. 
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 Avaliando os dados do primeiro experimento de crescimento, chegou-se à conclusão de 

que o meio B, soro de leite 100%, seria excluído do estudo. Além de apresentar um odor muito 

forte, o que poderia tornar seu uso inviável como meio de cultivo para os inoculantes em 

fazendas, este meio de cultivo apresentou números menores de unidades formadoras de colônias 

nos tempos iniciais de cultivo, quando comparado com as outras composições. Os meios A e 

C, por conterem o caldo de cana-de-açúcar diluído, ainda apresentavam bastante material 

vegetal em suspensão. Isso pode ter contribuído para o crescimento das estirpes de PGPB, 

corroborando o estudo de Eevers et al. (2015), que demonstraram que meios de cultivo contendo 

tecido de planta triturado apresentam compostos que não estão presentes em meios de cultivo 

sintéticos, mas que são necessários para o crescimento de bactérias associadas a plantas, 

principalmente endofíticas. 

 O teor proteico dos diferentes meios estudados não pareceu afetar significativamente o 

crescimento bacteriano, não sendo, portanto, um fator limitante para o crescimento das estirpes 

utilizadas no presente estudo. Há diversos estudos que demonstram que o potencial promotor 

de crescimento de plantas por PGPB, principalmente no que tange a produção de fitormônios 

como o ácido indol-acético, que está ligado à presença de triptofano no meio de cultivo 

bacteriano (Barazani e Friedman, 2000; Idris et al., 2007). Desta forma, apesar dos resultados 

positivos nos experimentos de crescimento bacteriano, há necessidade de mais estudos para 

avaliação dos subprodutos formados nos sobrenadantes das culturas bacterianas. Seria possível, 

então, avaliar a presença ou não de auxinas pelas estirpes crescidas nos meios aqui estudados, 

permitindo melhor avaliar o potencial de promoção de crescimento vegetal das estirpes 

crescidas nos meios com as diferentes composições aqui testadas. 

 De fato, sabe-se que o meio de cultivo, por conta da sua composição, pode afetar não a 

produção microbiana de substâncias, mas também o crescimento de estirpes bacterianas. Até 

mesmo a sucessão ecológica de comunidades microbianas fluviais modelo pode ser afetada pelo 

uso de diferentes meios de cultivo, conforme nos demonstra o estudo de Goetghebuer et al. 

(2019). 

 Assim, ao avaliar os resultados do experimento de crescimento bacteriano,  a ausência 

de crescimento da estirpe 1.2, que não apresentava crescimento nem no meio TSA nem nos 

meios líquidos estudados, pode-se inferir que, provavelmente, estes meios não apresentavam 

composição ideal para o crescimento desta estirpe. De fato, como apontado por Brudzynski e 

Sjaarda (2014), algumas substâncias naturais, como o mel de abelhas, têm efeito inibidor sobre 

o crescimento bacteriano de algumas espécies bacterianas. O mesmo pode ser dito para a estirpe 
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21A em relação ao meio TSA, porém, seu visível crescimento nos meios estudados foram razão 

suficiente para mantê-la no presente estudo. 

Assim, o segundo experimento de crescimento bacteriano foi realizado, pois foi tomada 

a decisão de obter mais amostras e, dessa forma, diminuir a probabilidade de chegar-se a 

conclusões equivocadas, pois o método científico preza pela validação de hipóteses através de 

repetições de experimentos (Flick, 2013). A estirpe F128 desta vez não apresentou crescimento 

nos meios de cultivo testados. Uma hipótese para esse fato é a dificuldade de crescimento que 

a estirpe costuma apresentar em laboratório: inicialmente, ela foi selecionada para fazer parte 

do estudo, pois apresenta coloração alaranjada, o que seria interessante para auxiliar no 

monitoramento do estudo. Porém, em condições de laboratório, esta estirpe frequentemente 

passa de condição cultivável para não-cultivável, necessitando de esforços redobrados para 

voltar a ser cultivada. .  

As culturas bacterianas das estirpes que cresceram nos meios A e C foram, então, 

testadas em relação a seu potencial de promoção de crescimento vegetal, com plantio de 

sementes de feijão vermelho (Phaseolus vulgaris), em casa de vegetação. O potencial destas 

estirpes para afetar positivamente o crescimento de plantas já havia sido testado pela equipe do 

LABEM, porém, não em feijoeiro. Da mesma forma, estas estirpes não haviam sido crescidas 

nos meios de cultivo aqui testados antes do presente estudo. Além disso, é sabido que algumas 

das substâncias promotoras de crescimento de plantas, principalmente os fitormônios, alguns 

deles compostos indólicos, podem ser induzidas pelo meio de cultivo, principalmente se este 

for rico em triptofano (Chaiharn e Lumyong, 2011).  

Ao medir-se o comprimento foliar, verificou-se diferença estatisticamente significativa 

entre os diferentes tratamentos, sendo as plantas tratadas com o consórcio crescido no meio C 

detentoras de folhas menores.  Essa inibição inicial do crescimento para este tratamento pode 

ter ocorrido por diversos fatores, como a alteração do pH do substrato, como aponta o estudo 

de Garau et al. (2012). Além disso, Fugeria e Stone (2004) indicam ser ideal, para plantio de 

feijoeiro, o pH em torno de 6,6. Outra possibilidade seria a produção de alguma substância 

bacteriana inibitória para o desenvolvimento inicial das plantas, como alguma enzima 

degradadora. Myo et al. (2019) apontam para a produção de enzimas secretadas por espécie de 

Bacillus que afetam a parede celular de células fúngicas, que também são eucariotos.  

Após 28 dias do plantio, foi feita a colheita das plantas e verificou-se a biomassa dos 

diferentes tratamentos. A parte aérea das plantas não apresentou diferenças estatisticamente 
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significativas após a realização do teste ANOVA, mas sim uma tendência de maior produção 

de biomassa para ambos os tratamentos (A e C) em relação às plantas controle. Porém, 

significativa diferença foi verificada entre a biomassa radicular, sendo as raízes das plantas 

controle significativamente maiores do que as tratadas. Assim, pode-se inferir que, para um 

desenvolvimento aéreo similar, as plantas tratadas provavelmente precisaram de sistema 

radicular menos desenvolvido do que as plantas controle, indicando possível efeito das PGPB 

consorciadas no aumento da absorção de nutrientes das plantas tratadas. Conforme Olmo et al. 

(2016) apontam, o aumento da disponibilidade de nutrientes pode afetar a estrutura e arquitetura 

radicular, tanto de forma positiva (aumento do comprimento radicular) quanto negativa 

(diminuição do diâmetro e da massa radiculares). Nielsen, Amram e Lynch (2001) apontam 

para a baixa disponibilidade de fósforo como fator que estimula a alocação relativa de biomassa 

para as raízes em feijoeiros, o que levaria à maior aquisição deste nutriente, porém, às custas 

do crescimento de tecidos fotossintéticos, deforma que o carbono fixado é dirigido para tecidos 

heterotróficos da planta. Isto poderia exemplificar possível motivo de as plantas sem tratamento 

desenvolverem biomassa radicular significativamente maior do que as com tratamento.  

A esterilização do meio de cultura a ser utilizado para produção on farm de inoculantes 

é um tema de suma importância. Há estudos, como o de Bocatti et al (2022), que verificou, com 

base em 18 amostras obtidas em cinco diferentes estados brasileiros, que 44% destas amostras 

de inoculantes continham espécies potencialmente prejudiciais a seres humanos, sendo que 34 

das espécies bacterianas isoladas pertenciam a gêneros potencialmente patogênicos e, dentre 

estas, 6 possuíam resistência intrínseca a antibióticos, enquanto 18 destas eram resistentes a 

pelo menos um dos antibióticos testados. Para minimizar a possibilidade do crescimento de 

espécies indesejáveis e potencialmente prejudiciais, realizaram-se dois tratamentos de 

esterilização: fervura por 20 minutos e adição de metabissulfito de sódio, que, além de ser um 

estabilizante utilizado na indústria alimentícia, também pode ser utilizado no controle do 

crescimento de microrganismos indesejáveis (Góes et al, 2006). Porém, o meio controle, sem 

nenhum tratamento, apresentou crescimento microbiano menor do que o meio tratado com 

metabissulfito de sódio, o que leva à formulação da hipótese que o reagente trazia em si uma 

contaminação microbiana, que, ao ser adicionado ao meio rico em carboidratos (caldo de cana-

de-açúcar), cresceu geometricamente, gerando o grande número de UFC/mL contadas. Já a 

fervura por 20 minutos demonstrou ser uma boa forma de eliminar os microrganismos presentes 

no caldo de cana-de-açúcar e na água utilizados para a formulação do meio de cultivo utilizado 
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neste experimento, pois não se verificou crescimento bacteriano a partir do meio A fervido, em 

várias diluições.  

Após os experimentos e a pesquisa bibliográfica realizada, pode-se concluir que o meio 

mais adequado para o crescimento de estirpes de PGPB foi o meio A, rico em carboidratos e 

contendo apenas caldo de cana-de-açúcar diluído, o que foi possível graças aos experimentos 

de crescimento bacteriano e de plantio de feijoeiros em casa de vegetação, tratados com 

consórcios bacterianos crescidos no meio A. O método de esterilização mais simples possível 

em condições de campo, nas pequenas propriedades rurais é a fervura por 20 minutos, Há, 

todavia, necessidade de continuar com estudos de melhoria das condições de turbidez deste 

meio e obtenção da relação C:N do mesmo, além do estudo dos produtos bacterianos presentes 

nos sobrenadantes deste meio de cultivo, como compostos indólicos e outros fitormônios, de 

forma a melhor compreender os motivos da promoção do crescimento vegetal observada. Da 

mesma forma, pode ser testado o crescimento de outras estirpes bacterianas neste meio, 

principalmente as estirpes autóctones das propriedades modelo, parceiras do grupo que conduz 

este estudo no LABEM. Outras espécies de planta podem ser tratadas com estas estirpes, 

principalmente forrageiras, o principal alvo dos inoculantes deste estudo, realizado em fazendas 

de gado leiteiro. 
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8. Conclusões 

Os substratos estudados (caldo de cana-de-açúcar e soro de leite) podem ser utilizados 

para crescimento bacteriano, pois foram capazes de gerar populações elevadas dos 

microrganismos estudados, em até 48h de fermentação. Além disso, o meio de cultivo elaborado 

pela simples diluição do caldo de cana-de-açúcar a 33% é o mais recomendado dentre as 

formulações testadas, por ser de simples preparo, apresentar crescimento rápido dos 

microrganismos, ter tido melhor desempenho no teste preliminar em casa de vegetação; e,  ainda 

não apresentar odor forte após sua fermentação. Também foi verificado que, dentre os métodos 

testados, a fervura do substrato por 20 minutos se mostrou eficiente na eliminação dos 

microrganismos autóctones. 
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