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GUNDI, Jackson Seiti. Desenvolvimento de formulagdes liquidas de inoculantes contendo
Rhizobium spp. para a cultura do feijoeiro. 2016. 84f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2016.

RESUMO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), cultivado em varios paises, representa a principal fonte
de proteinas para grande parte da populacéo brasileira. A produtividade média do feijoeiro pode
ultrapassar 3500 kg ha* e, devido ao alto contetido proteico presente nas sementes, seu cultivo exige
grandes quantidades de nitrogénio. Praticas agricolas convencionais, adotadas na cultura do
feijoeiro, empregam fertilizantes quimicos nitrogenados que podem levar a contaminacgdo de rios e
aguas subterrdneas por nitratos. A simbiose entre bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas e
plantas leguminosas, conduz a formacéo de nodulos radiculares, onde ocorre o processo de fixacéo
bioldgica de nitrogénio atmosférico, resultando em contribuic@es relevantes para a agricultura e para
a sustentabilidade do planeta. Na agricultura, as bactérias fixadoras de nitrogénio sdo empregadas na
forma de inoculantes. A preferéncia dos agricultores se da pelas formulacbes liquidas, pela
facilidade de aplicacédo, no entanto, neste suporte observa-se uma acentuada reducdo do nimero de
células viaveis de Rhizobium ao longo do periodo de armazenamento. O objetivo do presente
trabalho foi desenvolver uma formulagdo liquida de inoculante com Rhizobium para a cultura do
feijoeiro, com altas concentracdes celulares e com a manutencdo da viabilidade celular minima
exigida pelo MAPA (1,0E+09 UFC mL™) ap6s o armazenamento. Os estudos foram conduzidos
com as estirpes Rhizobium tropici CIAT 899 (=SEMIA 4077) e Rhizobium freirei PRF 81
(=SEMIA 4080), autorizadas pelo MAPA para 0 uso em inoculantes comerciais para essa
leguminosa. Inicialmente foram avaliadas diferentes fontes de carbono em substituicdo ao manitol
presente no meio extrato de levedura-manitol (YM, yeast extract mannitol), considerado referéncia
como fonte de carbono. Foi empregada a metodologia de superficie de resposta (MSR) na tentativa
de otimizar as concentracGes de sacarose, extrato de levedura e fosfato de potéssio dibasico,
partindo-se do meio YSac (extrato de levedura-sacarose) para a obtencdo de altas concentracoes
celulares. Em sequéncia, experimentos para a comparacéo entre médias foram conduzidos para a
otimizacéo das concentracdes dos mesmos componentes ja analisados pela MSR e a formulacéo
obtida foi avaliada em escala semipiloto em relacdo a concentracdo e viabilidade celular apds o
armazenamento. Fosfato de potassio monobasico, solucdo de micronutrientes, condicionador
organico de solo, carboximetilcelulose (CMC) e polivinilpirrolidona (PVP) também foram
avaliados em relacdo a concentracdo e viabilidade celular ap6s o armazenamento. Foi utilizado o
método de gotejamento para a estimativa da concentracao de celulas viaveis. O teste de Hartley foi
utilizado para a verificagcdo da homogeneidade de variancias com p < 0,05; e o teste de Tukey para
comparacdo entre os valores medios de concentracGes celulares obtidos com as diferentes
formulagdes com p < 0,05. Foi desenvolvida uma formulacéo bésica de inoculante liquido contendo
Rhizobium tropici CIAT 899, FORM, que permitiu a obtencédo de altas concentragdes celulares em
escala semipiloto (1,28E+10 + 2,52E+09 UFC mL™), contudo, apresentou acentuada reducio
celular durante o armazenamento. PVP 0,5 % e CMC 1 % mostraram-se eficientes protetores
celulares em meio FORM, permitindo aumentos na sobrevivéncia de 2,93 e 3,10 vezes,
respectivamente, durante 28 dias de armazenamento e a utilizacdo de KH2POs 0,45 g L™ em meio
FORM contribuiu para um incremento de oito vezes na viabilidade celular. A formulacdo bésica,
bem como os demais dados obtidos, servirdo como base para 0 aprimoramento e o desenvolvimento
de uma nova formulacéo liquida inoculante para a cultura do feijoeiro.

Palavras-chave: Inoculante. Feijdo comum. Rhizobium.



GUNDI, Jackson Seiti. Development of liquid inoculants formulations containing
Rhizobium spp. for the common bean crop. 2016. 84p. Dissertation (Master’s Degree in
Biotechnology) — State University of Londrina, Londrina. 2016.

ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.), cultivated in many countries, represents the main
source of protein for great part of the Brazilian population. The average common bean yield
may exceed 3,500 kg ha and due to the high content of protein in the grains, the crop
requires large amounts of nitrogen. Conventional farming practices adopted with the common
bean crop employ chemical nitrogen fertilizers that can lead to contamination of rivers and
groundwater by nitrates. The association between nitrogen-fixing nodulating bacteria and
leguminous plants leads to the formation of root nodules, where the biological fixation of
atmospheric nitrogen occurs, resulting in an outstanding contribution to agriculture and to the
planet sustainability. In agriculture, the nitrogen-fixing bacteria are applied as inoculants.
Farmers prefer liquid formulations due to the facility of application; however, in this support
there is a marked reduction in the number of viable cells of Rhizobium throughout the storage
period. The aim of this study was to develop inoculant liquid formulations containing
Rhizobium for the common bean crop with high cell concentrations and maintenance of the
MAPA requires cell numbers (1,0E+09 CFU mL™?) after storage. The studies were performed
with strains Rhizobium tropici CIAT 899 (=SEMIA 4077) and Rhizobium freirei PRF 81
(=SEMIA 4080), authorized for use in commercial inoculants in Brazil. Initially, different
carbon sources were evaluated aiming to replace the mannitol that composes the YM (yeast
extract mannitol) medium, and which is considered reference as carbon source. The response
surface methodology (RSM) was used in an attempt to optimize the concentrations of sucrose,
yeast extract and dibasic potassium phosphate starting from the YSac medium (yeast extract
sucrose) for obtaining high cell concentrations. Following, experiments for the comparison of
means were performed to optimize the concentrations of the same components already
analyzed by the RSM method and the formulation obtained was evaluated in semi-pilot scale
in relation to the concentration and cell viability during storage. Effects of monobasic
potassium phosphate, micronutrient  solutions, organic  soil conditioner,
carboxymethylcellulose (CMC) and polyvinylpyrrolidone (PVP) on cell concentration and
viability during storage were also evaluated. The drop method was employed for estimating
the concentration of viable cells. The Hartley's test was applied to verify the homogeneity of
variance with p < 0.05; and Tukey's test to compare the averages of formulations with p <
0.05. A basic formulation of inoculant was developed for Rhizobium tropici CIAT 899,
FORM, which allowed to reach high cell concentrations in semi-pilot scale (1,28E+10 +
2,52E+09 CFU mL™1), but showed marked cell number reduction during storage. PVP 0.5%
and CMC 1% were effective in cell protection in the FORM medium, allowing increases in
survival of 2.93 and 3.10 times, respectively, during 28 days of storage and the use of
KH2PO4 0.45 g L™ in the FORM medium contributed to an 8-fold increase in cell viability.
The basic formulation, as well as all other data obtained, will be useful as a basis for the
improvement and development of a new liquid inoculant formulation for the common bean
crop.

Keywords: Inoculant. Common bean. Rhizobium.
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1 INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de feijdo e a cultura do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) apresenta grande importancia econémica e social para o pais,
verificada, em especial, pela quantidade de pequenos produtores e por representar a principal
fonte proteica da dieta da populacdo (MERCANTE et al., 1992). Segundo dados estimados da
safra brasileira de grdos 2015/16, a area total do cultivo de feijoeiro no pais sera de 3,02
milhdes de hectares, com producdo de 3,33 milhdes de toneladas, valor 7,1% maior que na
safra anterior (CONAB, 2016).

O nutriente exigido em maior quantidade pela cultura do feijoeiro é o nitrogénio (N).
Praticamente metade do N absorvido pelas plantas é exportado para os grdos (FAGERIA,
BALIGAR, 2005). Fertilizantes quimicos nitrogenados, fontes de N normalmente empregadas
na agricultura, acarretam riscos de contamina¢do em rios e dguas subterraneas por nitratos,
visto que perdas consideraveis do total de fertilizantes nitrogenados aplicados ao solo podem
ocorrer pelos eventos de desnitrificacdo e lixiviacdo. Nesse contexto, uma das alternativas
sustentaveis para o desenvolvimento da cultura do feijoeiro é a fixacdo biol6gica do
nitrogénio, FBN (MENDES; HUNGRIA, 2001).

Grande parte das leguminosas, entre as quais inclui-se o feijoeiro, é capaz de formar
uma associacdo simbidtica com bactérias do género Rhizobium, além de outros géneros
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), sendo coletivamente denominadas como “rizobios” e, dessa
forma, utilizar o nitrogénio proveniente da atmosfera (N2). As bactérias formam estruturas
especializadas nas raizes, conhecidas como nddulos, onde sintetizam a enzima nitrogenase
que é capaz de romper a tripla ligacdo do N2 e reduzi-lo a NHs, forma assimilavel pela planta
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001).

Na prética agricola o uso desses microrganismos ocorre via adi¢do de um insumo
denominado inoculante, definido como “toda substancia que contenha microrganismos com a
atuacdo favoravel ao desenvolvimento vegetal” (MA, 1981).

Atualmente as estirpes CIAT 899 (=SEMIA 4077) e H 12 (=SEMIA 4088) de
Rhizobium tropici e PRF 81 (=SEMIA 4080) de Rhizobium freirei, sdo as melhores estirpes
selecionadas pela pesquisa brasileira e autorizadas pelo MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento) para a producdo de inoculantes destinados a cultura do feijoeiro
em ambito nacional (MAPA, 2011b).

Tradicionalmente, o melhor veiculo para inoculantes € a turfa, utilizada como suporte

solido. Composto rico em matéria organica, a turfa é importante fonte de nutrientes, retém
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umidade e protege as bactérias em temperaturas elevadas, de maneira a permitir a
sobrevivéncia das células por longos periodos. No entanto, a turfa apresenta grande
variabilidade em suas propriedades fisicas e quimicas, além de ser um recurso natural ndo
renovavel, portanto, seu uso € limitado, com utilizacdo j& proibida na Europa (LUPWAYI,
RICE; CLAYTON, 2005; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; FERNANDES JUNIOR et
al., 2009).

Uma alternativa ao uso de turfa em inoculantes comerciais sdo os inoculantes com
base em suportes liquidos. A preferéncia por formulacdes liquidas por parte do produtor se
deve a praticidade no tratamento da semente e pelo menor desgaste das méaquinas em
comparacdo ao inoculante turfoso (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Porém, a
viabilidade celular em formulagdes liquidas e em sementes inoculadas com inoculante liquido
pode ser reduzida, devido a auséncia de protecdo contra estresses ambientais (TITTABUTR et
al., 2007). Para garantir a manutencdo da alta concentracdo de células viaveis, o uso de
condicionadores que atuem como protetores celulares torna-se necessario nos inoculantes
liquidos (TUMELERO; DENARDIN, 2008). Alem disso, mecanismos fisiolégicos proprios
da célula, como producdo de exopolissacarideos (EPS) e polihidroxibutirato (PHB) favorecem
a manutencdo da viabilidade celular em condicdes de estresse e podem contribuir para a
manutencdo da qualidade do inoculante (VANDERLINDE et al., 2010; CASTELLANE;
LEMOS; LEMOS et al., 2014).

Segundo a legislagdo brasileira, formulagGes inoculantes que contenham bactérias
fixadoras de nitrogénio para simbiose com leguminosas devem apresentar concentracdo
minima de 1,0E+09 Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por grama ou mililitro de
produto por, no minimo, seis meses de armazenamento (MAPA, 2011b).

Estudos realizados com inoculantes turfosos, apds 12 meses de armazenamento,
mostraram que a sobrevivéncia de Rhizobium, bactéria de crescimento rapido, em meio
contendo manitol como fonte de carbono, é cerca de 10 vezes inferior a de Bradyrhizobium,
uma bacteéria de crescimento lento (HERRIDGE; HARTLEY; GEMELL, 2014). A quantidade
de células viaveis no inoculante diminui ao longo do tempo de armazenamento, sendo essa
reducdo acentuada em inoculantes liquidos contendo bactérias de crescimento rapido
(HERRIDGE; HARTLEY; GEMELL, 2014).

A producdo de inoculantes inicia-se com a selecéo de estirpes com eficientes taxas de
nodulagéo e fixacdo de N2, seguida pelo desenvolvimento de um meio de cultivo que permita
a obtencéo de altas concentracgdes celulares e, por fim, a selecdo de estabilizantes e protetores
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celulares que assegurem a preservacdo da viabilidade celular por longos periodos de
armazenamento.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver novas formulagdes liquidas de inoculantes
contendo Rhizobium spp. para a cultura do feijoeiro, visando obter um produto de facil
aplicacdo na lavoura, com alta concentracéo e viabilidade celular, atendendo as exigéncias do
MAPA de, no minimo, seis meses de prateleira.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FENOEIRO CoMuM (Phaseolus vulgaris L.)

Phaseolus vulgaris L., conhecido popularmente como feijoeiro comum, é a espécie
mais importante entre todas as 50 espécies nativas de Phaseolus presentes nas Américas
(LIMA et al., 2014). Principal grdo na alimentacdo de mais de 300 milhGes de pessoas, 0
feijio comum é consumido em paises das Américas Latina e Central, Africa, Asia e India,
devido ao seu alto teor proteico, sendo também fonte de carboidratos e fibras (CGIAR, 2012;
RIBEIRO et al., 2013).

Em 2010 a producdao mundial de feijao aproximou-se de 23 milh6es de toneladas,
sendo a América Latina e Caribe responsaveis por quase 24 % e Africa por 17 % da producéo
mundial (FAO, 2014; DE LUQUE; CREAMER, 2014). No Brasil, a producdo de feijao
ocorre em todo o territorio nacional, com destaque para os estados do Parana, Minas Gerais,
Mato Grosso, Goids, Santa Catarina e Sdo Paulo. Segundo dados relativos a estimativa da
safra 2015/16 no Brasil, a producdo agricola total de feijdo (primeira, segunda e terceira
safras) abrangera cerca de 3,02 milhdes de hectares, com producdo de 3,33 milhdes de
toneladas e produtividade média nacional de 1.103 kg ha, valor 8,2% superior ao alcangado
na safra 2014/15, de 1.020 kg ha* (CONAB, 2016).

Sabendo-se que a producdo média do feijoeiro pode ultrapassar 3500 kg ha, nota-se
que a produtividade da cultura no Brasil ainda é baixa. Entre as possiveis causas pode-se citar
a baixa implementacdo de novas tecnologias, aliada ao cultivo em solos acidos, deficientes em
nitrogénio e com baixo contetdo de matéria orgénica. A utilizacdo de rizdbios eficientes pode
levar a0 aumento da disponibilidade de N por meio da simbiose bactéria-leguminosa,
permitindo o aumento da producdo a baixos custos, implementando uma préatica agricola
ecologicamente sustentavel (GRAHAM, 1981; HARDARSON, 1993; MICHIELS et al.,
1998; VARGAS; MENDES; HUNGRIA, 2000; GRANGE et al., 2007).

Uma caracteristica marcante do feijoeiro é sua capacidade de estabelecer associacdo
simbiotica com uma grande variedade de espécies de Rhizobium. A promiscuidade da
associacdo simbidtica torna frequente a nodulacdo dessa leguminosa. No entanto, a selecao de
estirpes de rizdbios altamente eficientes em relagdo a FBN faz-se necessaria, visto que no solo
ha abundancia de rizébios nativos altamente competitivos (estimados em 1,0E+03 a 1,0E+06
células g* de solo), porém, em sua grande maioria ineficientes quanto a fixagdo do nitrogénio,

com alto grau de diversidade genética e que podem gerar respostas irregulares quanto as taxas
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de nodulagio (GRAHAM, 1981; HARDARSON, 1993; MARTINEZ-ROMERO, 1993;
MICHIELS et al., 1998; HUNGRIA et al., 2000; HUNGRIA; VARGAS, 2000; ANDRADE;
MURPHY; GILLER, 2002; HUNGRIA; CAMPO; MENDES; 2003; ALBERTON;
KASCHUK; HUNGRIA, 2006; DALL'AGNOL et al., 2013).

Caracteristicas intrinsecas da planta e da bactéria, aliadas a suscetibilidade da
simbiose a altas temperaturas e outros estresses ambientais como a baixa fertilidade e acidez
do solo, também podem ser responsaveis pela falta de resposta a inoculagdo (GRAHAM,
1981; HUNGRIA; VARGAS; ARAUJO, 1997; HUNGRIA et al., 2000).

2.2 NITROGENIO

O nitrogénio (N) € o elemento mais abundante da atmosfera terrestre, presente
principalmente como gés nitrogénio (N2), que representa cerca de 78% de todos os gases. O N
compde a estrutura de aminodcidos, bases nitrogenadas, &cidos nucleicos, hormonios,
clorofila, entre outras moléculas, sendo o quarto elemento mais abundante em plantas, atras
apenas do carbono (C), do oxigénio (O) e do hidrogénio (H) (FIGUEIREDO et al., 2008). A
deficiéncia desse nutriente na planta pode acarretar redu¢des na fotossintese, na translocacao
de fotoassimilados, na formagdo de raizes, nas taxas de crescimento e, principalmente, na
reducdo da produtividade das culturas (SHRIDHAR, 2012).

As formas id6nicas NH4" ou NOs™ devem estar disponiveis no solo para que 0
nutriente seja absorvido pelas plantas. No solo, o nitrogénio encontra-se em sua maior parte
ligado a matéria organica, enquanto somente uma pequena porcentagem de N esta nas formas
disponiveis para as plantas. A adicdo de compostos ricos em N como estercos, adubos verdes
e fertilizantes quimicos nitrogenados pode garantir uma boa produtividade das plantas
(FIGUEIREDO et al., 2008; ANDREWS et al., 2009; RODRIGUES et al., 2013).

Na atmosfera, o N2 € uma molécula muito estavel, devido a tripla ligacdo covalente
entre os dois atomos de nitrogénio. Esse N pode ser fixado de forma bioldgica: resultado da
associacao entre plantas e bactérias ou pela atividade de bactérias de vida livre que fixam
nitrogénio sem estarem associadas a plantas; ndo bioldgica: resultado de processos naturais
como a reagdo entre descargas elétricas e N2, a combustdo e o vulcanismo (contribuicdo ao
redor de 10 % das entradas de N na Terra); industrial: conferida pelo processo de Haber-
Bosch que converte o N2 atmosférico em amonia (NHs). Contudo, o processo industrial
apresenta grande dependéncia de combustiveis fésseis para alcangar as altas pressdes e

temperaturas necessarias para a reducdo do Nz. Além de apresentar um elevado custo de
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producdo, os fertilizantes gerados pela fixacdo industrial estdo associados a poluicdo
ambiental, pois 0 aproveitamento dos fertilizantes nitrogenados pelas plantas em geral ndo
ultrapassa 50%, visto que grande parte € perdida por lixiviacdo, volatilizacdo e
desnitrificacdo, intensificando os processos de eutrofizacdo e liberando o N20 para a
atmosfera, principal gas causador do efeito estufa (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007,
GRESSHOFF, 2014; GRESSHOFF et al., 2015).

2.2.1 A Fixacdo Biologica do Nitrogénio (FBN)

Estima-se que, em 2050, a populacdo mundial deva alcangar 9 bilhdes de pessoas.
Garantir a alta producédo de alimentos sem a necessidade de estender as areas ja cultivadas ou
aumentar o emprego de fertilizantes nitrogenados ¢ um dos desafios da agricultura moderna.
Estratégias sustentaveis devem ser aplicadas para diminuir os impactos ambientais e
climéaticos causados pelo atual sistema de producdo (THE ROYAL SOCIETY, 2009;
CANFIELD; GLAZER; FALKOWSKI, 2010; GODFRAY et al., 2010; RASMUSSEN et al.,
2012).

De modo geral, o principal nutriente limitante para o crescimento das plantas é o
nitrogénio. As quantidades de N presentes na maioria dos solos séo reduzidas e a frequente
aplicacdo de grandes quantidades de fertilizantes nitrogenados faz-se necessaria para fornecer
0S nutrientes necessarios a cultura e possibilitar o alcance de elevadas produtividades.
Contudo, seu uso indiscriminado prejudica 0 meio ambiente e apresenta custo elevado. Dessa
forma, uma pratica agricola sustentavel em substituico a utilizagdo de fertilizantes
nitrogenados € a fixacdo biologica do nitrogénio (FBN), capaz de fornecer um suprimento
continuo de N para o crescimento vegetal e maior rentabilidade econémica ao produtor
(FRANCO; FARIA, 1997).

Em ambientes agricolas, estima-se que aproximadamente 80% do nitrogénio fixado
de forma bioldgica seja resultado da associacdo envolvendo plantas leguminosas e bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas (BFNNL) dos géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium,  Neorhizobium,  Sinorhizobium,  Azorhizobium, Allorhizobium e
Mesorhizobium, referidas comumente como “rizobios” (VANCE, 1998; GRAHAM; VANCE,
2000; MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006; MOUSAV!I et al., 2014).

Do ponto de vista bioquimico, a reducdo do nitrogénio necessita de uma energia de
ativagdo extremamente elevada, devido a ligagao tripla do nitrogénio molecular (N=N), o que

torna esta molécula praticamente inerte em condi¢des normais de temperatura e pressao. Para
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contornar estas dificuldades, a FBN utiliza-se de um complexo enzimatico altamente
conservado denominado de complexo da nitrogenase, formado pelas enzimas dinitrogenase e
dinitrogenase-redutase, capazes de reduzir o N2 atmosférico a aménia (NHs). A equacdo
global da reacdo catalisada pelo complexo da nitrogenase é descrita abaixo, onde: e

representa o elétron e P representa o fosfato inorganico (NELSON; COX, 2011).

N, + 10H* + 8¢+ 16ATP — 2NH," + 16 ADP + 16 P; + H,

A reducdo do nitrogénio molecular, pelo complexo da nitrogenase, leva a formacéo
de amdnia (NHs), que rapidamente converte-se em amonio (NH4") no citoplasma de células
diferenciadas, conhecidas como bacteroides (forma modificada dos rizébios com capacidade
de fixar N2). O NH4* pode ser incorporado na forma dos aminoacidos glutamato e glutamina,
pelas enzimas glutamato-sintase e glutamina-sintetase e, posteriormente, em outras moléculas
nitrogenadas. Dessa associacdo entre leguminosas e bactérias, as plantas beneficiam-se do
vasto suprimento de nitrogénio reduzido que é disponibilizado, enquanto as bactérias se
favorecem da enorme oferta de carboidratos e intermediarios do ciclo de Krebs disponiveis,
fixando maiores quantidades de nitrogénio (NELSON; COX, 2011).

No caso de bactérias simbidticas, como Rhizobium, todo o processo da FBN ocorre
no interior de estruturas caracteristicas conhecidas como nddulos (hipertrofias corticais em
plantas), formadas nas raizes de leguminosas. No interior dos nodulos, observam-se estruturas
caracteristicas conhecidas por simbiossomos, que abrigam as células diferenciadas
denominadas de bacteroides, capazes de realizar a fixagcdo bioldgica do nitrogénio (LONG,
1996; FIGUEIREDO et al., 2008; MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2010).

Diversas leguminosas sdo noduladas, com énfase na subfamilia Papilionoideae, da
qual fazem parte plantas de grande importancia econémica e social, como é o caso do
feijoeiro. Caso uma leguminosa seja infectada por uma linhagem de bactérias compativel,
ocorrerd a formacdo de nddulos fixadores de nitrogénio e com coloracdo interna avermelhada,
devido a presenca de leghemoglobina (proteina de coloracdo vermelha e de ligacdo ao Oz); se,
de maneira contréria, a linhagem bacteriana for incompativel, serd observada a formacéo de
nodulos pequenos, branco-esverdeados e ndo fixadores de nitrogénio (MADIGAN,
MARTINKO, PARKER, 2010).
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2.3 GENERO RHIZOBIUM

A primeira espécie entre as bacterias fixadoras de nitrogénio noduliferas em
leguminosas (BFNNL) a ser descrita foi Rhizobium leguminosarum (FRANK, 1879, 1889). O
género Rhizobium pertence ao filo a-Proteobacteria, Ordem Rhizobiales, Familia
Rhizobiaceae. Bactérias desse género sdo Gram-negativas, aerébicas obrigatdrias e sem
enddsporos. Pode-se observar uma variacdo intragénero e intraespécies, porem, de forma
geral, essas bactérias produzem polissacarideos extracelulares (EPS, exopolissacarideos) e
utilizam varios carboidratos como fonte de energia. Com relacéo a flagelacdo em Rhizobium,
nota-se um flagelo subpolar ou polar (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A diferenciacdo dos géneros de rizobio pode ser realizada por meio de caracteristicas
morfologicas em meio de cultivo YMA (yeast extract mannitol agar, ou extrato de levedura-
manitol-agar) (FRED; WAKSMAN, 1928; VINCENT, 1970). As col6nias circulares de
Rhizobium, quando isoladas, apresentam de 2 a 4 mm de didmetro e aumentam de tamanho
com o maior periodo de incubacéo até coalescerem, devido a acentuada producdo de EPS. As
colbnias apresentam-se como convexas, semitranslicidas e mucilaginosas. Geralmente
produzem reagdo acida no meio YMA, mas podem ndo produzir alteracdo visivel de pH.
Rizbbios apresentam crescimento rapido, verificando-se o aparecimento de coldnias isoladas
apos 2 a 3 dias de incubacdo a 28 °C (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

No Brasil, embora diversos trabalhos sobre diversidade de rizobios simbiontes do
feijoeiro tenham sido conduzidos, o conhecimento disponivel ainda é escasso. Em condicdes
de campo, Rhizobium tropici tem sido encontrado como a espécie fixadora de N2 dominante,
possivelmente por sua tolerdncia a condicGes edaficas prevalentes, as quais incluem altas
temperaturas, acidez e toxicidade do aluminio (HUNGRIA; VARGAS, 2000; HUNGRIA;
CAMPO; MENDES; 2003; HUNGRIA et al., 2000; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2001,
2007).

R. tropici possui maior estabilidade genética em relagdo a outras espécies de
Rhizobium, o que garante a manutencdo de suas propriedades simbioticas sob condigdes
estressantes, demonstrando ser a espécie mais recomendada para a realizacdo de uma
simbiose eficiente em condicbes tropicais e subtropicais (SOBERON-CHAVES, 1986;
FLORES et al., 1988; MARTINEZ-ROMERO et al., 1991; SEGOVIA; YOUNG;
MARTINEZ-ROMERO, 1993; HUNGRIA et al., 2000; GOMES; ORMENO-ORRILLO:;
HUNGRIA, 2015).
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A espécie Rhizobium tropici, estirpe CIAT 899 (=SEMIA 4077), foi isolada de
nodulos de feijoeiro comum na Colémbia, enquanto a estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080) de
Rhizobium freirei, referida anteriormente como R. tropici, foi isolada de nddulos de feijoeiro
comum coletados em solo do Parand. Ambas as espécies foram identificadas por suas altas
taxas de FBN com os gendtipos Andino (sementes médias e grandes) e Mesoamericano
(sementes pequenas) de feijdo comum. Apresentam alta competitividade contra rizobios
nativos, estabilidade genética e adaptacédo as condices tropicais que incluem acidez do solo e
temperaturas elevadas. Possuem maior resisténcia a compostos antimicrobianos em
comparagao com outros rizébios simbiontes do feijoeiro, como R. etli e R. leguminosarum sv.
phaseoli, e maior tolerancia a pesticidas utilizados na agricultura, que podem diminuir a
sobrevivéncia dos rizébios em formulagbes inoculantes, quando aplicadas em sementes
(MARTINEZ-ROMERO et al., 1991; GRAHAM et al., 1994; HUNGRIA et al., 2000;
BERNAL et al., 2004; PINTO; HUNGRIA; MERCANTE, 2007; ORMENO-ORRILLO et
al., 2008, 2012; RIBEIRO et al., 2012).

As estirpes CIAT 899 e PRF 81 compreendem rizobios promiscuos que podem se
associar a diversas espécies de leguminosas; sendo assim, esses rizobios provavelmente
obtiveram acesso aos nodulos do feijoeiro comum no momento em que essa leguminosa foi
introduzida em regides tropicais (MARTINEZ-ROMERO, 1993; HUNGRIA et al., 2000;
ACOSTA-DURAN; MARTINEZ-ROMERO, 2002; GRANGE et al., 2007; ORMENO-
ORRILLO etal., 2012).

Bactérias do género Rhizobium, de crescimento rapido, apresentam menor
viabilidade celular a longo prazo em comparacdo com bactérias de crescimento lento, como
Bradyrhizobium (em cerca de 10 vezes) e de crescimento intermediario como Mesorhizobium,
guando armazenadas durante 12 meses a 4 °C em inoculante turfoso (HERRIDGE;
HARTLEY; GEMELL, 2014).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), as estirpes
CIAT 899 (=SEMIA 4077) e H 12 (=SEMIA 4088) de Rhizobium tropici e PRF 81 (=<SEMIA
4080) de Rhizobium freirei, esta Gltima anteriormente classificada como R. tropici
(DALL’AGNOL et al., 2013), estdo autorizadas para a producdo de formulacGes inoculantes
para a cultura do feijoeiro no Brasil (MAPA, 2011b; DALL'AGNOL et al., 2013).
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2.4 INOCULANTE

Inoculante € definido como “toda substancia que contenha microrganismos com
atuagdo favoravel ao desenvolvimento vegetal”, sendo a principal forma na qual os
microrganismos fixadores de nitrogénio sdo empregados na pratica agricola (MA, 1981).

Estima-se que aproximadamente 24 milhdes de doses de inoculantes para
leguminosas e 2 milhdes de doses inoculantes para gramineas foram comercializados em todo
o territorio nacional em 2012 (DE ARAUJO, 2012). No Brasil, a utilizacdo de inoculantes se
destina principalmente a cultura da soja (Glycine max (L.) Merr.), capaz de obter todo o N
necessario pela simbiose com as bactérias diazotrdficas (fixadoras de nitrogénio), de maneira
a dispensar o uso de fertilizantes nitrogenados e resultando em uma economia estimada em
cerca de 15 bilhdes de reais anualmente ao pais (MAPA, 2012; HUNGRIA; MENDES;
MERCANTE, 2013).

No Brasil, 0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é o érgdo
responsavel por fiscalizar a qualidade dos inoculantes, que devem atender as seguintes

especificacBes no caso de bactérias noduliferas (MAPA, 2011b):

% Apresentar concentragdo minima de 1,0E+09 Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC) por mililitro ou grama de produto, no caso de formulacBes contendo bactérias
diazotroficas para simbiose com leguminosas;

¢+ Ser produzido em suporte esterilizado;

++ Estar livre de microrganismos ndo especificados em fator de diluicdo de 1,0E+05;

¢+ Ser elaborado em suporte que proporcione todas as condi¢cdes de sobrevivéncia ao
microrganismo;

% Apresentar prazo de validade de, no minimo, seis meses a partir da data de fabricacéo;

%+ Conter somente microrganismos relacionados na Instrucdo Normativa n°13, de 24 de

marc¢o de 2011, conferida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Um inoculante, com alta eficiéncia agronémica, resulta de uma ou mais estirpes de
microrganismos selecionados, contidas em um suporte para veiculagdo, com substancias
protetoras e/ou adesivas para a garantia da manutencdo da viabilidade celular durante o
armazenamento (tempo de prateleira) e transporte. A qualidade do produto inoculante também
depende da auséncia de contaminantes e de um nimero minimo de células, suficiente para

garantir uma boa taxa de nodulagéo e fixagdo de N2. Finalmente, para se alcangar uma boa
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aceitacdo por parte dos agricultores, o inoculante deve ser rentavel, de facil manuseio e
aplicacdo (XAVIER et al., 2004; HERRMANN; LESUEUR, 2013; HERRIDGE; HARTLEY;
GEMELL, 2014).

Os inoculantes produzidos, importados e comercializados em territério nacional
devem apresentar registro no 6rgdo competente do MAPA. O processo de registro de produto
novo deve apresentar relatorio técnico-cientifico conclusivo, emitido por um 6rgéo brasileiro
de pesquisa oficial ou credenciado, para a avaliacdo de viabilidade e eficiéncia agronémica de
produtos inoculantes relacionados ao processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio em
leguminosas. No caso de produtos contendo bactérias diazotroficas simbioticas, a solicitagdo
de registro deve atender as seguintes exigéncias (CAMPO; HUNGRIA, 2007; MAPA, 2011a;
2011b):

¢ Caracterizagdo em laboratério quanto a identidade, pureza e concentracdo de
microrganismos, conforme métodos oficiais estabelecidos pelo MAPA, do produto
inoculante;

+« Ensaios em casa de vegetacdo: em vasos de Leonard ou sistemas semelhantes que
permitam o cultivo sob condigdes de substratos estéreis; e, em vasos com solo com, no
minimo, quatro repeticbes para cada tratamento (1- sem inoculacdo; 2- sem
inoculacdo, com N na concentracdo recomendada para a cultura; 3- com inoculacéo de
estirpes ja recomendadas para a cultura e testadas separadamente, quando existentes;
4- com inoculagéo das estirpes a serem testadas separadamente). Devem ser avaliados
a massa seca da parte aérea de plantas cortadas no ponto de insercdo dos cotilédones,
nitrogénio total na massa seca, eficiéncia nodular e teor de clorofila nas folhas
(opcional);

%+ Ensaios no campo: a area para a instalagdo do experimento deve ser preparada e ter
suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas; o solo ndo deve apresentar
populacdo estabelecida do rizobio em estudo e, caso possua, a populacdo devera ser
quantificada e incluida no relatério; o delineamento dos experimentos e 0s tratamentos
devem seguir as especificacdes descritas pelo MAPA; deve-se avaliar a taxa de
nodulagdo (numero de nodulos por planta e massa seca de nodulos por planta),
biomassa e nitrogénio total da parte aérea das plantas e o rendimento de graos (teores

de N e o N total nos graos);
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Realizacdo de andlise estatistica e interpretacdo dos resultados, onde 0s novos
inoculantes avaliados devem apresentar resposta igual ou superior a inoculacdo padrao
e superior ao controle sem inoculacdo nos quatro ensaios;

Elaboracdo de relatério técnico-cientifico com revisdo bibliografica, descricdo
completa da metodologia, resultados obtidos e conclusdo clara sobre a eficiéncia e
recomendacdo do produto testado, assim como assinatura(s) do(s) pesquisador(res)

responsavel(is).

Segundo dados de Xavier et al. (2004), baseado em um levantamento bibliografico,

desde 1980 grande parte da pesquisa sobre rizobios esta voltada para a fisiologia e genética de

microrganismos. Verifica-se que menos de 1% dos artigos de pesquisa sobre rizobios

direciona-se para os aspectos de formulagfes inoculantes. Existe, portanto, uma enorme

necessidade pela busca de melhores formulagGes inoculantes com aditivos que sejam mais

eficientes, estdveis ao longo do tempo, com melhor qualidade e que satisfacam as

necessidades do agricultor, de maneira a visar o aumento da comercializacdo deste produto
(STEPHENS; RASK, 2000; HERRMANN; LESUEUR, 2013).

2.4.1 Selegéo do Microrganismo

A selecdo de estirpes microbianas é um aspecto muito importante para a producao de

inoculantes de plantas leguminosas. Os microrganismos devem possuir (BURTON, 1984):

X/
L X4

Habilidade de formar nodulos fixadores de N2 em espécies de leguminosas para as
guais 0 microrganismo é recomendado;

Competitividade na formagao nodular e elevada sobrevivéncia em solos onde ocorre a
presenca de rizobios nativos;

Nodulacéo répida e eficiente fixacdo de N2 em uma ampla variedade de solos;

Boa capacidade de crescimento na formulagdo inoculante e no solo;

Persisténcia no solo mesmo na auséncia da planta hospedeira;

Eficiéncia em uma ampla variedade de cultivares ou genotipos da planta;

Toleréncia a fatores de estresse encontrados no solo: acidez, alcalinidade, salinidade,

alta concentracdo de aluminio e manganés, dentre outros.
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Atualmente existe uma relacdo de rizobios (e a cultura leguminosa a que se destina)
autorizados pelo MAPA para a producdo de inoculantes no Brasil. Para a obtencdo de
registro, os inoculantes contendo rizobios e produzidos ou comercializados em territorio
nacional devem apresentar, obrigatoriamente, as estirpes autorizadas pelo MAPA. A selecéo
de estirpes de rizdbios e de outros microrganismos para a producgdo de inoculantes baseia-se
em dados cientificos e, no Brasil, sdo em geral apresentados em um férum especifico, a Rede
de Laboratorios para Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo da Tecnologia de Inoculantes
Microbianos de Interesse Agricola (RELARE), composta por pesquisadores e representantes
de empresas produtoras e/ou importadoras de inoculante (HUNGRIA; ARAUJO;
MERCANTE, 2014).

De forma resumida, a obtencdo de novas estirpes, no caso de bactérias diazotroficas
simbioticas, compreende as seguintes etapas (HUNGRIA; DA SILVA, 2011; MAPA, 2011a):

% Coleta de ndédulos de diversas leguminosas hospedeiras utilizadas para o isolamento
dos microrganismos;

¢+ Caracterizacdo morfofisioldgica de colbnias isoladas de rizobios em meio de cultivo
YMA em relacéo a: manifestacdo de crescimento; alteracdo do pH do meio; diametro,
elevacdo, tipos de forma, borda e superficie das col6nias; producéo e consisténcia de
muco; e, cromogénese na presenca de vermelho Congo e azul de bromotimol, além da
realizacdo testes bioquimicos;

¢+ Caracterizacdo genotipica: ao nivel de género pela sequéncia do gene 16S RNA
ribossomal (RNAr); e, ao nivel de espécie, pela metodologia de Multilocus Sequence
Analysis (MLSA);

% Ensaios em casa de vegetacdo, ensaios no campo e elaboracéo de relatorio técnico-
cientifico, semelhante as condicBGes béasicas estabelecidas para a recomendagdo de
produtos inoculantes ao MAPA.

As bactérias autorizadas pelo MAPA sédo fornecidas as industrias de inoculante sem
custo tecnoldgico. A comercializagdo de inoculantes importados no Brasil pode ser realizada
desde que cumpridas as exigéncias da legislacdo brasileira, e a producdo ocorra a partir das
estirpes recomendadas e autorizadas pelo MAPA (HUNGRIA; CAMPO; MENDES; 2007).

Para a cultura do feijoeiro as estirpes CIAT 899 (=SEMIA 4077) e H 12 (=SEMIA
4088) de Rhizobium tropici e PRF 81 (=SEMIA 4080) de Rhizobium freirei estdo autorizadas

para a producdo de inoculantes em territério nacional (MAPA, 2011b).
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2.4.2 Suportes de veiculagio

Suporte representa o veiculo de manutencdo dos microrganismos, permitindo o seu
transporte do local onde é produzido para o campo. Representa a principal porcdo (por
volume ou peso) do inoculante, e tem importancia fundamental para manter as células viaveis
e em bom estado fisiolégico. O suporte fornece um nicho temporario de protecdo aos
microrganismos, seja fisicamente, por apresentar espagos porosos criando um microambiente
de protecdo, ou nutricionalmente, por oferecer algum substrato especifico (BASHAN, 1998;
ARORA; KHARE; MAHESHWARI, 2011; HERRMANN; LESUEUR, 2013).

De maneira geral, um suporte ideal deve oferecer um microambiente adequado aos
microrganismos, boa capacidade de retencdo de agua, pH ajustavel, alta capacidade de
tamponamento, ser quimicamente inerte, atdxico, de baixo custo, biodegradavel, assegurar a
sobrevivéncia dos microrganismos durante longos periodos, ter 6tima aderéncia a superficie
de sementes e permitir liberacdo rapida e controlada dos microrganismos no solo proximo as
raizes da leguminosa (BASHAN, 1998; HERRIDGE; GEMELL; HARTLEY, 2002;
MALUSA,; SAS-PASZT; CIESIELSKA, 2012; HERRMANN; LESUEUR, 2013).

Os suportes para veiculacdo de formulagdes inoculantes podem ser classificados da
seguinte forma (HERRMANN; LESUEUR, 2013; BASHAN et al., 2014):

++ Soélido: turfa, carvao, argilas e outros materiais sélidos inorganicos;

% Liquido: meio de cultura liquido contendo produtos aditivos como adesivos,
estabilizantes e protetores celulares;

+ Residuo agroindustrial: celulose, farelo de soja e trigo, bagaco de cana, cascas de uva
e espigas de milho;

%+ Material inerte: vermiculita, perlita, sulfato de calcio e esferas de alginato;

+¢+ Cultura microbiana liofilizada;

+«+ Biopolimeros: goma xantana, alginato, goma arabica, amido, carboximetilcelulose e

polivinilpirrolidona.

No Brasil, a maior parte das empresas fabricantes que oferecem formulacdes
inoculantes para a cultura do feijoeiro, contendo Rhizobium spp., utilizam a turfa (suporte
solido) para a veiculagdo dos microrganismos.

A sobrevivéncia de rizébios na turfa é superior a verificada em suportes liquidos,

pois esta representa uma boa fonte de nutrientes, retém umidade, protege contra altas
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temperaturas e suas particulas encapsulam parcialmente as células, promovendo maior
protecdo. Para a utilizacdo como suporte sélido, inicialmente a turfa é finamente moida, passa
pela etapa de neutralizacdo do pH e, posteriormente, € empacotada e esterilizada por raios
gama ou feixe de elétrons para a injecdo de culturas liquidas de microrganismos. O inoculante
turfoso normalmente apresenta menor aderéncia as sementes, por isso, aplicam-se produtos
adesivos as sementes, como solucdo de sacarose 10 %, para garantir melhor aderéncia do
inoculante e, consequentemente, maior produtividade no campo. A qualidade e a composicdo
da turfa sdo variaveis, por isso, nem todas as turfeiras oferecem fontes apropriadas de suporte
para inoculantes. A turfa tem sido empregada no Brasil e no exterior ha décadas, mas é um
recurso natural ndo renovavel, limitado e com proibicdo de uso na Europa (ROUGHLEY;
VINCENT, 1967; DART; ROUGHLEY; CHANDLER, 1969; DEAKER; ROUGHLEY;
KENNEDY, 2004; BULLARD; ROUGHLEY; PULSFORD, 2005; HUNGRIA; CAMPO;
MENDES, 2007; ALBAREDA et al., 2008; CASTERIANO; WILKES; DEAKER, 2013).

2.4.3 Suporte Liquido

FormulacBes liquidas de inoculantes representam uma alternativa aos inoculantes
turfosos, por simplificarem o processo de producdo. Outras vantagens incluem maior
facilidade no tratamento da semente e a ocorréncia de menores desgastes das maquinas,
contribuindo para o aumento da preferéncia do produtor por férmulas liquidas. A aplicagdo do
inoculante liquido ocorre principalmente no momento anterior a semeadura, ou com a
aquisicdo de sementes pré-inoculadas. De ambas as formas, deve-se realizar a cobertura
uniforme das sementes com o inoculante para a obtencdo de uma boa nodulacdo. Embora
apresente maiores facilidades, a taxa de sobrevivéncia da maioria dos microrganismos em
suporte liquido é menor, pela auséncia da protecdo proporcionada pela turfa. Temperaturas
elevadas, dessecacdo, tratamento das sementes com fungicidas, inseticidas e micronutrientes,
entre outros, afetam a sobrevivéncia de bactérias diazotroficas (BROCKWELL;
BOTTOMLEY, 1995; SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002; DEAKER; ROUGHLEY;
KENNEDY, 2004; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; TITTABUTR et al.,, 2007;
ALBAREDA et al., 2008).

O meio de cultura representa a base do inoculante liquido. Para a obtencdo de alta
biomassa celular devem ser adicionados: macronutrientes, fontes de C, H, N, O, P, S, Mg e
Fe; micronutrientes, sais contendo Mn, Co, Zn, Cu, Mo, Cr e Ni em concentragdes otimizadas

e especificas para cada microrganismo; fatores de crescimento, vitaminas e aminoacidos.
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Pardmetros como agitacdo, aeracdo, pH, temperatura e tempo de cultivo devem ser
cuidadosamente  monitorados, pois interferem diretamente no crescimento dos
microrganismos (LIMA et al., 2001).

O meio YM (FRED; WAKSMAN, 1928; VINCENT, 1970) apresenta poucos
componentes em sua composi¢do e, de acordo com a espécie de rizdbio, pode proporcionar
crescimento em altas concentragdes. Utilizado como formulacdo padrdo para o cultivo de
rizobios, € composto basicamente por manitol como fonte de carbono e extrato de levedura
(SOMASEGARAN; HALLIDAY 1982). A utilizagdo de meio YM para o cultivo de
Rhizobium e Bradyrhizobium ocorre amplamente em escala laboratorial e sua utilizagdo como
base de composicdo, o torna interessante para o desenvolvimento de novas formulagdes. Na
industria, a utilizacdo de manitol, como fonte de carbono, torna extremamente cara a
producdo de inoculantes, sendo este geralmente substituido por glicerol ou sacarose
(MENENDEZ et al., 2014).

A utilizacdo de sacarose aumenta a sobrevivéncia de microrganismos em
formulacBes liquidas (SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002; TAURIAN et al., 2010;
HERRMANN; LESUEUR, 2013). A sacarose no meio de cultura, além de ser fonte de
carbono para o metabolismo de Rhizobium spp., favorece a producgdo de exopolissacarideos
(EPS), que contribuem para protecdo contra a dessecacdo, por formar uma camada com alto
conteddo de agua ao redor da célula, e formacdo de biofilme (DONOT et al., 2012).

Aditivos e protetores como, por exemplo: glicerol, carboximetilcelulose (CMC),
goma arabica, polivinilpirrolidona (PVP), entre outros compostos, podem contribuir para a
adesdo das ceélulas nas sementes tratadas e, também, como protetores celulares
(MANIKANDAN et al., 2010; BASHAN et al., 2014).

O CMC, ou carboximetilcelulose, é um derivado de celulose que apresenta-se como
um polimero altamente higroscépico e viscoso, atéxico para humanos e empregado nas
industrias alimenticia e farmacéutica, que o torna um composto de valor acessivel. O emprego
de CMC, como protetor celular, tem ocorrido na forma de misturas poliméricas com amido na
presenca de MgO ou ZnO, relatados como veiculos eficientes na produgdo de inoculantes de
Bradyrhizobium japonicum (SANZ et al., 2005; FERNANDES JUNIOR et al., 2009).

A polivinilpirrolidona, ou PVP, & um polimero vinilico sintético que oferece protegéo
contra dessecacdo, por apresentar alta capacidade de ligacdo a agua, e protecdo contra
exsudatos inibitdrios originados a partir do revestimento de sementes, prejudiciais as bactérias
fixadoras de nitrogénio inoculadas em sementes (SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002;
BASHAN et al., 2014).
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O suporte liquido permite, de maneira fécil, a adicdo de substancias (nutrientes,
protetores e adesivos) ao meio de cultivo, oferece maior controle sobre a composi¢do do meio
e, portanto, pode resultar na obtencédo de altas concentracdes celulares. No entanto, a maioria
das formulagbGes apresenta tempo de prateleira curto, maior sensibilidade a estresses
ambientais, rapida queda de viabilidade celular durante o armazenamento e ap0s o tratamento
de sementes (HERRMANN; LESUEUR, 2013).

2.4.4 Caracteristicas Fisiologicas de Rhizobium no aumento da qualidade do inoculante

Certos procariotos possuem a capacidade de sobreviver em ambientes de estresse.
Nestes ambientes podem-se observar respostas fisiologicas como a producdo de
exopolissacarideos (EPS), inducdo da expressdo de proteinas ao estresse para a protecdo da
membrana celular, reparo de danos no DNA e acumulo intracelular de aglcares (BILLI;
POTTS, 2002; CYTRYN et al., 2007; VANDERLINDE et al., 2010; CASTERIANO;
WILKES; DEAKER, 2013).

Polissacarideos extracelulares (EPS) sdo normalmente sintetizados e excretados por
muitas espécies de bactérias. EPS bacterianos oferecem protecdo contra varios estresses
ambientais como dessecacdo, predacao e efeitos de substancias antimicrobianas (DONOT et
al., 2012; CASTELLANE; LEMOS; LEMOQOS, 2014). No caso da dessecacdo acredita-se que 0
EPS € capaz de absorver grandes quantidades de agua e circundar a célula com um ambiente
hidratado (ROBERSON; FIRESTONE, 1992).

Rizobios, em sua grande maioria, sdo naturalmente produtores de EPS, excretam
grandes quantidades de polissacarideos na rizosfera e causam aumento da viscosidade do
meio de cultura, quando em cultura pura. Em R. leguminosarum foi comprovado que
exopolissacarideos tém papel fundamental na formacdo de biofilme. Acredita-se que o EPS
esteja envolvido especialmente na adesdo celular durante a formacdo de biofilme
(FUJISHIGE et al., 2006; RUSSO et al., 2006; DANHORN; FUQUA, 2007; SANTAELLA
et al., 2008; VANDERLINDE et al., 2010). Sabe-se que a formacéo de exopolissacarideos e
de biofilme por estirpes bacterianas pode contribuir efetivamente com a fertilidade do solo e
melhorar o crescimento vegetal (NOEL, 2009; QURASHI; SABRI, 2012; CASTELLANE;
LEMOS; LEMOS, 2014).

Bactérias simbidticas, como o0s rizobios, podem utilizar a fonte de carbono
proveniente da simbiose com as leguminosas e converté-la em polimero de armazenamento

como o poli-3-hidroxibutirato (PHB). O acumulo de PHB frequentemente ultrapassa 50% do
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peso seco da célula. Supbe-se que este polimero possa auxiliar na diferenciacdo de alguns
rizbios em bacteroides fixadores de N2. Também pode atuar como fonte de energia e carbono
em condicdes de estresse, aumentar a tolerancia da bactéria a altas temperaturas, exposi¢édo a
H202, irradiacdo-UV, dessecacdo e estresse osmotico (MINCHIN; PATE, 1973; TAL;
OKON, 1985; BERGERSEN; TURNER, 1990; BERGERSEN; PEOPLES; TURNER, 1991;
TAVERNIER et al., 1997; JAMES et al.,, 1999; KADOURI et al., 2002; KADOURI,
JURKEVITCH; OKON, 2003; RUIZ; LOPEZ; MENDEZ, 2004; LODWIG et al., 2005;
RATCLIFF; KADAM; DENISON, 2008).

2.5 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

A metodologia de superficie de resposta (BOX; HUNTER; HUNTER, 1978), ou
MSR, consiste de um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas empregadas no
planejamento e andlise de experimentos utilizados na modelagem matematica de respostas. A
MSR visa otimizar a resposta de interesse influenciada por diversas variaveis. Dessa forma,
contribui para a melhoria da qualidade de produtos e processos, reduz o tempo de
desenvolvimento e diminui gastos (GUEDES, 1996; BAS; BOYACI, 2007; HAO et al., 2011,
SUTOA et al., 2015).

Modelagem e deslocamento sdo as duas etapas distintas da metodologia de superficie
de resposta que conduzem a regido 6tima da superficie investigada. A modelagem é realizada
ajustando-se uma funcdo linear das variaveis independentes (modelo de primeira ordem) a
respostas obtidas com planejamentos fatoriais com pontos centrais. Realiza-se o célculo do
caminho da maxima inclinacdo (regido onde ocorra otimizacdo do produto ou processo).
Entdo, sdo realizados deslocamentos ao longo do caminho de méxima de inclinacdo até a
regido do Otimo, onde, na presenca de curvatura, um modelo de segunda ordem pode ser
empregado, por meio de um planejamento composto central (com pontos fatoriais, centrais e
axiais), permitindo a localizacdo do ponto 6timo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001).

A metodologia de superficie de resposta pode ser composta por (Tabela 1) um
planejamento formado por: pontos fatoriais, que contribuem para estimar os termos da
interacdo; pontos centrais, que indicam a existéncia de curvatura no sistema e pontos axiais,
que auxiliam na estimacgdo dos termos quadréaticos. A por¢do da analise fatorial ndo necessita
ser realizada em triplicata, pois as repeticdes estdo presentes nas combinagdes e as repeticoes
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no ponto central indicam se houve boa repetibilidade do processo (RODRIGUES; IEMMA,

2005).

Tabela 1 — Exemplo de planejamento composto central (2%) com a analise de trés
fatores com dois niveis cada. O planejamento conta com oito pontos fatoriais,
cinco pontos centrais e seis pontos axiais.

Variaveis Codificadas

Variavel Resposta

Formulacéo X1 X2 X3 Y
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 0 0 0
14 -1,68 0 0
15 +1,68 0 0
16 0 -1,68 0
17 0 +1,68 0
18 0 0 -1,68
19 0 0 +1,68

Fonte: o préprio autor
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver formulagGes liquidas de inoculantes contendo Rhizobium tropici estirpe
CIAT 899 (=SEMIA 4077) e Rhizobium freirei estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080), com altas
concentracfes celulares e preservacdo da viabilidade celular minima exigida pelo MAPA

(1,0E+09 células mL™) até o final do periodo de armazenamento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+«» Desenvolver meios de cultura para Rhizobium tropici, estirpe CIAT 899, e Rhizobium

freirei, estirpe PRF 81, que possibilitem a obtencéo de altas concentracGes celulares;

¢+ Selecionar protetores celulares que preservem a viabilidade celular de Rhizobium spp.

até o final do periodo de armazenamento;

¢+ Analisar a viabilidade celular dos inoculantes liquidos desenvolvidos durante o

armazenamento;

+ Realizar a producdo das formulacGes liquidas em escala semipiloto e avaliar a

viabilidade celular durante o periodo de armazenamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

As bactérias utilizadas para o desenvolvimento de formulagbes liquidas de
inoculantes foram Rhizobium tropici estirpe CIAT 899 (=SEMIA 4077, =CNPSo 103),
fornecida pela Dra. Esperanza Martinez-Romero (Centro de Ciéncias Gendmicas — CCG,
Cuernavaca, México), e Rhizobium freirei estirpe PRF 81 (=SEMIA 4080, =CNPSo 2217),
isolada e fornecida pela Dra. Diva S. Andrade (Instituto Agronémico do Parana — IAPAR,
Londrina, Parana).

As estirpes CIAT 899 de Rhizobium tropici e PRF 81 de Rhizobium freirei estéo
autorizadas para uso em inoculantes na cultura do feijoeiro, em todo o territério nacional,
segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2011b). Ambas as
estirpes sdo as Unicas utilizadas entre as reduzidas opcdes de formulacdes liquidas inoculantes

atualmente comercializadas no Brasil para a cultura do feijoeiro.

4.1.1 Armazenamento, Preparo do Pré-inoculo e Condi¢des de Cultivo de Rhizobium spp.

Para o cultivo de Rhizobium spp. foi utilizado o meio YM modificado, composto por:

% Manitol 5,0 g L™ (Synth®);

% Extrato de levedura 0,4 g L™* (Acumedia®);

% Fosfato de potassio dibasico - K2HPO4- 0,5 g L (Anidrol);

% Sulfato de magnésio hepta-hidratado - MgS04.7H20 - 0,2 g L (Vetec);
% Cloreto de sddio - NaCl - 0,1 g L (Vetec).

O meio YM (FRED; WAKSMAN, 1928; VINCENT, 1970) € modificado do original
quanto ao teor de manitol, sendo reduzido de 10,0 g L™ para 5,0 g L. Neste trabalho, embora
descrito como meio YM, todos os experimentos referem-se, exclusivamente, a utilizacdo do
meio YM modificado.

As bactérias foram crescidas em meio YM sdélido, contendo 1,2 % de é&gar
(Acumedia®), e armazenadas em meio YM liquido, com 30% de glicerol, sob criopreservacio
a -80 °C, no laboratério de Biotecnologia do Solo, da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecudaria, Embrapa Soja, na cidade de Londrina, Parana.
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Culturas estoque de Rhizobium tropici estirpe CIAT 899 e Rhizobium freirei estirpe
PRF 81, criopreservadas em meio YM foram utilizadas para o preparo do pré-inéculo. O
cultivo foi realizado em meio YM com agitacdo de 180 rpm a 28 °C durante 24 horas. Para o
preparo do pré-indculo os microrganismos foram crescidos até a concentracdo de 1,0E+06
UFC mL, pois para a realizagdo dos experimentos foi determinada a concentragéo inicial de
1,0E+04 UFC mL™, correspondendo a adicdo de 1 mL do pré-inéculo em 100 mL de
formulacéo teste presente nos frascos. A esterilizacdo do meio de cultivo e dos frascos, para a
preparacdo do pré-indculo ocorreu em autoclave sob temperatura de 121 °C a 1 atm durante

20 minutos.

4.1.2 Avaliacdo da Concentracdo de Rizobios em Placa pelo Método de Gotejamento

A estimativa da concentracdo de células viaveis de R. tropici estirpe CIAT 899 e R.
freirei estirpe PRF 81, nos meios de cultura avaliados, foi expressa em Unidades Formadoras
de Colonias por mililitro (UFC mL™), segundo método adaptado de Miles e Misra (1938) e
presente em Ferreira e Hungria (2013). Em um frasco previamente esterilizado contendo 9
mL de solucéo fisioldgica (NaCl 0,85 %) foi adicionado 1 mL da formulagéo em anélise, sob
condigdes assepticas, de forma a realizar diluicdo seriada de 1:10 (v/v) e obter a diluicdo
1,0E+01, apds homogeneizacdo em vortex. Foram realizadas dilui¢cGes seriadas sucessivas, a
partir da diluicdo anterior, até a formag&o da serie de dilui¢cbes que permitisse a contagem, na
qual a média da triplicata do gotejamento estivesse entre 10 e 30 col6nias por gota e, assim, a
concentracdo celular da formulagdo analisada fosse calculada. Aliquotas de 30 pL foram
coletadas em triplicata, a partir de cada diluicdo analisada e gotejadas em placas de Petri
contendo meio de cultura YMA com corante vermelho Congo 25 pg mL™* (Dindmica®). Apés
a realizacdo do procedimento, aguardou-se a absor¢do da amostra gotejada e, entéo, as placas
foram incubadas em posicdo invertida, a 28 °C durante, aproximadamente, 41 horas. O
nimero de coldnias foi contado e realizou-se o seguinte calculo para a estimativa da

concentracdo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro:

UFCmL'=mfd
Onde:
m = média do nimero de coldnias por gota, da triplicata, na mesma diluicéo;
f = fator de correcdo para mL (1 mL/ volume aplicado, em mL, por gota);

d = diluicdo na qual foi realizada a contagem das col6nias.
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Caso a média da contagem das col6nias em determinada dilui¢do ndo tenha
apresentado entre 10 e 30 col6nias por gota, foi utilizada a diluicdo mais proxima da faixa de
contagem. Os testes de cada formulacdo foram realizados em triplicata (repeticbes A, B e C).
O valor final da concentragdo, em UFC mL™, foi obtido por meio da média entre os valores
das trés repeticdes de um mesmo teste. Quando uma das repeticdes apresentou média com
variagdo acima de 40% da média das outras duas, ndo foi considerada no célculo.

4.2 AVALIACAO DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO NO CRESCIMENTO DE Rhizobium spp.

Sacarose (Anidrol), glicerol (Invitrogen®) e glicose (Biotec®) foram avaliadas como
alternativas em substituicdo ao manitol presente na composi¢cdo do meio YM, pois também
séo fontes de carbono utilizadas por Rhizobium spp. A sacarose e o glicerol foram escolhidos
devido a seus baixos valores. A glicose foi avaliada por ser um dos dois monossacarideos
constituintes da sacarose, fonte de carbono prontamente disponivel para Rhizobium, que nao
necessita de hidrdlise para ser consumida pelo microrganismo, ao contrario da sacarose. Os
meios foram utilizados para o cultivo de ambas as estirpes.

A concentragdo das fontes de carbono foi igual & do manitol no meio YM
modificado, 5 g L. Os testes foram realizados em triplicata com volume de 100 mL de meio
teste em frascos Schott Duran® com capacidade para 250 mL. O pH dos meios foi ajustado
entre 6,8-7,0. A incubacdo ocorreu em agitador orbital a 180 rpm e 28 °C por 96 horas. Todo
o material utilizado foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20
minutos. Com excecdo da glicose, para se evitar o0 processo de caramelizacdo e a reacdo de
Maillard, uma solugdo concentrada de 50 g L™ foi filtrada em membrana de nitrocelulose
(Merck Millipore) com porosidade de 0,22 um e adicionada, sob condi¢Ges assépticas, nos
frascos teste com meio cuja a fonte de carbono seria a glicose. As condigdes de preparo do
pré-indculo seguiram de acordo com o item 4.1.1 e a metodologia para a determinagédo da

concentracdo de células esta descrita no item 4.1.2.

4.3 CURVA DE CRESCIMENTO

A partir do preparo do pré-indculo descrito no item 4.1.1, R. tropici estirpe CIAT
899 e R. freirei estirpe PRF 81 foram cultivados em 100 mL de meio YSac (sacarose 5,0 g L
1. extrato de levedura 0,4 g LY; K2HPO4 0,5 g LY MgS04.7H20 0,2 g L% NaCl 0,1 g L%,

meio no qual a sacarose substitui 0 manitol presente no meio YM, mantendo-se a
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concentracdo de 5 g L. Foram utilizados frascos Schott Duran® com capacidade para 250
mL para o cultivo e todo o material utilizado foi previamente esterilizado em autoclave a 121
°C e 1 atm durante 20 minutos. A incubacgéo ocorreu em agitador orbital a 180 rpm e 28 °C.
Foram coletadas amostras em diversos tempos de incubagdo para a construcdo da curva de
crescimento. Para a construcdo desta curva foi realizada a contagem de unidades formadoras
de coldnias por mililitro, de acordo com o0 método de gotejamento, item 4.1.2.; e a turbidez foi
aferida em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 600 nm. O tempo de geracao (g),
parametro de crescimento microbiano, que indica o tempo necessario para uma populacdo
dobrar o numero de células, foi calculado a partir da equacdo N = No2" expressa em termos de
n como (MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2010):

n=3,3 (log N — log No)
Onde:
N = namero final de células;
No = numero inicial de células;

n = nimero de geraces.

g=tn?
Onde:
g = tempo de geracao;
t = duragéo do crescimento exponencial;

n = numero de geracoes.

Calculou-se, também, a taxa de divisdo (v), medida do numero de geracGes
formadas, por unidade de tempo, de uma cultura em crescimento exponencial (MADIGAN,
MARTINKO, PARKER, 2010):

v=1/g
Onde:
v = taxa de divisdo (h);

g = tempo de geracao.
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4.4 DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGOES LIQUIDAS INOCULANTES

Foram realizados experimentos seguindo-se a metodologia de superficie de resposta

e, em sequéncia, experimentos para compara¢do entre médias.

4.4.1 Metodologia de Superficie de Resposta

Os experimentos baseados na metodologia de superficie de resposta contaram com
planejamento fatorial 23 e trés pontos centrais. A variavel resposta avaliada foi a concentracio
celular em UFC mL™.

O modelo linear foi avaliado com os dados dos 11 pontos experimentais. Foram
testados trés fatores (varidveis independentes), com dois niveis cada, por analise. Dessa
forma, foram analisadas as fontes de carbono, nitrogénio e fésforo, simultaneamente.

As formulagOes testadas foram preparadas de acordo com 0 meio YSac e sofreram
variacdes nas concentracOes de sacarose, extrato de levedura e fosfato de potassio dibasico
(K2HPO4), de acordo com a formulacdo testada. O pH foi ajustado entre 6,8-7,0. O pré-
indculo, preparado de acordo com o item 4.1.1, foi adicionado em frascos Schott Duran® com
capacidade para 250 mL e 100 mL de cada formulacdo, previamente esterilizados em
autoclave a 121 °C e 1 atm por 20 minutos. A incubacdo ocorreu a 180 rpm e 28 °C durante
72 horas. A avaliagdo da concentragdo de rizobios foi realizada em placa, pelo método de
gotejamento, como descrito no item 4.1.2.

Foram realizados trés experimentos (A, B e C) em sequéncia, com diferentes
concentracOes das variaveis analisadas. Apds a falta de resposta do experimento A, optou-se
pela realizacdo do experimento B e a auséncia de resposta do experimento B levou a

realizagdo do experimento C.

4.4.1.1 MSR - Experimento A

Valores das variaveis codificadas e originais:
a) Sacarose: -1(5gL%),0(15gLY)e1(25gL™Y;
b) Extrato de levedura: -1(04gLY,012gL)e1(2glL?);
c) K2HPO4: -1(059gLh,0(159gLY)e1(25gL?).



Tabela 2 — Planejamento fatorial 23 (experimento A) com trés pontos
centrais para o desenvolvimento de formulages liquidas inoculantes
contendo Rhizobium spp. para a cultura do feijoeiro. C — fonte de carbono
(sacarose), N — fonte de nitrogénio (extrato de levedura) e P — fonte de
fosforo (fosfato de potassio dibasico).

Variaveis Variaveis
Formulacéo Codificadas Originais (g L™?)
X1 X2 X3 C N P
la -1 -1 -1 5 0,4 0,5
2a 1 -10-1 25 0,4 0,5
3a -1 1 -1 5 2 0,5
4a 1 1 -1 25 2 0,5
5a -1 -1 1 5 0,4 2,5
6a 1 -1 1 25 0,4 2,5
7a -1 1 1 5 2 2,5
8a 1 1 1 25 2 2,5
9a 0 0 0 15 1,2 1,5
10a 0 0 0 15 1,2 1,5
1la 0 0 0 15 1,2 15

Fonte: o prdprio autor

4.4.1.2 MSR - Experimento B

Valores das variaveis codificadas e originais:

a) Sacarose: -1(59L1),0(259gLY)e1(50gLY);
b) Extrato de levedura: -1(04gLY,0Q2gLY)el(4glLyy;
c) K2HPO4: -1(059gLY,0025gLY)el1(5gL?.

Tabela 3 — Planejamento fatorial 2° (experimento B) com trés pontos
centrais para o desenvolvimento de formulagBes liquidas inoculantes
contendo Rhizobium spp. para a cultura do feijoeiro. C — fonte de carbono
(sacarose), N — fonte de nitrogénio (extrato de levedura) e P — fonte de
fosforo (fosfato de potassio dibasico).

Variaveis Variaveis
Formulacdo  Codificadas Originais (g L™

X1 X2 X3 C N P
1b -1 -1 -1 5 0,4 0,5
2b 1 -1 -1 50 0,4 0,5
3b -1 1 -1 5 4 0,5
4b 1 1 -1 50 4 0,5
5b -1 -1 1 5 0,4 5
6b 1 -1 1 50 0,4 5
7b -1 1 1 5 4 5
8b 1 1 1 50 4 5
9b 0 0 0 25 2 2,5
10b 0 0 0 25 2 2,5
11b 0 0 0 25 2 2,5

Fonte: o préprio autor
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4.4.1.3 MSR - Experimento C

Valores das variaveis codificadas e originais:

a) Sacarose: -1(259gL1),0B5gLY)e1@5¢gL?);
b) Extrato de levedura: -1(2gL1),0B2gLYel1(44gLY);
c) Ka2HPO4: -1(2gLY),0B5gLhHel1(5glL?).

Tabela 4 — Planejamento fatorial 22 (experimento C) com trés pontos
centrais para o desenvolvimento de formulacdes liquidas inoculantes
contendo Rhizobium spp. para a cultura do feijoeiro. C — fonte de carbono
(sacarose), N — fonte de nitrogénio (extrato de levedura) e P — fonte de
fosforo (fosfato de potassio dibasico).

Variaveis Variaveis
Formulacéo Codificadas Originais (g L™?)
X1 X2 X3 C N P
1c -1 -1 -1 25 2 2
2C 1 -1 -1 45 2 2
3c -1 01 -1 25 4.4 2
4c 1 1 -1 45 4.4 2
5c -1 -1 1 25 2 5
6c 1 -1 1 45 2 5
7c 101 1 25 4.4 5
8c 1 1 1 45 4.4 5
9c 0 0 0 35 3,2 3,5
10c 0 O 0 35 3,2 3,5
11c 0 0 0 35 3,2 3,5

Fonte: o prdprio autor

4.4.2 Experimentos para Comparacao entre Médias

Foram realizados experimentos para a comparagdo entre as médias de crescimentos,
em UFC mL™?, obtidas por diferentes formulacGes. As formulagGes desenvolvidas partiram do
meio Y Sac.

A preparacdo do pré-indculo seguiu o item 4.1.1. As formulacBes avaliadas
apresentaram volume de 100 mL em frascos Schott Duran® com capacidade para 250 mL. A
incubacdo ocorreu em agitador orbital a 180 rpm e 28 °C por 72 horas. O pH dos meios foi
ajustado entre 6,8-7,0 e os experimentos foram realizados em triplicata. Todo o material
utilizado foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20 minutos. A
concentracdo celular foi estimada, em UFC mL™, como descrito no item 4.1.2.

Foram avaliadas, sequencialmente, as concentracdes de extrato de levedura, fosfato

de potassio dibasico e sacarose.
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4.4.2.1 Extrato de Levedura

A realizacdo do experimento seguiu-se de acordo com o item 4.4.2, descrito acima,
onde foram avaliadas diferentes concentragGes de extrato de levedura (Acumedia®) em meio
YSac (Tabela 5).

Tabela 5 — Avaliacdo de diferentes concentracdes de extrato de levedura
em meio YSac.

Concentracao de extrato

Formulagao de levedura (g L)
Controle (YSac) 0,4
Extrato de levedura 3x 1,2
Extrato de levedura 4x 1,6
Extrato de levedura 5x 2,0
Extrato de levedura 6x 2,4
Extrato de levedura 7x 2,8
Extrato de levedura 8x 3,2

Fonte: o préprio autor

4.4.2.2 Fosfato de Potassio Dibéasico (K2HPOa)

O fosfato de potassio dibasico (Sigma-Aldrich®) foi avaliado em diferentes

concentragdes utilizando como base 0 meio YSac com extrato de levedura 5x (2,0 g L™2).

Tabela 6 — Avaliacdo de diferentes concentracdes de fosfato de potassio
dibasico (K;HPQO4) em meio Y Sac modificado com extrato de levedura 5x
(Ext. lev. 5x) correspondente a concentragdo de 2,0 g L.

Concentracgéao de

Formulagéo KoHPO, (g L)
Controle (YSac) 0,50
Ext. lev. 5x 0,50
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2,0x 1,00
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2,5x 1,25
Ext. lev. 5x + K2HPO4 3,0x 1,50
Ext. lev. 5x + KoHPO4 4,0x 2,00

Fonte: o préprio autor
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4.4.2.3 Sacarose

A sacarose (Anidrol) foi avaliada utilizando-se concentragdes superiores e inferiores
a5 g L% presente no meio YSac. Extrato de levedura 5x (2 g L) e fosfato de potéssio
dibasico 2x (1 g L) foram as alteragGes adicionadas ao meio YSac e analisadas em conjunto

com a formulacdo em desenvolvimento.

Tabela 7 — Avaliacdo de diferentes concentracGes de sacarose em meio YSac
modificado com extrato de levedura 5x (Ext. lev. 5x), 2,0 g L™, e fosfato de potassio
dibésico (K;HPOs2x), 1 g L.

Concentracédo de

Formulacgéo sacarose (g L)
Controle (YSac) 5,0
Ext. lev. 5x + Ko2HPO4 2x + sacarose 0,5x 2,5
Ext. lev. 5x + Ko2HPO4 2x + sacarose 0,8x 4,0
Ext. lev. 5x + KoHPO4 2x + sacarose 1,0x 5,0
Ext. lev. 5x + Ko2HPO4 2x + sacarose 1,5x 7,5
Ext. lev. 5x + KoHPO4 2x + sacarose 2,0 10,0
Ext. lev. 5x + Ko2HPO4 2x + sacarose 2,5x 12,5
Ext. lev. 5x + K;HPO4 2x + sacarose 3,0x 15,0

Fonte: o préprio autor

4.4.2.4 Avaliacao da Viabilidade Celular da Formulacdo Desenvolvida (FORM)

Os meios de cultura YSac (controle) e FORM (sacarose 5,0 g L; extrato de levedura
2,0g LY KoHPO4 1,0 g L MgS04.7H20 0,2 g L NaCl 0,1 g L) foram avaliados em 100
mL de meio em frascos Schott Duran® com capacidade para 250 mL. Foram realizadas
analises em triplicata e os meios de cultura tiveram o pH ajustado entre 6,8-7,0. O
crescimento dos microrganismos ocorreu em agitador orbital a 180 rpm e 28 °C por 72 horas,
com preparagdo do pré-inoculo realizada de acordo com o item 4.1.1. A esterilizagdo do
material utilizado ocorreu em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20 minutos.

Apbs 72 horas de incubacdo a concentracdo celular de Rhizobium spp. foi estimada
como descrito no item 4.1.2. Tubos de centrifuga de 15 mL foram previamente esterilizados,
em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20 minutos e utilizados, sob condi¢des assépticas, para
0 armazenamento de 8 mL dos meios avaliados.

Os meios YSac e FORM foram mantidos a temperatura de 26 + 2 °C e protegidos da
luminosidade solar. A viabilidade celular foi verificada como descrito no item 4.1.2, apés 28

dias de armazenamento.
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4.4.2.5 Andlise da Concentracdo e Viabilidade Celular de Rhizobium tropici Estirpe CIAT
899 em Meio de Cultivo FORM Produzido em Escala Semipiloto

A formulacdo FORM foi avaliada em escala semipiloto em fermentador Winpact
Bench-Top Fermenter FS-01A (Major Science) com volume de trabalho de 6,6 L. Foram
adicionados 6 L de formulacdo FORM no vaso do fermentador, esterilizado em autoclave sob
temperatura de 121 °C a 1 atm durante 60 minutos. O pH foi controlado automaticamente com
HCI 0,5 M (Synth®) e NaOH 1 M (FMaia), mantido a 6,9 + 0,03. Utilizou-se antiespumante
(DOWFAX®) na concentragio de 25 pL L. Apds a introdugdo do indculo a incubagdo
ocorreu a 28 °C e 180 rpm durante 48 horas. A aeracdo empregada foi de 1 vvm utilizando
como base os resultados obtidos por Franco et al. (2009).

Culturas estoque de Rhizobium tropici estirpe CIAT 899 criopreservadas em meio
YM, com 30% de glicerol a -80 °C, foram utilizadas para o crescimento do microrganismo em
YM s6lido sob incubagdo de 28 °C durante 72 horas. O cultivo do in6culo ocorreu em meio
FORM com agitacédo de 180 rpm a 28 °C durante 24 horas a partir do microrganismo presente
em meio YM sélido. Foram utilizados frascos Schott Duran® de 1 L com 600 mL de meio. A
esterilizacdo do material foi realizada em autoclave sob temperatura de 121 °C a 1 atm
durante 20 minutos. Apos o cultivo a concentracdo do indéculo foi verificada em 1,11E+09
UFC mL™, de acordo com o procedimento apresentado no item 4.1.2. Todo o volume do
indculo foi adicionado a 6 L de meio FORM no fermentador que, entdo, apresentou
concentragio inicial aproximada de 1,01E+08 UFC mL™.

A concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899 foi estimada, apds 48 horas
de incubacdo, como descrito no item 4.1.2. Foram utilizados tubos de centrifuga de 15 mL,
previamente esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20 minutos, para 0
armazenamento de 8 mL da formulagdo FORM. Os tubos foram mantidos a temperatura de 26
*+ 2 °C e -4 °C protegidos da luminosidade solar. A viabilidade celular foi verificada como

descrito no item 4.1.2, apds 26 dias de armazenamento.

4.4.3 Avaliagdo da Influéncia de Diferentes Componentes no Crescimento e Viabilidade
Celular de Rhizobium tropici Estirpe CIAT 899 em Meio de Cultivo FORM

Verificou-se a influéncia de fosfato de potassio monobésico (KH2PO4), solugédo de
micronutrientes, condicionador organico de solo, carboximetilcelulose (CMC) e

polivinilpirrolidona (PVP) no crescimento e manutencdo da viabilidade celular de Rhizobium
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tropici estirpe CIAT 899 em meio de cultivo FORM. As concentragdes de KH2POs, solugéo
de micronutrientes e condicionador organico de solo, no presente estudo, foram determinadas
a partir de testes anteriores. Para CMC e PVP, optou-se por avaliar os aditivos partindo-se de
baixas concentracOes, de forma a evitar aumentos elevados no custo da producdo em uma
eventual escala industrial.

As anélises ocorreram em 100 mL de meio FORM, cultivados em frascos Schott
Duran® com capacidade para 250 mL. O cultivo de R. tropici foi realizado a 28 °C e 180 rpm
durante 72 horas. O pH dos meios foi ajustado entre 6,8-7,0 e 0s testes realizados em
triplicata. A preparagdo do pré-inoculo foi realizada segundo o item 4.1.1. Todo o material
utilizado foi esterilizado em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20 minutos.

A concentracdo celular foi avaliada como descrito no item 4.1.2, apds a incubacéo e
0 armazenamento, mantidos a temperatura de 26 + 2 °C e protegidos da luminosidade solar.
Foram utilizados tubos de centrifuga de 15 mL, previamente esterilizados, em autoclave a 121

°C e 1 atm durante 20 minutos para o armazenamento de 8 mL dos meios.

4.4.3.1 Fosfato de Potassio Monobasico (KH2POa)

Fosfato de potassio monobasico (Sigma-Aldrich®) foi avaliado em diferentes
concentracfes na formulacdo FORM (Tabela 8) quanto a influéncia no crescimento de

Rhizobium tropici estirpe CIAT 899 e viabilidade celular ap6s 28 dias de armazenamento.

Tabela 8 — Avaliacdo de diferentes concentracbes de fosfato de
potassio monobasico (KH2PO4) em meio FORM.

Formulacdes Concentracéo (g L)
FORM -
FORM + KH2P040,25 0,25
FORM + KH2P040,45 0,45
FORM + KH2PO40,65 0,65

Fonte: o préprio autor

4.4.3.2 Solucdo de Micronutrientes

A solucdo de micronutrientes (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995) foi
avaliada em testes anteriores e apresentou melhores resultados em solugdo diluida na

proporcao de 1:100 (v/v).
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Tabela 9 — Composicdo da solucéo de micronutrientes.

Componente Concentracéo (g L)
NazMo004.2H20 (Vetec) 1,00
MnS0a4.H20 (Synth®) 1,175
HsBOs3 (Dinamica®) 1,40
CuS04.5H20 (FMaia) 0,04
ZnS04.7H20 (Synth®) 1,20

Fonte: o préprio autor

A estimativa da viabilidade celular foi realizada ap6s 35 dias de armazenamento e as

concentracdes utilizadas seguem na Tabela 10.

Tabela 10 — Avaliacdo de diferentes concentracGes da solucdo de micronutrientes
(Sol. Micro.) em meio FORM.

N Volume da solucao diluida
Formulacdes

(UL LY
FORM -
FORM + Sol. Micro. 1:100 (v/v) 75 75
FORM + Sol. Micro. 1:100 (v/v) 100 100
FORM + Sol. Micro. 1:100 (v/v) 125 125
FORM + Sol. Micro. 1:100 (v/v) 150 150

Fonte: o préprio autor

4.4.3.3 Condicionador Organico de Solo

O condicionador organico de solo avaliado tratou-se do produto Agrolmin®
(Agrolatino Industria e Comércio de Adubos e Fertilizantes LTDA) composto por hidréxido
de potassio, ureia, turfa e agua, segundo o fabricante.

A viabilidade celular foi analisada apés 35 dias de armazenamento e as
concentragfes com melhores resultados foram avaliadas em meio YSac, como descrito no

item 4.4.3, ap0s 28 dias de armazenamento.

Tabela 11 — Avaliacdo de diferentes concentra¢es do condicionador organico de solo em meio

FORM.
Formulacdes Concentracéo (mL L%)

FORM -

FORM + condicionador organico de solo 0,05% 0,5
FORM + condicionador organico de solo 0,10% 1,0
FORM + condicionador organico de solo 0,20% 2,0
FORM + condicionador organico de solo 0,40% 4,0
FORM + condicionador organico de solo 0,60% 6,0
FORM + condicionador organico de solo 0,80% 8,0

Fonte: o prdprio autor
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4.4.3.4 Carboximetilcelulose (CMC)

Carboximetilcelulose sédica de média viscosidade (referéncia do produto C4888,
Sigma-Aldrich®), massa molecular de 250 kDa, foi adicionada em diferentes concentracdes
na formulagdo FORM, analisada a sua influéncia no crescimento de Rhizobium tropici estirpe
CIAT 899 e viabilidade celular apés 28 dias de armazenamento.

Tabela 12 — Avaliagdo de diferentes concentragfes de
carboximetilcelulose (CMC) em meio FORM.

Formulacdes Concentracéo (g L)
FORM -
FORM + CMC 0,25% 2,5
FORM + CMC 0,50% 5,0
FORM + CMC 1,00% 10,0

Fonte: o préprio autor

As concentracdes de CMC com melhores resultados na formulacdo FORM foram,
também, avaliadas em meio YSac, apos 28 dias de armazenamento, de acordo com o item
4.4.3.

4.4.3.5 Polivinilpirrolidona (PVP)

A polivinilpirrolidona (referéncia do produto 77627, Sigma-Aldrich®), com
particulas de tamanho aproximado de 110 um, foi avaliada em diferentes concentracGes, em
relacdo a influéncia no crescimento e viabilidade de R. tropici, ap6s 28 dias de

armazenamento em meio FORM.

Tabela 13 — Avaliacdo de diferentes concentragdes de
polivinilpirrolidona (PVP) em meio FORM.

Formulacdes Concentracéo (g L?)
FORM -
FORM + PVP 0,50% 50
FORM + PVP 1,00% 10,0

Fonte: o préprio autor

Andlise idéntica a realizada em meio FORM foi realizada em meio YSac com a

polivinilpirrolidona.
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4.4.3.6 Afericdo da Concentracdo e Viabilidade Celular de Rhizobium tropici Estirpe CIAT
899 em Meio de Cultivo YSac contendo PVP (5 g L) Produzido em Escala Semipiloto

O fermentador Winpact Bench-Top Fermenter FS-01A (Major Science) foi utilizado
para estudar o crescimento de Rhizobium tropici estirpe CIAT 899 em meio de cultura Y Sac
contendo PVP, 5 g L, com volume de trabalho de 6,6 L. Foram adicionados 6 L de meio de
cultura YSac contendo PVP 5 g L™ no vaso do fermentador, que foi esterilizado em autoclave
sob temperatura de 121 °C a 1 atm durante 60 minutos. O pH foi controlado automaticamente
com HCI 0,5 M (Synth®) e NaOH 1 M (FMaia), mantido a 6,9 + 0,03. Utilizou-se
antiespumante (DOWFAX®) na concentragdo de 25 pL L. Apos a introdugdo do indculo a
incubacdo ocorreu a 28 °C e 180 rpm durante 48 horas. A aeracdo empregada foi de 1 vvm
baseado em experimentos realizados por Franco et al. (2009).

O pré-indculo foi obtido a partir de culturas estoque de Rhizobium tropici estirpe
CIAT 899 criopreservadas em meio YM, com 30% de glicerol a -80 °C que foram crescidas
em meio YM sdlido sob incubacgéo de 28 °C durante 72 horas. O cultivo do in6culo ocorreu
em meio de cultura YSac com PVP 5 g L em agitacdo de 180 rpm a 28 °C durante 24 horas a
partir do microrganismo presente em meio YM so6lido. Foram utilizados frascos Schott
Duran® de 1 L com 600 mL de meio. A esterilizagdo do material foi realizada em autoclave
sob temperatura de 121 °C a 1 atm durante 20 minutos. Apo6s o cultivo a concentracdo do
indculo foi estimada em 1,00E+09 UFC mL™, de acordo com o procedimento apresentado no
item 4.1.2. Todo o volume do in6culo foi adicionado a 6 L de YSac contendo PVP 5 g L no
fermentador que, entdo, apresentou concentracéo inicial aproximada de 9,09E+07 UFC mL™,

Apds 48 horas de incubacdo a concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899
foi estimada, de acordo com o item 4.1.2. Foram utilizados tubos de centrifuga de 15 mL,
previamente esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20 minutos, para o
armazenamento de 8 mL da formulacdo. Os tubos foram mantidos a temperatura de 26 + 2 °C
e protegidos da luminosidade solar. A viabilidade celular foi verificada apos 30 dias de

armazenamento.
4.5 ANALISE ESTATISTICA
O programa Statistica 7.0 (Statsoft®) foi utilizado para a anélise dos resultados

obtidos pela metodologia de superficie de resposta. O teste da falta de ajuste do modelo foi

avaliado por meio da Analise de Variancias (ANOVA) com p < 0,05.
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Para a comparacdo entre as médias dos fatores foi utilizado o mesmo programa
estatistico ao nivel de 5% de significancia. Foi realizado o teste de Hartley, para a verificacdo
da homogeneidade de variancias com p < 0,05; e, em sequéncia, empregou-se 0 teste de

Tukey para comparagdo entre as médias das formulagdes com p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIAGAO DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO NO CRESCIMENTO DE Rhizobium spp.

Verificou-se que o crescimento de Rhizobium tropici foi significativamente maior na
presenca de sacarose e manitol, quando comparado com a glicose e o glicerol, que nao
diferiram significativamente entre si, ao nivel de 5 % de significancia (Tabela 14).

O crescimento de R. tropici em sacarose (1,50E+09 UFC mL™) apresentou valor
numericamente superior, porém, sem diferenca estatistica em relagdo ao manitol (1,33E+09
UFC mL™) utilizado no meio YM. A sacarose permitiu um crescimento maior, de cerca de

2,09 vezes e 1,84 vezes, quando comparada ao glicerol e a glicose, respectivamente.

Tabela 14 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT899 e Rhizobium freirei PRF 81 em diferentes
fontes de carbono expresso em UFC mL™. Avaliacéo realizada ap6s 96 horas de crescimento.

Rhizobium tropici CIAT 899 Rhizobium freirei PRF 81
Fonte de Carbono
UFC mL1! UFC mL™1!

Sacarose 1,50E+09 + 2,01E+08a 7,78E+08 + 9,07E+07a
Manitol 1,33E+09 + 7,93E+07a 7,33E+08 + 1,67E+08a
Glicose 8,15E+08 + 1,39E+08b 1,16E+09 + 1,91E+08a
Glicerol 7,17E+08 + 6,11E+07b 7,78E+08 + 1,05E+08a
C.V (%) 15,20 20,38

Fonte: o préprio autor.
As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da mesma letra
mindscula na coluna.

Para Rhizobium freirei PRF 81 as fontes de carbono testadas ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, ao nivel de 5 % de significancia (Tabela 14). Portanto, a
utilizacdo de glicose, sacarose, glicerol ou manitol no cultivo de R. freirei ndo proporcionou
incremento nas concentragdes celulares ao final do cultivo na concentragdo de 5 g L™ para
esses reagentes.

Estudos realizados por Ormefio e Zufiiga (1998), com o intuito de avaliar alternativas
de modificacdo na composicdo do meio YM, para a diminuicdo de custos e viabilizar a
producdo em escala comercial, ndo observaram diferenca significativa no crescimento de
Rhizobium sp. PLC213 avaliado na presenca de sacarose ou manitol como Unica fonte de
carbono. A concentracdo obtida em glicerol, no entanto, mostrou-se significativamente

inferior em comparacdo a sacarose e manitol.
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No presente estudo, obtivemos resultados semelhantes com Rhizobium tropici estirpe
CIAT 899. Em meio YM modificado (YSac), onde manitol foi substituido por sacarose,
alcangou-se a concentracgdo de 1,50E+09 UFC mL™ sem a presenca de diferenca significativa
em comparagdo ao meio YM com 1,33E+09 UFC mL™. Em relacéo ao glicerol, observou-se
crescimento significativamente inferior quando em comparagdo com manitol ou sacarose. Em
contraste, o crescimento de Rhizobium freirei estirpe PRF81 ndo foi significativamente

afetado pelas fontes de carbono avaliadas.

5.2 CURVA DE CRESCIMENTO

5.2.1 Rhizobium tropici CIAT 899

A partir da construcdo da curva de crescimento, em meio YSac, foi possivel
determinar as fases de crescimento exponencial e estacionaria de Rhizobium tropici CIAT
899, expressas em UFC mL™, durante 134 horas de incubag&o a 28 °C e 180 rpm (Figura 1).

Figura 1 — Curva de crescimento de Rhizobium tropici CIAT 899 em meio YSac obtida durante 134 horas de
incubacdo a 28 °C e 180 rpm. Onde: UFC mL™* - unidades formadoras de coldnia por mililitro, D.O. soonm -
densidade Optica a 600nm.
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Fonte: o préprio autor.
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O pré-in6culo utilizado para a construgdo da curva de crescimento do microrganismo
apresentou concentracdo celular de 4,19E+04 UFC mL™. O primeiro ponto da curva de
crescimento foi obtido apds 10 horas de cultivo na concentracdo de 9,94E+04 + 5,00E+03
UFC mL, impossibilitando a observacéo da fase lag do crescimento bacteriano. Em periodos
anteriores as 10 horas de cultivo, a absorbancia da formulacdo foi medida, contudo, a
manutencdo de valores proximos a 0,008 foram interpretados, de maneira errénea, como
auséncia de crescimento, sem a necessidade da avaliacdo da concentracdo celular. O mesmo
erro foi observado na construcdo da curva de crescimento de R. freirei PRF 81.

A concentracéo celular de R. tropici alcangou 1,22E+09 + 2,40E+08 UFC mL™ ap6s
46 horas de cultivo, quando verificou-se o inicio da fase estacionaria. A concentragdo celular
maxima observada foi de, aproximadamente, 1,61E+09 + 2,28E+08 UFC mL™, ap6s 134
horas de cultivo. Em relacdo aos parametros cinéticos, o tempo de geracdo (g) de Rhizobium
tropici CIAT 899, em crescimento exponencial, foi de 1,87 horas e a taxa de divisao (v) foi de
0,53 ht,

Em comparacdo a R. freirei PRF 81, R. tropici CIAT 899 alcangou a fase
estacionaria em menor tempo. Mesmo na auséncia da fase lag na curva de crescimento de
ambas as estirpes de Rhizobium spp., as curvas obtidas foram utilizadas para a determinacéo
do inicio da fase estacionaria e foram empregadas como base de referéncia para a
determinacdo do tempo de cultivo dos microrganismos em experimentos posteriores,
realizados durante 72 horas de incubagao a 28 2C e 180 rpm.

Em R. tropici CIAT 899 o aumento da absorbancia ndo ocorreu de forma acentuada.
Baseado na contagem de UFC mL™, observou-se que o final do crescimento exponencial
ocorreu ao redor de 46 horas de cultivo, com densidade dptica de 0,493 e concentracdo de
1,22E+09 + 2,40E+08 UFC mL™. Apds 74 horas de incubacio a D.O.soonm alcangou 0,748
com concentragdo de 1,43E+09 + 1,68E+08 UFC mL™. Neste estudo, embora nio se tenha
avaliado a producéo de EPS, os aumentos nos valores de D.O. logo apds o final da fase
exponencial, sem incrementos correspondentes no numero de células, sugerem a ocorréncia
da producdo de exopolissacarideos (EPS) no meio de cultura ou de outros compostos que
podem contribuir para 0 aumento dos valores de absorbancia no comprimento de onda de 600
nm.

Embora os dados ndo sejam mostrados na Figura 1, a incubacdo de R. tropici em
agitador orbital prolongou-se até 59 dias, quando foi verificada a concentragdo de 6,05E+08 +
5,56E+06 UFC mL™. Verificou-se a concentracdo de 1,03E+09 + 7,78E+07 UFC mL™ aos 29
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dias de cultivo, sugerindo taxa de morte celular pequena durante o longo periodo de

incubacéo.

5.2.2 Rhizobium freirei PRF 81

A curva de crescimento de Rhizobium freirei PRF 81 foi obtida em meio YSac, ao
longo de 168 horas de incubacéo a 28 °C e 180 rpm (Figura 2).

O primeiro ponto da curva de crescimento, obtido ap6s 8 horas do inicio do cultivo,
apresentou concentracio celular de 4,78E+05 + 5,95E+04 UFC mL™, partindo-se de um pré-
indculo de concentragdo 1,16E+04 UFC mL™. N&o foi possivel observar a fase lag.

Se avaliado pelo nimero de UFC mL™, notou-se um periodo de crescimento lento
entre 24 e 72 horas, possivelmente, transicdo entre o final da fase exponencial e inicio da fase
estaciondria, onde as concentragdes celulares correspondentes foram de 1,96E+08 + 2,74E+07
UFC mL'e 1,17E+09 + 4,29E+07 UFC mL, respectivamente. A maior concentracéo celular
de Rhizobium freirei observada foi de 1,69E+09 + 9,09E+07 UFC mL™, apds 120 horas de

cultivo.

Figura 2 — Curva de crescimento de Rhizobium freirei PRF 81em meio YSac obtida durante 168 horas de
incubacédo a 28 °C e 180 rpm. Onde: UFC mL™ - unidades formadoras de col6nia por mililitro, D.O. goonm -
densidade optica a 600nm.
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Fonte: o préprio autor.
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Em relacdo aos parametros de crescimento microbiano, obteve-se tempo de geracao
(g) de 1,86 horas e taxa de divisdo (v) de 0,54 h para R. freirei PRF 81, nas condigdes
avaliadas, em crescimento exponencial.

O tempo de geracdo (g) descrito na literatura para Rhizobium, bactéria de
crescimento considerado rapido, ocorre em torno de 3 horas, sob condigdes Otimas de
temperatura, préximas a 28 °C (BURTON, 1984). Experimentos realizados em meio YM a 23
°C e 150 rpm evidenciaram tempo de geracdo de 3,19 horas para R. tropici CIAT 899
(MOUKOUMI et al., 2013). No presente estudo, o tempo de geracdo observado para R.
tropici CIAT 899 (1,87 horas) e R. freirei PRF81 (1,86 horas), em meio YSac a 28 °C e 180
rpm, encontrou-se abaixo destes valores. A auséncia de pontos na curva de crescimento logo
apos o inicio da inoculacdo, que serviria de referéncia para a observacdo da fase lag e inicio
da fase exponencial, pode ter contribuido para a obtencdo de menores valores de tempo de
geracdo. Contudo, a agitagédo em rotagdes mais elevadas e, principalmente, a temperatura mais
elevada, visto que R. tropici e R. freirei sdo rizébios tropicais, podem também ter influenciado
no resultado.

Foi verificado que R. freirei, ap6s crescido em meio YSac e armazenado, teve suas
células decantadas no fundo do frasco formando uma espécie de biofilme que, mesmo apos
homogeneiza¢do em vortex, ndo se desfez por completo. No entanto, ndo foi avaliado se
haveria diferenca significativa na contagem de células devido a esse fenébmeno. O mesmo néo
foi observado em R. tropici CIAT 899.

Em R. freirei PRF 81 o aumento da absorbancia ocorreu de forma acentuada até 48
horas de incubacdo, D.O.s0onm de 0,831 ao alcancar concentracdo de 6,78E+08 + 3,27E+07
UFC mL e continuou elevada até o final do periodo analisado. Depois do periodo onde o
crescimento exponencial ficou mais evidente, ap6s 24 horas de incubagdo, a densidade Optica
foi de 0,238 e concentracéo de 1,96E+08 + 2,74E+07 UFC mL™. Novamente, embora no se
tenha avaliado a producdo de EPS, os aumentos nos valores de D.O. logo apos o final da fase
exponencial, sem incrementos correspondentes no numero de células, sugerem a ocorréncia
da producéo de exopolissacarideos (EPS) no meio de cultura e outras substancias que podem
contribuir para o aumento da D.O.s00nm.

R. freirei PRF 81 também apresentou baixa taxa de morte celular ao longo de 18 dias
de incubagdo, quando verificou-se a concentragdo de 1,46E+09 + 8,43E+07 UFC mL™. A
avaliacdo da concentragdo celular de R. freirei ndo ultrapassou 18 dias de incubacdo, pois
analises da influéncia de diferentes concentracGes de sacarose, fosfato de potéssio dibasico e

extrato de levedura (dados ndo mostrados) sobre o crescimento de R. freirei PRF 81 néo
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mostraram incrementos superiores aos valores observados no crescimento de R. tropici nas
mesmas condicOes. A partir dessas observacdes, optou-se por trabalhar, inicialmente, com o
desenvolvimento de formulagfes liquidas inoculantes contendo R. tropici e a curva de

crescimento R. freirei foi interrompida.

5.3 DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGOES LIQUIDAS INOCULANTES

5.3.1 Metodologia de Superficie de Resposta

5.3.1.1 MSR - Experimento A

Tabela 15 — Concentragdo celular, em UFC mL?, para o planejamento fatorial 23
(experimento A) com trés pontos centrais. C — fonte de carbono (sacarose), N — fonte de
nitrogénio (extrato de levedura) e P — fonte de fosforo (fosfato de potéssio dibasico).
Avaliacgdo realizada ap6s 72 horas de crescimento.

Variaveis Variaveis Variavel
Formulacéo Codificadas Originais (g L) Resposta
X1 X2 X3 C N P (UFC mLY)

12 -1 -1 -l 5 0,4 0,5 1,56E+09
28 1 -1 -1 25 0,4 0,5 1,78E+09
3 -1 1 -1 5 2 0,5 3,56E+09
42 1 1 -1 25 2 0,5 2,67E+09
5a -1 -1 1 5 0,4 2,5 1,81E+09
62 1 -1 1 25 0,4 2,5 3,11E+09
78 -1 1 1 5 2 2,5 2,78E+09
82 1 1 1 25 2 2,5 2,22E+09
92 0 0 0 15 1,2 1,5 3,11E+09
102 0 0 0 15 1,2 1,5 2,11E+09
112 0 0 0 15 1.2 15 2,00E+09

Fonte: o préprio autor

De acordo com as condi¢des utilizadas no desenvolvimento de formulagdes liquidas
de inoculantes contendo Rhizobium tropici CIAT 899, a concentracdo celular variou de
1,56E+09 a 3,56E+09 UFC mL™. A variavel resposta apresentou pequena variagio nos pontos
centrais, inferindo uma boa repetibilidade do processo.

A analise da superficie de resposta iniciou admitindo-se que a regido investigada

fosse uma funcéo linear dos fatores e estimada pela equacéo:

N N N N N N N N

y = fo+ X1+ fX2 + fX3 + fXiX2 + fX1X3 + fX2X3
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Foi possivel aferir os coeficientes do modelo e nenhum dos pardmetros (sacarose,
extrato de levedura, fosfato de potassio dibasico ou suas interacdes) foi significativo (Tabela
16). O modelo de primeira ordem, ajustado para as variaveis codificadas, ndo pode ser
descrito.

A andlise de variancia (ANOVA) sugeriu que nenhum dos fatores apresentou efeitos
principais importantes, ndo houve interagdo ou evidéncias da falta de ajuste para a curvatura

na resposta da regido explorada. A porcentagem de variagdo explicada (R?) foi de 67 %.

Tabela 16 — Coeficiente de regressdo e valores de p para planejamento fatorial com pontos centrais
(experimento A).

Fator Coeficiente de Regressao p - valor
Média 2,43E+09 0,0001
Sacarose 8,75E+06 0,9590
Extrato de levedura 3,71E+08 0,0812
K2HPO4 4,38E+07 0,7982
Sacarose X Extrato de levedura -3,71E+08 0,0812
Sacarose x K2HPOq4 1,76E+08 0,3328
Extrato de levedura x Ko2HPO4 -3,51E+08 0,0933

Fonte: o préprio autor

No experimento A utilizaram-se as concentracdes de sacarose, extrato de levedura e
fosfato de potassio dibasico presentes no meio YSac nos niveis baixos (-1), como base para a
otimizacdo da formulacdo que ndo foi verificada, uma vez que ndo foram observados efeitos

significativos dos fatores pela analise de variancia.

5.3.1.2 MSR - Experimento B

No segundo planejamento fatorial com a adi¢do de pontos centrais foi verificado que
a concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899 compreendeu valores entre 1,00E+09
a 3,11E+09 UFC mL. A repetibilidade do processo foi considerada boa devido a pequena
variacdo apresentada pelos pontos centrais (Tabela 17).

Tabela 17 — Concentragdo celular, em UFC mL?, para o planejamento fatorial 23
(experimento B) com trés pontos centrais. C — fonte de carbono (sacarose), N — fonte de
nitrogénio (extrato de levedura) e P — fonte de fosforo (fosfato de potéssio dibasico).
Avaliacao realizada ap6s 72 horas de crescimento.

Variaveis Variaveis Variavel
Formulacéo Codificadas Originais (g L) Resposta
X1 X2 X3 C N P (UFC mL™Y)

1b -1 -1 -1 ) 0,4 0,5 1,78E+09
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2b 1 -1 -1 50 0,4 0,5 1,00E+09
3b -1 1 -1 5 4 0,5 3,11E+09
4b 1 1 -1 50 4 0,5 2,11E+09
5b -1 -1 1 5 0,4 5 1,89E+09
6b 1 -1 1 50 0,4 5 1,89E+09
7b -1 1 1 5 4 5 1,89E+09
8b 1 1 1 50 4 5 2,00E+09
9b 0 0 0 25 2 2,5 2,67E+09
10b 0 0 0 25 2 2,5 2,22E+09
11b 0 0 0 25 2 2,5 1,89E+09

Fonte: o préprio autor

Os coeficientes de regressao do modelo foram determinados e nenhum dos
parametros avaliados (sacarose, extrato de levedura, fosfato de potassio dibasico ou suas
interacOes) foi significativo (Tabela 18). O modelo de primeira ordem, ajustado para as
variaveis codificadas, ndo pode ser descrito.

N&o foram observados efeitos principais importantes em nenhum dos fatores,
interacdo ou evidéncia de falta de ajuste para a curvatura, segundo a analise de variancia. A

porcentagem de variagdo explicada (R?) foi proxima de 67 %.

Tabela 18 — Coeficiente de regressdo e valores de p para o planejamento fatorial com pontos
centrais (experimento B).

Fator Coeficiente de Regressao p - valor
Média 2,04E+09 0,0000
Sacarose -2,09E+08 0,1763
Extrato de levedura 3,19E+08 0,0664
K2HPO4 -4,12E+07 0,7621
Sacarose x Extrato de levedura -1,38E+07 0,9192
Sacarose X K2HPOq4 2,36E+08 0,1370
Extrato de levedura x Ko2HPO4 -2,91E+08 0,0840

Fonte: o préprio autor

No experimento B foram utilizadas as concentragcbes das fontes de carbono,
nitrogénio e fosforo presentes no meio YSac como nivel baixo (-1), concentracdes cinco
vezes maiores no ponto central (0) e concentracbes 10 vezes maiores no nivel alto.
Mantiveram-se as proporcdes de CNP presentes no meio YSac, como base para otimizacao,

porém, novamente ndo foram observados efeitos principais ou interagdes.
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5.3.1.3 MSR - Experimento C

Foram observadas concentracGes celulares entre 1,56E+09 e 4,56E+09 UFC mL*
nas formulacdes avaliadas para Rhizobium tropici CIAT 899. A pequena varia¢do nos pontos
centrais da variavel resposta indicou uma boa repetibilidade do processo (Tabela 19).

Os coeficientes de regressdo do modelo foram aferidos e verificou-se que o0s
pardmetros K2HPOs e a interacdo entre K2HPO4 e extrato de levedura foram significativos. O
modelo de primeira ordem, ajustado para as variaveis codificadas, foi descrito da seguinte
forma:

yN = 2,74E+09 + 5,96E+08x3 - 5,14E+08X2X3

Tabela 19 — Concentragdo celular, em UFC mL?, para o planejamento fatorial 23
(experimento C) com trés pontos centrais. C — fonte de carbono (sacarose), N — fonte de
nitrogénio (extrato de levedura) e P — fonte de fosforo (fosfato de potéssio dibasico).
Avaliacgdo realizada ap6s 72 horas de crescimento.

Variaveis Variaveis Variavel
Formulacéo Codificadas Originais (g L) Resposta
X1 X2 X3 C N P (UFC mLY)

1c -1 -1 -l 25 2 2 1,56E+09
2C 1 -1 -1 45 2 2 1,56E+09
3c -1 1 -1 25 4,4 2 2,89E+09
4c 1 1 -1 45 4.4 2 2,00E+09
5c -1 -1 1 25 2 5 3,00E+09
6¢C 1 -1 1 45 2 5 4,56E+09
7c -1 1 1 25 4,4 5 3,00E+09
8c 1 1 1 45 4.4 5 2,22E+09
9c 0 0 0 35 3,2 3,5 3,00E+09
10c 0 0 0 35 3,2 3,5 3,00E+09
11c 0 0 0 35 3,2 3,5 3,33E+09

Fonte: o préprio autor

Tabela 20 — Coeficiente de regressdo e valores de p para o planejamento fatorial com pontos
centrais (experimento C).

Fator Coeficiente de Regressao p - valor
Média 2,74E+09 0,0000
Sacarose -1,38E+07 0,9388
Extrato de levedura -7,12E+07 0,6937
K2HPO4 5,96E+08 0,0239
Sacarose x Extrato de levedura -4,04E+08 0,0744
Sacarose X KoHPOq4 2,09E+08 0,2825
Extrato de levedura x Ko2HPO4 -5,14E+08 0,0379

Fonte: o préprio autor
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Resultados da andlise de variancia (ANOVA) indicaram que o fator KaHPO4 (p =
0,0239) apresentou efeito principal importante. Interacdo significativa entre K:HPO4 e extrato
de levedura (p = 0,0379) foi verificada (Tabela 20). Nao houve evidéncias da falta de ajuste
para a curvatura na resposta da regido explorada, em outras palavras, a superficie de resposta
é descrita satisfatoriamente pelo modelo. A porcentagem de variacio explicada (R?) foi
proxima de 77 %. A superficie de resposta e as curvas de niveis foram obtidas (Figuras 3 e 4).

A superficie de resposta mostrou-se como um plano inclinado em relacdo aos eixos
com sentido ascendente da direita para a esquerda. Observou-se que maiores valores de UFC
mL! seriam obtidos deslocando-se a regifo experimental para menores valores de extrato de
levedura e maiores valores de K2HPO4 (efeito antagonico dos fatores).

Figura 3 — Superficie de resposta para o planejamento fatorial 2% com 3 pontos centrais (experimento C).
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Fonte: o prdprio autor.
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Figura 4 — Curvas de niveis do terceiro planejamento fatorial 2° com trés
pontos centrais (experimento C).
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Fonte: o prdprio autor.

Verificou-se, no grafico de valores experimentais contra valores previstos (Figura 5),
que os pontos foram distribuidos ao acaso proximos da linha, indicando boa concordéncia e

que o modelo ndo demonstrou falta de ajuste significativo.

Figura 5 — Gréfico dos valores experimentais contra valores previstos para 0 modelo
no planejamento fatorial 22 com 3 pontos centrais (experimento C).
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No experimento C foram utilizadas concentragfes maiores nos trés fatores avaliados
no nivel baixo, aumentando a quantidade das concentracGes, na busca por algum efeito
significativo.

Caso a MSR fosse continuada, o modelo y* = 2,74E+09 + 5,96E+08x3 -
5,14E+08x2x3 seria utilizado para o deslocamento. Como somente o fator 3 (variavel
K2HPOa) apresentou efeito significativo, segundo a analise de variancia (ANOVA), entdo as
alteragdes nas concentracfes de sacarose e extrato de levedura ndo ocorreriam e a
concentracdo da qual partiria o deslocamento para a regido do 6timo seria a evidenciada no
ponto central: sacarose 35 g L, extrato de levedura 3,2 g L e fosfato de potéssio dibasico
35gL™

ConcentracOes elevadas dos trés fatores analisados resultaram em incrementos
pequenos na concentracédo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, de forma que a MSR néo
permitiu a otimizacdo esperada no desenvolvimento de formulagfes liquidas inoculantes
contendo este microrganismo. Optou-se, entdo, pela realizacdo de experimentos de
comparacdo entre médias, para a obtencdo de maiores concentracfes celulares de R. tropici
CIAT com concentracBes otimizadas de sacarose, extrato de levedura e fosfato de potassio

dibasico, pois os resultados obtidos pela MSR foram abaixo do esperado.

5.3.2 Experimentos para Comparacao entre Médias

5.3.2.1 Extrato de Levedura

A adicdo, ao meio de cultura, de uma concentracdo de extrato de levedura cinco
vezes superior aquela do meio YSac permitiu crescimento estatisticamente superior de
Rhizobium tropici em relacdo as concentracBes 8x, 4x, 3x e 0 meio YSac (controle). As
concentracfes 7x e 6x ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo a 5x. A concentragédo
de 2,0 g L (5x), apresentou a maior producéo celular: 4,44E+09 + 3,33E+08 UFC mL™, e
incrementou o crescimento de Rhizobium tropici em 190,56 %, quando comparada ao meio
YSac (Tabela 21). A concentracdo 5x foi mantida nos testes posteriores por permitir a
obtencdo da maior concentracdo celular com menor utilizacdo de extrato de levedura se

comparado as concentracdes 7x e 6Xx.
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Tabela 21 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899 em resposta a diferentes
concentracdes de extrato de levedura em meio Y Sac.

Concentracéo de extrato

N -1
Formulagdo de levedura (g L) UFC mL
Extrato de levedura 5x 2,0 4,44E+09 + 3,33E+08a
Extrato de levedura 7x 2,8 3,56E+09 + 2,22E+08ab
Extrato de levedura 6x 2,4 3,26E+09 + 2,92E+08abc
Extrato de levedura 8x 3,2 2,48E+09 *+ 4,29E+08bc
Controle (YSac) 0,4 2,33E+09 + 1,11E+08bc
Extrato de levedura 4x 1,6 2,30E+09 + 3,19E+08c
Extrato de levedura 3x 1,2 2,26E+09 + 2,28E+08c
C.V (%) 13,45

Fonte: o prdprio autor
As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da
mesma letra mindscula na coluna.

Outras fontes de nitrogénio foram avaliadas no crescimento de R. tropici CIAT 899,
contudo ndo foram superiores aos resultados obtidos empregando-se extrato de levedura
(dados ndo mostrados). Decidiu-se, entdo, por otimizar a formulacdo utilizando-se somente
extrato de levedura como fonte de nitrogénio, por se tratar de um componente rico em outras
substancias como vitaminas e minerais, avaliados como importantes na manutencdo da

viabilidade celular.

5.3.2.2 Fosfato de Potassio Dibasico (K2HPQ4)

Em relacdo ao fosfato de potassio dibasico, a Unica diferenca estatistica observada
ocorreu entre a concentragdo de 1 g L (2x) e o meio controle YSac, com 0,5 g L. Todas as
outras concentracfes ndo apresentaram diferenca significativa entre si, ndo otimizando o
crescimento celular (Tabela 22).

A concentragdo de 1 g L proporcionou a obtencdo da maior producdo celular de
Rhizobium tropici CIAT 899: 3,74E+09 + 6,44E+08 UFC mL™. Assim, nota-se que o
crescimento celular aumentou 174 % com a otimizacdo da concentracdo de extrato de
levedura e 133 % com a otimizagdo da concentracdo de fosfato de potassio dibasico em

relacdo ao meio YSac. O incremento total observado foi de 232 %.



Tabela 22 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899 em resposta a diferentes
concentrages de fosfato de potassio dibasico (K:HPO,) em meio YSac modificado com extrato de
levedura 5x (Ext. lev. 5x), correspondente a concentragéo de 2,0 g L.

Concentracdo de

3 -1
Formulagdo K-HPO, (g L) UFC mL
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2,0x 1,00 3,74E+09 + 6,44E+08a
Ext. lev. 5x + K2HPO4 3,0x 1,50 3,04E+09 + 3,19E+08ab
Ext. lev. 5x 0,50 2,81E+09 + 3,43E+08ab
Ext. lev. 5x + K2HPO44,0x 2,00 2,74E+09 + 2,78E+08ab
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2,5x 1,25 2,67E+09 + 2,72E+08ab
Controle (Ysac) 0,50 1,61E+09 £+ 5,56E+07b
C.V (%) 16,29

Fonte: o préprio autor

As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da

mesma letra mindscula na coluna.
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A concentracdo celular obtida com fosfato de potéssio dibasico 2x ndo apresentou

diferenca estatistica quando comparada ao meio YSac + extrato de levedura 5x. No entanto,

esse incremento, numericamente expressivo, obtido com o0 aumento minimo da concentracdo

de K2HPOQ4, foi empregado nas avaliagdes posteriores.

5.3.2.3 Sacarose

A sacarose na concentracdo de 5,0 g L™ ndo apresentou diferenca significativa em

relagdo as concentracgdes de 2,5; 4,0; 7,5; 10,0; e 15,0 g L™ somente a concentragio de 12,5 ¢

L levou ao crescimento significativamente inferior das bactérias (Tabela 23). Resolveu-se,

entdo, manter a concentragdo de 5 g L, pois mesmo ndo observando diferenca significativa

em comparagao as outras concentragdes, foi numericamente superior.

Tabela 23 — Concentragdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899 em resposta a diferentes concentragdes de
sacarose (Sac.) em meio YSac modificado com extrato de levedura 5x (Ext. lev. 5x), 2,0 g L, e fosfato de
potassio dibasico (K;HPO42x), 1 g L.

Concentracao de

Formulagéo 1 UFC mL1
sacarose (g L™)
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2x + Sac. 1,0x 5,0 3,74E+09 + 6,44E+08a
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2x + Sac. 2,0x 10,0 3,11E+09 + 1,81E+08ab
Ext. lev. 5x + KoHPO4 2x + Sac. 3,0x 15,0 2,93E+09 + 1,05E+08abc
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2x + Sac. 0,8x 4,0 2,78E+09 + 3,27E+08abc
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2x + Sac. 0,5x 2,5 2,67TE+09 + 5,56E+08abc
Ext. lev. 5x + KoHPO4 2x + Sac. 1,5x 7,5 2,50E+09 + 5,56E+07abc
Ext. lev. 5x + K2HPO4 2x + Sac. 2,5x 12,5 1,89E+09 + 1,11E+08bc
Controle (YSac) 5,0 1,61E+09 * 5,56E+07c
C.V (%) 15,92

Fonte: o préprio autor
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As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da mesma letra
minuscula na coluna.

Passou-se a denominar “FORM” o meio de cultura YSac, com as variaveis extrato de
levedura, fosfato de potassio dibasico e sacarose, avaliadas e otimizadas. FORM apresentou a
seguinte composicdo: sacarose 5,0 g L; extrato de levedura 2,0 g LY; KaHPO4 1,0 g L
MgS04.7H200,2g L e NaCl 0,1 g L™

5.3.2.4 Avaliacdo da Viabilidade Celular da Formulacado Desenvolvida (FORM)

A concentragdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899 obtida por FORM foi
superior a observada no meio YSac, porém, verificou-se que a viabilidade celular em FORM
foi oito vezes inferior que no meio controle YSac, que, embora apresentasse menor
concentracdo inicial (2,41E+09 * 2,28E+08 UFC mL™), apds 28 dias de armazenamento
superou 0 numero de bactérias por mililitro presente em FORM (Tabela 24).

Os valores de pH, avaliados antes e ap6s armazenamento de 17 dias foram de: 6,13-
6,00 (ApH 0,13) para o0 meio Ysac, e pH 6,61-5,95 (ApH 0,66) para 0 meio FORM. Embora
os valores finais de pH apresentem valores proximos, quando considerado o valor de ApH
percebe-se que FORM indicou variacdo de pH 5 vezes maior que a observada em Y Sac ap0s
17 dias de armazenamento.

Os resultados sugerem que a maior variacdo na acidificagdo do meio FORM, ja
evidente ap6s 17 dias de armazenamento, tenha contribuido para a drastica reducdo da
viabilidade celular de R. tropici CIAT 899, quando comparada a YSac, apds 28 dias de
armazenamento. Nos experimentos iniciais, o pH das formula¢ées em desenvolvimento de R.
tropici foi medido e ndo observou-se influéncia sobre o crescimento do microrganismo (dados
ndo mostrados). No entanto, de forma equivocada, o valor do pH ndo foi medido ap6s o
armazenamento nos demais experimentos, 0 que impossibilitou maiores interpretagdes dos
resultados.

Outro fator que pode ter influenciado na reducdo da viabilidade celular foi a forma
de armazenamento. Na tentativa de manter-se a temperatura média de 26 °C com pequenas
variagOes, as amostras foram colocadas em caixas térmicas de isopor, contudo, além de
impedir as trocas térmicas, também impedem trocas gasosas que podem ter contribuido para a
reducdo da disponibilidade de oxigénio aos microrganismos, acarretando na diminuigdo da

viabilidade celular.
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Tabela 24 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, apds incubacdo de 72 horas, e da
viabilidade celular, ap6s 28 dias de armazenamento, no meio de cultura FORM em comparacdo com
YSac.

Meio de UFC mL™! Reducdo da
. Apds 72 horas de Apods 28 dias de viabilidade
cultivo .
crescimento armazenamento celular (vezes)
FORM 3,81E+09 + 5,16E+08a 6,67E+07 + 1,13E+05b 57,1
YSac 2,41E+09 * 2,28E+08b 3,39E+08 + 2,78E+07a 7,1
C.V (%) 15,71 13,79

Fonte: o préprio autor

5.3.2.5 Andlise da Concentracdo e Viabilidade Celular de Rhizobium tropici Estirpe CIAT
899 em Meio de Cultivo FORM Produzido em Escala Semipiloto

Em relacdo a formulacdo FORM produzida em escala semipiloto, destacou-se a alta
concentracdo celular alcangada 1,28E+10 + 2,52E+09 UFC mL™, concentracdo 336 %
superior a verificada em agitador orbital. Porém, esta alta concentragdo celular, produzida em
fermentador, apresentou, praticamente, a mesma reducdo de viabilidade celular daquela
verificada nas culturas obtidas apds crescimento em agitador orbital, ndo se mantendo o
minimo de células exigido pelo MAPA ap0s 26 dias de armazenamento (Tabela 25).

Tabela 25 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, produzido em escala semipiloto no meio

FORM, e da viabilidade celular, apds 26 dias de armazenamento em comparagdo aos resultados obtidos em
agitador orbital.

Producio de UFC mL™ . _ Re_dugéo da
FORM Apos 48 horas de Ap0s 26 dias de viabilidade celular
crescimento armazenamento (vezes)
Fermentador 1,28E+10 £ 2,52E+09 2,07E+08 + 3,19E+07 61,8
Apo6s 72 horas de Apos 28 dias de
crescimento armazenamento
Agitador orbital ~ 3,81E+09 £ 5,16E+08 6,67E+07 + 1,13E+05 57,1

Fonte: o préprio autor

Foram realizadas outras contagens de FORM apds: sete dias (1,51E+10 + 1,81E+08
UFC mL™), 14 dias (1,38E+10 + 1,22E+09 UFC mL™) e 21 dias (9,50E+08 + 2,17E+08 UFC
mL1) de armazenamento. Aliado & possivel contribuicio da maior variacio de pH e da falta
de aeracdo, na queda da viabilidade apos o armazenamento, esta a formacdo de biofilme. A
producdo de EPS por R. tropici CIAT 899 favorece a formacéo de biofilme, pois cerca de 50 a
90 % do EPS produzido por microrganismo pode contribuir na composicdo da matéria
organica total presente em biofilmes (FLEMMING; WINGENDER, 2001; DONLAN, 2002;



65

VU et al., 2009). A adeséo do biofilme na parede dos tubos, contendo células no interior de
sua estrutura pode ter contribuido para subestimar a verdadeira concentracdo das células
armazenadas.

Herridge, Hartley e Gemell (2014), analisando a sobrevivéncia de rizobios em
inoculantes turfosos armazenados a 4 °C, demonstraram que Sinorhizobium, Bradyrhizobium
e Mesorhizobium apresentaram maior estabilidade, enquanto Rhizobium apresentou as
menores taxas de sobrevivéncia. Também reforcaram que populagdes cultivadas de rizobios,
em formulacdes liquidas ou turfosas, sofrem diminuicdo da viabilidade que aumenta ao longo
do tempo de armazenamento, em conjunto com alteracbes fisioldgicas nas células e
capacidade de nodulacéo e crescimento diminuidas.

Estudos de Thompson (1980) e Somasegaran (1985) indicaram que a viabilidade
celular de amostras de inoculantes turfosos sofreu influéncia da temperatura durante o
armazenamento em todas as espécies de Rhizobium, que mantidas por longos periodos a 28 °C
tiveram acentuada reducdo na populagdo microbiana. O armazenamento a 4 °C apresentou-se
favoravel as estirpes de Rhizobium de crescimento répido, e a temperatura de 26 °C mostrou-
se superior para a manutencdo da viabilidade de rizobios de crescimento lento. Em nosso
estudo, Rhizobium tropici CIAT 899 crescido em meio FORM, em fermentador, e
armazenado durante 28 dias a 4 °C apresentou concentracdo de 8,22E+09 + 6,35E+08 UFC
mLL. Estes dados estdo de acordo com a literatura, onde foi verificada viabilidade celular
maior, em cerca de 39,7 vezes, a 4 °C para R. tropici em comparacao a 26 °C + 2 °C.

FORM proporcionou uma boa concentragdo celular quando utilizada em escala
semipiloto e foram avaliados outros componentes que pudessem contribuir para a manutencao
da viabilidade das células de Rhizobium tropici. Fosfato de potassio monobasico, solucdo de
micronutrientes, fertilizante turfoso, CMC e PVP, todos testados em meio FORM, foram
avaliados separadamente para que, em um momento posterior, os melhores componentes

fossem combinados e analisados quanto a efeitos aditivos.

5.3.3 Avaliacdo da Influéncia de Diferentes Componentes no Crescimento e Viabilidade
Celular de Rhizobium tropici Estirpe CIAT 899 em Meio de Cultivo FORM

5.3.3.1 Fosfato de Potassio Monobasico (KH2POa)

As diferentes concentracdes testadas de fosfato de potassio monobésico nao afetaram

significativamente o crescimento do microrganismo, apos 72 horas de incubacdo. KH2PO4 em
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concentracdes de 0,45 e 0,65 g L' em meio FORM, apresentou diferenca significativa quanto
a viabilidade celular, ap6s 28 dias de armazenamento, sendo superiores em cerca de oito

vezes se comparada a FORM (Tabela 26).

Tabela 26 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, apds incubacdo de 72 horas, e da
viabilidade celular, ap6s 28 dias de armazenamento, no meio FORM com concentragfes variadas de fosfato
de potéssio monobasico (KH2PO,).

UFC mL* Reducéo da
Meio de cultivo i viabilidade
72 horas 28 dias celular (vezes)
FORM 3,81E+09 + 5,16E+08a 6,67E+07 + 1,05E+05b 57,1
gg?g"LflKHZPO“ 3,26E+09 + 6,04E+08a  6,11E+07  5,56E+06b 53,3
gagg"LflKHzpo“ 2,78E+09 + 2,40E+08a  3,94E+08 + 6,11E+07a 7.1
gggg"L’flKHzpo“ 2,89E+09 + 2,40E+08a 4,17E+08 + 5,56E+06a 6,93
C.V (%) 16,59 18,64

Fonte: o préprio autor
As médias, em triplicata, ndao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da mesma letra
mindscula na coluna.

O tamponamento do meio FORM com KH2POs4 0,45 g L mostrou-se mais
interessante que a concentracdo de 0,65 g L, por apresentar estatisticamente a mesma
resposta com uma concentracdo menor de reagente. O crescimento foi numericamente inferior
em comparagdo a8 FORM, sem diferenca estatistica, no entanto, a viabilidade celular, apds o
armazenamento, mostrou a contribuicdo do KH2POs4 na manutencdo da viabilidade das
células. A concentracio calculada de KH2PO4 para o tamponamento de K2HPO4 1 g L™ foi de

0,76 g L, no entanto, concentragdes menores foram avaliadas.

5.3.3.2 Solucéo de Micronutrientes

Ndo foi observada diferenca estatistica no crescimento celular em relacdo as
diferentes concentracdes de solucdo de micronutrientes avaliadas. Maiores concentragdes
desta solucéo, representadas por 150 pL L™ da solugdo de micronutrientes diluida 1:100 (v/v),
mostraram-se mais eficientes na manutencgédo celular, conferindo maior viabilidade em cerca
de até 2,5 vezes (Tabela 27).
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Tabela 27 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, ap0s incubacdo de 72 horas, e da
viabilidade celular, apés 35 dias de armazenamento, no meio FORM com concentragdes variadas de solugéo de
micronutrientes (Sol. Micro.).

UFC mL™! Reducdo da
i . viabilidade
Meio de cultivo 72 horas 35 dias celular
(vezes)
FORM 3,85E+09 + 3,19E+08a  4,00E+07 + 7,78E+06ab 96,3
E-?gcl)vz\;vs)o;él\af& 3,44E+09 + 5,67E+08a  6,11E+07 + 7,78E+06ab 56,3
f??mff’l'bg"ﬂopl 2,44E+00 + 4 44E+08a  3,06E+07 + 3,89E+06b 79,7
E?C?CI)\/E\;VS)OIDI\SA ';j,r_oi_.l 3,26E+09 + 1,05E+08a  7,83E+07 + 1,61E+07ab 41,6
E_?g(')vz\;vs)o'ls'\é' ';j,r_oi_.l 3,70E+09 + 7,33E+08a  9,55E+07 + 1,91E+07a 38,7
C.V (%) 17,79 27,65

Fonte: o préprio autor
As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da mesma letra
mindscula na coluna.

A solucdo de micronutrientes em meio FORM foi inicialmente avaliada sem diluigdo
e ndo apresentou maiores incrementos nas taxas de crescimento e viabilidade de R. tropici
(dados ndo mostrados). Contudo, a solugdo diluida na propor¢do de 1:100 (v/v) permitiu
maiores contribuicdes na manutencdo das células, verificada até a adicio de 150 pL L™ da
solucéo diluida. Notou-se que maiores concentracdes da solucdo diluida podem incrementar

ainda mais a taxa de sobrevivéncia e devem ser melhor investigadas.

5.3.3.3 Condicionador Orgéanico de Solo

O condicionador orgénico de solo (Agrolmin®) n&o influenciou significativamente o
crescimento de Rhizobium tropici estirpe CIAT 899. Em relacéo a viabilidade celular, ap6s 35
dias de armazenamento as concentragdes de 0,05 e 0,10 %, destacaram-se significativamente
das demais por apresentarem viabilidade celular aumentada em cerca de quatro vezes, se
comparadas a FORM. Concentracfes menores devem ser avaliadas, pois foi evidenciado que
0 aumento da viabilidade celular ocorreu gradativamente com a reducdo do composto a partir

da concentracéo de 0,20 %.
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Tabela 28 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, apés incubacdo de 72 horas, e da
viabilidade celular, apés 35 dias de armazenamento, no meio FORM com concentracdes variadas do
condicionador organico de solo (cond. solo).

- UFC mL™! Reducao da
Meio de educ
cultivo 72 horas 35 dias viabilidade
celular (vezes)
FORM 3,85E+09 + 3,19E+08a  4,00E+07 + 7,78E+06de 96,25
FORM * cond. 5 47¢ 09 + 1.30E+08a  1,31E+08 + 1,69E+07a 23,44
solo 0,05%
FORM +cond. , ger 00+ 3436408  1,23E+08 + 4 71E+06ab 24,07
solo 0,10%
FORM + cond. 5 76¢ 09 + 4,54E408a  9,18E+07 + 9,09E+06bc 3028
solo 0,20%
FORM + cond.
5010 0.40% 2,81E+09 + 2,92E+08a  2,33E+07 + 2,22E+06e 120,60
FORM + cond.
5010 0.60% 2,70E+09 + 6,04E+08a  8,00E+07 * 5,56E+06cd 33,75
FORM + cond.
5010 0.80% 2,93E+09 + 5,24E+07a 2,00E+07 = 2,22E+06e 146,50
C.V (%) 14,51 1452

Fonte: o préprio autor
As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da mesma letra
mindscula na coluna.

Embora os resultados obtidos tenham sido positivamente significativos deve-se
optar, primeiramente, pelos outros componentes avaliados neste trabalho, visto que se trata de
um produto comercial de composicdo complexa e, por ser fabricado a partir de turfa, pode
variar de composigéo a cada lote, além de utilizar um componente natural de uso proibido em

alguns paises.

5.3.3.4 Carboximetilcelulose (CMC)

Notou-se que a concentracdo de 1% de carboximetilcelulose, em meio FORM, levou
a um aumento significativo da viabilidade celular da formulacdo analisada, em cerca de trés
vezes, apds armazenamento de 28 dias. Nenhuma concentracdo influenciou estatisticamente o
crescimento de Rhizobium tropici (Tabela 29).

Percebeu-se que o aumento gradativo na concentracdo de CMC apresentou melhores
resultados em relacdo a protecdo das células. Concentracdes superiores a 1 % podem
incrementar os ganhos de viabilidade, contudo, o pre¢o elevado da CMC e sua dificuldade de

solubilizacdo em concentragdes elevadas devem ser considerados.
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Tabela 29 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, apds incubacdo de 72 horas, e da
viabilidade celular, ap6s 28 dias de armazenamento, no meio FORM com concentragdes variadas de
carboximetilcelulose (CMC).

Meio de UFC mL* Reducéo da

ielo d 79 horas 28 dias viabilidade
celular (vezes)

FORM 3,81E+09 + 5,16E+08a  6,67E+07 % 1,05E+05b 57,12

(F:(;AFE:'VC') o, SBE+09%2,77E+08a  7,78E+07 2,21E+05D 40,87

(F:(;AFE:'VC') oy, 356E+09%9,07E+07a  1,00E+08 + 9,07E+06 35,60

ot oy 3BLE+09£556E+07a  2,00E+08 + 4 44E+07a 18,05

C.V (%) 11,01 26,08

Fonte: o préprio autor
As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da mesma
letra minuscula na coluna.

Em meio YSac, a CMC ndo apresentou diferencas significativas na viabilidade

celular e influéncia sobre o crescimento do microrganismo (Tabela 30).

Tabela 30 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, ap6s incubacdo de 72 horas, e da
viabilidade celular, apds 28 dias de armazenamento, no meio YSac com concentragdes variadas de
carboximetilcelulose (CMC).

. UFC mL* Reducéo da
Meio de viabilidade
cultivo 72 horas 28 dias celular (vezes)
YSac 2,00E+09 + 3,81E+08a  3,78E+08 + 8,89E+07a 5,29
YSac +
CMC 0,50% 2,30E+09 + 1,89E+08a  5,50E+08 + 5,00E+07a 4,18
YSac +
CMC 1,00% 2,48E+09 + 1, 05E+08a  4,56E+08 + 2,22E+07a 5,44
C.V (%) 8,18 8,18

Fonte: o préprio autor
As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da
mesma letra mindscula na coluna.

5.3.3.5 Polivinilpirrolidona (PVP)

A menor concentracdo de PVP avaliada (0,50 %) aumentou a viabilidade celular de

R. tropici em cerca de trés vezes, se comparada ao meio FORM sem a adi¢cdo do componente.

Porém, ndo foi observada influéncia significativa da PVP no crescimento ou manutencdo da
viabilidade celular (Tabela 31).
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Tabela 31 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, ap0s incubacdo de 72 horas, e da
viabilidade celular, ap6s 28 dias de armazenamento, no meio FORM com concentragbes variadas de
polivinilpirrolidona (PVP).

; UFC mL™! Reducdo da
Meio de edug
celular (vezes)
FORM 3,81E+09 £ 5,16E+08a  6,67E+07 + 1,05E+05a 57,12
FORM+PVP 326400+ 130E+08a  LGTE+0B:LS7E+07a 1952
E(SCITOD:I +PVP 4,18E+09 * 1,89E+08a 1,89E+08 + 5,56E+07a 22,12
C.V (%) 10,00 24,44

Fonte: o proprio autor
As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da mesma letra
mindscula na coluna.

O resultado mais promissor, com relacdo a utilizacdo de protetores celulares, foi
verificado com a utilizagdo de PVP a 0,5 e 1 % em meio YSac (Tabela 32). Inclusive, foram
0s Unicos testes analisados apds 28 dias de armazenamento que apresentaram concentracao de
células de Rhizobium tropici superior, ou igual, a 1,0E+09 UFC mL 1. O aumento da
viabilidade celular acima do dobro indicou a PVP como o mais promissor protetor celular
para utilizagdo no desenvolvimento de formulacGes liquidas inoculantes contendo R. tropici

no presente estudo.

Tabela 32 — Concentragdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, apés incubacdo de 72 horas, e da
viabilidade celular, ap6s 28 dias de armazenamento, no meio YSac com concentrages variadas de
polivinilpirrolidona (PVP).

_ UFC mL* Reducéo da
Meio de viabilidade
cultivo 72 horas 28 dias

celular (vezes)

YSac 2,00E+09 + 3,81E+08a  3,78E+08 + 8,89E+07b 529

gggg/: PVP 2 56E+00+2,40E+08a  1,23E+00 + 1,63E+08a 2,08

Igg‘g/; PVP 2 11E+00+181E+08a  1,00E+0 + 1,02E+08a 2,11

C.V (%) 11,40 17,08

Fonte: o préprio autor
As médias, em triplicata, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), quando seguidas da mesma letra
minuscula na coluna.
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5.3.3.6 Afericdo da Concentracdo e Viabilidade Celular de Rhizobium tropici Estirpe CIAT
899 em Meio de Cultivo YSac contendo PVP (5 g L) Produzido em Escala Semipiloto

Analises realizadas em escala semipiloto, com o meio YSac acrescido de PVP 0,5 %,
indicaram que a viabilidade celular foi 35 vezes menor se comparada a producdo em agitador
orbital. A concentracdo inicial de 3,55E+09 + 9,07E+07 UFC mL™, numericamente superior
ao valor observado em agitador orbital, apresentou-se numericamente inferior em relacdo a

viabilidade apds 30 dias de armazenamento (Tabela 33).

Tabela 33 — Concentracdo celular de Rhizobium tropici CIAT 899, produzido em escala semipiloto no meio YSac
contendo PVP (5 g L), e da viabilidade celular, apos 30 dias de armazenamento em comparacdo aos resultados
obtidos em agitador orbital.

Producéo de YSac UFC mL~ Reducao da
¢ 1 Apos 48 horas de Apos 30 dias de viabilidade
PVP5gL .
crescimento armazenamento celular (vezes)
Fermentador 3,55E+09 + 9,07E+07  4,83E+07 = 1,28E+07 73,5
Apo0s 72 horas de Apos 28 dias de
crescimento armazenamento
Agitador orbital 2,56E+09 + 2,40E+08  1,23E+09 + 1,63E+08 2,1

Fonte: o prdprio autor

Curiosamente esperava-se por um resultado positivo do meio Y Sac acrescido de PVP
5 g L™ em escala semipiloto, porém, a viabilidade celular diminuiu drasticamente e ndo foi
mantida a concentracdo de 1,23E+09 UFC mL* observada na producédo em agitador orbital. A
maior variacao na acidificacdo do meio pode ser apontada como principal fator da reducéo da
viabilidade celular ao longo do armazenamento. A auséncia da verificacdo dos valores de pH
impediu que os resultados fossem melhor interpretados.

As taxas de morte celular de Rhizobium tropici CIAT 899 apresentaram-se elevadas
nas avaliagcOes realizadas em fermentador ou em agitador orbital para os aditivos: solucdo de
micronutrientes, condicionador organico de solo, carboximetilcelulose e polivinilpirrolidona,
devido ao fato dessas formulagOes testadas, na qual inclui-se 0 meio FORM, ndo estarem
tamponadas com fosfato de potassio monobéasico na concentragdo de 0,45 g L. Caso isso
tivesse ocorrido, acredita-se que o inoculante FORM, produzido em escala piloto, apresentaria
concentragdes superiores a 1,00E+09 UFC mL™ durante um periodo superior a 14 dias, visto
gue o tamponamento aumentaria significativamente, provavelmente em cerca de oito vezes, a

viabilidade celular de R. tropici durante o tempo de armazenamento a 26 °C + 2 °C. Mudancas
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na metodologia de contagem podem aumentar a recuperagdo celular nas contagens, dando
medi¢cdes mais reais da taxa de sobrevivéncia. A aeracdo das formulacbes ao longo do
armazenamento pode aumentar a taxa de sobrevivéncia de R. tropici CIAT 899 na formulacéo
obtida.

Considerando a adicdo de fosfato de potassio monobasico ao meio FORM,

reclassificou-se a formulagédo “FORM” como “FORM ct”, composto por:

e Sacarose 509 L%

e Extrato de levedura2,0g L™;
e K:HPOs1,0gL";

e KH2P040,45gL7,

e MgS047H.00,2gL™;

e NaCl 0,1gL™

O presente trabalho visou contribuir com o desenvolvimento de formulag6es liquidas
inoculantes contendo bactérias do género Rhizobium spp. para a cultura do feijoeiro, de forma
a ampliar as opgdes de mercado que a tecnologia da FBN tem a oferecer com um produto

acessivel e de qualidade.
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6 CONCLUSAO

Foi desenvolvida uma formulacdo béasica de inoculante liquido para Rhizobium
tropici CIAT 899, FORM, que permitiu a obtencédo de altas concentracGes celulares em escala
semipiloto: 1,28E+10 * 2,52E+09 UFC mL !, quando incubada a 28 °C, 180 rpm, 1 vvm e
pH mantido a 6,9 + 0,03 durante 48 horas. No entanto, observou-se que a concentracdo celular
desta formulagdo apds 14 dias de armazenamento (1,38E+10 * 1,22E+09 UFC mL™) sofreu
uma acentuada reducdo para 9,50E+08 + 2,17E+08 UFC mL? ap6s 21 dias de
armazenamento.

A PVP na concentracdo de 0,5 % e a CMC na concentracdo de 1 % provaram-se
eficientes protetores celulares em FORM, permitindo sobrevivéncia prolongada de 2,93 e 3,10
vezes, respectivamente, em R. tropici CIAT 899 apds 28 dias de armazenamento a 26 + 2 °C.

A utilizagdo de 0,45 g L de KH2POa4 na formulagéo basica desenvolvida, FORM ct,
aumentou a viabilidade celular em cerca de oito vezes, se comparado a FORM ap06s 28 dias de
armazenamento, de forma que a reducdo da viabilidade celular em FORM ct (agora de 7,1
vezes) se aproximou do valor observado em YSac (5,29 vezes).

O emprego de PVP 0,5 % em YSac garantiu a manutencdo de 1,23E+09 + 1,63E+08
UFC mL * até 28 dias de armazenamento. Estima-se que esta mesma concentracdo de PVP
em meio FORM ct, produzido em escala semi piloto, permita a sobrevivéncia de R. tropici
CIAT 899, com a garantia minima exigida pelo MAPA (1,0E+09 UFC mL ), durante

maiores tempos de armazenamento e necessita de maiores estudos.
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