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RESUMO 

 

A agricultura é uma das atividades mais antigas da humanidade e, com as transformações 

sociais e econômicas, tem sido cada vez mais direcionada a práticas sustentáveis devido às 

preocupações ambientais. Nesse cenário, os biofertilizantes destacam-se como uma alternativa 

viável capaz de unir agricultura e preservação do meio ambiente. Uma das formas destes 

bioinsumos é desenvolvida pela fermentação de microrganismos encontrados em região de 

rizosfera, em diversos meios de cultura, os quais possuem alta gama de nutrientes que os tornam 

ideais para a análise de crescimento bacteriano. Além disso, a concentração e condição de 

cultivo influenciam diretamente a produção e a qualidade dos produtos obtidos. Neste contexto, 

o estudo tem como objetivo avaliar o potencial de crescimento de Kosakonia sp. em diferentes 

fontes de carbono (glicose, lactose e sacarose), investigar sua capacidade de produzir ácido 

indol-3-acético (AIA), fitormônio de crescimento, e analisar sua viabilidade quando 

encapsulada em alginato. 

 

Palavras-chave: rizobactérias, substratos, potencial de crescimento microbiano, ácido indol-3-

acético. 



     

 

 

ABSTRACT 

 

Agriculture is one of humanity's oldest activities; driven by social and economic changes and 

environmental concerns, it has increasingly shifted toward sustainable practices. In this context, 

biofertilizers stand out as a viable alternative that bridges agriculture and environmental 

preservation. One type of these bio-inputs is produced through the fermentation of 

microorganisms found in the rhizosphere using various culture media; these media contain a 

wide range of nutrients, making them ideal for analyzing bacterial growth. Furthermore, 

concentration and cultivation conditions directly influence the yield and quality of the resulting 

products. Accordingly, this study aims to evaluate the growth potential of Kosakonia sp. using 

different carbon sources (glucose, lactose, and sucrose), investigate its ability to produce indole-

3-acetic acid (IAA) - a plant growth hormone - and analyze its viability when encapsulated in 

alginate. 

 

Keywords: rhizobacteria, substrates, microbial growth potential, indole-3-acetic acid. 
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1 INTRODUÇÃO 

A agricultura é uma das atividades mais longínquas e fundamentais da humanidade. Ao 

longo da evolução social, essa prática passou por profundas transformações econômicas e 

industriais, enfrentando atualmente um movimento crescente em direção a práticas mais 

sustentáveis — impulsionado pela preocupação da sociedade com o meio ambiente. 

As técnicas convencionais, juntamente com as indústrias do setor primário, 

desencadearam diversos prejuízos ambientais, que podem ser exemplificados no estudo de 

distribuição espacial do uso de agrotóxicos no Brasil, realizados entre os anos de 2012 e 2016 

por Pignati e colaboradores (2017). Os dados nessa pesquisa mostram a classificação da 

toxicidade dos agrotóxicos em que 15% são extremamente tóxicos, 25% altamente tóxicos, 

35% mediamente tóxicos e 25% pouco tóxicos. 

Devido aos impactos ambientais e à crescente preocupação com a saúde pública 

decorrentes do uso indiscriminado de pesticidas, os bioinsumos emergem como alternativas 

sustentáveis, capazes de reduzir a dependência de compostos químicos nocivos ao meio 

ambiente (Vidal e Dias, 2023). Dentre os principais bioinsumos, os biofertilizantes se destacam 

por serem formulados com microrganismos naturais do solo, especialmente aqueles presentes 

na rizosfera (Miranda et al., 2023; Souza et al., 2023). 

Entre as rizobactérias, destacam-se as bactérias promotoras de crescimento de plantas 

(BPCP), amplamente estudadas por possuírem uma capacidade multifuncional, desde nutrição 

vegetal até a resistência de pragas. Gêneros como Azospirillum, Rhizobium e Kosakonia 

demonstram resultados positivos quanto ao crescimento vegetal, fixação de nitrogênio e 

produção de compostos indólicos, que influenciam diretamente o crescimento radicular. 

(Beltrán-Pineda e Bernal-Figueroa, 2022; Matsumura et al., 2015; Botelho e Brasil, 2023). 

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo analisar a cinética de crescimento de 

Kosakonia. sp. e a produção de ácido indol-3-acético em meio fermentativo com diferentes 

fontes de carbono, visando otimizar a produção de biofertilizantes destinados ao setor agrícola.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

O objetivo do estudo é desenvolver biofertilizantes encapsulados em alginato avaliando 

a cinética de crescimento da bactéria Kosakonia sp. Em diferentes meios fermentativos com 

variações de fontes de carbono, além de verificar a capacidade de produção de ácido indol-3-

acético. 

2.2 Objetivos específicos 

Os objetivos a serem alcançados são: 

1. Avaliar a cinética de crescimento de Kosakonia sp. em diferentes meios 

fermentativos com variações de fontes de carbono. 

2. Determinar a capacidade de produção de ácido indol-3-acético pela bactéria. 

3. Desenvolver formulações de bioinoculantes encapsulados à base de alginato. 

4. Avaliar a viabilidade das células encapsuladas em alginato. 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Introdução à agricultura sustentável e bioinsumos 

Inseridas no setor primário da economia, as atividades agrícolas se desenvolveram a 

partir da evolução da espécie humana e da fixação territorial. Definida de maneira geral como 

conjunto de técnicas para o cultivo de plantas, a agricultura se destacou por assegurar a 

alimentação e o fornecimento de matérias-primas e insumos para a produção em diversos 

setores industriais (Lima; Silva; Iwata, 2019). 

Segundo Mazoyer e colaboradores (2010), as práticas agrícolas variam entre as 

diferentes regiões do planeta, influenciadas por fatores como: clima, relevo, aspectos culturais 

e equipamentos utilizados. O avanço das técnicas de produção possibilitou o deslocamento dos 

campos e a formação das cidades e, posteriormente, a industrialização da agricultura com o 

desenvolvimento de indústrias e ampliação do mercado. 

Atualmente, é considerada a principal atividade fomentadora da economia em escala 

global, e tem o Brasil como um dos destaques em produção e exportação de bens primários 

(Embrapa, 2018).  

A mudança na agricultura é evidenciada a partir da década de 60, com um retorno de 

práticas agrícolas naturais, redução de agroquímicos, evolução de técnicas de plantio e cultivo 
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e, principalmente, com uma explosão de produtividade. Segundo a Embrapa (Embrapa, 2018), 

a produção de grãos cresceu seis vezes mais, enquanto a área plantada apenas dobrou, Figura 

1. Esses dados corroboram com a crescente preocupação ambiental no Brasil e com os elevados 

índices de desmatamento, impulsionando estudantes, pesquisadores e empresários do 

agronegócio a buscarem alternativas mais sustentáveis para serem implementadas na 

agricultura brasileira e mundial. 

 

Figura 1: Área plantada e produção de grãos no Brasil. 

 

Fonte: Adaptado de Embrapa (2018) 

 

Desde então, a agricultura sustentável tornou-se um tema de grande relevância na 

política ambiental brasileira. Essa sustentabilidade envolve a aplicação de técnicas adequadas 

e conscientes para conservação e preservação de solos, água e plantações. Foi a partir disso que 

se criou o Programa Nacional de Bioinsumo, pelo Ministério da Agricultura e Agropecuária 

(MAPA) em 2020 (Brasil, 2020). 

O termo bioinsumos é definido pela Embrapa como: 

“Produtos ou processos agroindustriais desenvolvidos a partir de 

enzimas, extratos (de plantas ou microrganismos), microrganismos, 

macrorganismos (invertebrados), metabólitos secundários e 

feromônios, destinados ao controle biológico, sendo também ativos 

voltados à nutrição, promotores de crescimento vegetativo, mitigadores 
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de estresses bióticos e abióticos e substitutivos de antibióticos”. (Brasil, 

2020) 

Os bioinsumos são hoje, a nova promessa tecnológica que reconcilia interesses 

agropecuários e oferece soluções inovadoras, reduzindo o uso expressivo de compostos tóxicos 

e nocivos tanto ao ambiente quanto à saúde humana (Vidal e Dias, 2023). 

Nota-se que estes produtos biológicos fazem parte de todos os sistemas produtivos, 

desde produção animal e vegetal até processos de pós-colheita e processamento (Vidal et al., 

2021). Ademais, o Brasil novamente se destaca na aplicação e exportação desse tipo de manejo, 

movimentando a economia com cerca de 1 bilhão de reais por ano e um crescimento anual 

superior a 10%. 

3.2 Biofertilizantes 

Um importante grupo de bioinsumos que têm se tornado uma realidade cada vez mais 

comum são os biofertilizantes. Sua aplicação é uma alternativa sustentável de substituir os 

fertilizantes convencionais do mercado, auxiliando no equilíbrio da plantação e resistência a 

pragas e doenças (Pereira et al., 2010). 

A Instrução Normativa nº MAPA 46/2011 (Ministério da Agricultura e Pecuária - 

MAPA, 2011) define biofertilizante como “produto que contém componentes ativos ou agentes 

biológicos, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, 

melhorando o desempenho do sistema de produção”. 

Os biofertilizantes podem ser desenvolvidos pela introdução de comunidades 

microbianas antagonistas aos fitopatógenos do solo ou pela promoção de melhor 

desenvolvimento da planta. Dentre os microrganismos aplicados para a produção, se destacam 

aqueles com capacidades multifuncionais, isto é, capazes de produzir enzimas e/ou substâncias 

que favoreçam o crescimento e proteção das plantas (Jesus et al., 2024). 

3.3 Bactérias promotoras de crescimento de plantas 

As bactérias multifuncionais ou BPCP são microrganismos, comumente encontrados no 

solo, principalmente na região da rizosfera. Suas características de biofertilização como a 

fixação de N2 e solubilização de fosfato pela produção de ácidos orgânicos são resultantes de 

diversas interações bioquímicas ocorridas nas raízes das plantas. Estas dependem de diversos 

fatores como: quantidade e qualidade do microrganismo; genótipo da planta; condições 

ambientais e práticas agrícolas (Matsumura et al., 2015). 
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Estudos divulgados por Cattelan (1999) mostraram que espécies dos gêneros 

Azospirillum, Herbaspirillum, Pseudomonas, Rhizobium, Bacillus tiveram uma relação positiva 

entre crescimento vegetal e número de bactérias solubilizadas. Recentemente, foram 

identificados novas BPCP do gênero Kosakonia, como Kosakonia oryzae, K. sacchari e K. 

cowanii, pertencentes à ordem Enterobacterales. Pesquisas divulgaram que esses 

microrganismos têm potencial promotor de crescimento por melhorar a disponibilidade de 

nutrientes essenciais, além de produzir compostos como ácido indol-3-acético (AIA), 

citocininas e ácido giberélico, favorecendo o desenvolvimento das raízes e brotos (Narayanan 

et al., 2022). 

3.3.1 Kosakonia sp. e seu potencial biofertilizante 

O crescente desenvolvimento nos estudos sobre BPCP, principalmente da espécie 

Kosakonia evidenciam que a inoculação destas rizobactérias como biofertilizantes, possuem a 

mesma eficácia e aplicabilidade que fertilizantes convencionais do mercado (Jan-Roblero, 

Cruz-Maya e Barajas, 2020). (Nakatani et al., 2024) 

Comumente encontrada em raízes de leguminosas como soja, milho e feijão, Kosakonia 

sp. apresenta efeitos positivos para o crescimento dessas plantações. Pesquisas como as de 

Gonçalves e colaboradores (2023) mostraram que a aplicação do microrganismo melhora o 

desenvolvimento radicular e foliar, além da formação de mais nódulos nas raízes superiores, 

quando comparada a aplicação das técnicas convencionais.  

Outros benefícios do uso de Kosakonia sp. como biofertilizantes são evidenciados nos 

estudos de Thanwisai e colaboradores (2024), em que os resultados comprovaram queda 

significativa na contaminação fúngica em culturas de arroz. 

3.4 Imobilização de microrganismos  

As definições e metodologias de imobilização e encapsulamento são diversas e distintas. 

Mitropoulou e colaboradores (2013) os definem como um revestimento de material, no qual a 

matriz se associa a parede da cápsula, enquanto Vemmer e Patel (2013) exemplificam as 

diferentes formas que uma cápsula pode assumir (Figura 2). 
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Figura 2: Morfologias de encapsulados 

 

Fonte: Adaptado de Vemmer e Patel (2013) 

 

O aperfeiçoamento desses protocolos adjunto de novas biotecnologias permite uma 

melhora dos processos com células imobilizadas. 

A utilização de microrganismos imobilizados na agricultura surge como uma alternativa 

promissora para enfrentar os desafios impostos pelos fatores de estresse biótico e abiótico, 

garantindo maior estabilidade e eficiência na aplicação dos bioinsumos (Szopa et al., 2022). No 

entanto, para que essa abordagem seja sustentável e ambientalmente segura, é fundamental 

selecionar materiais de encapsulamento que não causem impactos negativos ao meio ambiente 

(Martínez-Cano et al., 2022). Nesse contexto, uma alternativa viável e em ascensão na 

aplicação de encapsulados são macromoléculas desenvolvidas a partir de matérias primas como 

milho, cana-de-açúcar, celulose e as algas marrons – fonte de produção do alginato - 

denominadas biopolímeros (Campos et al., 2022; Farias et al., 2016). 

3.4.1 Alginato de sódio como matriz de encapsulamento 

O alginato de sódio é um polissacarídeo de grande versatilidade, amplamente 

empregado em diferentes setores industriais devido às suas propriedades técnicas avançadas, 

baixo custo de produção e fácil obtenção em larga escala. Trata-se de um material não tóxico, 

com qualidade consistente, praticamente estéril e altamente biocompatível com 

microrganismos (Szczech e Maciorowski, 2016). Suas características físico-químicas permitem 
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modificações que possibilitam a formação de diversas matrizes, como hidrogéis, microesferas, 

microcápsulas, esponjas e fibras, o que viabiliza sua aplicação nas indústrias alimentícias, têxtil, 

agrotecnológicas, biomédicas e farmacêuticas (Pawar e Edgar, 2012). 

Suas características positivas de resistência e biodegradação são acrescidas a uma ótima 

capacidade de formação de encapsulados por meio de gelificação iônica. O alginato, é 

caracterizado como um ácido poliurônico, que quando colocado em contato com uma solução 

de cátions divalentes, o cálcio (Ca2+), por exemplo, consegue formar uma estrutura de hidrogel, 

como demonstrado na Figura 3 (Vemmer e Patel, 2013). 

 

Figura 3: Encapsulamento por gelificação iônica 

 

Fonte: Adaptado de Vemmer e Patel (2013)  

 

Em concentrações ideais, as esferas conseguem ser fabricadas de maneira uniforme e 

homogênea, o que permite uma viabilidade celular estável e melhor controle biológico, 

crescimento e fixação de nitrogênio (Szopa et al., 2022). 

3.4.2 Aplicações da imobilização de bactérias em biofertilizantes 

A imobilização de microrganismos em matrizes poliméricas tem se destacado como uma 

estratégia promissora na formulação de biofertilizantes, uma vez que proporciona uma maior 

resistência e estabilidade aos microrganismos. Costa (2023) e Santos e colaboradores (2023) 

demonstraram que a viabilidade celular dos microrganismos imobilizados é superior a 90%. 
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Além disso, a praticidade do método justifica sua aplicação em diversos setores e evidencia que 

na agricultura os benefícios são maiores que as dificuldades.  

Rojas-Sánchez e colaboradores (2022) realizaram um estudo que destaca os diversos 

efeitos benéficos da encapsulação de microrganismos com o alginato em uma variedade de 

culturas de plantas e diferentes técnicas de aplicações, Tabela 1. 

 

Tabela 1: Microrganismos encapsulados e seus efeitos 

Microrganismo encapsulado Polímero Efeito 

Pseudomonas putida Alginato 
Promoção do crescimento 

vegetal 

Azospirillum brasilense 

Burkholderia cepacia 

Bacillus thuringiensis 

Bacillus megaterium 

Bacillus cereus 

Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis 1411 

Trichoderma sp. 

Argila de alginato 

Aumento da concentração 

de nitrato e fósforo na 

planta 

Glomus sp. 

Acaulospora sp. 
Alginato 

Aumento da colonização 

radicular de plantas de 

milho e aumento da 

resistência ao estresse 

hídrico 

Metarhizium brunneum CB15 
Pectina/amido, celulose e 

levedura 

Aumento do 

comportamento endofítico 

Trichoderma viride 
Alginato em combinação 

com cálcio ou cobre 

Aumento do rendimento e 

produção de metabólitos 

secundários 

Fonte: Adaptado de Rojas-Sánchez et al. (2022) 

 

A aplicabilidade do encapsulado, normalmente, é realizada no sulco do plantio em 

associação à aplicação das sementes, o que permite uma interação desde as primeiras etapas de 

crescimento, como analisado por Betiol e colaboradores (2021). Outra metodologia que pode 
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ser implementada, apesar de necessitar de estudos mais evidentes, é a imobilização conjunta da 

semente com o inóculo. Ambos os processos podem ser realizados da maneira habitual de 

plantio, sem a necessidade de gastos e especialidades adicionais. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 Microrganismo  

A bactéria Kosakonia sp. foi obtida da coleção de culturas do Núcleo de Processos 

Biotecnológicos (NUCBIO) da Universidade Federal de Uberlândia e identificada pelo método 

de identificação de microrganismos por sequenciamento de DNA (16S) pela empresa 

GoGenetic. Para manutenção da cultura, repicou-se o microrganismo quinzenalmente e o 

manteve em placa de Petri contendo meio batata dextrose ágar (BDA), pH 6,8. 

4.2 Fermentação da Kosakonia sp. 

O meio de cultura utilizado para a fermentação fornece todos os nutrientes fundamentais 

para o crescimento bacteriano: carboidrato (15 g·L-1), peptona (10 g·L-1), extrato de levedura 

(5 g·L-1) e cloreto de sódio (10 g·L-1). As fontes de carbono foram variadas em glicose, sacarose 

e lactose. 

O pré-inóculo foi preparado adicionando-se os microrganismos à solução salina (0,9%) 

na concentração de 0,5 g·L-1, seguindo a curva de calibração elaborada em espectrofotômetro 

(Shimadzu, modelo UV-1280). Em seguida transferiu-se uma alíquota de 5 ml para um reator 

cônico de bancada consistindo em um frasco de Erlenmeyer de 500 ml, contendo 150 ml do 

meio Luria Bertani. Por fim, submetido à incubação a 30 °C, 120 rpm por 24 horas em um 

incubador refrigerado com agitação (ETHINK, modelo 430, Brasil). 

O crescimento celular foi quantificado ao decorrer do processo fermentativo, nos 

intervalos de 0, 2, 4, 8, 12 e 24 horas, por turbidimetria a 600 nm em espectrofotômetro, 

seguindo a curva de calibração, (APêNDICE A: CURVA DE CALIBRAÇÃO DE MASSA 

CELULAR). Além disso, o consumo de açúcar foi avaliado e quantificado em cromatógrafo 

líquido de alta eficiência (CLAE) – (Shimadzu LC-20ª, modelo Prominence) utilizando fase 

móvel ácido fosfórico 1% a 0,5 mL·min-1, com detecção por índice de refração, coluna 

Supelcogel C640H à temperatura de 32 °C. O pH também foi avaliado ao longo do processo 

utilizando o pHmetro digital de bancada (El engineering, modelo w38). 

Após o fim das fermentações, o volume final foi centrifugado por 10 minutos a 8000 

rpm (Beckman Coulter, modelo Avanti™ J-25, Alemanha) e o decantado ressuspenso em 

solução peptonada (peptona 10 g·L-1, NaCl 5 g·L-1 em pH 7,2) na concentração de 34 g·L-1 de 

célula em massa seca, para uso na formulação do bioinoculante. A Figura 4 apresenta o esquema 

geral de fermentação e obtenção de células. 
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Figura 4: Metodologia do processo de fermentação 

 

Fonte: própria (2025). 

4.3 Síntese dos compostos indólicos 

Para quantificar a produção de compostos indólicos, Kosakonia sp. foi inoculada em 150 

ml do meio LB com 2 g.L-1 de glicose, acrescido de triptofano (0,5 μg·mL-1), e incubada sob 

agitação (120 rpm) por cinco dias a 32 °C. A seguir, a cultura é centrifugada a 8.000 rpm, por 

12 min e 2 ml do sobrenadante são transferidos para tubos de ensaio, adicionando-se 2 ml do 

reagente de Salkowski (Tabela 2). O método utilizado é capaz de detectar os compostos 

indólicos em geral, incluindo o ácido indol-3-acético (AIA) adaptado de Vasques e 

colaboradores (2024). As análises foram realizadas em 0h, 24h, 48h, 72h e 96h, avaliadas em 

triplicata, no espectrofotômetro (Shimadzu, modelo UV-1280) a 540 nm (Figura 5) e 

padronizadas em curva de calibração (APêNDICE B: CURVA DE CALIBRAÇÃO DO 

ÁCIDO INDOL-3-ACÉTICO). 

Tabela 2: Composição da solução reagente de Salkowski. 

Componente Quantidade 

FeCl3·6H2O 0,6 g 

H2SO4 [35%] 22 ml 

H2O 28 ml 
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Fonte: própria (2025). 

 

4.4 Elaboração do bioinoculante 

O encapsulamento das células de Kosakonia sp. foi realizado de acordo com Reetha e 

colaboradores (2014) com modificações (Figura 6). Foram preparadas duas soluções variando 

a concentração de alginato de sódio (3% e 4%), ambas com a suspensão bacteriana com 34 g 

de biomassa seca·L-1 na proporção de 2:1. Após as misturas serem homogeneizadas por 30 

minutos, a solução é extrusada com o auxílio de uma bomba peristáltica e direcionada às placas 

contendo solução de CaCl2 (0,1 M). 

As esferas são mantidas na solução por duas horas e depois lavadas com água. 

Posteriormente, foram incubadas em meio LB por 24 horas a 120 rpm e 32 °C, em seguida são 

lavadas, coletadas e deixadas sob fluxo de ar por 30 minutos. Alíquotas de, aproximadamente, 

5 g de esferas foram embaladas para cada tratamento. A solução de alginato foi extrusada e 

utilizada como controle. As embalagens contendo as diferentes formulações (controle 3%, 

biofertilizante-3%; controle 4% e biofertilizante- 4%) foram armazenadas sob refrigeração (7 

± 2 °C). 

  

Figura 5: Metodologia de compostos indólicos 
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Figura 6: Metodologia de produção de grânulos de alginato com Kosakonia sp. 

 

Fonte: própria (2025). 

Os grânulos tiveram seus diâmetros medidos com um micrômetro eletrônico (Schut, 

modelo Filleto 0-25mm) e foram pesados em balança analítica (Gehaka, modelo AG 200), 

ambas as análises foram realizadas em triplicata. 

4.5 Avaliação de estocagem 

A análise de contagem em placa de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) foi 

realizada para quantificar os microrganismos viáveis presentes nas amostras. Inicialmente, as 

amostras foram submetidas a diluições seriadas em solução salina estéril (0,9%), visando obter 

placas contendo entre 25 e 250 UFC, faixa considerada adequada para a contagem 

microbiológica. Em seguida, uma alíquota de cada diluição foi inoculada em placas contendo 

BDA, utilizando o método de espalhamento em superfície com auxílio de alça de Drigalski 

(Cappuccino e Welsh, 2019). 

Após a inoculação, as placas foram incubadas a 30 °C por 12 horas em incubadora BOD 

(Nova Ética, modelo 430 RDB). Finalizado o tempo de incubação, foi realizada a contagem das 

colônias visíveis, utilizando contadores manuais. A determinação da concentração original de 

microrganismos é realizada através da Equação 1. Para cada tratamento, a sobrevivência 
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(UFC·g-1) das células da cepa Kosakonia sp. foi avaliada em oito períodos diferentes de 

armazenamento (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias).  

 

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
=

𝑛° 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎𝑠

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 (𝑚𝐿) × 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜
 Equação 1 

4.6 Microscopia eletrônica de varredura  

As superfícies externas e internas das esferas foram analisadas usando microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). As esferas foram fixadas com tampão de fosfato de sódio 0,1 

M (pH = 7,2), seguido de desidratação em forno a 36 °C por três horas. Posteriormente foram 

direcionadas ao MEV (Tescan, modelo veja 3 LMU), colocadas no suporte de amostras, com 

fita adesiva de carbono dupla face, e em seguida secas e metalizadas com fina camada de ouro 

na superfície para permitir a captura da fotografia. 

4.7 Análise de dados   

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), e as médias comparadas, 

com o teste de Tukey (P < 0,05) usando o software Statistic 7. Os gráficos foram construídos 

através do software Origin®. 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Fermentação  

Neste estudo, verificou-se um bom índice de crescimento do microrganismo no meio de 

cultivo com glicose (Figura 7). O início do crescimento celular ocorreu aproximadamente 4 

horas após o início do processo fermentativo, com pico máximo de crescimento em 24 horas. 

Notou-se também um declínio significativo do substrato no meio a partir de 4 horas de 

fermentação, juntamente com a queda no índice de pH. É possível afirmar que o esgotamento 

do açúcar ocorre após 12 horas de fermentação, com células ainda em potencial de crescimento 

e pH estável na faixa de 5 a 6. 
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Figura 7: Potencial de crescimento da Kosakonia sp. em meio LB com Glicose. 

 

Fonte: própria (2025). 

 

O meio com lactose revelou um menor crescimento celular quando comparado ao meio 

com glicose, como mostra a Figura 8. Os índices de pH mostram uma pequena queda de 7,5 

para 6, indicando a produção de compostos ácidos durante o processo fermentativo. As células 

tiveram pequena variação de crescimento, o qual é iniciado no período de 4 horas, mas sem 

valor significativo. Seu alto índice de expansão é visualizado no fim da fermentação (24 horas). 

A redução do substrato no meio é notória, porém baixa – apenas 30% – o que evidencia a 

dificuldade do microrganismo em consumir essa fonte de carboidrato. 
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Figura 8: Potencial de crescimento da Kosakonia sp. em meio LB com Lactose 

 

Fonte: própria (2025). 

 

Como os resultados obtidos apresentaram diferenças significativas entre as análises de 

um monossacarídeo (glicose) e um dissacarídeo (lactose), foi realizado o mesmo experimento 

com outro dissacarídeo, a sacarose (Figura 9). A célula teve bom potencial de crescimento, 

tendo início em 4 horas de fermentação e maior índice em 24 horas. O pH sofreu declínio 

durante o processo, com início em 7,38 e final a 5,29. A sacarose foi totalmente consumida no 

período analisado, portanto, é perceptível uma preferência do microrganismo por essa fonte de 

carbono. 
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Figura 9: Potencial de crescimento da Kosakonia sp. em meio LB com Sacarose 

 

Fonte: própria (2025). 
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Ao analisar conjuntamente os três processos fermentativos, observa-se que o consumo 

de glicose e sacarose apresentou comportamento semelhante, com redução acentuada já nas 

primeiras horas e consumo praticamente total após 24 horas de fermentação (Figura 10). 

 

Figura 10: Comparação do processo fermentativo para as três fontes de carbono utilizadas no 

decorrer do tempo: A variação da concentração de substrato e B variação da biomassa 

Fonte: própria (2025). 

 

Esse padrão é amplamente descrito na literatura, uma vez que a glicose é o carboidrato 

mais facilmente assimilado por diversas bactérias, sendo rapidamente metabolizada e utilizada 

como principal fonte de energia (Gunkova et al., 2021). De forma semelhante, a sacarose 

também é reconhecida como substrato eficiente para microrganismos associados a matrizes 

vegetais, sendo prontamente hidrolisada e utilizada para crescimento celular e produção de 

metabólitos (Angelov et al., 2023). 

Por outro lado, a lactose apresentou comportamento distinto, não sendo totalmente 

consumida ao longo do período analisado. Esse resultado pode ser explicado pelas 

características metabólicas da cepa utilizada, uma vez que bactérias do gênero Kosakonia, 

geralmente isoladas de solo e ambientes vegetais, são adaptadas à utilização de açúcares 

comuns nesses nichos, como glicose e sacarose, mas nem sempre possuem os sistemas 

enzimáticos necessários para metabolizar lactose, carboidrato pouco frequente nesses 

ambientes (Chen et al., 2025; Harper et al., 2022). 

A assimilação da lactose depende de transportadores específicos e da enzima β-

galactosidase, responsáveis por sua hidrólise em glicose e galactose. Microrganismos não 

associados a matrizes lácteas frequentemente apresentam ausência ou baixa expressão dessas 

vias metabólicas, o que limita sua utilização como fonte de carbono (Gasser et al., 2022; Prabin 
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et al., 2025). Assim, é plausível que a cepa avaliada apresente preferência por açúcares típicos 

de origem vegetal, explicando o consumo incompleto da lactose. 

Além disso, o consumo parcial desse dissacarídeo pode estar relacionado à utilização 

preferencial de glicose e sacarose enquanto disponíveis, fenômeno comum em bactérias que 

priorizam substratos energeticamente mais favoráveis antes de ativar rotas metabólicas 

alternativas (Acin-Albiac et al., 2022). Dessa forma, análises com períodos de fermentação 

superiores a 24 horas ou estudos de expressão gênica poderiam esclarecer se ocorre assimilação 

tardia da lactose pela cepa estudada. 

5.2 Avaliação da produção de ácidos indólicos 

Com os resultados promissores do microrganismo em meio fermentativo, foi analisada 

a capacidade da Kosakonia sp de produzir compostos indólicos, promotores de crescimento 

vegetal. 

O período de análise de 96 horas foi definido com base em estudos prévios, como o de 

Narayanan et al. (2022), que indicam que a produção de ácido indol-3-acético por bactérias 

promotoras de crescimento vegetal atinge níveis máximos em torno de 72 horas, com posterior 

estabilização. Entretanto, os resultados obtidos neste estudo (Figura 11), apresentaram 

comportamento distinto, uma vez que a concentração de compostos indólicos aumentou de 

forma contínua ao longo de todo o período experimental, alcançando o maior valor (20 µg/ml) 

após 96 horas. Essa divergência pode ser atribuída à variabilidade existente entre diferentes 

cepas de Kosakonia sp., bem como a diferenças nas condições experimentais empregadas, como 

composição do meio de cultivo e parâmetros de incubação, fatores que influenciam diretamente 

a cinética de produção desses metabólitos. 
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Figura 11: Produção de ácidos indólicos 

 

Fonte: própria (2025) 

 

A alta produção de ácidos indólicos por rizobactérias como a Kosakonia sp., é um grande 

indicativo da eficiência de substituir os fertilizantes químicos por compostos orgânicos, tendo 

em vista que eles são capazes de aumentar a produção de triptofano, fitormônios e diversos 

outros componentes que estimulam e melhoram o crescimento vegetal, radicular e a fertilidade 

do solo (Narayanan et al., 2022). 

5.3 Encapsulamento 

Para o encapsulado, foram usados dois tipos de tratamento e verificou-se a estabilidade 

dos grânulos nos primeiros dias de estocagem. A Figura 12 demonstra a variação de células de 

Kosakonia sp. dentro do grânulo, no período de 30 dias. 
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Figura 12: Variação de UFC por tempo. Os pontos seguidos por um asterisco (*) não 

apresentam diferença estatisticamente significativa a um nível de 5% de significância. 

 

Fonte: própria (2025) 

 

A quantidade de microrganismo na cápsula atingiu 2,1×1013 UFC·g -1 de grânulo para 

o tratamento de 4% e atingiu 1,0×1013 para o tratamento com 3% de alginato. Valores que, ao 

serem comparados com a literatura, possuem uma correspondência positiva e promissora; tendo 

em vista que Zago e colaboradores (2019) produziram grânulos com Azospirillum brasilense 

em várias formulações de alginato e obtiveram resultados de 7,86×1012 no trigésimo dia de 

tratamento apenas com alginato. 

Mesmo com uma maior rigidez do encapsulado, na concentração de 4%, notou-se 

crescimento celular no interior dos grânulos no decorrer dos dias. Fator que também foi 

verificado no estudo de Zago e colaboradores (2019). 

Ambos os tratamentos apresentaram maior perda nos últimos cinco dias e, ainda sim, 

apresentaram valores acima dos valores encontrados em fertilizantes comerciais, como o 

BiomaPhos® (Oliveira et al., 2020) com 4×109 UFC·mL-1 (células viáveis). Dessa forma, 

ressalta-se a promissora aplicabilidade comercial do microrganismo. 

A Tabela 3 ilustra os dados morfométricos obtidos na produção das esferas. As 

dimensões apresentaram tamanhos uniformes, com baixo desvio padrão, confirmando o 

protocolo. Os grânulos com tratamento de 3% foram menores quando comparados ao 

tratamento de 4%. O rendimento médio foi de 16,82±0,02 esferas por ml de solução extrusada, 

com perdas durante o processo devido à formação de esferas não conformes. 
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Tabela 3: Dados Morfométricos e Rendimento de extrusão. 

Tratamento Peso (g) Diâmetro (mm) Rendimento (um 

mL-1) 

Alginato 3% 0,037±0,011a 4,06±0,20a 16,8±0,5a 

Controle 3% 0,038±0,0041a 4,42±0,17ab 16,9±0,6ª 

Alginato 4% 0,042±0,003a 4,44±0,15b 16,8±0,2ª 

Controle 4% 0,043±0,003a 4,28±0,26ab 16,8±0,3a 

Os valores seguidos por letras iguais não diferem entre si estatisticamente, a um nível de significância de 5%. 

 

A análise realizada na Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) apresentada na 

Figura 13, evidenciou o formato de gota do grânulo, ocorrido devido o processo de extrusão 

lenta. Assim, obteve-se gotas de alginato em solução de CaCl2 

 

Figura 13: Aspectos morfológicos dos grânulos. 1. Alginato 3%; 2. Alginato 4%. A. 

Esfera de controle; B. Esfera de teste; C. Superfície externa do controle; D. Superfície externa 

do teste, aumento de 100x; E. Superfície interna do controle; F. Superfície interna do teste, 

aumento de 5000x 

 

Fonte: própria (2025) 

 

De acordo com a conformação estrutural obtida no MEV, notou-se que o processo de 

desidratação para o equipamento comprometeu a estrutura das esferas. Estudos como o de Faria 

(2019) e Ribeiro (2024) demonstram que a microscopia pode degradar a superfície das esferas 

sem afetar os microrganismos no seu interior. Os autores citados, produziram grânulos em 
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menores concentrações, contendo Bacillus spp. e Azospirillum spp. que obtiveram 

deformações. 

Ademais, é notória a presença de células nas Figura 13 (1F e 2F) e a não contaminação 

das amostras controle (Figura 13- 1E e 2E), além de não ter sido encontrados resquícios de 

amostra em nenhuma superfície dos grânulos. 

6 CONCLUSÃO 

O estudo evidencia a influência que a composição de um meio de cultura tem no 

crescimento celular de um microrganismo e revela que Kosakonia sp. apresenta metabolismo 

fermentativo eficiente com desempenho variado em diferentes fontes de carbono, destacando-

se os meios com glicose e sacarose. A facilidade deste microrganismo em assimilar essas fontes 

de carbono, sugere que o uso de resíduos industriais ricos em carboidratos, como melaço de 

cana-de-açúcar e resíduos de processamento de frutas, podem ser fontes adequadas para a 

produção em escala industrial da cepa. Além disso, sua produção de ácidos indólicos indica que 

uma biofertilização com este microrganismo, pode influenciar o crescimento vegetal e radicular 

das plantas. 

Os bioinoculantes encapsulados em alginato tiveram estabilidade inicial durante os 

primeiros dias de armazenamento, com quantidade celular no interior dos grânulos variável ao 

longo dos 30 dias, para ambos os tratamentos. Morfometricamente, as esferas mantiveram 

uniformidade com baixos desvios padrão, comprovando a eficiência do protocolo. E, apesar de 

ocorrer uma perda significativa nos últimos cinco dias, os valores obtidos permaneceram 

superiores aos encontrados em fertilizantes comerciais. 

Logo, o microrganismo Kosakonia sp. apresenta bom índice de crescimento nos meios 

de cultivo, com potencial produção de fitormônios, e a encapsulação com alginato se mostra 

eficiente na proteção celular, garantindo um número elevado de células viáveis, mesmo após o 

período de 30 dias. 

Assim, a utilização de Kosakonia sp. na produção de biofertilizantes e bioinsumos 

demonstra potencial para reduzir o uso de fertilizantes convencionais, contribuindo para o 

desenvolvimento de uma agricultura mais segura e sustentável. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Apesar dos resultados obtidos neste estudo terem cumprido os objetivos propostos de 

maneira favorável, existem análises a serem realizadas posteriormente a fim de sanar algumas 

dúvidas e complementar a pesquisa. 

Uma delas é a fermentação do meio de cultivo contendo a lactose como substrato. De 

acordo com os resultados, há um indício de crescimento celular em um tempo superior ao de 

24 horas, sendo necessário um estudo de 48 ou 72 horas, por exemplo. 

Outro estudo a ser desenvolvido é o da aplicabilidade do encapsulado no sulco do 

plantio, seja em associação à semente ou adjunto do microrganismo. Este resultado pode 

comprovar ainda mais a eficácia Kosakonia sp. na produção de biofertilizantes e bioinsumos, 

reduzindo o uso de fertilizantes convencionais e contribuindo para uma agricultura segura e 

sustentável. 
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APÊNDICE A: CURVA DE CALIBRAÇÃO DE MASSA CELULAR 

A curva de calibração para a quantificação da massa celular da bactéria Kosakonia sp 

foi construída a partir de soluções padrão obtidas em diluições seriadas e pela correlação da 

concentração celular e os valores de absorbância, medidos experimentalmente. 

A absorbância foi realizada em espectrofotômetro, em comprimento de onda 

previamente definido de acordo com a literatura, seguindo as mesmas condições aplicadas 

posteriormente às amostras. Cada ponto da curva corresponde ao valor médio obtido 

experimentalmente. 

A Tabela 4 apresenta as concentrações celulares expressas em massa seca (g/L) e os 

respectivos resultados de absorbância.  

Tabela 4: Concentração celular em massa seca e absorbância. 

Concentração sol est. g/L ABS 

0,052479675 0,098 

0,074195402 0,135 

0,08275641 0,15 

0,102460317 0,185 

0,134479167 0,244 

0,195606061 0,345 

0,358611111 0,624 

0,430333333 0,763 

0,537916667 0,928 

 

E, a partir desses valores, cria-se a curva de calibração e os ajustes lineares, como 

demonstrado na Figura 14. O comportamento linear é descrito pela equação y=1,7241x + 

0,0086, com coeficiente de determinação R²=0,9997; que indica uma excelente linearidade e 

uma curva apropriada para quantificação de massa celular das amostras analisadas. 
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Figura 14: Curva de calibração de massa seca em função da absorbância. 
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APÊNDICE B: CURVA DE CALIBRAÇÃO DO ÁCIDO INDOL-3-ACÉTICO 

A curva de calibração para a quantificação do ácido indol-3-acético (AIA) foi construída 

a partir de solução padrão preparada com ácido indol-3-acético (Dinâmica Química 

Contemporânea Ltda., teor mínimo de 99%), nas concentrações de 2 a 40 µg mL⁻¹. As leituras 

de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro a 540 nm, permitindo a obtenção da 

curva de calibração utilizada para a quantificação do AIA nas amostras 

A Tabela 5, apresenta as concentrações utilizadas e os respectivos valores de 

absorbância e a Figura 15 apresenta a linearidade desses resultados, com um coeficiente de 

determinação de R² = 0,9965 indicando um bom parâmetro linear para analisar as amostras 

posteriormente. 

Tabela 5: Concentração de ácido indol-3-acético. 

Concentração (µg/ml) Abs 

2 0,032 

5 0,099 

8 0,192 

10 0,253 

15 0,414 

20 0,535 

30 0,755 

40 1,014 

 

Figura 15: Curva de calibração do AIA em função da absorbância 
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