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Resumo: Os meios de cultura tém como finalidade o cultivo artificial de diversos micro-
organismos. Existem meios de cultivo especificos para fungos, tendo como finalidade
semeadura em meio so6lido ou liquido. O objetivo deste estudo € testar meios de cultura para
fungos com diferentes tipos de agucares em substituigdo a dextrose comumente encontrada em
meio comercial. Obteve-se o cultivo primario dos fungos a partir da inoculagdo do meio de
cultura de Agar Batata em diferentes ambientes do Instituto Federal do Tocantins, campus de
Araguaina. Foi observado o crescimento de varias colonias no meio de cultivo primario. Uma
coldnia isolada foi selecionada do cultivo primario e feita uma suspensdo de fungos em salina.
Uma aliquota da suspenséo foi retirada utilizando uma alga de platina tipo anel e inoculada pela
técnica de esgotamento por estrias nos meios de cultura com diferentes tipos de agtcares no
caso: mel, acucar branco comercial e melado de cana de actcar. Observou um maior
crescimento no meio com melado, o agucar branco foi o que teve menor crescimento ¢ o mel
apresentou crescimento intermediario.

Palavras—chave: meio de cultura, mel, melado de cana-de-agucar, agucar, técnica de esgotamento

1. INTRODUCAO

Os meios de cultura tém como finalidade o cultivo artificial de diversos micro-
organismos. Esses meios possuem nutrientes e condigdes fisico-quimicas que sdo indispensaveis
ao seu crescimento. As necessidades nutritivas estdo ligadas a fontes de energias (micro-
organismos que usam a energia luminosa ou de compostos quimicos inorginicos e também
composto organicos) e de material que seja plastico, como fonte de carbono, além de nitrogénio
e ions inorganicos essenciais para suprir suas necessidades nutritivas (RIBEIRO, 2011). O agar
Saboraud meio com nutrientes que favorece o crescimento de diversos fungos leveduriformes e
filamentosos, € bastante utilizado tendo como composicao dextrose, peptona e agua. Outro meio
é o Agar nutriente, sendo um meio relativamente simples, e também de facil preparag¢io, muito
usado nos procedimentos em laboratorio de Microbiologia (RIBEIRO, 2011).

Os fungos constituem um grande grupo de seres vivos que podem ser encontrados em
quase todos os nichos ecologicos. As exigéncias nutritivas dos fungos sdo semelhantes as das
bactérias quimiorganotroficas: precisam de uma fonte de carbono, além de nitrogénio, agua, sais
minerais e fatores de crescimento. Sendo a maioria dos fungos mesofila, temperatura entre 25 a
30° C (RIBEIRO, 2015). O objetivo deste estudo foi analisar o crescimento fungico em meios
de cultura com diferentes tipos de agucares como: agucar branco, mel ¢ melado de cana-de-
actcar adicionado em Agar caldo de batata.

2. MATERIAL E METODOS

O Cultivo primario dos fungos foi realizado a partir da inocula¢do dos meios de cultura
agar batata com amostras oriundas de diferentes ambientes do Instituto Federal de Educagao,
Ciéncias e Tecnologia do Tocantins — IFTO Campus Araguaina.

Para produgdo do meio de cultura, utilizou-se caldo de batata. A composi¢do do meio de
cultura primario esta descrita na tabela abaixo e ¢ satisfatoria para produzir 500 ml de meio de
cultura.
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Tabela 1 — Composi¢do do meio de Cultura primario

Reagentes Quantidade em g/ml
(1) Batata inglesa 200 g

(2) Agua 1000 ml

(3) Acticar Branco 20 g

(4) Agar-agar 20g

No preparo do caldo de batata foram utilizados 200 g de batata tipo Inglesa e 1000 ml
de agua potavel. As batatas foram cortadas em cubos pequenos e colocadas em uma panela de
pressdo, com 1 litro de agua, deixando cozinhar por 1 hora. Depois de atingir o tempo
estipulado, foi retirado do fogo deixando sair toda pressdo e resfriar naturalmente, até o ponto
de manipulagdo segura, em seguida filtrada com auxilio de gaze. Apos esse processo o caldo
filtrado foi colocado em um frasco de vidro, esterilizado. Em seguida pesou-se 20g de agar-agar
e 20 g de aglcar branco comercial tipo cristal adicionado ao caldo de batata, em seguida,
colocado dentro da panela de pressdo para ser esterilizado por 25 minutos. Apds o tempo de
espera para resfriar o caldo, este foi transferido para 3 placas de Petri. Esperou-se o tempo de
solidificacdo. Para inoculacdo das placas estas foram expostas por 10 segundos frente ao fluxo
de ar dos aparelhos de ar condicionado nos seguintes ambientes: Biblioteca, sala de aula 2 e
Laboratério II de Informatica. Logo, as placas foram protegidas com papel filme e
acondicionadas em temperatura ambiente por 10 dias as placas foram observadas diariamente
onde se observou o crescimento de varias colonias de fungo.

As placas foram abertas, com auxilio de chama da lamparina entre quem estava
manipulando as placas, nestas placas observou-se o crescimento dos fungos em diferentes
coldnias. Algumas colonias foram retirados dos meios de cultura primario, com auxilio da Alga
de anel e posto diretamente em 5 tubos de ensaio de 20 mL contendo 10 ml de solugdo salina,
sendo colocado em cada tubo um tipo de colonia e posteriormente fechado com gaze, em
seguida, levado ao agitador tipo Vortex para homogeneizacdo. O preparo dos meios de cultura
teste ou secundario deu-se inicio com a pesagem dos reagentes, onde as proporgdes dos
reagentes foram recalculadas para adequar o volume para 10 mL de meio de cultura pronto.
Utilizou-se 0 mesmo procedimento do meio primario exceto pela adigdo do substituto da
dextrose. Em seguida foi feita a pesagem dos demais reagentes, sendo 0,2 g de agucar branco,
0,2 g de Mel, 0,2 g de Melado e 0,2 g de 4gar. Em seguida utilizou tubos enumerados de 1 a 3
em cada tubo de ensaio foi adicionado um ingrediente substituindo a dextrose, sendo no Tubo
ladicionado agucar branco 0,2 g, Tubo 2 mel 0,2 g e Tubo 3 melado 0,2 g foi adicionado em
cada tubo 10 ml de caldo de batata com auxilio da pipeta volumétrica e 0,2 g de agar-agar. A
composicao dos tubos com os meios de cultura esta representada na Tabela 2

Tabela 2 — Composi¢do dos meios de Cultura/Teste com volume ajustado para 10 ml

Item /Meio (Tubo 1)Agtcar (Tubo 2) mel  (Tubo 3) melado
(1) Caldo de Batata Inglesa 10 ml 10 ml 10 ml

(2) Actcar Branco 02¢g

(3) Mel 02¢g

(4) Melado 02¢g

(5) Agar-agar 02¢g 02¢g 02¢g

Os tubos foram agitados novamente no Vortex até formagdo de mistura homogénea em
seguida colocados em forno micro-ondas em séries de 10 segundos até obter-se uma melhor
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dissolugdo do agar. Em seguida colocaram-se os tubos em estantes metalicas juntamente com as
placas de Petri, todo o conjunto foi esterilizado por 25 minutos. Depois de passado o tempo de
esterilizacdo os meios foram adicionados nas placas de Petri e aguardado o tempo de
solidificagdo dos meios. No dia seguinte foi escolhido um dos 5 tubos de ensaio com suspensio
de colonia de fungos e inoculadas para novas placas de Petri pela técnica de esgotamento por
estrias as placas foram identificadas quanto ao tipo de aclcar, apds a inoculagdo, as placas
foram envolvidas por um filme de Policloreto de Vinil - PVC e acondicionadas em temperatura
ambiente e observadas diariamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizado o isolamento do meio de cultura de agar batata com substituicdo da
dextrose para cultivos de fungos em Placa de Petri, sendo observado o seu crescimento em
periodo de 3 dias. Observou-se um maior crescimento no meio com melado, esse crescimento
pode ser justificado, o melado de cana-de-acticar pode ser utilizado como fonte de varios
nutrientes, entre eles aclcar, vitaminas e ions metalicos inorganicos Prakash et al 2004 apud
RIBEIRO. A composicao rica do melado pode ter potencializado o crescimento fungico. O meio
com agucar foi o que teve crescimento intermediario, isso pode ter ocorrido por interferéncias
de produtos utilizados no processo de fabricagdo do agticar comum. Com objetivo de melhorar
as técnicas dos processos de clarificagdo do caldo de cana destinado a producdo do agucar
branco, foram desenvolvidos diferentes métodos (CRUZ, 2015). Entretanto, poucos foram
eficazes e os que sdo usados atualmente nas usinas de agucar deixam como residuos sais de
enxofre, que sdo prejudiciais a saude, como é o método da sulfitagdo, que produz o SO? o
agente principal de clarificacdo. O mel apresentou crescimento menor isso pode ter ocorrido
devido ao fato do mel ter ao mesmo tempo micronutrientes ¢ propriedades inibidoras do
crescimento de fungos. O crescimento dos fundos pode ser observado abaixo.

Figura 1 — Padroes de crescimento dos fungos no meio teste. Melado, Mel e Acucar
respectivamente da esquerda para direita.

6. CONCLUSAO

Todos meios de cultura testados obtiveram resultados positivos para crescimento de
fungos porém o meio que mais cresceu fungo foi o de melado, o de agucar obteve crescimento
intermediario, € o mel teve o menor crescimento. Portanto, ¢ possivel cultivar fungos com
formulagdes variadas de substrato energético assim podendo ser substituida a dextrose para o
crescimento dos fungos.
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