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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um meio de cultura para a producdo de
biomassa celular de Azospirillum brasilense que proporcione uma elevada
densidade de células e alta concentracdo de biopolimeros (exopolissacarideo e
polihidroxibutirato), buscando favorecer a sobrevivéncia do microrganismo no
produto e apds sua utilizagdo como inoculante. O trabalho foi realizado em duas
etapas, sendo que inicialmente foram desenvolvidas quatro formulagcdes de meios
de cultura liquidos (MCA1; MCA2; MCA3; MCA4) buscando identificar aqueles com
maior potencial para producdo de biomassa celular de A. brasilense Ab-V5 e
exopolissacarideos (EPS). Em adicdo aos novos meios desenvolvidos, o meio de
cultura FORM15 foi utilizado como referéncia em todos 0s ensaios realizados. A
etapa seguinte teve como objetivo avaliar a qualidade fisiolégica das células durante
o cultivo nas formulacdes pré-selecionadas anteriormente (MCA2 e MCA4), através
da cinética de crescimento, agregacdo celular, producdo de polihidroxibutirato
(PHB), e formacéo dos granulos de PHB. Também foi avaliada a sobrevivéncia da
bactéria ao armazenamento das formulacbes MCA2 e MCA4 durante 20 dias, e 0
escalonamento da produc¢éo de inoculante em escala semi-piloto utilizando apenas a
formulacédo controle (FORM15). O meio de cultura MCA4 foi 0 que apresentou maior
potencial de utilizacdo para o desenvolvimento de uma formulacdo inoculante, pois
obteve a maior contagem de Azospirillum (1,7 x 10° UFC.mL"1), quando comparado
com as demais formula¢des. Em adicdo, o cultivo da bactéria nesta formulacéo
(MCAA4) propiciou a manutencao de células viaveis até 204 h de cultivo, retardando a
fase de declinio das bactérias, o que possibilitou uma alta produgcdo de PHB (1,73
g.LY). Com relacdo ao armazenamento das formulacdes (MCA2 e MCA4), apds 20
dias ndo foi detectada a contagem de células viaveis em nenhuma delas. No
entanto, foram realizadas avaliagbes de microscopia no qual revelaram que as
formulagbes armazenadas tardiamente (72 e 144 h de cultivo) apresentaram um
maior numero de células vivas. Sabendo que a maior producdo de EPS e PHB foi
encontrada nas células cultivadas por mais tempo, foi possivel observar que a
presenca desses biopolimeros influenciou positivamente na sobrevivéncia da
bactéria durante o armazenamento das formulagbes. O experimento realizado em
escala semi-piloto demonstrou maior sobrevivéncia de A. brasilense Ab-V5 na
FORML15, apresentando uma fase estacionaria de maior duragdo comparada com o
cultivo em agitador.

Palavras-chave: bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCVs); inoculante;
polihidroxibutirato (PHB); exopolissacarideo (EPS).
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ABSTRACT

The aim of this study was to develop a culture medium for the production of cell
biomass of Azospirillum brasilense that provides a high cell density and high
concentration of biopolymers (exopolysaccharide and polyhydroxybutyrate), aiming
to favor the survival of the microorganism in the product and its use as inoculums.
The study was conducted in two stages, with initially four formulations of liquid
culture media (MCAL; MCA2; MCA3; MCA4) were developed aiming to identify those
with the greatest potential for production of cell biomass of A. brasilense Ab-V5 and
exopolysaccharides (EPS). In addition, the newly developed culture medium,
FORM15 was used as reference in all the tests. The next step was to evaluate the
physiological quality of the cells during cultivation in previously pre-selected
formulations (MCA2 and MCA4) by growth kinetics, cell aggregation, production of
polyhydroxybutyrate (PHB), and formation of PHB granules. It was also evaluated the
survival of the bacteria to the storage of the formulations MCA2 and MCA4 for 20
days, and the production stagger inoculant semi-pilot scale using only the control
formulation (FORM15). It was observed that the culture medium MCA4 showed the
greatest potential for the development of inoculant formulation, since it allowed the
highest count of Azospirillum (1.7 x 10° CFU.mL™Y) compared with other formulations.
In addition, the cultivation of the bacteria in this formulation (MCA4) favored the
maintenance of viable cells up to 204 hours of cultivation, slowing the decline phase
of bacteria, enabling a high PHB production (1.73 g.L!). Regarding the storage of the
formulations (MCA2 and MCAA4), after 20 days the viable cell count was not detected
in any of them. However, microscopy evaluations was realized which revealed that
the formulations stored later (72 and 144 hours of culture) presented a higher
number of living cells. Knowing that the highest production of EPS and PHB was
found in cells cultured for longer, it was possible to observe that the presence of
these biopolymers positively influenced the survival of bacteria during storage of the
formulations. The experiment performed in a semi-pilot scale demonstrated the
maintenance of cells of Ab-V5 in A. brasilense FORM15, showing a stationary phase
of longer duration compared with cultivation in shaker.

Key-words: plant growth promoting bacteria (PGPB). inoculant. polyhydroxybutyrate
(PHB). exopolysaccharide (EPS).



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

LISTA DE ILUSTRACOES

Fluxograma de procedimentos para o desenvolvimento de
INOCUIANTES ...t e e e e e e e e e e e e eeeeees 26
Principais fatores que afetam a qualidade dos inoculantes desde
a producdo até sua utilizaClo a CampPO ......ccoeeeeeeeeieeiiiiiiie e, 30
Producdo de Exopolissacarideos por A. brasilense Ab-V5
cultivado em diferentes formulacdes de meio de cultura...................... 52
Regressdo entre producdo de exopolissacarideo e o tempo de
CUITIVIO e 54
Cinética de crescimento de A. brasilense Ab-V5, em diferentes
meios de cultura selecionados para o desenvolvimento de
formulacBes INOCUIANTES..........ccooiiiiiiee e 58
Avaliacdo da agregacdo celular de A. brasilense Ab-V5 por
microscopia de fluorescéncia durante o cultivo na formulacédo
MCAZ2. (A) células cultivadas por 24 h (B) células cultivadas por
168 h (C) células cultivadas por 216 h...........ccccoveiieeiiiiiiiiiiii e, 63
Avaliacdo da agregacdo celular de A. brasilense Ab-V5 por
microscopia de fluorescéncia durante o cultivo na formulacdo
MCAA4. (A) células cultivadas por 24 h (B) células cultivadas por
72 h (C) células cultivadas por 240 N ..........ceeeieiiiiiiiiiieee e 64
Avaliacdo da agregacdo celular de A. brasilense Ab-V5 por
microscopia de fluorescéncia durante o cultivo na FORM15. (A)
células cultivadas por 24 h (B) células cultivadas por 72 h (C)
células cultivadas por 216 N ... 65

Acumulo intracelular de PHB (%) durante o crescimento de A.

brasilense Ab-V5 em MCA2 (A), € MCA4 (B)........ccevvvvveviiiiiieeeeeeeeeeina, 69
Acumulo intracelular de PHB (%) durante o crescimento de A.
brasilense Ab-V5 em FORMIS5.......ccooiiiiiiiiiiiiie e 70

Formacdo de granulos intracelulares de PHB avaliada por
microscopia de fluorescéncia durante o cultivo de A. brasilense
Ab-V5 na formulagdo MCA2. As células foram coradas com Nile
red.(A) células cultivadas por 12 h (B) células cultivadas por 60 h

(C) células cultivadas por 132 h (D) células cultivadas por 180 h ........ 74



Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Formacdo de granulos intracelulares de PHB avaliada por
microscopia de fluorescéncia durante o cultivo de A. brasilense
Ab-V5 na formulagdo MCA4. As células foram coradas com Nile
red. (A) células cultivadas por 12 h (B) células cultivadas por 60

h (C) células cultivadas por 132 h (D) células cultivadas por 18 h ....

Formacdo de granulos intracelulares de PHB avaliada por
microscopia de fluorescéncia durante o cultivo de A. brasilense
Ab-V5 na FORM15. As células foram coradas com Nile red. (A)

células cultivadas por 12 h (B) células cultivadas por 60 h (C)

células cultivadas por 132 h (D) células cultivadas por 180 h............

Sobrevivéncia de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos
cultivos e ap6s 20 dias de armazenamento da formulacdo
MCA2. As células foram coradas com o kit LIVE/DEAD BacLight
L-13152, e avaliadas em microscopio de fluorescéncia. (A) 36 h
de cultivo; (B) 72 h de cultivo; (C) 144 h de cultivo; (D) 20 dias de
armazenamento (cultivo de 36 h); (E) 20 dias de armazenamento

(cultivo de 72 h); (F) 20 dias de armazenamento (cultivo de 144

Porcentagem de células vivas de A. brasilense Ab-V5 no

momento da coleta dos cultivos (36, 72 e 144 h) e ap6s 20 dias

de armazenamento da formulacdo MCAZ2............ccceeeiiiiiee,

Sobrevivéncia de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos
cultivos e apés 20 dias de armazenamento da formulacdo
MCA4. As células foram coradas com o kit LIVE/DEAD BacLight
L-13152, e avaliadas em microscopio de fluorescéncia. (A) 36 h
de cultivo; (B) 72 h de cultivo; (C) 144 h de cultivo; (D) 20 dias de
armazenamento (cultivo de 36 h); (E) 20 dias de armazenamento

(cultivo de 72 h); (F) 20 dias de armazenamento (cultivo de 144

Porcentagem de células vivas de A. brasilense Ab-V5 no

momento da coleta dos cultivos (36, 72 e 144 h) e apd6s 20 dias

de armazenamento da formulacdo MCA4 ...,



Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Sobrevivéncia de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos
cultivos e apés 20 dias de armazenamento da FORM15. As
células foram coradas com o kit LIVE/DEAD BacLight L-13152, e
avaliadas em microscopio de fluorescéncia. (A) 36 h de cultivo;
(B) 72 h de cultivo; (C) 144 h de cultivo; (D) 20 dias de
armazenamento (cultivo de 36 h); (E) 20 dias de armazenamento

(cultivo de 72 h); (F) 20 dias de armazenamento (cultivo de 144

Porcentagem de células vivas de A. brasilense Ab-V5 no

momento da coleta dos cultivos (36, 72 e 144 h) e apos 20 dias

de armazenamento da FORMILS ...

Cultivo de A. brasilense Ab-V5 na FORM15 em fermentador (A)

e agitador orbital (B).........ccuuuuiiiiie e

Avaliacdo microscépica da viabilidade celular de Ab-V5 durante
o crescimento na FORM15 sob condigbes controladas
(fermentador). As células foram coradas com o kit LIVE/DEAD
BacLight L-13152, e avaliadas em microscopio de fluorescéncia.
(A) 18 h de cultivo; (B) 24 h de cultivo; (C) 42 h de cultivo; (D) 48
h de cultivo; (E) 66 h de cultivo; (F) 72 h de cultivo; (G) 90 h de

cultivo; (H) 96 h de CUltiVO ......coooeeeieeee,

Porcentagem de células vivas de A. brasilense Ab-V5 durante o

crescimento no meio FORM15 em fermentador...........ccooveeeveneene.n..



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Composicdo quimica das formulagbes dos meios de cultura

utilizados neste estudo (FORM15; MCA1; MCA2; MCAS; MCA4) ....

Conteudo médio de Carbono, Nitrogénio e Foésforo nas

formulacdes testadas para a producado de biomassa celular de A.

DraSIHENSE AD-V S e e

Numero de células de A. brasilense Ab-V5 em diferentes meios
de cultivo e tempos de crescimento, determinadas pelo nimero

de unidades formadoras de coldnia pelo método da gota (drop

Variacdo do pH em diferentes meios liquidos de cultura em

resposta ao crescimento de A. brasilense Ab-V5..........ccccooeeiiiiiinnn,

Taxa de crescimento (u) e tempo de geracao (g) de A. brasilense

Ab-V5 durante o cultivo no meio NFB e nas diferentes

formulagdes desenvolVidas ...

Producado de biomassa e polihidroxibutirato por A. brasilense Ab-

V5 durante o cultivo na formulacdo MCA2, MCA4 e FORM15..........

Contagem de Unidades Formadoras de Colbnia antes do

armazenamento das formulagdes de inoculantes (36, 72 e 144 h

dE CUILIVO) .o



2.1
2.2

3.1.1
3.2

3.21
3.2.2

3.2.3
3.23.1
3.2.3.2
3.2.4
3.2.5
3.25.1
3.25.2
3.2.6

41.1
4.1.2
4.2

421
4.2.2

SUMARIO

INTRODUGAO ..ot 15
OBUJETIVOS ...ttt 17
OBUETIVO GERAL ...ttiieiiitite e ettt e ettt e e ettt e e e e e e e e ennnee s 17
OBJIETIVOS ESPECIFICOS . ...ciitiiieieiti ettt 17
REVISAO DE LITERATURA .......oouiiititeeeeetee ettt 18
BACTERIAS DIAZOTROFICAS E BACTERIAS PROMOTORAS Do

CRESCIMENTO VEGETAL (BPCVS) ....iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 18
GENEro AZOSPIMIIUM L....uieiiiiiii e 21
INOCULANTES ....tttteiiittite ettt e ettt e ettt e e e ettt e e e et e e e e e e nab e e e e e nnnb e e e e e nanees 22
Formulacao e Producdo de Inoculantes............ccoevviiiiiiiieecececiciee e, 24

Caracteristicas Desejaveis do Veiculo a ser Utilizado nas

Formulagdes de INOCUlaNte ...........oooovviiiiiiiiiiiiiieeeee 27
Tipos de Veiculos Inoculantes COMErCIiaiS..........oceevvvvvvuviiiiieeeeeeeeeeiiiinnn, 28
VeICUIO SOl ... 28
RV =118 (o TN o U T Lo T 29
Fatores que Limitam a Eficiéncia do Inoculante ..............ccccevvvvviiiiinneeennn. 29
Alternativas para Melhoria da Qualidade dos Inoculantes........................ 32
UtilizaGao de POIMEIOS ......iii e 32
Mecanismos fisiolégicos do microrganiSmo.............ccceeeeeeeeeeeieiiiiiiieeeeeenne, 33
Controle de Qualidade dos Inoculantes.............ccovvvieiieeiiiie e, 35
MATERIAL E METODOS.......coiiiieieeeeieeeeeee et 37
DESENVOLVIMENTO DE FORMULACAO PARA VEICULACAO DE

AZOSPIRILLUM BRASILENSE AB-V5 ... 37
IMICTONQANISIMO ...ceiiieiiiiiiee ettt 37
Composicéo e Preparo das Formulagies ............ooovvvieiiiiiiieeeeeiieeiiiiinn, 37

ENsAlO 1. SELECAO DE MEIos DE CULTURA PARA A PRODUCAO DE
BIOMASSA CELULAR DE AZOSPIRILLUM BRASILENSE AB-V5 .....cciiiiiiiieeennes 39
Preparo do Inéculo e Condigdes de CUultivo..........ccoevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiineenen, 39

Contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)...........cccevvvrvnnnnn. 40



4.2.3
4.2.4
4.3

4.3.1

4.3.2

4.3.3

4.3.4

4.3.5

4.3.6

4.4

4.5

4.6

4.7

5.1.1

5.1.1.1
5.1.1.2
5.1.1.3
51.2

Producado de Exopolissacarideos (EPS)........ccccvvviiiiiiiiiieceeeie e,
Determinaces de PH .........vuiiiiii e
ENsAIO 2. AVALIAGAO DA QUALIDADE FISIOLOGICA DAs CELULAS DE
AZOSPIRILLUM BRASILENSE AB-V5 CULTIVADAS NAS FORMULACOES
DESENVOLVIDAS ....ttttteiteeeeeeeessttttteeeeeaseesssssssssaseeeeaeeasssasssnssseeeseessssansnssssees
Preparo do Inéculo e Condigdes de CUultivo............evviiiiiieeeieieiiiciee e,
Cinética de Crescimento de Azospirillum brasilense Ab-V5.....................
Avaliagdo da Agregacdo Celular de A. brasilense Ab-V5 por
Microscopia de FIUOrEeSCENCIA ...........ccuvuviiiiiieeeeieeecee e
ProducCao de BiOMAaSSa ........uuiiiiieeiiiiiiiiiiiie e e et e e
Producgéo de Polihidroxibutiraro (PHB) ...
Avaliacdo da Presenca de Gréanulos de Polihidroxibutirato (PHB)
em Cultivos de A. brasilense Ab-V5 por Microscopia de
e [ o] €T o =T o[ = L PP
VIABILIDADE DE A. BRASILENSE AB-V5 NAS FORMULACOES
INOCULANTES: UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA .....euiiiiiiiiieeeeeiieeeeeeeenn
VIABILIDADE DE A. BRASILENSE AB-V5 NAS FORMULAGOES
INOCULANTES: MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA ASSOCIADA A0 UsO
DE CORANTES VITAIS ..ettttieeiiiiiiittteeteeeeeesesssstaseeeeeseasssssnssssseeeeeeesessannnsneees
ESCALONAMENTO DA PRODUCAO DE INOCULANTE CONTENDO A.
BRASILENSE AB-V5: ESCALA SEMI-PILOTO ...uuiiiiiiiiieiceieeeee e,

F A N WS S R N L S 117

RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cooiiiieieiieiisieieee s
DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGAO PARA VEICULACAO DE
AZOSPIRILLUM BRASILENSE AB-VS ...
Ensaio 1. Selecdo de Meios de Cultura para a Producdo de
Biomassa Celular de A. brasilense Ab-V5.........ccccoiiiiiiiiiiie
Contagem de unidades formadoras de colonia.........cccccccceeveeeeeeeeeeiiinnnnnn.
Producdo de exopolissacarideos. ........ccccevvvviveiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
Avaliagdo do pH das formulagies .............cevveiiiiiiiiiiiiii e
Ensaio 2. Avaliagdo da Qualidade Fisiolégica das Ceélulas de
Azospirillum brasilense Ab-V5 Cultivadas nas Formulagdes

DESENVOIVIAAS ..o e



5.1.2.1
5.1.2.2

5.1.2.3
5.1.2.4

5.2

5.3

Cinética de crescimento de Azospirillum brasilense Ab-V5...................... 58
Avaliacdo da agregacao celular de A. brasilense Ab-V5 por
microscopia de flJUOrESCENCIA .........cevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 61
Producgé&o de biomassa e polihidroxibutiraro...........ccccccevvveiiiiiiiiiiiiiiinnnnne. 66
Avaliacdo da presenca de granulos de polihidroxibutirato em
cultivos de A. brasilense Ab-V5 por microscopia de fluorescéncia........... 72
VIABILIDADE DE A. BRASILENSE AB-V5 NAS FORMULAGOES
INOCULANTES: DETERMINACOES DE UFC E MicroscorPiA DE
FLUORESCENCIA COM USO DE CORANTES VITAIS ..eoveeeeiiiiiiiiiiieeee e e e e 77

ESCALONAMENTO DA PRODUGCAO DE INOCULANTE CONTENDO A.

BRASILENSE AB-V5: ESCALA SEMI-PILOTO ...uuiiiiiiiiiiii e 84
CONCLUSOES ..ottt 88
REFERENCIAS ..ottt 89
ANEXOS e aee 99
ANEXO A — PEDIDO DE PATENTE ... 99

REFERENCIAS ..ot 117



15

1 INTRODUCAO

Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (BPCVs) se associam
a diferentes espécies de plantas em ambientes naturais, e sua principal
caracteristica é favorecer o desenvolvimento do vegetal por mecanismos como: a
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), producdo de fitormbnios, solubilizacdo de
fosfato, o controle biolégico de fitopatdgenos (DOBBELARE; VANDERLEYDERN;
OKON, 2003), entre outros.

A utilizagcdo de BPVCs em ambientes agricolas é uma alternativa
frente ao uso de fertilizantes quimicos, podendo contribuir para o desenvolvimento
de uma agricultura sustentavel e de menor impacto ambiental (HERRMANN;
LESUEUR, 2013). A inoculacdo desses microrganismos em cultivos agricolas é
realizada pela aplicagdo de inoculantes, definidos pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), como um produto que contém microrganismos
gue atuam favoravelmente no desenvolvimento das plantas (BRASIL, 2011).

Em comparacdo com o0s produtos quimicos, o0s inoculantes
apresentam as seguintes vantagens: aumento do crescimento e da produtividade
das culturas pela disponibilidade de nutrientes, melhoria na qualidade do solo,
reducdo da poluicdo ambiental causada pela aplicacéo de fertilizantes e produtos
quimicos utilizados na agricultura, além de proporcionar uma maior economia ao
agricultor (BERG, 2009; BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012). No Brasil, estima-se
que a utilizacdo desses insumos biotecnolégicos proporciona uma economia em
torno de R$ 4,6 bilhdes para cultura do milho (HUNGRIA, 2011), e R$ 14 bilhdes de
reais para a da soja, anualmente (BRASIL, 2012).

Apesar dos bons resultados encontrados devido a utilizagdo de
inoculantes agricolas, diversos fatores influenciam a utlizacdo eficiente da
tecnologia, e estes vao desde a sua producdo até a sua utilizacdo a campo
(BASHAN et al., 2013). Como proposto por Stephens e Rask (2000) para que se
possa formular e produzir comercialmente os inoculantes é necessaria a integracao
dos parametros fisicos, quimicos e biologicos, permitindo assim elevadas
populacdes do microrganismo alvo e maior tempo de sobrevivéncia no produto. Os
mesmos autores relatam que formulacdes inadequadas sédo frequentemente as

barreiras mais comuns para a comercializagdo dos inoculantes.
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Dessa forma, diversos tipos de polimeros e materiais organicos tém
sido empregados como aditivos aos meios de cultivo de células bacterianas para o
desenvolvimento de novas formulacdes inoculantes (ALBAREDA et al., 2008;
JUNIOR et al., 2009, 2012). Ainda, as BPCVs utilizadas na producédo de inoculante
apresentam uma série de mecanismos fisiologicos eficazes que podem auxiliar na
manutencdo da viabilidade celular durante condi¢cdes estressantes para a bactéria,
podendo aumentar a eficiéncia da tecnologia de inoculacdo. Dentre esses
mecanismos estdo a producdo de biopolimeros como exopolissacarideos (EPS) e
polihidroxibutirato (PHB), agregacdo celular e a formacéo de cistos (SADASIVAN,;
NEYRA, 1985, 1987, BURDMAN et al.,, 1998, 2000; KONNOVA et al., 2001;
KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003; FIBACH-PALDI; BRUDMAN; OKON, 2012).
A exploracdo destes mecanismos pode levar ao desenvolvimento de formulacdes
inoculantes com elevada eficiéncia agrondmica, pela melhoria da sobrevivéncia da
bactéria no inoculante ou no solo (BASHAN; TREJO; DE-BASHAN, 2011;
KUMARESAN; REETHA, 2011; JOE et al., 2012; MORENO-GALVAN; ROJAS-
TAPIAS; BONILLA, 2012; SILVA et al., 2012). Assim, estudar a qualidade fisiol6gica
das células de Azospirillum € um parametro adicional para o desenvolvimento de
novas formulagdes de inoculantes.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo desenvolver um meio de
cultura para a producdo de biomassa celular de Azospirilum brasilense que
proporcione elevada densidade de células e alta concentracéo de biopolimeros (EPS
e PHB), buscando favorecer a sobrevivéncia do microrganismo no produto e apos

sua utilizacdo como inoculante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um meio de cultura para a produgédo de biomassa celular de
Azospirillum brasilense que proporcione uma elevada densidade de células e alta
concentracdo de biopolimeros (exopolissacarideos e polihidroxibutirato), buscando
favorecer a sobrevivéncia do microrganismo no produto e apds sua utilizacdo como

inoculante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar formulagdes de meio de cultura para a producdo de biomassa
celular de Azospirillum brasilense Ab-V5 e exopolissacarideos;

e Avaliar a qualidade fisiologica das células de Azospirillum brasilense Ab-
V5 durante o cultivo nas formulagcdes desenvolvidas pela cinética de
crescimento, agregacao celular, producdo e formacdo dos granulos de
polihidroxibutirato;

e Avaliar a viabilidade de Azospirillum brasilense Ab-V5 nas formulagdes
inoculante pela contagem de UFC e microscopia de fluorescéncia
associada ao uso de corantes vitais;

e Avaliar o crescimento de Azospirillum brasilense Ab-V5 em meio FORM15
em escala semi-piloto.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BACTERIAS DIAZOTROFICAS E BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL
(BPCVs)

O nitrogénio é considerado fator limitante na producdo agricola,
influenciando o crescimento das plantas mais do que qualquer outro nutriente. ISso
porque esta presente na composicdo das mais importantes biomoléculas, como
proteinas, aminoacidos, bases nitrogenadas, clorofila, enzimas, entre outras (KIM;
REES, 1994).

Dentre os processos que disponibilizam nitrogénio para as plantas
estdo: (1) a decomposicdo da matéria organica do solo, (2) fixacdo nao-bioldgica,
resultante de descargas elétricas, combustéo e vulcanismo, (3) fixacao biologica de
nitrogénio (FBN), (4) e adicdo de fertilizantes nitrogenados (HUNGRIA; CAMPOS;
MENDES, 2001). Este dltimo € o método mais comum utilizado em cultivos
agricolas. Porém, a producdo quimica industrial dos fertilizantes nitrogenados € um
processo caro, além de seu uso excessivo causar poluicdo ambiental através de
perdas por lixiviacao ou volatilizacdo (BRAHMAPRAKASH, SAHU, 2012).

Embora a atmosfera seja composta por 78% de N, nenhum animal
ou planta consegue utilizd-lo como nutriente, pois os dois atomos do N, estdo
ligados por uma tripla ligacdo muito estavel, requerendo alta energia para quebra-la.
Entretanto, alguns microrganismos possuem capacidade de fazer a converséao do N
molecular em forma amoniacal em condi¢Ges bioldgicas, a 25 °C e 1 atm, via
complexo enzimatico chamado dinitrogenase, que € capaz de romper a tripla ligacéao
do N, atmosférico e reduzi-lo a amdnia, a mesma forma obtida no processo industrial
(HUGRIA; CAMPOS; MENDES, 2001; BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012) Esses
microrganismos sdo denominados diazotroficos e o processo biolégico realizado
pelos mesmos € chamado fixacdo biologica de nitrogénio. Apds a fotossintese, a
FBN é considerada o mais importante processo biolégico fundamental para a vida
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Essas bactérias, também denominadas fixadoras de N, se
associam a diversas espécies de plantas, em diferentes graus de especificidade,
levando a classificagdo como simbioéticas, associativas, de vida livre ou endofiticas
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
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Allorhizobium, Sinorhizobium e Mesorhizobium sdo exemplos de bactérias
simbidticas e sdo encontradas associadas as espécies de leguminosas arboreas,
forrageiras e de grdos. Ja as bactérias pertencentes ao género Azospirillum,
Enterobacter, Klebsiella e Pseudomonas sdo ditas de vida livre ou associativas,
enquanto Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Burkholderia séo classificadas como
endofiticos. Os microrganismos associativos e endofiticos sao geralmente
encontrados colonizando espécies de gramineas (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI,
2007; HAYAT et al., 2010).

Para que a associacdo entre bactéria e planta seja estabelecida, é
necessario que ocorra a colonizacdo das bactérias, que inclui o reconhecimento,
adesdo, invasdo (simbidticos e enddfitos), colonizacdo, crescimento e varias
estratégias para estabelecer essas interacdes. As raizes das plantas iniciam a
comunicagcdo com o0s microrganismos do solo por meio da producdo de sinais que
sao reconhecidos pelos microrganismos, que por sua vez, produzem sinais que
iniciam a colonizacdo (BAIS et al., 2006). Apés a colonizacao, a sobrevivéncia das
bactérias ao longo do tempo esta sob influéncia de fatores bidticos e abidticos do
ambiente.

A maior contribuicdo do processo de FBN ocorre pela associacao
simbidtica de leguminosas com bactérias denominadas rizébios, apresentando as
taxas mais elevadas de fixacdo biologica (HUNGRIA, 2011). A cultura da soja, por
exemplo, dispensa totalmente a adicdo de fertilizantes nitrogenados, pois o
nitrogénio proveniente da FBN supre completamente as necessidades da planta
(HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). A simbiose com essas bactérias é
identificada devido a formagédo de uma estrutura especializada nas raizes chamada
nédulo (HUNGRIA, 2011).

As bactérias associativas contribuem para o crescimento da
planta sem a formacéo de estruturas diferenciadas, neste caso, estao dispersas no
solo e/ou na rizosfera (VIDEIRA; ARAUJO; BALDANI, 2007). Diversas bactérias que
derivam da rizosfera também podem colonizar tecidos internos das plantas e estas
sdo ditas enddfitas ou endofiticas. Estudos confirmam que o interior da planta é
colonizado por uma variedade de endofitos em sua maioria decorrentes da rizosfera
e muitos deles tém demonstrado efeitos benéficos no crescimento das plantas
(STURZ; NOWAK, 2000; HARDOIM et al., 2008).
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No caso da FBN realizada por bactérias endofiticas ou associativas,
0 mesmo complexo da dinitrogenase realiza a conversao do N, da atmosfera em
amonia. Porém, ao contrario das bactérias simbidticas, as bactérias associativas
excretam somente uma parte do nitrogénio fixado diretamente para a planta
associada; posteriormente, a mineralizagdo das bactérias pode contribuir com
aportes adicionais de nitrogénio para as plantas. Neste caso, 0 processo de fixacéo
bioldgica por essas bactérias consegue suprir apenas parcialmente as necessidades
das plantas (HUNGRIA, 2011).

As bactérias diazotréficas também podem ser classificadas como
BPCVs, pois sdo capazes de promover beneficios as plantas ndo apenas pela FBN,
mas também, por outros mecanismos. Esses mecanismos incluem acdes diretas
como: sintese de sideroforos, producao de fitormonios, solubilizacdo e mineralizacéo
de fosfato. Inclui também mecanismos de ac¢éo indireta como: inducéo de resisténcia
sistémica nos vegetais, diminuicdo de fatores de estresse, producdo de antibidticos
e antagonismo a fitopatdgenos, entre outros fatores. Em geral, acredita-se que as
BPCVs favorecem o crescimento das plantas por uma combinacdo de todos esses
mecanismos (DOBBELARE; VANDERLEYDERN; OKON, 2003).

A producdo de reguladores de crescimento como fitorménios faz
parte do metabolismo de diversas espécies de bactérias associadas aos vegetais e
podem ser considerados agentes causais da alteracdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal (BASHAN; HOLGUIM, 1997). Entre essas substancias
estdo as auxinas, citocininas, e giberelinas. Estes fitormonios causam modificacdes
na morfologia das raizes, podendo contribuir para melhor absor¢cdo de agua e
nutrientes do solo (BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004).

As contribui¢cdes da inoculacdo de BPCVs em diversas espécies de
plantas sdo vastamente relatadas na literatura, e dentre as bactérias associativas, o
género Azospirillum é o mais estudado. Okon e Vanderleyden (1997) relataram que
0 género Azospirilum promove ganhos em rendimento em importantes culturas, e
salientam que a inoculacéo desta bactéria ndo se restringe apenas ao suprimento de
nitrogénio pela FBN, mas também ao aumento no sistema radicular da planta,
podendo aumentar o volume do solo explorado. Desse modo, os beneficios das
bactérias diazotréficas vao além da FBN, razdo pela qual as bactérias sao
classificadas como BPCVs (HUNGRIA, 2011).
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3.1.1 Género Azospirillum

As bactérias pertencentes ao género Azospirillum sdo conhecidas
por sua associacdo com diversas espécies de plantas e atuam como promotoras do
crescimento vegetal seja pela sua capacidade de fixar nitrogénio, ou produzir
substancias que auxiiam no crescimento das plantas (STEENHOUDT;
VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004; REIS;
PEDRAZA; TEIXEIRA, 2010). Essas bactérias geralmente sao encontradas
habitando a rizosfera, mas algumas estirpes possuem mecanismos especificos de
interacdo com as raizes e podem colonizar o interior das mesmas (STEENHOUDT;
VANDERLEYDEN, 2000). Podem ser encontradas em associacdo com gramineas
de grande importancia econémica, como o trigo, milho, arroz, e diversas forrageiras
(HARTMAN; BALDANI, 2006).

O género Azospirillum ganhou destaque mundial a partir da década
de 1970, e atualmente compreende cerca de 15 espécies descritas (DOBEREINER,;
DAY, 1976; REIS; PEDRAZA; TEIXEIRA, 2010). Em termos de fisiologia e genética,
as espécies mais estudadas sédo Azospirillum lipoferum e Azospirillum brasilense
(REIS; PEDRAZA; TEIXEIRA, 2010).

As bactérias do género Azospirillum pertencem a subdivisdo a-
proteobactéria, sdo caracterizadas como Gram-negativas, e apresentam morfologia
celular em forma de bastonete com dimensdes de 0,8-1,0 um de diametro e 2,0-4,0
pum de comprimento. Quando supridos com fonte de nitrogénio combinado, sdo
aerobios tipicos, porém, quando dependem da fixacdo de N,, sdo microaerofilicos
(DOBEREINER et al., 1995; REIS; PEDRAZA; TEIXEIRA, 2010). Representantes do
género Azospirillum séo conhecidos por utilizar acidos tricarboxilicos (malato, citrato,
a-cetoglutarato, succinato) e outros acidos organicos como unica fonte de carbono.
No entanto, estudos demonstraram uma variabilidade no uso de outras fontes de
carbono como acgucares (D-frutose e D-glicose) (REIS; PEDRAZA; TEIXEIRA, 2010).

Em condi¢bes desfavoraveis como a dessecacdo e a limitacdo de
nutrientes, as células de Azospirillum podem sofrer mudancas morfologicas
ocorrendo a formacao de cistos (SADASIVAN; NEYRA, 1985, 1987). Esta alteracéo
€ acompanhada pela producéo de exopolissacarideos (EPS) e acumulo intracelular
de polihidroxibutirato (PHB), que podem servir como fonte de C e energia em
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condi¢cdes de estresse para a bactéria (OKON; ITZIGSOHN, 1992; SKVORTSOV;,
IGNATOV, 1998; KONNOVA et al., 2001; KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003).

3.2 INOCULANTES

A agricultura brasileira apresenta um alto consumo de fertilizantes,
sendo o quarto maior consumidor mundial. No entanto, o pais permanece
dependente da disponibilidade e dos precos do mercado internacional, uma vez que
a producao nacional de fertilizantes supre somente cerca de 30% do mercado
(ANDA, 2014). Além dos aspectos econémicos, problemas ambientais podem ser
parcialmente atribuidos ao uso indiscriminado de fertilizantes industrializados como
a contaminacdo da agua e do solo, a diminuicdo da biodiversidade nos
agroecossistemas, o0 aparecimento de problemas fitossanitarios, entre outros
(FERRAZ, 1999).

Neste contexto, a utilizacdo de BPCVs em ambientes agricolas é
uma alternativa frente ao uso de fertilizantes quimicos, podendo contribuir para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel e de menor impacto ambiental
(HERRMANN; LESUEUR, 2013). A inoculagéo desses microrganismos em cultivos
agricolas é realizada pela aplicacdo de um produto chamado inoculante. Segundo o
MAPA, o inoculante é definido como um produto que contém microrganismos que
atuam favoravelmente no desenvolvimento das plantas (BRASIL, 2011). No entanto,
o termo utilizado e a definicdo de inoculante podem ser passiveis de modificacdes e
ampliacdes a medida que o conhecimento sobre o assunto avanca (SILVA, 2009).
Alguns autores referem-se a este produto utilizando o termo biofertilizante
(BUCHER; REIS, 2008; BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012; HERRMANN; LESUER,
2013).

Os inoculantes tém sido utilizados por mais de um século, e a
comercializacdo desse produto teve inicio nos EUA, ap0s o registro da primeira
patente de inoculante contendo rizébio (“Nitragin"), para a aplicacdo em leguminosas
no ano de 1896 (NOBBE; HILTNER, 1896 apud BASHAN, 1998). Apl0s esse
periodo, a inoculacéo de estirpes de rizobio em leguminosas tornou-se uma pratica
comum (BASHAN, 1998).
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No Brasil, a producdo industrial destes inoculantes comecou na
década de 50 (FREIRE, 1968), a partir do estudo de bactérias fixadoras de
nitrogénio para a cultura da soja. Atualmente, a aplicacdo de inoculantes em
leguminosas como a soja € um método bem consolidado, levando o pais a lideranca
mundial no uso de bactérias fixadoras de nitrogénio na agricultura (ARAUJO, 2014).

Além das leguminosas, ha alguns anos tém-se conhecimento da
ocorréncia de associacdo entre bactérias diazotréficas com espécies da familia
Poaceae, além de outras familias vegetais. Dessa forma, em 2010 foi possivel o
desenvolvimento do primeiro inoculante comercial para milho e trigo pela EMBRAPA
Soja (PR), em parceria com a Universidade Federal do Parana (UFPR) e a iniciativa
privada. Ao longo de cinco anos de estudo, os resultados mostraram incrementos
médios de 25% a 30% no rendimento do milho e de 13% a 18% no rendimento do
trigo (HUNGRIA, 2011). Estimativas mostram que na safra 2012/2013 no Brasil mais
de 2,5 milhdes de hectares de milho foram inoculados (SEI, 2013).

Segundo o presidente da XVI rede de laboratorios para
recomendacao, padronizacdo e difusdo de tecnologia de inoculantes microbiolégicos
de interesse agricola (RELARE), atualmente sdo comercializados 25 milhGes de
doses de inoculantes no Brasil, dos quais a maioria delas é destinada a cultura da
soja (BRASIL, 2012). Juntamente com o Brasil, a Argentina € um dos maiores
produtores e usuarios de inoculantes do mundo (DAMASCENO, 2011).

A utilizacdo de inoculantes microbianos em ambientes agricolas tem
apresentado um interesse crescente na atualidade e, em comparacdo com o0s
produtos quimicos, estes apresentam as seguintes vantagens (BERG, 2009;
BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012):

% aumento no crescimento das plantas e na produtividade da

cultura através da disponibilidade de nutrientes e fertilidade do solo;
) A .
% protege as plantas contra patdogenos do solo;
% auxilia no crescimento da planta sob condi¢Ges de estresse;

% promove a melhoria na qualidade do solo;
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R/

% reduz a poluichio ambiental causada pela aplicagdo de

fertilizantes e produtos quimicos utilizados na agricultura;

% sdao eficazes em pequenas quantidades;

7

% oferece uma maior economia ao agricultor, uma vez que, 0s
fertilizantes nitrogenados podem chegar a participar com até 40% dos custos de
producdo (MC LAUGHLIN et al., 2000; HUNGRIA; VARGAS, 2000). Além disso, o
baixo custo dos inoculantes cria também condi¢cdes para que agricultores familiares

e/ou de baixa renda utilizem esta tecnologia.

Ainda com relacdo a economia, no Brasil, considerando somente a
reposicao parcial do fertilizante nitrogenado (50%) requerido por culturas como o
milho e o trigo, a eficiéncia de utilizacdo dos fertilizantes nitrogenados pelas plantas
e o0 preco médio tradicional dos fertilizantes no mercado nacional a US$ 1 por kg de
N, estima-se que o uso dos inoculantes nessas culturas pode resultar em uma
economia estimada de R$ 4,6 bilhdes por ano (HUNGRIA, 2011). J4 no caso de
inoculacao da soja, a cultura dispensa totalmente o uso de fertilizantes nitrogenados,
0 que resulta em uma economia de cerca de R$ 14 bilhdes de reais anualmente no
pais (BRASIL, 2012).

3.2.1 Formulagéo e Produgéo de Inoculantes

O sucesso da tecnologia de inoculagdo de BPCVs depende de dois
fatores: da estirpe microbiana e da formulacdo de inoculante (BRAHMAPRAKASH;
SAHU, 2012). A formulagdo consiste de um veiculo que deve proporcionar um
ambiente adequado, incorporado a prote¢do fisica, que permita uma alta densidade
de células viaveis no produto até sua utilizacdo a campo. Além disso, qualquer
formulacdo deve ser estavel durante a produgcdo, armazenamento e transporte até o
agricultor. Deve-se levar em conta também a facilidade no manuseio e na aplicacao
do produto a campo, tendo em vista as limitagbes dos produtores agricolas
(BASHAN, 1998; BASHAN et al., 2013; HERRMANN; LESUEUR, 2013).

Para o desenvolvimento de inoculantes microbianos sdo necessarias

varias etapas até a obtencéo do produto comercial conforme demonstrado na Figura
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1. Um dos primeiros e mais importantes passos na producdo de um inoculante é a
selecdo de estirpes de BPCVs com alto potencial biotecnolégico (HUNGRIA et al.,
2005). Para a escolha das estirpes, sdo necessarios estudos in vitro que permitam a
identificacdo e caracterizacdo dessas bactérias, bem como ensaios em casa de
vegetacdo e em condicbes de campo. O passo seguinte € a elaboracdo de uma
formulag&o de inoculante para a cultura-alvo. As estirpes bacterianas selecionadas
sdo geralmente cultivadas em meio liquido para obtencdo de altos niveis
populacionais, sendo que a composicdo do meio e as condicdes do cultivo
(temperatura, agitacdo, tempo de cultivo) estdo diretamente relacionadas com a
natureza da estirpe e o tipo de inoculante que sera produzido. Os cultivos de
bactérias sdo entdo incorporados ao veiculo se este for sdlido, e quando o
inoculante for liquido, realiza-se a adicdo de aditivos como sera discutido a frente.
Para producéo industrial em larga escala, o cultivo da estirpe bacteriana € realizado
em fermentadores (BURTON, 1984; BASHAN, 1998; ANPII, 2012; BASHAN et al.,
2013; HERRMANN; LESUEUR, 2013).

No Brasil, o inoculante é desenvolvido e produzido de acordo com
protocolos estabelecidos pela RELARE. A RELARE é um férum em que os
pesquisadores se reinem a cada dois anos e, apos analise dos resultados obtidos,
uma lista com as estirpes selecionadas passam a ser recomendadas. Se aprovadas,
as estirpes sdo cadastradas pelo MAPA para que possam ser usadas na producao
de inoculantes (BRASIL, 2011). A determinacdo das estirpes recomendadas é
complexa, pois deve considerar fatores como: a eficiéncia com todas as cultivares
recomendadas, capacidade de competir com o0s organismos do solo, apresentar
fermentacdo adequada na indastria e, principalmente, ter a capacidade de se
adaptar aos solos, sem nenhum prejuizo a comunidade microbiana natural do
mesmo (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007; HERRMANN; LESUEUR, 2013).

Bashan et al. (2013) relatam que a literatura cientifica esta repleta de
estirpes com alto potencial biotecnoldgico, no entanto, estas ndo aparecem no
mercado comercial possivelmente devido a formulagéo inapropriada. Dessa forma,
um dos maiores desafios na atualidade é desenvolver uma formulacdo de inoculante
gue reuna todas as caracteristicas acima descritas e que sejam adequadas para o
uso sob condi¢gbes de campo (HERRMANN; LESUEUR, 2013).
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Figura 1 Fluxograma de procedimentos para o desenvolvimento de inoculantes.
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3.2.2 Caracteristicas Desejaveis do Veiculo a ser Utilizado nas Formulacdes de
Inoculante

O veiculo utilizado na formulacdo de inoculante representa a maior
porcdo (em volume ou peso) do produto, e dentre as caracteristicas desejaveis de
um veiculo, estes devem (BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012; BASHAN et al., 2013;
HERRMANN; LESUEUR, 2013):

/7

% proporcionar um ambiente adequado para a sobrevivéncia do

microrganismo durante o prazo de validade do produto;

R

% as caracteristicas fisicas e quimicas devem ser uniformes;

/7

% ser adequado para o maior numero de espécies e estirpes

bacterianas possiveis;
% apresentar afinidade pela agua;
% ser de facil producéo;
% possuir pH quase neutro ou facilmente ajustavel;
% ser de facil manejo (grande preocupacéao dos agricultores);

% ndo ser toxico, apresentar biodegradabilidade e ndo fornecer

% ser constituido de matéria prima de baixo custo;

w fornecer liberacdo rapida e controlada de bactérias no solo.

O veiculo utilizado também deve ter a capacidade de manter uma
grande quantidade de células inoculadas viaveis no solo e na semente até o periodo
em que essa comecga a germinar (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007).
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3.2.3 Tipos de Veiculos Inoculantes Comerciais

No mercado, os inoculantes estdo disponiveis em duas formas
fisicas: na forma solida e liquida, sendo que o veiculo utilizado na producdo desses

inoculantes é crucial para a manutencado da viabilidade celular (ANPII, 2012).

3.2.3.1 Veiculo sdélido

Os inoculantes soélidos séo veiculados em turfa, sendo vendidos no
Brasil desde a década de 1950 (JARDIM-FREIRE; VERNETTI, 1999). Esse material
é formado pela decomposicdo anaerdbica lenta de restos vegetais de diferentes
origens e em diferentes estadios de decomposicdo, apresentando mais de 90% de
matéria organica em sua composi¢cdo. A turfa como veiculo inoculante proporciona
viabilidade adequada de células durante o tempo de prateleira do produto, oferece
protecdo fisica contra as adversidades do solo, apresenta alta capacidade de
retencdo de umidade, ndo é toxica para o microrganismo, e tem capacidade de
tamponamento de pH (SILVA, 2009; BASHAN et al., 2013).

Entretanto, a turfa € um material ndo renovavel e podera se tornar
escasso no futuro, jA que no Brasil ha poucas turfeiras de qualidade adequada a
producédo de inoculantes, o que demanda importacao deste substrato, com elevacao
do custo de producéo. Além disso, hd uma grande variacdo nas propriedades fisicas
e quimicas das turfas sendo essa de composi¢cado desigual (FERNANDES JUNIOR et
al., 2009). Este problema foi observado no trabalho realizado por Ferreira et al.
(2010), no qual demonstraram que a turfa importada resultou em maior
sobrevivéncia das estirpes de bactérias diazotroficas quando comparadas com a
turfa nacional. Segundo os autores, esse comportamento pode ter sido influenciado
pelas diferengas existentes entre teores de nutrientes e a origem do material dos

substratos turfosos.
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3.2.3.2 Veiculo liquido

Visando facilitar o uso do inoculante, em torno de 1990 comecaram
a surgir os inoculantes liquidos, mais praticos de usar e que hoje ocupam cerca de
70% do mercado (ANPII, 2012).

Os inoculantes liquidos sédo constituidos de um substrato aquoso
estéril onde se veiculam as bactérias, e apresentam vantagens pela facilidade de
esterilizacdo evitando a presenca de contaminantes. Assim, € possivel obter um
maior nimero de células no produto (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Devido
a sua natureza fluida, a adesdo dos microrganismos e a aplicacdo em sementes ou
no campo tornam-se facilitadas. Além disso, o inoculante liquido pode ser produzido
por um processo de fermentacao simples, sendo embalado assepticamente direto do
fermentador e armazenado. Isso minimiza o custo de producdo, evitando o
processamento e esterilizacdo do material de suporte solido (BRAHMAPRAKASH,;
SAHU, 2012). No entanto, a sobrevivéncia de bactérias nesse tipo de inoculante e
nas sementes inoculadas é dificultada porque as bactérias ndo estéo protegidas do
estresse ambiental quanto aquelas presentes em um inoculante contendo turfa
(TITTABUTR et al., 2007). Para resolver este problema, apds a multiplicacdo da
bactéria, esta € misturada com substancias protetoras (ANPII, 2012).

Uma pesquisa realizada pela Associagéo Nacional dos Produtores e
Importadores de Inoculantes (ANPII) revelou que 61% dos agricultores preferem a
utilizacdo de inoculante liquido, enquanto 19% ainda preferem o turfoso, e outros
19% utilizam a mistura dos dois. A pesquisa demonstrou que o inoculante liquido
desponta como o preferido pelos agricultores. Dessa forma, 0s maiores
investimentos das empresas devem se concentrar no desenvolvimento de
formulagBes liquidas de inoculante, uma vez que esta apresenta maior mercado
(ANPII, 2014).

3.2.4 Fatores que Limitam a Eficiéncia do Inoculante

Existe uma série de fatores que influenciam a qualidade e a eficacia

do inoculante, e estes vao desde a sua producdo até a utilizacdo a campo (Figura 2).
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Figura 2 Principais fatores que afetam a qualidade dos inoculantes desde a producédo até

sua utilizacdo a campo.
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A eficiéncia da inoculagdo com BPCVs depende em grande parte da
qualidade das formulagbes inoculantes existentes no mercado, que devem
assegurar conformidade com a legislacdo especifica do MAPA (BRASIL, 2011).
Essa legislacdo determina um ndmero minimo de células viaveis de 1 x 10°
(inoculantes para gramineas) ou 1 x 10° (Inoculantes para leguminosas) células por
grama ou mililitro de formulacdo por pelo menos 6 meses apds a fabricacao.
Entretanto, a sobrevivéncia de bactérias em formulages inoculantes liquidas ainda
€ um fator limitante para a expansao do uso da tecnologia de inoculacdo de plantas
nao-leguminosas com BPCVs. Durante o processo de armazenamento e transporte
do produto, os microrganismos podem atingir uma mortalidade maior que 90% da
populacao inicial incorporada ao veiculo. A sobrevivéncia da bactéria pode ser
afetada por diversos fatores como o meio de cultura utilizado para o crescimento das
bactérias, o estado fisiol6gico das bactérias, o tipo de veiculo utilizado, e a umidade
e temperatura de armazenamento (BASHAN et al., 2013).

Apoés a aplicacdo do inoculante nas sementes ou no solo, alguns
fatores também podem influenciar a ocorréncia de uma associacao eficiente entre as
BPCVs e seu hospedeiro. A heterogeneidade e variabilidade, encontrada nos
diferentes ambientes agricolas, dificultam a colonizacdo e o estabelecimento de
bactérias inoculadas, que devem competir com microrganismos nativos, portanto
melhor adaptados, além de sobreviver ao ataque de outros organismos predadores.
Esta variabilidade na capacidade de estabelecimento de uma estirpe inoculante
depende do tipo de solo e sua microbiota nativa, das espécies vegetais presentes,
da densidade de in6culo e das condi¢cdes edafoclimaticas. Tais fatores podem atuar
no declinio da densidade populacional dos microrganismos introduzidos e levar ao
insucesso das respostas pretendidas (KIM et al., 1997; BASHAN, 1998;
O’CALLAGHAN et al., 2001; STRIGUL; KRAVCHENKO, 2006).

Os microrganismos podem se desenvolver muito bem em condig¢bes
de laboratoério, mas a dificuldade estd em ajustar uma formulacdo para o inoculante
de modo que o produto seja capaz de manter uma alta populacdo viavel do
microrganismo e proporcionar resultados equivalentes em condicbes de campo
(STEPHENS; RASK, 2000).
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3.2.5 Alternativas para Melhoria da Qualidade dos Inoculantes

3.2.5.1 Utilizacéo de polimeros

A utilizacdo de veiculos alternativos tem sido foco de estudos e
diversos materiais testados tém demonstrado bons resultados para o
desenvolvimento de novas formulacdes de inoculantes. Uma das estratégias mais
recorrentes apresentadas como alternativa ao uso de inoculantes turfosos e
melhoria aos liquidos é o uso de misturas poliméricas. Dentre o0s polimeros
estudados estdo carboximetilcelulose (CMC), alginato, amido, polivinilpirrolidona
(PVP), goma xantana, outras gomas de origem microbiana ou vegetal e o glicerol
(TITTABUTR et al., 2007; ALBAREDA et al., 2008; JUNIOR et al., 2009, 2012;
BASHAN; TREJO; DE-BASHAN, 2011).

Alguns aditivos sdo utilizados em formulacdes liqguidas com funcéo
principal de proteger as células microbianas contra compostos toxicos presentes no
solo ou na semente em processo de germinacdo, ou contra estresses térmicos. O
glicerol, por exemplo, interage com a agua e protege as células dos efeitos de
dessecacdo, apresenta também uma elevada estabilidade fisico-quimica, limita a
transferéncia de calor e pode ainda ser usado como fonte de carbono por bactérias,
como demonstrado por Bashan, Trejo e de-Bashan (2011). Polimeros como PVP e
goma xantana também interagem com a &gua, atuando contra os efeitos de
dessecacdo e sua consisténcia viscosa pode melhorar a adesdo das células as
sementes (TEMPRANO et al.,, 2002). Kumaresan e Reetha (2011) avaliaram a
sobrevivéncia de Azospirillum brasilense em formulagdes liquidas de inoculante com
adicdo de diferentes polimeros como goma arabica, PVP, glicerol, trealose,
polietileno glicol (PEG) e polivinil alcool (PVA). Os resultados demonstraram que a
adicao de trealose, glicerol, goma arabica e PVP permitiu a manutencao de células
de Azospirillum (10® UFC.mL™) até 11 meses de armazenamento do produto,
seguido por PEG até 8 meses e PVA até 7 meses.

Polimeros como carboximetilcelulose (CMC) e amido também tém
sido estudados em formulacdes de inoculante. Fernandes Junior et al. (2009)
avaliaram a mistura desses dois polimeros e observaram que as composi¢cdes M4
(60-40% de CMC e amido respectivamente) e M3 (50-50% de CMC e amido,

respectivamente) com 1% de MgO foram capazes de manter a mesma concentracao
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de células de Bradyrizobium durante todo o periodo de armazenamento, enquanto
que a formulagdo com turfa apresentou um ligeiro decréscimo. Neste mesmo
trabalho foi observado que o inoculante a base de polimeros apresentou semelhante
eficiéncia de nodulacdo quando comparado com a turfa. Silva et al. (2012) também
avaliaram a mistura de CMC e amido em formulagfes de inoculante e constataram a
sobrevivéncia de G. diazotrophicus e A. amazonense (10° UFC.mL™) até 120 dias de
armazenamento.

O encapsulamento de BPCVs em uma matriz polimérica também
tem sido relatado na literatura e o alginato € o material mais utilizado para esse fim
(TRIVEDI; PANDEY; PALNI, 2005; YOUNG et al., 2006; JOE et al.,, 2012). As
vantagens das formulacbes de alginato sdo a sua natureza ndo toxica, a
biodegradabilidade, o fornecimento de um ambiente protegido para o microrganismo,
e a liberacdo lenta da bactéria imobilizada, que é controlada pela estrutura
polimérica (BASHAN et al., 2013). No entanto, o encapsulamento da bactéria pode
apresentar altos custos de producdo e necessidade de mao de obra especializada
(REIS, 2007).

3.2.5.2 Mecanismos fisiolégicos do microrganismo

Diversas BPCVs utilizadas na producdo de inoculante apresentam
mecanismos fisiologicos eficazes que podem auxiliar na manutencao da viabilidade
celular durante condicbes estressantes para a bactéria, podendo aumentar a
eficiéncia da tecnologia de inoculacdo. Dentre esses mecanismos estdo a producao
de biopolimeros como exopolissacarideos e polihidroxibutirado, agregacéo celular, e
a formacdo de cisto (BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004,
BURDMAN et al., 2000; FIBACH-PALDI; BURDMAN; OKON, 2012; JOE et al., 2009;
KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003; KONNOVA et al., 2001; OKON;
ITZIGSOHN, 1992; SADASIVAN; NEYRA, 1985, 1987).

A capacidade de producdo de exopolissacarideos (EPS) é um
fendbmeno bastante comum entre as bactérias que habitam o solo (PRIETO et al.,
2011). Esta classe de biomoléculas compreende uma grande diversidade de
biopolimeros extracelulares produzidos por microrganismos, em geral classificados

como polissacarideos capsulares (CPSs) e polissacarideos dissociados da célula
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bacteriana (PSs) (SKVORTSOV; IGNATOV, 1998). Estes biopolimeros possuem
grande importancia em associa¢des simbibticas e patogénicas, pois estdo presentes
indissociadamente aos biofilmes formados quando os microrganismos sacrificam sua
capacidade de locomocdo em ambientes privados de nutrientes, para que possam
economizar energia e se manter sob estas condicbes (SUTHERLAND et al., 2001,
BEAUREGARD et al.,, 2013). Em Azospirillum, a producdo de polissacarideos
extracelulares parece estar relacionada com a capacidade de adesdo ao sistema
radicular (BURDMAN et al., 2000), capacidade de agregacédo celular e floculacéo
(JOE et al., 2012), e a formacao de estruturas de resisténcia (SADASIVAN; NEYRA,
1985; TRUJILLO-ROLDAN et al., 2013).

A producado de EPS por A. brasilense tem grande relevancia para o
desenvolvimento de novas formulagdes de inoculantes. Isso porque o polimero
exerce um importante papel na protecdo das células microbianas contra a
dessecacao, e auxiliam na adeséo das bactérias as sementes durante o processo de
inoculacdo (DROGUE et al., 2012; KONNOVA et al., 2001). Em adicao, a presenca
de EPS pode influenciar positivamente a sobrevivéncia das células em condicdes
desfavoraveis como as encontradas no ambiente de cultivo agricola, atuar na
protecdo da enzima nitrogenase sob alta concentracdo de oxigénio e participar dos
mecanismos bioquimicos envolvidos na interacdo planta — bactéria (BAHAT-SAMET;
CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004; KEFALOGIANNI; AGGELIS, 2002).

O biopolimero polihidroxibutiraro é conhecido como um material de
armazenamento intracelular, sintetizado por muitos microrganismos, incluindo as
bactérias do género Azospirillum. O acumulo, degradacgdo e utilizagdo de PHB por
bactérias sob condi¢fes de estresse constituem mecanismos que podem favorecer o
estabelecimento, proliferagdo, sobrevivéncia e competicdo dos organismos,
especialmente em ambientes competitivos em que fontes de carbono e de energia
séo limitantes, tais como os encontrados no solo (OKON; ITZIGSOHN, 1992).
Diversos trabalhos j& comprovaram que células ricas em PHB resistem a condi¢des
de estresse (OKON; ITZIGSOHN, 1992; RATCLIFF; KADAM; DENISON, 2008;
SADASIVAN; NEYRA, 1987). Assim, estudos tém sido conduzidos com a finalidade
de produzir células com alto conteddo de PHB, visando maior longevidade da
bactéria no inoculante (BURDMAN et al., 1998; KADOURI; JURKEVITCH; OKON,
2003).
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A producdo de exopolissacarideo e polihidroxibutirato durante o
crescimento bacteriano é influenciada por fatores como: a composicdo do meio de
cultura, concentracdo dos nutrientes no meio e as condicfes de cultivo (BAHAT-
SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004; BURDMAN et al., 2000; KADOURI;
JURKEVITCH; OKON, 2003). Dessa forma, o estudo desses fatores pode
proporcionar a producdo desses metabolitos por BPCVs, e consequentemente, levar
ao desenvolvimento de inoculantes com elevada eficiéncia agrondémica, pela
melhoria da sobrevivéncia da bactéria no produto ou apds sua aplicacdo em

condicdes de campo.

3.2.6 Controle de Qualidade dos Inoculantes

A regulamentacdo para a producdo e comercializacdo dos
inoculantes varia dependendo do pais, no entanto, nem sempre sao aplicadas. Na
Franca, todos os inoculantes devem ser testados de modo a ndo serem prejudiciais
ao meio ambiente, plantas, animais e seres humanos. Além disso, 0s inoculantes
devem ser produzidos a partir de culturas puras e veiculos estéreis, fornecer pelo
menos 10° células de rizébios viaveis por semente no momento do plantio, e manter-
se livre de contaminantes durante o armazenamento. No Canad4, existe também
uma legislacdo apropriada para os inoculantes que requer o registro do produto e
analise regular dos mesmos. J4 em outros paises como a Austrdlia, a Tailandia ou
Africa do Sul, o controle de qualidade dos inoculantes é voluntario, de modo que os
ensaios sao realizados por laboratorios independentes, mas nao sao obrigatorios.
Os Estados Unidos e Reino Unido também ndo apresentam uma regulamentagéo
para producdo de inoculantes, com o controle de qualidade dependente dos
fabricantes (BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012; HERRMANN; LESUEUR, 2013).

Os inoculantes comercializados no Brasil tém sua qualidade
controlada pelo MAPA que utiliza os parametros determinados pelo protocolo da
RELARE. Segundo a Instrugao Normativa n°® 13, de 24 de marco de 2011 do MAPA
(BRASIL, 2011), todos os inoculantes devem:

e Apresentar concentracdo minima de 1,0x10° (bactérias fixadoras

de nitrogénio para simbiose com leguminosas) ou 1,0x10% (inoculantes para
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gramineas) Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por grama ou mililitro de
produto;

e serem elaborados em suporte esterilizados;

e estarem livres de microrganismos nao especificados em fator de
diluicéo 10°;
e serem elaborados em suporte que forneca todas as condicdes

de sobrevivéncia ao microrganismo;

e apresentarem prazo de validade de, no minimo, seis meses a

partir da data de fabricacéo;

e serem elaborados somente com microrganismos autorizados

para a producao de inoculantes.

Existem atualmente no Brasil registros de microrganismos
autorizados para producdo de inoculantes para as culturas da soja, feijao, ervilha,

milho, trigo, arroz, amendoim, entre outros (BRASIL, 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DE FORMULACAO PARA VEICULACAO DE AZOSPIRILLUM BRASILENSE
AB-V5

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado para o experimento foi a estirpe Ab-V5 de
Azospirillum brasilense, cedida pelo Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular
da Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba, PR. Esta estirpe esta
registrada no MAPA para uso como inoculante nas culturas de milho, trigo e arroz
(BRASIL, 2011). A estirpe esta armazenada sob criopreservacao no laboratério de

Bioquimica Molecular da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

4.1.2 Composicao e Preparo das Formulacdes

Estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo de pesquisa em
biofertilizantes da UEL resultaram no desenvolvimento de uma formulacao liquida
(FORM15) para veiculacdo de Azospirilum brasiliense Ab-V5. Apesar dessa
formulacdo estar sendo utilizada na producdo de inoculantes aplicados
experimentalmente em ensaios realizados pelo Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de Fixagdo Bioldégica de Nitrogénio (INCT-FBN) (dados ainda néo
publicados), foram realizados ajustes nesta formulacdo com o objetivo de ampliar a
capacidade de manutencao da viabilidade das células veiculadas.

Dessa forma, quatro novas formulagdes de meio de cultura foram
desenvolvidas e testadas, tendo como base a composicdo da FORM15. Foram
realizadas modificagbes na composi¢cédo da formulagdo original, principalmente pela
introducé@o de novos componentes (Tabela 1) e alteracdo da relacdo C/N (Tabela 2).
As novas formulacdes de meio de cultura desenvolvidas foram denominadas MCA1,
MCA2, MCA3 e MCA4, e a FORM15 (MARCELINO, 2012) foi utilizada como

referéncia em todos 0s ensaios realizados.



38

Tabela 1 Composicao quimica das formulacdes dos meios de cultura utilizados neste estudo
(FORM15; MCA1; MCA2; MCA3; MCA4).

REAGENTES FORM 15 MCAl MCA2 MCA3 MCA4
Sacarose (g.L™) 50 50 50 50 50
Extrato de Levedura (g.L™) 50 10 50 10 50
Glicerol (g.L™) 30 30 30 100 100
K,HPO, (g.L ™) 15 6,0 6,0 6,0 6,0
NH,NO; (g.L™h) - 1,5 1,5 1,5 1,5
KH,PO, (g.L™) - 4,0 4,0 4,0 4,0
MgsO, (g.L™?) - 1,0 1,0 1,0 1,0
NaCl (g.L™) - 0,1 0,1 0,1 0,1
Goma xantana (g.L™) - 1,0 1,0 1,0 1,0
Polinilpirrolidona (PVP; g.L™) - 1,0 1,0 1,0 1,0
Fe-EDTA (sol. 0,5 M; mL.L'l) - 2,0 2,0 2,0 2,0
Solugao de micronutrientes* (mL.L™) 0,08 50 5,0 50 5,0

*Dobereiner et al. (1995).

Tabela 2 Contetdo médio de Carbono, Nitrogénio e Fésforo nas formulagdes testadas para
a producéo de biomassa celular de A. brasilense Ab-V5.

NUTRIENTES g/L* FORM15  MCAL MCA2 MCA3 MCA4
Carbono total (Cy) 46,26 28,31 47,51 55,7 74,9
Carbono assimilavel (C,) 46,26 27,06 46,26 54,45 73,65
Nitrogénio total (Ny) 551 1,79 6,2 1,79 6,2
Nitrogénio assimilavel (N,) 5,51 1,63 6,04 1,63 6,04
Fosforo total 1,02 2,13 2,73 2,13 2,73

RELACAO C/N

C+/N+ 8,39 15,83 7,66 31,13 12,08

Ca/Np 8,39 16,6 7,66 33,41 12,19

*Teores médios de carbono, nitrogénio e fésforo presentes nos componentes da formulacao; C, € Na
compreendem somente os teores de carbono e nitrogénio fornecidos pela sacarose, glicerol e extrato
de levedura.



39

Para a elaboracdo das formulacdes testadas, os reagentes foram
diluidos em agua destilada e adicionados na ordem apresentada na Tabela 1. Todos
0s meios de cultura tiveram valores de pH ajustados para 6,6 - 6,8 e foram

esterilizados em autoclave a 121 °C por 30 min.

4.2 ENSAIO 1. SELECAO DE MEIOS DE CULTURA PARA A PRODUCAO DE BIOMASSA CELULAR
DE AZOSPIRILLUM BRASILENSE AB-V5.

Com o objetivo de identificar dentre as novas formulacbes aquelas
com potencial para aplicagdo na producéo de biomassa celular e producdo de EPS,
foram determinadas a concentracdo de células viaveis, conteuddo de EPS e a

avaliacao do pH do meio conforme descrito a seguir.

4.2.1 Preparo do In6culo e Condi¢Bes de Cultivo

A partir da cultura de A. brasilense Ab-V5 criopreservada, foi
preparado um cultivo em 5 mL de meio Dygs liquido (RODRIGUES NETO et al.,
1986) por 24 h em agitador orbital a 180 rpm e 28 °C. Apls este periodo de
crescimento, a densidade de células no cultivo foi determinada por contagem em
camara de Neubauer. Paralelamente, foram preparados frascos Erlenmeyers
(volume de 2 L) contendo 500 mL de cada um dos meios de cultivo ensaiados
(Tabela 1). Os frascos contendo os meios de cultivo foram esterilizados a 121 °C
durante 15 minutos, e inoculados com uma suspensao de células de A. brasilense
Ab-V5 crescidas em meio Dygs liquido. A concentracdo celular inicial nos cultivos
realizados em frascos Erlenmeyer foi de 1 x 10* células de A. brasilense Ab-V5 por
mL de meio de cultura. Apds a inoculacéo, os frascos foram incubados em agitador
orbital a 180 rpm e 28 °C por até 120 h, em triplicata.

Foram coletadas amostras de 10 mL de cada um dos cultivos apos
72,96 e 120 h de incubacéo, sendo avaliados para cada coleta: o nimero de células
viadveis da estirpe A. brasilense Ab-V5, a concentracdo de exopolissacarideos e o pH

dos cultivos.
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4.2.2 Contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC)

A avaliacdo da viabilidade celular de Ab-V5 nas formulacdes foi
realizada através da contagem de Unidades Formadoras de Colbnia pelo método da
gota (MILES; MISRA, 1938). Amostras de 1,0 mL dos cultivos foram seriadamente
diluidas (1/10, v/v) em solucédo salina (NaCl 0,85%), e aliquotas de 30 pL das
diluicdes 10° a 10® foram inoculadas em meio Dygs sélido. As placas foram
divididas em seis setores, utilizando-se dois setores da placa por diluicdo. Cada
diluicdo foi inoculada em trés placas distintas, obtendo-se, portanto, seis repeticoes
por diluicdo, para cada amostra. ApGs a inoculacdo, as placas foram incubadas em
estufa a 30 £ 2 °C por 24 h, sendo a seguir efetuada a contagem do numero de
colénias em cada diluicdo. Os resultados foram expressos como numero de

unidades formadoras de col6nia por mL de cultivo (UFC.mL™).

4.2.3 Producao de Exopolissacarideos (EPS)

Para determinacdo da concentracdo de EPS, foram tomadas
aliquotas de 10 mL das culturas de cada uma das formulacfes testadas, as quais
foram centrifugadas a 9.956 g por 15 minutos a 4 °C para precipitacdo da biomassa
celular e obtencédo do extrato livre de células (ELC). Ao volume de ELC obtido como
descrito (aproximadamente 10 mL) foram adicionados 30 mL de etanol absoluto
gelado, agitando-se vigorosamente a mistura. Em seguida, a solucéo foi colocada
em freezer -20 °C por 24 h, seguindo-se uma nova centrifugagao (9000 rpm, 4 °C
por 15 min) e descarte do sobrenadante. O EPS precipitado foi solubilizado em 5 mL
de agua destilada e submetido a dialise exaustiva contra agua destilada em um
volume de 4000 mL sob temperatura de 4 °C por 3 dias consecutivos (MENESES et

al., 2009). Apds a dialise, o material foi liofilizado e pesado.

4.2.4 Determinacdes de pH

Em adicdo as determinacdes de concentracdo de células viaveis e
concentracdo de EPS nos cultivos, foram feitas determinacbes de pH para os

tempos de cultivos definidos no item 4.2.1.
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4.3 ENSAIO 2. AVALIACAO DA QUALIDADE FISIOLOGICA DAS CELULAS DE AZOSPIRILLUM
BRASILENSE AB-V5 CULTIVADAS NAS FORMULACOES DESENVOLVIDAS

A partir dos resultados obtidos no ensaio anterior, foi possivel
selecionar duas formulacdes (MCA2 e MCA4) para essa proxima etapa. Além das
formulacbes selecionadas o meio de cultivo FORM15 (MARCELINO, 2012) foi
utilizado como referéncia em todas as avaliacbes. Todos o0s ensaios foram
realizados em triplicata.

Essa etapa do trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade
fisiolégica das células de A. brasilense Ab-V5 durante o cultivo nas formulacdes
selecionadas, visando o desenvolvimento de um inoculante de alta eficiéncia. Foram
determinadas a cinética de crescimento de A. brasilense Ab-V5, agregacéo celular,
producdo de biomassa e polihidroxibutirato. As avaliacbes foram realizadas em
diferentes tempos de cultivo, e seguem descritas a baixo.

4.3.1 Preparo do Inéculo e Condi¢cbes de Cultivo

A partir da cultura criopreservada, foi preparado um cultivo em 5 mL
de meio Dygs (RODRIGUES NETO et al., 1986) liquido por 24 h, em agitador orbital
a 180 rpm e 28 °C . ApOs este periodo de crescimento, a densidade de células nos
cultivos foi determinada por contagem em camara de Neubauer. Paralelamente ao
preparo do inéculo, foram preparados frascos Erlenmeyers (volume de 250 mL)
contendo 120 mL de cada um dos meios de cultivo ensaiados: MCA2, MCA4 e
FORM15. Os frascos contendo os meios de cultivo foram esterilizados a 121 °C
durante 15 minutos, e inoculados com uma suspensao de células de A. brasilense
Ab-V5 crescida em meio Dygs liquido. A concentracao inicial de células nos cultivos
realizados em frascos Erlenmeyers foi de 1 x 10* células de A. brasilense Ab-V5 por
mL de meio de cultura, seguindo uma incubacdo em agitador orbital a 180 rpm e 28

°C por até 10 dias. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.3.2 Cinética de Crescimento de Azospirillum brasilense Ab-V5

A cinética de crescimento de Ab-V5 nas formulac¢des foi avaliada
através da contagem de UFC pelo método da gota (MILES; MISRA, 1938). Para este
ensaio, além das formulacdes MCA2, MCA4 e FORML15, foi utilizado o meio seletivo
NFB para A. brasilense, usado por Baldani e Dobereiner (1980) para producdo de
inoculante, e que possui acido malico (5 g L™) como fonte de carbono. O meio NFB
foi utilizado a fim de comparar o comportamento da bactéria com as formulacdes
desenvolvidas.

Resumidamente, foram coletadas aliquotas de 1,0 mL de cada um
dos cultivos nas primeiras 6 e 12 h ap0s a inoculacdo, e posteriormente em
intervalos de 12 h até 10 dias de cultivo. Em cada coleta, as amostras foram
seriadamente diluidas (1/10, v/v) em solucdo salina (NaCl 0,85%), e 30 pL das
diluicdes 102 a 107 foram inoculadas em meio Dygs (RODRIGUES NETO et al.,
1986) solido. Apds a inoculacao, as placas foram incubadas em estufa a 30 £ 2 °C
por 24 h, sendo a seguir efetuada a contagem do numero de colénias em cada
diluicdo. Os resultados foram expressos como numero de unidades formadoras de
colénia por mL de cultivo (UFC.mL™).

A partir dos valores de contagens obtidos, foi calculada a taxa de
crescimento (W) utilizando a equacdo: p= (InNt; - InNtp) / (t1 — t0), onde Nt; € o
namero de células no momento da amostragem e Nty € 0 niumero de células inicial.
O tempo de geracdo (g) também foi calculado utilizando a equacéo g= In2 / p
(BASHAN; TREJO; DE-BASHAN, 2011).

4.3.3 Avaliacdo da Agregacao Celular de A. brasilense Ab-V5 por Microscopia de
Fluorescéncia

A capacidade de formar agregados e de realizar floculacdo pode
influenciar positivamente a dispersdo e a sobrevivéncia no solo de bactérias
associativas, como Azospirillum brasilense (BURDMAN et al., 1998; JOE et al.,
2010, 2012). Neste estudo, a agregacéao celular de cultivos de A. brasilense Ab-V5
nos diferentes meios foi visualizada através de microscopia de fluorescéncia por

coloragdo com 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Esse corante interage com acidos
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nucleicos e permite a visualizagdo de microrganismos em uma amostra. A maxima
absorcao do corante DAPI ocorre no comprimento de onda de 358 nm (ultravioleta)
e seu maximo de emisséo é de 461 nm (azul).

Para avaliacao, foi coletado 1,0 mL de cada cultivo em intervalos de
24 h apo6s a inoculacdo, perfazendo um total de 10 coletas (10 dias de cultivo).
Aliquotas de 30 pL de cada amostra foram coradas com 30 pL de DAPI (1 pg/mL,
em agua ultrapura esterilizada), e incubadas durante 5 min no escuro em
temperatura ambiente (OLIVEIRA et al., 2008). Em seguida, as laminas foram
montadas em 6leo de imersdo com baixa fluorescéncia (Zeiss Immersol™ 518F) e
as amostras examinadas sob objetiva EC-Plan-Neofluar 100x em microscépio de
epifluorescéncia Zeiss AxioVision. As imagens foram digitalizadas com o programa

axion vision Rel. 4.8.2, em triplicata.

4.3.4 Producao de Biomassa

Para quantificar a producdo de biomassa celular de A. brasilense
Ab-V5 nas diferentes formulac¢des, foram coletados 10 mL dos cultivos 12 h apds a
inoculagéo, e posteriormente em intervalos de 24 h até que fossem completados 10
dias de cultivo. Estas aliquotas foram centrifugadas a 9.956 g por 15 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi descartado e a biomassa presente na fracdo precipitada foi
lavada duas vezes com 5 mL de solugdo salina (NaCl 0,85%), seguida de
centrifugacéo e descarte do sobrenadante. Em seguida, as amostras foram secas a
80 °C por 48 h, pesadas para determinacdo da producdo de biomassa, e
armazenadas a — 20 °C para posterior extracdo e quantificacdo da producao de

polihidroxibutirato.

4.3.5 Producéo de Polihidroxibutiraro (PHB)

A quantificacdo da producédo de PHB foi realizada de acordo com
Karr; Waters e Emerich (1983) e Law e Slepecky (1961). Este método se baseia na
mensuracao de acido crotdnico, que é formado durante a despolimerizacdo de PHB

catalisada por acido sulfurico concentrado. A extracédo do polimero PHB foi realizada
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a partir da biomassa seca que foi obtida como descrita no item 4.3.4. A biomassa
seca de células foi ressuspendida em 12 mL de uma solug&o de hipoclorito de sédio
5,25 %, e a mistura foi incubada por 2 h a 40 °C. Decorrido o periodo de digestao
celular, a mistura foi centrifugada a 3.910 g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi
descartado. O PHB presente na fragdo precipitada foi lavado com &agua (10 mL,
agitacdo manual e centrifugacdo a 3.910 g por 15 min a 4 °C), em seguida com
etanol (10 mL, agitacdo manual e centrifugacdo a 3.910 g por 15 min a 4 °C), e
posteriormente foi seco em estufa a 70 °C.

O material seco contendo o polimero foi digerido em 1 mL de acido
sulfarico concentrado a 90 °C durante 30 min. A solucdo foi resfriada, e a
concentracdo de PHB foi determinada por absorvancia em espectrofotobmetro a 235
nm, utilizando acido sulfdrico para calibracdo do aparelho (branco). A quantidade de
acido croténico foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar desta
substancia que é 1,55x10* (LAW, SLEPECKY, 1961). Dessa forma, calculou-se a
concentracdo de PHB sabendo que a quantidade de acido crotdnico € proporcional

ao contetido de PHB da amostra.

4.3.6 Avaliacdo da Presencga de Granulos de Polihidroxibutirato (PHB) em Cultivos
de A. brasilense Ab-V5 por Microscopia de Fluorescéncia

A formacdo dos granulos intracelulares de PHB foi acompanhada
durante os cultivos de A. brasilense Ab-V5 nas formulagbes MCA2, MCA4 e
FORM15. Para esta finalidade, foram tomadas amostras dos cultivos 12 h apos a
inoculacédo, e em intervalos regulares de 24 h até 10 dias de cultivo.

Para visualizagdo dos granulos de PHB presentes nas células, as
amostras foram coradas com vermelho do Nilo (Nile Red) e visualizadas em
microscopio de epifluorescéncia (Zeiss AxionVision) como segue. Primeiramente, as
amostras dos cultivos foram imobilizadas em laminas para microscopia com a
mistura de 10 pL de suspenséao bacteriana com 10 pL de agarose a 1% em tampao
PBS (50 °C). Imediatamente foram adicionados 50 pL de solugéo Nile red (0,1- 1
pug/mL em etanol) (JENDROSSEK, 2005; HERMAWAN; JENDROSSEK, 2007).
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As preparacdes foram examinadas sob objetiva de imersdo em 6leo
EC-Plan-Neofluar 100x, e as imagens foram digitalizadas pelo programa axion vision

Rel. 4.8.2, em triplicata.

4.4 VIABILIDADE DE A. BRASILENSE AB-V5 NAS FORMULAGOES INOCULANTES: UNIDADES
FORMADORAS DE COLONIA

As formula¢des (MCA2; MCA4 e FORM15) foram avaliadas quanto a
manutencdo da viabilidade das células microbianas por um periodo de 20 dias de
armazenamento.

Foi preparado um pré-inéculo a partir do cultivo de A. brasilense Ab-
V5 em 5 mL de meio Dygs (RODRIGUES NETO et al., 1986) liquido sob agitacédo
orbital de 180 rpm, a 28 °C por um periodo de 24 h. ApoOs este periodo de
crescimento, a densidade de células nos cultivos foi determinada por contagem em
camara de Neubauer e ajustadas a uma concentracdo de 1 x 10* células por mL,
sendo esta suspenséo inoculada em 900 mL de cada uma das formulagdes.

As formulagdes foram incubadas em agitador orbital a 180 rpm e 28
°C, sendo tomadas amostras de 30 mL apés 36, 72 e 144 h de crescimento. As
amostras foram imediatamente transferidas assepticamente para frascos de vidro
ambar com capacidade total de 100 mL, fechados com tampa plastica de rosca e
armazenados sob temperatura ambiente (+ 25 °C) ao abrigo da luz, em triplicata.

A viabilidade das células de A. brasilense Ab-V5 foi determinada
pela contagem do numero de UFC pelo método da gota, conforme anteriormente
descrito. As contagens de UFC foram realizadas no momento das amostragens (36,

72 e 144 h de cultivo) e apos 20 dias de armazenamento nas condigdes descritas.

4.5 VIABILIDADE DE A. BRASILENSE AB-V5 NAS FORMULACOES INOCULANTES: MICROSCOPIA
DE FLUORESCENCIA ASSOCIADA AO USO DE CORANTES VITAIS

Em adicdo a avaliagdo de viabilidade celular de A. brasilense Ab-V5
por contagem do numero de UFC, as amostras foram coradas com auxilio do
corante vital BacLight L-13152 LIVE/DEAD kit para visualizacdo de membrana

celular intacta (células vivas) e células com membrana danificada (células mortas).
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Esse kit consiste de um mistura de dois corantes: o marcador verde fluorescente
SYTO® 9 (480/500 nm excitacdo/emissdo) e o marcador vermelho fluorescente
iodeto de propideo (490/638 nm excitacdo/emissao). O corante SYTO 9 penetra
todas as bactérias presentes na amostra, estejam com a membrana citoplasmatica
intacta ou danificada. Em contraste, o iodeto de propidio penetra apenas bactérias
com a membrana danificada, causando uma reducdo de SYTO 9 quando ambos os
corantes estdo presentes. Dessa forma, utilizando uma mistura adequada destes
dois corantes, bactérias com membrana citoplasmatica intacta (ou as células viaveis)
coram verde fluorescente, enquanto que as bactérias com membranas danificadas
(ou células inviaveis) coram em vermelho fluorescente.

As avaliacdes microscopicas de viabilidade celular foram realizadas
no momento da coleta das amostras (36, 72 e 144 h de cultivo) e apos 20 dias de
armazenamento nas condi¢ces descritas. Com esta finalidade, os corantes SYTO 9
e lodeto de propidio foram misturados para uma concentracgédo final de 6 uM (SYTO
9) e 30 mM (lodeto de propidio), em H,O deionizada esterilizada. Apos a preparacao
da mistura do corante, esta foi armazenada a -20 °C até a sua utilizacdo. Para a
etapa de coloracdo, 60 pL da suspensdao de células previamente lavadas com
solucéo salina (NaCl 0,85 %), foram misturadas com 60 pL da mistura dos corantes
e incubadas no escuro durante 15 min em temperatura ambiente. Em seguida, uma
aliquota de 5 L foi aplicada em lamina para microscopia, recobertas com laminulas
e examinadas com objetiva de imersdo em 6leo EC-Plan-Neofluar 100x em
microscopio de epifluorescéncia Zeiss AxioVision. As imagens foram digitalizadas
pelo programa axion vision Rel. 4.8.2, em triplicata, e foi calculada a porcentagem

de células vivas e mortas.

4.6 ESCALONAMENTO DA PRODUGAO DE INOCULANTE CONTENDO A. BRASILENSE AB-V5:
ESCALA SEMI-PILOTO

O experimento foi realizado em fermentador de 5 L, com volume de
trabalho de 4 L, que permite o controle da frequéncia de agitacdo, aeracao,
temperatura e pH.

O meio de fermentagcdo utilizado foi a FORM15 usada como
referéncia durante o desenvolvimento do trabalho. Inicialmente, o biorreator foi

preenchido com 4 L de meio de cultivo (FORM15), o pH foi ajustado para 6,8,
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seguindo a esterilizacdo em autoclave por 40 min a 121°C. Apdés o resfriamento do
meio de cultivo a temperatura ambiente, foi feita a inoculacdo de A. brasilense Ab-V5
a partir de um pré-inoculo crescido em meio liquido Dygs como descrito
anteriormente (Item 4.4). A inoculacao foi realizada com auxilio de uma das bombas
peristalticas do fermentador, buscando-se uma concentracdo inicial de 1 x 10*
células por mL de cultura.

As condi¢cBes de cultivo durante a fermentacéo foram as seguintes:
velocidade de agitacdo 180 rpm; a taxa de aeracdo foi mantida a 0,1 vvm;
temperatura 28°C £ 0,2 °C; e o pH foi mantido automaticamente a 6,8 + 0,2
utilizando uma solugéo de HCI 4M (KEFALOGIANNI; AGGELIS, 2002).

O microrganismo foi cultivado durante 4 dias, e as avaliacbes foram
realizadas diariamente em intervalos de tempo definidos (18, 24, 42, 48, 66, 72, 90 e
96 h apos a inoculagéo).

As avaliagcdes compreenderam a determinacao do niumero de UFC,
e a viabilidade celular utilizando corantes vitais em microscopia de epifluorescéncia

realizadas conforme anteriormente descrito (item 4.4 e 4.5).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia com
aplicacao do teste F, seguida do teste de Tukey para comparagdo de médias (p <
0,05) empregando-se o programa SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGAO PARA VEICULAGCAO DE AZOSPIRILLUM BRASILENSE
AB-V5

5.1.1 Ensaio 1. Selecdo de Meios de Cultura para a Producé&o de Biomassa Celular
de A. brasilense Ab-V5

Para a selecdo dos meios de cultura as avaliacées foram realizadas
somente apds 72 h de cultivo. Esta decisédo foi baseada nos resultados prévios de
Marcelino (2012), que demonstrou um prolongamento da fase estacionaria das
culturas de A. brasilense Ab-V5 crescidas no meio FORM15. Além disso, a
manutencdo de elevadas populacdes de A. brasilense Ab-V5 em fases tardias de
cultivo foi considerada um parametro para a selecdo de novas formulacbes com

capacidade de prolongar o tempo de prateleira de produtos inoculantes.

5.1.1.1 Contagem de unidades formadoras de colbénia

A Tabela 3 apresenta os valores de UFC para as cinco formulacdes
testadas, apés 72, 96 e 120 h de cultivo em frascos erlenmeyers. Os valores de
contagens de UFC obtidas foram convertidos em escala logaritmica.
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Tabela 3 Numero de células de A. brasilense Ab-V5 em diferentes meios de cultivo e
tempos de crescimento, determinadas pelo nimero de unidades formadoras de coldnia pelo
método da gota (drop plate).

TEMPO DE CULTIVO (h)

FORMULACOES 72 96 120
Log UFC.mL™*
MCAL < 6,00* < 6,00* < 6,00*
MCA2 8,00+ 0,1 Bb 8,30+ 0,1 Ba 7,05+ 0,1 Bc
MCA3 < 6,00* < 6,00* < 6,00*
MCA4 9,18+ 0,3 Aa 8,79+0,1 Aa 8,12+ 0,1 Ab
FORM 15 7,96 + 0,1 Ba 7,99+0,1Ca 7,85+ 0,6 Aa

*Desvio padrdo nao determinado devido a auséncia na contagem de UFC nas diluigBes plagueadas
(106 a 108). Letras mailsculas comparam as médias entre as formulagées dentro de cada tempo de
cultivo (coluna), e minusculas, comparam as médias de cada formulagdo entre os tempos de cultivo
(linha) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Observa-se que na fase estacionaria, somente os meios de cultura
MCA2, MCA4 e FORM15 apresentaram populacdes bacterianas acima de 10°
células por mL. Além disso, houve diferenca estatistica significativa nas populacdes
de A. brasilense Ab-V5 entre as diferentes formulacdes, e entre os diferentes tempos
de crescimento. As populacdes de A. brasilense observadas no cultivo do meio
MCA4 apresentaram as maiores contagens, independentemente do tempo de
cultivo, alcancando um maximo de 1,7 x 10° UFC.mL™ apés 72 h de cultivo, sendo
17 e 18 vezes maior do que as populacdes encontradas nos meios MCA2 (1,0 x 10®
UFC.mL™?) e FORM15 (9,4 x 10" UFC.mL™). Além do mais, houve uma tendéncia de
diminuicdo das populagbes de A. brasilense quando os cultivos foram mantidos por
mais de 96 h, independentemente da formulacgao.

Poucos estudos relacionados com a cinética de crescimento de A.
brasilense estédo disponiveis para periodos acima de 30 h de cultivo, uma vez que
culturas bacterianas apds a fase exponencial tardia tendem a entrar em uma fase
senescente (ou de decaimento populacional) pelo esgotamento dos nutrientes no
meio de cultivo (MONOD, 1949; BREN et al., 2013). Prinsen et al. (1993) e Spaepen
et al. (2007) apresentam estudos de cinética de Azospirillum em cultivos de até 100

h e 72 h, respectivamente, entretanto a densidade de células foi monitorada por
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leitura da absorbancia (600 nm) em ambos estudos, sem referéncia ao nimero de
células viaveis nestes cultivos. No presente estudo, apresentamos trés meios de
cultura nos quais a fase de decaimento populacional ocorreu de maneira bastante
ténue, possibilitando o aproveitamento do estadio fisiologico alcancado pelas células
em cultivos prolongados para que estas desenvolvam caracteristicas diferenciadas
(SCOTT; HWA, 2011). Em adicdo, a ocorréncia de uma fase de decaimento
populacional lenta esta relacionada com a presenca de extrato de levedura em
elevada concentracdo (5%, p/v), e a relacdo C/N ndo deve ser superior a 12,
enquanto relacdes C/N menores do que 10 (MCA2 e FORM15; Tabela 2) tendem a
suportar menores concentragdes de células em cultivos prolongados (Tabela 3).
Ainda, é possivel perceber que a adicdo de novos componentes a formulacéo
original ndo acarretou diminuicdo da capacidade de manutencdo de elevadas
populacdes de A. brasilense Ab-V5, e que o aumento da concentracdo de carbono
em MCA4, como resultado do aumento da concentracao de glicerol na formulagéo,
proporcionou maiores contagens de UFC em periodos tardios de cultivo.

Cabe destacar que o uso de sacarose para o cultivo de A.
brasilense é descrito como inadequado (HARTMANN; BALDANI, 2006), resultando
em baixas taxas de crescimento e densidade de cultivo. Por outro lado, Yudyt et al.
(2013) estudaram o crescimento de A. brasilense na presenca de elevadas
concentractes de NaCl (até 1,2%, p/v) em meio de cultivo suplementado com 40 g
L™ de sacarose, registrando o consumo deste acticar pelo microrganismo sem que
ocorressem incrementos na concentracao de acgucares redutores no meio de cultura.
As formulagbes aqui apresentadas possuem 5% de sacarose em sua COMpOSIcao
devido a estudos prévios realizado por Marcelino (2012) que encontrou relagcéo
positiva entre a concentracdo de sacarose e a biomassa celular de A. brasilense, e
um consumo de 13 a 40% da sacarose adicionada ao meio de cultura apos 36 h de
cultivo. A existéncia de enzimas hidroliticas em A. brasilense com capacidade de
catalisar a quebra da sacarose ainda esta para ser determinada.

Tarrand (1978 apud SILVA, 2006) utilizando glicerol no meio de
cultura como fonte de carbono, observou respostas positivas no crescimento do
género Azospirillum. Bashan; Trejo e de-Bashan (2011) substituiram a glicose por
glicerol em meio triptona - extrato de levedura - glicose (TYG), e observaram um
aumento no crescimento de Azospirillum (~ 4,5 x 10° UFC.mL™) e reduc&o no tempo

de geragdo. Trabalhos realizados com outros microrganismos como Rhizobium e
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Pseudomonas fluorescens também demonstraram que a adi¢cao de glicerol ao meio
de cultivo pode influenciar positivamente o crescimento da bactéria, e favorecer a
manutencdo de elevadas populacdes durante o periodo de armazenamento dos
inoculantes (ALBAREDA et al., 2008; MANIKANDAN et al., 2010).

Diversos tipos de polimeros e materiais organicos tém sido
empregados como aditivos aos meios de cultivo de células bacterianas para o
desenvolvimento de inoculantes (ALBAREDA et al., 2008; JUNIOR et al., 2012,
2009). Tittabutr et al. (2007) avaliaram o efeito de seis diferentes aditivos poliméricos
no crescimento de varias estirpes de Bradyrhizobium e Rhizobium, e observaram
que dentre os polimeros estudados, a adicdo de PVP, amido de mandioca e goma
arabica resultaram em maior crescimento celular para todas as estirpes avaliadas (~
1 x 10° células.mL™) comparado com o meio YEM sem adicdo dos polimeros (1 x
10® células.mL™). Neste mesmo trabalho, foi constatado que os diferentes aditivos
conferiram maior protecdo para as células rizobianas aplicadas sobre as sementes
contra temperaturas elevadas.

Desse modo, no presente trabalho, foi possivel identificar dentre as
formulac@es testadas, algumas com capacidade de desenvolver e manter nimeros
populacionais elevados de A. brasilense Ab-V5 (até 1,7 x 10° UFC.mL™ em cultivos
de 72 h) utilizando fontes de carbono alternativas a utilizada no meio especifico para
esse género. Trabalhos encontrados na literatura reforcam que os componentes
presentes no meio de cultura para o crescimento de Azospirillum podem influenciar
na qualidade dos inoculantes (BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004;
SERRATO et al., 2006; SANTOS, 2010; GAURI; MANDAL; PATI, 2012), e devido a
isso foi realizada a determinacdo da concentracdo de exopolissacarideos em adicao

aos resultados de concentracdo de células.

5.1.1.2 Producgéo de exopolissacarideos

As BPCVs podem produzir exopolissacarideos durante o seu
crescimento, e a producédo desses biopolimeros, em conjunto com a formacéo de
agregados, pode exercer um importante papel na protecdo das células microbianas
contra a dessecagdo, facilitando a sobrevivéncia destas em condi¢des
desfavoraveis. A presenca de EPS em formulagfes de inoculante também auxilia na
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adesdo as sementes durante o processo de inoculacdo de BPCVs (KEFALOGIANNI;
AGGELIS, 2002; BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004).

A concentragédo total de EPS obtida pelo cultivo de A. brasilense Ab-
V5 nas diferentes formulacdes testadas, e diferentes tempos de cultivo estdo

apresentadas na Figura 3.

Figura 3 Producdo de Exopolissacarideos por A. brasilense Ab-V5 cultivado em diferentes
formulacdes de meio de cultura.
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As letras comparam as médias entre as formulagBes dentro de cada tempo de cultivo pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todas as formulacfes induziram a producdo de exopolissacarideo,
embora a quantidade observada entre as diferentes formulacdes e tempos de cultivo
tenha apresentado grande variacdo (1,81 a 5,18 g EPS L™). Estes resultados est&o
de acordo com o trabalho realizado por Kefalogianni e Aggelis (2002) que
encontraram uma producéo de 1,44 a 4,44 g.L™! de EPS por estirpes de Azospirillum
brasilense e Azospirillum lipoferum.

A quantidade e a qualidade do EPS produzido por A. brasilense séo
influenciadas pelas condi¢cbes de cultivo (BURDMAN et al., 2000; KEFALOGIANNI;
AGGELIS, 2002; BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004; LERNER et
al., 2010). Diversos estudos tém apontado uma correlacao positiva entre a qualidade
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e a quantidade de EPS produzido com os parametros de cultivo: aeracao, relacéo
C/IN, temperatura, salinidade, e qualidade da fonte de carbono utilizada para cultivo,
apresentando influéncia na sintese do polimero (KONNOVA et al., 2003; SERRATO
et al., 2006; SANTOS, 2010).

Considerando os meios de cultura avaliados neste trabalho, as
diferencas observadas na concentracdo de EPS estédo principalmente relacionadas
com as diferencas na relacdo C/N, que por sua vez refletem as diferentes
composi¢des das formulagbes. A producdo de EPS por A. brasilense é favorecida
sob condicbes de elevada relacdo C/N (BURDMAN et al.,, 1998, 1999, 2000;
LERNER et al., 2010). No entanto, Serrato et al. (2006), avaliando as condi¢des de
cultivo para a producdo de EPS pela bactéria fixadora de nitrogénio Burkholderia
tropica, observou que a relagdo C/N do meio de cultivo ndo influenciou a quantidade
de EPS produzida pela bactéria. Em vez disso, a temperatura de crescimento e
aeracdo foram fatores-chave na biossintese de EPS. Em nosso trabalho néo
identificamos uma grande concentracdo de EPS na formulacdo com a maior relacéo
C/N (31,1 — 33,4; MCA3), na qual foi possivel perceber uma pequena queda da
concentracdo de biopolimeros nesta formulagdo em resposta ao aumento do tempo
de cultivo. Controversamente, os meios de cultura com a menor relagdo C/N (7,7,
MCAZ2 e 12,1; MCA4) apresentaram os maiores valores de EPS em todos os tempos
de cultivo avaliados, com maximo de producdo de 4,95 g EPS L (MCA2) e 5,18
EPS L™ (MCA4).

A diminuicdo da concentracdo de EPS em cultivos de Azospirillum
também foi observada por Tsagou e Aggelis (2006), que estudaram o
comportamento de A. lipoferum na fase estacionaria de crescimento e identificaram
uma diminuicdo na concentracdo de EPS e de CPS em cultivos mantidos sob
elevadas razdes de diluicdo. Cabe lembrar que a razdo de diluicdo, ou taxa de
diluicdo em cultivos realizados em fermentadores corresponde ao fluxo volumétrico
de nutrientes adicionado dividido pelo volume total do cultivo.

As formulagdes MCA1l, MCA2, MCA4 e FORM15 apresentaram
regressao linear positiva entre producédo de EPS e o tempo de cultivo, sendo que o
valor de r2 encontrado para MCA1 mostrou baixo ajuste devido a uma pequena
queda na producdo em 96 h de cultivo, e posterior aumento em 120 h (Figura 4). Ja
a formulacdo MCA3 apresentou uma regresséao linear negativa, visto que o aumento

no tempo de cultivo propiciou uma diminuicdo na producdo de EPS (Figura 4).
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Burdman et al. (2000) demonstraram que Azospirillum brasilense € capaz de
metabolizar o EPS produzido, utilizando-o como fonte de carbono para manutengao
da atividade celular. Desse modo, o decréscimo na concentracdo de EPS na
formulacdo MCAS3 sugere que este biopolimero tenha sido reutilizado pela bactéria

como fonte de nutriente.

Figura 4 Regressao entre producdo de exopolissacarideo e o tempo de cultivo.
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O aumento na producdo de EPS de 72 h para 120 h de cultivo foi de
31,5% (MCA1), 30,6% (MCA2), 28,2% (MCA4) e 76,5% (FORM15). De acordo com
Sutherland (2001), alguns exopolissacarideos séo sintetizados durante todo o
crescimento bacteriano enquanto que outros sao produzidos somente durante a fase
logaritmica ou na fase estacionaria. Kefalogianni e Aggelis (2002), avaliando a
producdo de EPS por estirpes de A. lipoferum e A. brasilense, observaram que todas
as estirpes produziram quantidades consideraveis de EPS durante a fase inicial de
crescimento, enquanto que durante a fase estacionaria o EPS produzido foi
degradado. No entanto, estudos realizados por Serrato et al. (2006) indicaram que a
quantidade de EPS produzida por Burkholdeira tropica aumentou até 30 h de cultivo,
e se manteve constante até o fim do cultivo (72 h).

Considerando conjuntamente as avaliacbes de densidade
populacional (UFC) e a producédo de EPS, foi possivel observar que as formulagfes
MCA2 e MCA4 foram as que apresentaram as maiores contagens de A. brasilense
Ab-V5 bem como a maior producédo de exopolissacarideos quando comparados com
as demais formulacdes. Dessa forma, essas formulacbes (MCA2 e MCA4) foram

selecionadas para a préxima etapa do trabalho.

5.1.1.3 Avaliagéo do pH das formulagbes

O pH das formulacbes foi avaliado antes da inoculacdo da
suspensao bacteriana de A. brasilense Ab-V5, e apos 72, 96 e 120 h de cultivo
(Tabela 4).

Tabela 4 Variacdo do pH em diferentes meios liquidos de cultura em resposta ao
crescimento de A. brasilense Ab-V5.

N TEMPO DE CULTIVO (h)
FORMULAGOES  pH INICIAL

72 ApH 96 ApH 120 ApH
MCAL 6,61 531  -1,30 536  -1.25 5,35 -1,26
MCA2 6,59 541  -1,18 556  -1,03 5,57 -1,02
MCA3 6,66 540  -1,26 543  -123 5,41 -1,25
MCA4 6,63 542  -121 556  -1,07 5,63 -1,00

FORM 15 6,61 5,25 -1,36 5,33 -1,28 5,47 -1,14
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Em 72 h de cultivo houve uma diminuicdo no pH em todas as
formulacbes testadas. Esta queda no pH pode ser explicada pela formacdo de
acidos organicos, principalmente acético, latico, glioxalico, malico, 2-oxoglutarico e
B-hidroxibutirico decorrentes do metabolismo de Azospirilum (GOEBEL; KRIEG,
1984).

No periodo de 72 a 120 h de cultivo, o pH das formulagbes
apresentou pequenas variacdes de 5,31-5,35 (MCA1), 5,41-5,57 (MCA2), 5,40-5,41
(MCA3), 5,42- 5,63 (MCA4) e 5,25-5-47 (FORM15). Nota-se que as formulacbes
MCA2, MCA4 e FORM15 apresentaram os maiores valores de pH ao final do cultivo.
Estudo realizado por Trujillo-Roldan et al. (2013), revelaram que o aumento do pH
durante o armazenamento de uma formulagéo liquida de inoculante contendo A.
brasilense pode estar associada com a liberagcdo de material intracelular (lise das
células) e/ou a formacédo de subprodutos devido ao consumo de PHB.

Correlacionado o valor de pH com a contagem de UFC foi possivel
observar que as formulacdes que apresentaram os maiores valores de pH foram as
gue obtiveram as maiores populacdes de A. brasilense. Isso pode ser explicado pelo
fato de que Azospirillum brasilense apresenta melhor crescimento em pH neutro (em
torno de 6,8).

5.1.2 Ensaio 2. Avaliagdo da Qualidade Fisiologica das Células de Azospirillum
brasilense Ab-V5 Cultivadas nas Formulacdes Desenvolvidas

O estudo da qualidade fisiologica das células de A. brasilense Ab-V5
€ um parametro adicional de grande relevancia para o desenvolvimento de novas
formulacdes inoculantes. Dessa forma, a partir dos resultados de contagem de
células, producdo de EPS e avaliacdo do pH, obtidos no ensaio anterior, foram
selecionadas duas formulagbes (MCA2 e MCA4) para uma caracterizacdo mais

detalhada do comportamento de A. brasilense Ab-V5 durante o crescimento.



58

5.1.2.1 Cinética de crescimento de Azospirillum brasilense Ab-V5

A Figura 5 apresenta a cinética de crescimento de A. brasilense Ab-
V5 durante o cultivo no meio NFB e nas diferentes formulagbes ao longo do tempo.

Os valores de contagens de UFC foram convertidos em escala logaritmica.

Figura 5 Cinética de crescimento de A. brasilense Ab-V5, em diferentes meios de cultura
selecionados para o desenvolvimento de formulagdes inoculantes.
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O estudo da cinética de Azospirillum brasilense Ab-V5 permitiu
avaliar o comportamento da bactéria durante o cultivo nas formulagdes
desenvolvidas, bem como no meio NFB utilizado como referéncia.

Quando a bactéria foi cultivada nas formulagbes MCA2, MCA4 e
FORM15, foi observado um maior niimero de células (2 x 10°em 24 h; 9 x 10®em 36
h; 8 x 10® em 24 h UFC.mL™, respectivamente), comparado com o meio de
referéncia NFB que alcancou uma densidade méaxima de 2 x 10° células mL™ (36 h),
e que foi originalmente desenvolvido para o cultivo de Azospirillum (DOBEREINER,;
DAY, 1976). Esse aumento na densidade de células pode ter ocorrido devido as

formulacbes desenvolvidas consistirem de um meio rico em nutrientes, contendo
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altas concentracGes de carbono e nitrogénio, diferentemente do meio NFB. Ainda
que o numero de células encontrado no meio NFB tenha sido mais baixo, observa-
se que, apods a fase de crescimento exponencial foi possivel a manutencdo do
nimero de células viaveis (em torno de 4 x 10" UFC.mL™) até o fim do cultivo em
240 h.

No geral, os valores de contagem obtidos revelaram diferenga no
comportamento da estirpe Ab-V5 ao longo do tempo, variando conforme a
formulacdo testada. A fase de crescimento exponencial teve inicio praticamente
imediato para todos 0os meios testados. No entanto, notou-se que esta fase foi mais
curta para MCA2; MCA4 e FORM15 (6-24 h de cultivo), em comparacdo ao
crescimento no meio NFB (6-36 h cultivo).

Um fato interessante observado foi que apds a fase exponencial, o
cultivo da bactéria em MCA4 propiciou a manutencao de células viaveis até 204 h de
cultivo. Ja o cultivo em MCA2 e FORM15 levou a uma queda no nimero de células
anteriormente a este periodo. Essa observacdo pode ser explicada devido a
diferenca na concentracdo de glicerol presente nas formulagdes, visto que a MCA4
possui uma elevada quantidade de glicerol (100 g.L™) comparada com MCA2 e
FORM15 (30 g.L™). Sendo assim, essa manutencdo na densidade de células
(MCAA4) foi possivel em virtude da maior quantidade de fonte de carbono no meio, o
gue consequentemente retardou a fase de declinio das bactérias no cultivo. Deve-se
lembrar também que o glicerol atua na protecdo das células contra os efeitos de
dessecacao, fato de grande importancia para manter as células viaveis (BASHAN;
TREJO; DE-BASHAN, 2011). A producédo de compostos como EPS, demonstrada
anteriormente neste trabalho, e PHB, durante a fase de crescimento de Azospirillum,
também podem ter influenciado na maior longevidade celular.

A descoberta do género Azospirillum foi possivel devido ao
desenvolvimento do meio semi-solido NFB, livre de nitrogénio, que foi baseado em
acidos organicos, principalmente malato e succinato, sendo estas as fontes de
carbono preferenciais utilizadas por essa bactéria in situ (DOBEREINER; DAY
1976). A utilizacdo deste meio para o isolamento e estudos de novas estirpes de
Azospirillum tem sido empregada até hoje. No entanto, por produzirem populactes
relativamente baixas, ndo é adequado para o cultivo em massa na produgdo de
inoculantes em escalas maiores, pois sabe-se que um meio de cultura com alto

rendimento € fundamental para producdo de inoculantes contendo BPCVs
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(BASHAN; TREJO; DE-BASHAN, 2011). Com o intuito de solucionar os problemas
relacionados a baixa producdo em massa de Azospirillum nos inoculantes, alguns
meios complexos tém sido desenvolvidos, e, quando comparados com 0S meios
comumente utilizados em laboratorio, apresentam um aumento significativo no
crescimento celular (BASHAN; TREJO; DE-BASHAN, 2011; FALLIK; OKON, 1996).
Essa observacéo corrobora os resultados de cinética de Ab-V5 encontrados neste
trabalho, pois as formulacdes desenvolvidas apresentaram maior concentracao de
células viaveis comparada ao meio NFB.

A partir dos resultados de cinética de crescimento de A. brasilense
Ab-V5 foi possivel determinar a taxa de crescimento (1) e o tempo de geracao (g) da

bactéria durante o cultivo (Tabela 5).

Tabela 5 Taxa de crescimento (l) e tempo de geracéo (g) de A. brasilense Ab-V5 durante o
cultivo no meio NFB e nas diferentes formulagbes desenvolvidas.

Tempode MCA2 MCA4 FORM 15 NFB MCA2 MCA4 FORM15 NFB
Cultivo u(h™h g(h)
6 Horas 0,76 0,23 1,08 0,51 0,91 3,06 0,64 1,36
12Horas 0,76 0,42 0,88 0,36 0,91 1,66 0,79 1,94
24Horas 0,51 0,47 0,47 0,34 1,37 1,48 1,47 2,05
36 Horas 0,33 0,32 0,29 0,27 2,11 2,19 2,36 2,55

A maior taxa de crescimento (1) de A. brasilense Ab-V5 foi
observada em 6 h de cultivo para FORM15 (1,08 h™), MCA2 (0,76 h™) e meio NFB
(0,51 h™). J& o cultivo de Ab-V5 na formulacdo MCA4 apresentou a maior taxa de
crescimento em 24 h (0,47 h). Esses resultados estdo de acordo com a cinética de
crescimento (Figura 5), pois o cultivo da bactéria na formulacdo MCA4 proporcionou
um crescimento mais lento durante a fase log comparado com as demais
formulacoes.

Quanto ao tempo de geracao (g), foi possivel notar este mesmo
comportamento, em que o menor tempo de geracao foi encontrado em 6 h de cultivo
na FORM15 (0,64 h), MCA2 (0,91 h), e meio NFB (1,36 h), e 24 h em MCA4 (1,48
h).

Os parametros cinéticos de A. brasilense Ab-V5 encontrados neste

trabalho apresentaram resultados superiores comparados com os encontrados na
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literatura. Bashan; Trejo e de-Bashan (2011) desenvolveram dois meios de cultura
suplementados com gluconato e glicerol, para o cultivo de Azospirillum spp, e
obtiveram uma taxa de crescimento de 0,4 a 0,5 h™, e tempo de geracdode 1 a 2 h.
Westby; Cutshall e Vigil (1983), avaliando o crescimento de Azospirillum em meio de
cultura contendo glicerol como fonte de carbono observaram um tempo de geracéo
de 11,2 h. Essa variacdo nos parametros cinéticos pode ser atribuida a adicdo de

diferentes fontes de carbono e nitrogénio nos meios de cultura.

5.1.2.2 Avaliacdo da agregacao celular de A. brasilense Ab-V5 por microscopia de
fluorescéncia

O fenbmeno da agregacdo bacteriana € de grande interesse na
produgdo, armazenamento e sobrevivéncia de inoculantes bacterianos para
aplicacdo na agricultura. Isto porque a agregacdo celular pode aumentar a
sobrevivéncia de células de Azospirillum sob diversas condicbes de estresse. Este
fenbmeno também pode ser importante durante a colonizacdo da bactéria onde a
agregacdo celular € comumente observada. Bahat-Samet; Castro-Sowinski e Okon
(2004) sugerem que a compreensao do processo de agregacao celular pode ampliar
o conhecimento das interacdes entre raizes das plantas e as bactérias. Os mesmos
autores ainda explicam que a estrutura dos agregados celulares contém canais, em
que os nutrientes podem circular, e provavelmente, podem proteger as células da
exploséo oxidativa produzida durante a morte celular.

A formagédo de agregados celulares no presente trabalho foi
evidenciada durante a cinética de crescimento de A. brasilense Ab-V5 por
microscopia de fluorescéncia (Figuras 6, 7 e 8). As observacbes microscopicas
durante o crescimento de A. brasilense revelaram a formacao de microagregados de
células em todas as formula¢gbes desenvolvidas. Na formulacdo MCA2 (Figura 6), a
agregacéo celular foi observada a partir da fase exponencial de crescimento (24 h)
atée o final do cultivo (240 h). No entanto, quando a estirpe foi cultivada na
formulacdo MCA4 (Figura 7) e FORM15 (Figura 8), os agregados celulares foram
evidenciados a partir de 48 h de cultivo (imagens ndo apresentadas) até o final da
avaliacdo (240 h). O cultivo de A. brasilense Ab-V5 na FORM15 demonstrou uma
menor agregacao das células quando comparado com as formulacbes MCA2 e

MCA4 em que foi possivel a visualizacdo mais definida dos microagregados
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formados. Sadasivan e Neyra. (1985) relataram que os tipos de células, atividade
metabdlica e padrdes de agregacdo parecem mudar com a idade da cultura sob
condicOes propicias a floculacéo.

A producao de EPS por Azospirillum brasilense apresenta uma forte
correlagdo com a formacéo de agregados celulares (BURDMAN et al., 1998, 2000).
Diversos trabalhos revelam que os exopolissacarideos de A. brasilense participam
na adesado célula-célula durante a agregacdo, agindo como floculantes néo-
especificos, ou através da interagcdo com proteinas ou outras moléculas ligadas ao
envelope bacteriano (BURDMAN et al., 1998, 2000; SKVORTSOV; IGNATOV,
1998). Tem sido relatado ainda que a presenca de arabinose na composicao desse
biopolimero apresenta alta influéncia no grau de agregacéo celular de diferentes
estirpes de A. brasilense (BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004
BURDMAN et al., 1998, 2000).

Através das avaliagbes de microscopia obtidas neste trabalho, foi
possivel observar que as células pareciam estar envoltas por um material
extracelular. Dessa forma, os exopolissacarideos produzidos pela estirpe em estudo
podem estar envolvidos na agregacdo celular, corroborando os resultados
encontrados na literatura, que demonstram uma correlacdo entre producao de EPS
e agregacao celular (BURDMAN et al., 1998, 2000; BAHAT-SAMET; CASTRO-
SOWINSKI; OKON, 2004).
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Figura 6 Avaliacdo da agregacéao celular de A. brasilense Ab-V5 por microscopia de fluorescéncia durante o cultivo na formulacdo MCA2. (A)
células cultivadas por 24 h (B) células cultivadas por 168 h (C) células cultivadas por 216 h.




Figura 7 Avaliacdo da agregacao celular de A. brasilense Ab-V5 por microscopia de fluorescéncia durante o cultivo na formulacéo
células cultivadas por 24 h (B) células cultivadas por 72 h (C) células cultivadas por 240 h.
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Figura 8 Avaliacdo da agregacdao celular de A. brasilense Ab-V5 por microscopia de fluorescéncia durante o cultivo na FORM15. (A) células

cultivadas por 24 h (B) células cultivadas por 72 h (C) células cultivadas por 216 h.
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5.1.2.3 Produgéo de biomassa e polihidroxibutiraro

Os resultados de producéo de biomassa e polihidroxibutirato obtidos durante o cultivo de A. brasilense Ab-V5 nas

diferentes formulacdes de meio de cultura estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 Producdo de biomassa e polihidroxibutirato por A. brasilense Ab-V5 durante o cultivo na formulacdo MCA2, MCA4 e FORM15.

BIOMASSA PHB PRODUCAO DE PHB
FORM 2 FORM 4 FORM 15 FORM 2 FORM 4 FORM 15 FORM2 FORM4 FORM 15
12 054+01b  041+003d 1,85+0,1f 0,03+0,0le 0,01+0.001f 0,004+0,004e 5,56 2,44 0,22
36 369+0,2a 2,9240,1c¢ 341+02e 0,20+0,04de 0,17+0,03ef 0,43+0,03d 5,42 5,82 12,61
60 390+01a  331+02bc 395+03cde 030+002d 032+000le 047+0,13d 7,69 9,67 11,90
84 432+03a 364+0,1ab 474+06b 065+0,08c  0,60+006d  0,84+0,05hc 15,05 16,48 17,72
108 437+20a  394+03a 559+03a 061+0,14c  0,74+0,09d 1,10+0,09a 13,96 18,78 19,68
132 442+03a  387+03ab 4,63+02b 1,00+0,004b 0,75+0,14d  091+0,03b 22,62 19,38 19,65
156 407+02a  362+01lab 4,70+0,3b 094+0,05b  1,20¢0,11b  095+0,09b 23,10 33,15 20,21
180 384+01a  390+01ab 441+04hbc 1,00+0,03b  0,99+0,19c  0,84+0,06 bc 26,04 25,32 19,05
204 452+06a  392+08a  3,67+0,3de 1,25+0,29a  1,73+0,15a 0,73+0,11c 27,65 44,13 19,89
228 401+27a  357+03ab 4,02+0,06cd 1,21+0,08a  1,27+0,18b  0,73+0,07c 29,44 35,57 18,16

Letras na coluna comparam as médias de cada formulacao entre os tempos de cultivo pelo teste de tukey a 5% de probabilidade.
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A producdo de PHB pela estirpe A. brasilense Ab-V5 apresentou
uma elevada variabilidade em funcdo do tempo de cultivo e da formulacéo testada
(Tabela 6). O actimulo do polimero em g.L™ variou de 0,03 a 1,25 no meio de cultura
MCAZ2, e nas formulacbes MCA4 e FORM15 a variacéo foi de 0,01 a 1,73 g.L* e
0,004 a 1,10 g.L™, respectivamente. No geral, o percentual de PHB encontrado nas
células de A. brasilense Ab-V5 foi de 0,22 a 44,13% da biomassa seca.

Estudos avaliando a producdo de PHB por Azospirillum spp
apresentam diferentes valores de producdo, dependendo da estirpe utilizada e das
condicbes de cultivo. Fallik e Okon (1996) produziram células de Azospirillum
brasilense com 40% de PHB, resultado semelhante ao encontrado neste trabalho
(44,13%). Vendan e Thangaraju (2007) avaliaram a producdo de PHB pela estirpe
Azospirillum lipoferum (Az-204) e encontraram uma producgédo de 3,8 mg/g de peso
seco da bactéria. JOE et al. (2009) obtiveram uma producdo de 0,13 g.L™* do
polimero pela estirpe Azospirillum MTCC — 125.

A maior produgéo de PHB no decorrer do cultivo de A. brasilense
Ab-V5 nas diferentes formula¢des testadas foi observada na formulacdo MCA4 (1,73
g.L™; 204 h de cultivo), seguida da MCA2 (1,25 g.L™:; 204 h de cultivo) e FORM15
(1,10 g.L™; 108 h de cultivo). A formulagdo MCA4 propiciou a maior producéo de
PHB pela bactéria, com aumento de 38% e 57% quando comparado com a
producado do polimero nos meios de cultura MCA2 e FORM15, respectivamente.

Observa-se que houve um aumento crescente no acumulo
intracelular do biopolimero nas formulagbes MCA2 e MCA4 durante os tempos de
cultivo avaliados. Neste caso, a producdo de PHB foi significativamente maior ao
final do cultivo. No entanto, o crescimento de A. brasilense Ab-V5 em FORM15
demonstrou um comportamento diferente quanto a producdo de PHB no decorrer do
tempo. Isto porque o conteudo do polimero nas células aumentou até 108 h de
cultivo quando atingiu sua maxima producéo (1,10 g.L ™), e apds esse periodo houve
uma queda do mesmo.

Quanto a producdo de biomassa durante o cultivo, a formulacdo
MCA2 néo apresentou diferenca significativa apds 36 h de cultivo até o final da
avaliacdo. No entanto, quando A. brasilense Ab-V5 foi crescida na formulacdo MCA4
e FORM15 o maior valor de biomassa foi observado em 108 h para ambas as

formulagoes.
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A produtividade de PHB avaliada em fung¢ao da biomassa bacteriana
demonstrou que a estirpe de A. brasilense Ab-V5 foi capaz de acumular um alto
conteado intracelular do polimero durante o cultivo nos meios de cultura
desenvolvidos. O crescimento de A. brasilense na formulagcdo MCA4 proporcionou o
maior acumulo de PHB, no qual 44% da biomassa celular foi representada pelo
polimero (204 h de cultivo). J& o maior percentual de produtividade de PHB durante
o cultivo de A. brasilense Ab-V5 na formulagdo MCA2 e FORM15 foi de 29,44% (228
h de cultivo) e 20,21% (156 h de cultivo).

Sabe-se que a sintese de PHB ¢é favorecida sob limitacdo de
oxigénio e devido a maior relacdo C/N presente no meio de cultura (TAL; OKON,
1985). Belal (2013) avaliou a producdo de PHB por Rhizobium elti e Pseudomonas
stutzeri e verificou que a relacdo C/N do meio de cultura foi um dos fatores que
afetaram a producé@o do polimero, sendo que a razdo C/N 20:1 foi considerada a
melhor proporgéo para obter a maxima produ¢cdo do mesmo. Dessa forma, o maior
percentual de PHB encontrado nas células de A. brasilense Ab-V5 crescidas na
formulacdo MCA4, pode ter ocorrido devido a maior relacdo C/N existente nessa
formulacdo (31,1 — 33,4), quando comparado com a formulacdo MCA2 (7,66) e
FORM15 (8,39), corroborando os estudos encontrados na literatura.

A maior porcentagem intracelular de PHB durante o crescimento de
A. brasilense Ab-V5 em MCA2 e MCA4 foi observada durante a fase estacionéria de

crescimento da bactéria (Figura 9).
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Figura 9 Acumulo intracelular de PHB (%) durante o crescimento de A. brasilense Ab-V5 em
MCA2 (A), e MCA4 (B).
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Na formulagdo MCAZ2 (Figura 9-A) verificou-se um aumentou no
acumulo intracelular do polimero até o final da avaliagdo, com méaximo de
produtividade em 228 h de cultivo (29,44%). Ja em MCA4 (Figura 9-B) foi observada
uma oscilagdo na sintese de PHB a partir de 156 h. Em 180 h de cultivo ocorreu
uma queda na produtividade, sendo que logo apds (204 h) a porcentagem do
polimero na célula aumentou obtendo o maximo acumulo (44,13%), e caiu
novamente em 228 h (35,57%). Essa variacao indica que o PHB presente na
biomassa celular pode estar sendo utilizado como fonte de carbono pela bactéria

durante a fase estacionaria de crescimento, fase em que ocorre o esgotamento de
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nutrientes. A degradacdo de PHB durante condi¢des limitantes de nutrientes ja foi
demonstrada em diversos trabalhos (TAL; SMIRNOFF; OKON, 1990; OKON;
ITZIGSOHN, 1992; MANNA; PAL; PAUL, 1997; CHEN; WU; LEE, 2012). Ratcliff;
Kadam e Denison (2008) também observaram uma variacdo na quantidade de PHB
em células de Sinorhizobium meliloti durante a utilizacdo do polimero em condi¢cbes
de escassez de nutrientes. Os autores verificaram que a utlizagdo do PHB
armazenado pelo microrganismo possibilitou a reproducéo e manutencao de células
viaveis ao longo do tempo sob condic¢des limitantes de crescimento.

O cultivo da estirpe Ab-V5 em FORM15 indicou que o acumulo de
PHB na célula foi associado ao crescimento da bactéria, pois sua produtividade
aumentou quando a cultura apresentou a maior producdo de biomassa, e
posteriormente, a porcentagem intracelular de PHB foi praticamente mantida até o

final do cultivo (Figura 10).

Figura 10 Acumulo intracelular de PHB (%) durante o crescimento de A. brasilense Ab-V5
em FORM15.
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O periodo de acumulo de polihidroxibutirato na célula durante a
cinética de crescimento do microrganismo € dependente da composicdo do meio de
cultura bem como da concentracdo de nutrientes no meio. Ratcliff, Kadam e Denison
(2008) verificaram que células de Sinorhizobium meliloti coletadas no final da fase

estacionaria apresentaram um maior acumulo de PHB quando comparadas com as
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células coletadas na fase de crescimento exponencial. J& Samantaray e Mallick
(2011) avaliando a producdo e caracterizacdo de PHB sintetizado por Aulosira
fertilissima, encontraram que a maior producdo do polimero ocorreu na fase
exponencial de crescimento da bactéria, apresentando um declinio na fase
estacionaria.

Pode-se observar que o cultivo de A. brasilense Ab-V5 em FORM15
apresentou um alto acumulo de PHB ja no inicio do cultivo (Figura 10), o que né&o foi
obervado para MCA2 (Figura 9-A) e MCA4 (Figura 9-B). Em 36 h de cultivo em
MCA2 e MCA4, a bactéria apresentava 5% de PHB intracelular, jA na FORM15 a
produtividade encontrada nesse mesmo tempo foi de 12%.

Diversos trabalhos ja comprovaram que células ricas em PHB
resistem mais a condicbes de estresse. Kadouri, Jurkevitch e Okon (2003)
observaram que células de Azospirillum brasilense contendo PHB apresentaram
maior resisténcia a alta temperatura, exposicao a peréxido de hidrogénio, exposi¢ao
a radiacdo ultravioleta (UV), dessecacado, e estresse osmoético. Okon e Itzigsohn
(1992) revelaram que sob condi¢cdes limitantes de nutrientes, a taxa de
sobrevivéncia e a respiracdo de Azosprillum brasilense foram maiores em células
que possuiam uma produtividade de aproximadamente 40% de PHB, comparadas
com as que apresentavam 5%. Sadasivan e Neyra (1987) também verificaram que
células com alto conteudo de PHB conferiram maior resisténcia a dessecacéo,
comparadas com células que nao sintetizaram o polimero.

Durante o armazenamento dos inoculantes, as condicbes de
estresse geradas como: falta de umidade, alta temperatura, limitada fonte de
carbono disponivel, podem levar as bactérias presentes no produto a morte. No
entanto, Kadouri, Jurkevitch e Okon (2003), avaliando inoculantes armazenados em
condicbes sub-6timas, observaram uma queda na sobrevivéncia da estirpe
Azospirillum basilense phbC (deficiente na producdo de PHB) comparada com a
estirpe Sp7 (produtora de PHB). Os autores entdo concluiram que a produgéo desse
polimero é criticamente importante para melhorar o tempo de prateleira, eficiéncia e
confiabilidade de inoculantes comerciais.

Dessa forma, a producdo de polihidroxibutirato por Azospirillum
brasilense Ab-V5 pode aumentar sua sobrevivéncia em formulacfes inoculantes,

bem como em condi¢Bes de campo.
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5.1.2.4 Avaliacdo da presenca de granulos de polihidroxibutirato em cultivos de A.
brasilense Ab-V5 por microscopia de fluorescéncia

Juntamente com a avaliagdo da producdo de PHB por Azospirillum
brasilense Ab-V5, foi investigada a formacdo dos granulos do polimero por
microscopia de fluorescéncia (Figuras 11, 12 e 13).

Apé6s 12 h de cultivo, algumas células apresentavam pequenos
granulos de PHB, em média dois ou trés, em todas as formulacdes testadas (Figuras
11-A, 12-A e 13-A). Em determinadas células esses granulos exibiam uma fraca
fluorescéncia sendo detectada apenas durante a observacéo direta no microscopio,
nao sendo possivel a visualizacdo nas imagens captadas pelo equipamento. Ja
outras células ainda estavam isentas de quaisquer granulos.

Observa-se que os granulos de PHB formados inicialmente (12 h de
cultivo) estavam localizados aleatoriamente no citoplasma, com a maioria no polo
das células e alguns no centro. Hermawan e Jendrossek (2007) e Jendrossek
(2005) avaliando a formacdo de granulos de PHB em Azotobacter vinelandii,
Rhodospirillum rubrum, Ralstonia eutropha e Escherichia coli observaram que a
distribuicdo dos granulos na fase inicial de formacéo foi verificada préximo ao polo
das células em todas as bactérias.

A partir de 36 h de cultivo, verificou-se que os granulos intracelulares
do biopolimero se apresentavam com uma maior intensidade de fluorescéncia e
esses aumentavam em numero em todas as formulagdes testadas, sendo possivel a
visualizacdo em todas as células (imagens ndo apresentadas). Em 60 h de cultivo
ainda era possivel visualizar os granulos de PHB individualmente nas células
(Figuras 11-B, 12-B e 13-B). No entanto, ap6s 84 h até o final do cultivo, as células
estavam inteiramente preenchidas do polimero (Figuras 11C-D, 12 C-D e 13 C-D).

Estudos realizados anteriormente demonstraram a formacgéo
granulos de PHB em células de Azospirillum brasilense por analises microscopicas
(BURDMAN et al., 1998; SADASIVAN; NEYRA, 1985, 1987), corroborando as
imagens de microscopia encontradas neste trabalho. Esses autores reportaram que
0 acumulo de PHB, juntamente com a formac&do de uma camada espessa de EPS,

foi observado durante a floculacéo e encistamento de Azospirillum brasilense.



73

A observacéo dos granulos de PHB em células de A. brasilense
Ab-V5 durante a avaliagdo microscopica confirmam os resultados de producdo do

polimero demonstrados anteriormente (Tabela 6).
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Figura 11 Formacao de granulos intracelulares de PHB avaliada por microscopia de fluorescéncia durante o cultivo de A. brasilense Ab-V5 na formulacdo MCAZ2. As células
foram coradas com Nile red.(A) células cultivadas por 12 h (B) células cultivadas por 60 h (C) células cultivadas por 132 h (D) células cultivadas por 180 h.
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Figura 12 Formacao de granulos intracelulares de PHB avaliada por microscopia de fluorescéncia durante o cultivo de A. brasilense Ab-V5 na formulacdo MCA4. As células
foram coradas com Nile red. (A) células cultivadas por 12 h (B) células cultivadas por 60 h (C) células cultivadas por 132 h (D) células cultivadas por 18 h.




Figura 13 Formacao de granulos intracelulares de PHB avaliada por microscopia de fluorescéncia durante o cultivo de A. brasilense Ab-V5 na FORM15. As células foram
coradas com Nile red. (A) células cultivadas por 12 h (B) células cultivadas por 60 h (C) células cultivadas por 132 h (D) células cultivadas por 180 h.
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5.2 VIABILIDADE DE A. BRASILENSE AB-V5 NAS FORMULAGCOES INOCULANTES:
DETERMINAGOES DE UFC E MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA COM USO DE CORANTES VITAIS

A avaliacdo da viabilidade celular de A. brasilense Ab-V5 nas
formulac6es desenvolvidas foi realizada no momento da coleta dos cultivos (36, 72 e
144 h de cultivo) e ap0s 20 dias de armazenamento, por meio da contagem de UFC
(Tabela 7) e mediante microscopia de fluorescéncia (Figuras 14, 16 e 18). A partir
das imagens de microscopia foi possivel obter a porcentagem de células vivas em
cada formulagéo (Figuras 15,17 e 19).

Tabela 7 Contagem de Unidades Formadoras de Colbnia antes do armazenamento das
formulacdes de inoculantes (36, 72 e 144 h de cultivo).

TEMPO DE CULTIVO (h)

FORMULAGCOES 36 72 144
Log UFC.mL™

MCA2 8,8 9,0 ND

MCA4 8,9 8,0 8,0

FORM 15 8,6 8,1 ND

ND (néo detectado) = Auséncia de coldnias

As formulagbes foram armazenadas apos 36, 72 e 144 h de cultivo.
Esses trés tempos foram definidos com base nos resultados de cinética de
crescimento de A. brasilense Ab-V5 e producéao de biopolimeros (EPS e PHB), no
qual buscou-se um balango entre maior nimero de células, juntamente com alto
acumulo de EPS e PHB.

No momento da coleta das amostras, todos os cultivos de 36 e 72 h
(MCA2, MCA4 e FORM15) apresentavam em média 8,5 log UFC.mL™, no entanto, o
cultivo de 144 h n&o apresentou contagem de células em MCA2 e FORM15 (Tabela
7). Mesmo na auséncia de contagem nessas formulagdes, esse tempo de cultivo foi
selecionado devido a uma maior producdo de PHB comparado com 36 e 72 h de

cultivo (Tabela 6).



78

Apos 20 dias de armazenamento das formulagbes, ndo foram
detectadas células vidveis em nenhuma das formulagcbes avaliadas (dados né&o
apresentados).

As imagens de microscopia revelaram que com o aumento no tempo
de cultivo de 72 para 144 h, no momento da coleta, houve uma elevada redug¢ao no
namero de células vivas na formulacdo MCA2 (Figura 14) e FORM15 (Figura 18),
confirmando os resultados de contagem de UFC (Tabela 7). Essa observacao foi
comprovada pela porcentagem de células vivas encontradas nessas formulacoes
(Figuras 15 e 19). No entanto, observa-se que apos 20 dias de armazenamento das
formulagcbes ocorreu exatamente o contrario. As formulacdes armazenadas
tardiamente (72 e 144 h de cultivo) revelaram um maior nimero de células vivas
(Figuras 14E-F, 16E-F e 18E-F) quando comparadas com o cultivo de 36 h (Figuras
14D, 16D e 18D). Na formulacdo MCA2, a porcentagem de células vivas foi 21 e
24%, em MCA4 19 e 20% (cultivo de 72 e 144 h respectivamente para cada
formulacdo), e em FORM 15 a maior porcentagem foi observada no cultivo de 72 h
(27%). E interessante notar que a maior produtividade de PHB, dentre os tempos de
cultivo escolhidos para o armazenamento das formulagdes, foi encontrado nas
células cultivadas por mais tempo (72 e 144 h). Assim, a presenca do polimero nas
células pode ter proporcionado um aumento na sobrevivéncia de A. brasilense Ab-
V5 durante os 20 dias de armazenamento das formulacdes, ja que as células com

maior acumulo de PHB podem resistir por mais tempo a condi¢des adversas.
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Figura 14 Sobrevivéncia de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos cultivos e apos
20 dias de armazenamento da formulacdo MCA2. As células foram coradas com o kit
LIVE/DEAD BaclLight L-13152, e avaliadas em microscépio de fluorescéncia. (A) 36 h de
cultivo; (B) 72 h de cultivo; (C) 144 h de cultivo; (D) 20 dias de armazenamento (cultivo de
36 h); (E) 20 dias de armazenamento (cultivo de 72 h); (F) 20 dias de armazenamento
(cultivo de 144 h).
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Figura 15 Porcentagem de células vivas de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos
cultivos (36, 72 e 144 h) e apés 20 dias de armazenamento da formulacdo MCA2.
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Figura 16 Sobrevivéncia de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos cultivos e ap6s
20 dias de armazenamento da formulacdo MCA4. As células foram coradas com o kit
LIVE/DEAD BacLight L-13152, e avaliadas em microscépio de fluorescéncia. (A) 36 h de
cultivo; (B) 72 h de cultivo; (C) 144 h de cultivo; (D) 20 dias de armazenamento (cultivo de
36 h); (E) 20 dias de armazenamento (cultivo de 72 h); (F) 20 dias de armazenamento
(cultivo de 144 h).
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Figura 17 Porcentagem de células vivas de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos
cultivos (36, 72 e 144 h) e ap6s 20 dias de armazenamento da formulacdo MCA4.
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Figura 18 Sobrevivéncia de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos cultivos e ap6s
20 dias de armazenamento da FORM15. As células foram coradas com o kit LIVE/DEAD
BacLight L-13152, e avaliadas em microscépio de fluorescéncia. (A) 36 h de cultivo; (B) 72 h
de cultivo; (C) 144 h de cultivo; (D) 20 dias de armazenamento (cultivo de 36 h); (E) 20 dias
de armazenamento (cultivo de 72 h); (F) 20 dias de armazenamento (cultivo de 144 h).
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Figura 19 Porcentagem de células vivas de A. brasilense Ab-V5 no momento da coleta dos
cultivos (36, 72 e 144 h) e apds 20 dias de armazenamento da FORM15.
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Apesar da auséncia de contagem de UFC apés 20 dias de
armazenamento das formulacdes, foi possivel visualizar nas imagens de microscopia
a presenca de células vivas (verdes) em todas as formula¢cdes armazenadas com 72
e 144 h de cultivo. Dessa forma, a ndo deteccao de contagem pode ser explicado
devido a altas diluicdes plaqueadas (10°> a 10°), ou ainda a problemas com a
metodologia utilizada para a contagem de células.

FERNANDES JUNIOR (2006) explica que o comportamento da
bactéria no inoculante pode variar no estagio inicial de armazenamento. Portanto,
entender a dindmica da bactéria nas diferentes formulagbes desde o inicio pode
auxiliar nas estratégias de manuseio e armazenamento, bem como avaliar os efeitos
das concentracbes dos componentes utilizados para alcancar condicdes mais
estaveis.

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que outros
estudos devam ser realizados com relacdo ao tempo de armazenamento ou a
utilizacdo dos componentes presentes na formulacdo. Desse modo, novos estudos
estdo sendo conduzidos no laboratério a fim de aumentar a viabilidade de

Azospirillum brasilense Ab-V5 nas formula¢des desenvolvidas.
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5.3 ESCALONAMENTO DA PRODUCAO DE INOCULANTE CONTENDO A. BRASILENSE AB-V5:
ESCALA SEMI-PILOTO

O experimento em fermentador permitiu avaliar a cinética de
crescimento de Ab-V5 em FORM15 e comparar com o cultivo realizado em agitador
orbital . Para o ensaio foi selecionado o meio FORM15 por ser a formulacéo utilizada
como controle durante o trabalho. As avaliagbes compreenderam a determinagéao do
namero de UFC (Figura 20), e observacdes microscépicas da viabilidade celular
utilizando corantes vitais (Figura 21). A partir das imagens de microscopia foi
possivel obter a porcentagem de células vivas durante o tempo de cultivo avaliado
(Figura 22).

Figura 20 Cultivo de A. brasilense Ab-V5 na FORM15 em fermentador (A) e agitador orbital
(B).
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Em 24 h de cultivo o nimero de células viaveis encontrada em
FORM15 foi 4,4 x 10° e 8,3 x 10° UFC.mL™ em fermentador e agitador orbital
respectivamente. A partir de 48 h foi possivel observar uma queda acentuada na
contagem de UFC proveniente do cultivo em agitador (6 x 10° UFC.mL™). No
entanto, o experimento realizado em fermentador demonstrou a manutencdo de
células de 24 a 72 h de cultivo, apresentando uma fase estacionaria de maior
duracdo comparada com o cultivo em agitador.

Ao comparar a maxima densidade populacional de A. brasilense Ab-
V5 percebe-se que o ensaio em fermentador desenvolveu-se de forma semelhante
ao ensaio em agitador orbital, visto que ndo houve diferenca na contagem de células
(1x10° log UFC.mL™). Entretanto, observou-se uma importante diferenca em relacéo
manutencdo de células viaveis, que pode ser devido a influéncia das condicbes
ambientais melhor controladas no fermentador relativas a agitacdo, aeracdo, e
controle de pH, que contribuiram positivamente para aumentar os parametros
cinéticos do cultivo.

As imagens de microscopia (Figura 21) e os valores de porcentagem
de células vivas (Figura 22) obtidas durante o cultivo de A. brasilense no
fermentador demonstrou que a partir de 24 h até o final do cultivo, a porcentagem de
células vivas encontradas em FORM15 manteve-se praticamente estavel (maior que
70%). Esse resultado confirma a fase estacionaria de longa duracédo observada na
avaliacao de UFC (Figura 20-A).



86

Figura 21 Avaliacdo microscopica da viabilidade celular de Ab-V5 durante o crescimento ha
FORM15 sob condicbes controladas (fermentador). As células foram coradas com o kit
LIVE/DEAD BaclLight L-13152, e avaliadas em microscépio de fluorescéncia. (A) 18 h de
cultivo; (B) 24 h de cultivo; (C) 42 h de cultivo; (D) 48 h de cultivo; (E) 66 h de cultivo; (F) 72
h de cultivo; (G) 90 h de cultivo; (H) 96 h de cultivo.
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Figura 22 Porcentagem de células vivas de A. brasilense Ab-V5 durante o crescimento no
meio FORM15 em fermentador.
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6 CONCLUSOES

= O meio de cultura MCA4 foi o que apresentou maior potencial de utilizagdo para
o desenvolvimento de uma formulagdo inoculante, pois resultou na maior
contagem de A. brasilense, e alta producdo dos biopolimeros EPS e PHB. A
presenca desses biopolimeros nas células influenciou positivamente a
sobrevivéncia de A. brasilense Ab-V5 durante o armazenamento das
formulag@es, j& que células com maior acumulo de EPS e PHB podem resistir por

mais tempo a condi¢des adversas.

= O experimento realizado em fermentador demonstrou a manutencéo de células
viaveis de Ab-V5 em FORM15, apresentando uma fase estacionaria de maior

duracédo comparada com o cultivo em agitador.
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ANEXOS

ANEXO A - Pedido de patente

Universidade

MHAINTEC

= ’ ESTAdUAl dE LONdRiNA Agéncia de Inovacio - UEL

Escritorio de Propriedade Intelectual

FORMULARIO DE DECLARACAO DE INVENCAO

O Formuldrio de Declaragao de Invencdo (FDI) deve ser usado por
professores, funcionarios e alunos da UEL e pelas empresas da
Intuel/Aintec para declarar a criagcao de uma invencao e solicitar sua

propriedade intelectual.

Apds o preenchimento do FDI coloque-o em envelope fechado, protocole

na UEL (na ASUEL) enderecando-o para:

AINTEC/UEL

Escritorio de Propriedade Intelectual - EPI

Com isto sua Declaracao de Invencao fica oficialmente registrada e sera
enviados ao Escritério de Propriedade Intelectual (EPI) da Aintec para analise,

parecer e outras providéncias.

Os inventores devem ler os documentos sobre a Politica de Propriedade

Intelectual da UEL, no enderegco www.aintec.uel.br/aintec/legislagao.

Havendo duvidas no preenchimento da FDI contate o EPI da Aintec pelo e-

mail: aintecepi@uel.br
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1. INFORMAGAO PESSOAL

Nome para contato: ANDRE LUIZ MARTINEZ DE OLIVEIRA

Depto. na UEL./Empresa: CCE/BBTec

Tel: (43) 33714270 e-mail: almoliva@uel.br

2. TITULO PROPOSTO PARA A INVENGCAO: MEIO DE CULTURA PARA A PRODUCAO DE
BIOMASSA DA BACTERIA PROMOTORA DE CRESCIMENTO VEGETAL AZOSPIRILLUM
BRASILENSE COM ALTA QUANTIDADE DE EXOPOLISSACARIDEOS E
POLIHIDROXIBUTIRATO, E METODO PARA A PREPARAGAO DO MEIO.

3. AREA/SUB-AREA/ESPECIALIDADE DA INVENCAO (SE SOUBER): Ciéncias

Agrarias/Microbiologia e Bioquimica do solo

4. CAMPO DA INVENCAO. ESTA INVENCI"\O DIZ RESPEITO FUNDAMENTALMENTE
A: (maximo 3 linhas). Desenvolvimento de um meio de cultura para producdo de

biomassa de A. brasilense com elevada densidade de células e rizocompeténcia (elevada

concentragao de biopolimeros), promovendo maior eficiéncia do inoculante.

5. ANTECEDENTES DA INVENCAO

5.1. Descreva o problema ou desafio técnico que a presente
invengao se propde a solucionar: A agricultura brasileira apresenta um alto consumo
de fertilizantes, sendo o quarto maior consumidor mundial. No entanto, o pais
permanece dependente da disponibilidade e dos precos do mercado internacional, uma
vez que a producgdo nacional de fertilizantes supre somente 30% do mercado (ANDA,
2014). Além dos aspectos econdmicos, problemas ambientais podem ser parcialmente
atribuidos ao uso indiscriminado de fertilizantes industrializados como a contaminacdo da
agua e do solo, a diminuigdo da biodiversidade nos agroecossistemas, o aparecimento de
problemas fitossanitarios, a selegdo de organismos resistentes, entre outros (FERRAZ,
1999).

Neste contexto, a utilizagdo de Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal
(BPCVs) em ambientes agricolas é uma alternativa frente ao uso de fertilizantes

quimicos, podendo contribuir para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel e
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de menor impacto ambiental (HERRMANN; LESUEUR, 2013). Essas bactérias se associam
a diferentes espécies de plantas em ambientes naturais, e sua principal caracteristica é
favorecer o desenvolvimento do vegetal através de mecanismos como: a fixacdo
biolégica de nitrogénio (FBN), producdao de fitorménios, solubilizacdo de fosfato, o
controle biolédgico de fitopatdégenos (DOBBELARE; VANDERLEYDERN; OKON, 2003), entre
outros. Incrementos de produtividade e de acumulo de nutrientes em plantas que
receberam inoculacdao com BPCVs sdo vastamente relatados pela literatura (OLIVEIRA et
al., 2008; ADESEMOYE et al., 2008; MIRSHEKARI; KOUCHEBAGH, 2013; PICCININ et al.,
2013).

A inoculacdo desses microrganismos em cultivos agricolas é realizada pela
aplicacdo de inoculantes, definidos pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), como um produto que contém microrganismos que atuam
favoravelmente no desenvolvimento das plantas (BRASIL, 2011). Em comparagdao com os
produtos quimicos, os inoculantes apresentam as seguintes vantagens: aumento do
crescimento e da produtividade das culturas pela disponibilidade de nutrientes; protege
as plantas contra patdégenos do solo; promove a melhoria na qualidade do solo; reducgdo
a poluicdo ambiental; sdo eficazes em pequenas quantidades; além de proporcionar uma
maior economia ao agricultor, uma vez que os fertilizantes nitrogenados podem chegar a
participar com até 40% dos custos de produgdo (MC LAUGHLIN et al., 2000; HUNGRIA;
VARGAS, 2000). Além disso, o baixo custo dos inoculantes cria também condicGes para
que agricultores familiares e/ou de baixa renda utilizem esta tecnologia (BERG, 2009;
BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012).

O sucesso da tecnologia de inoculacao de BPCVs depende de dois fatores: da
estirpe microbiana e da formulacdo do inoculante (BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012). A
determinacdo das estirpes recomendadas para a producdo de inoculantes é complexa,
pois deve considerar fatores como: a eficiéncia com as cultivares de interesse,
capacidade de competir com os organismos nativos do solo, apresentar tolerancia as
limitagbes ambientais, apresentar fermentacao adequada na industria e, principalmente,
ter a capacidade de se adaptar aos solos, sem nenhum prejuizo a comunidade
microbiana natural do mesmo (HUNGRIA et al., 2005; HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2007; HERRMANN; LESUEUR, 2013). O passo seguinte é a elaboragdo de uma
formulagdo de inoculante para a cultura-alvo. A formulagdo consiste de um veiculo que

deve proporcionar um ambiente adequado, incorporado a protecdo fisica, que permita
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uma alta densidade de células viaveis no produto até sua utilizagdo a campo. Além disso,
qualquer formulagdo deve ser estavel durante a produgdo, armazenamento e transporte
até o agricultor. Para o desenvolvimento de uma formulacdo, deve-se levar em conta
também a facilidade no manuseio e na aplicacdo do produto a campo, tendo em vista as
limitacdes dos produtores agricolas (BASHAN, 1998; BASHAN et al., 2013; HERRMANN;
LESUEUR, 2013).

O maior problema enfrentado nas formulacdes de inoculantes se refere a
sobrevivéncia dos microrganismos durante o processo de armazenamento e transporte
do produto, quando mais de 90% das células viaveis inicialmente incorporadas ao veiculo
podem senescer e perder sua viabilidade. A sobrevivéncia da bactéria pode ser afetada
por diversos fatores como a composicdao nutricional do meio de cultura e as condicdes de
cultivo para o crescimento da estirpe a ser utilizada nos inoculantes, o estado fisiolégico
das bactérias; o tipo de veiculo utilizado; a umidade e temperatura de armazenamento
(BASHAN et al., 2013). A capacidade de colonizacdo e sobrevivéncia de bactérias
benéficas em associacdo aos vegetais decorrente de seu uso como insumo agricola é
denominada de rizocompeténcia, sendo raramente estudada. A rizocompeténcia envolve
fatores bioquimicos que sdo determinantes na manutengdo ou no declinio progressivo da
densidade populacional dos microrganismos introduzidos no ambiente agricola, e podem
levar ao insucesso na promocao do crescimento vegetal (KIM et al., 1997; BASHAN,
1998; O'CALLAGHAN et al., 2001; STRIGUL; KRAVCHENKO, 2006). O desenvolvimento
de formulagdes inoculantes deve necessariamente estar fundamentado em estudos sobre
fisiologia de microrganismos, desenvolvimento e compatibilidade de materiais, e
estratégias de veiculagdo de células. Os requerimentos nutricionais que levam cada
estirpe de BPCV a um estado fisioldgico de alta rizocompeténcia ndo apresentam uma
caracteristica universal (MALUSA et al., 2012). No entanto, as caracteristicas celulares e
fisiologicas que indicam essa rizocompeténcia, mesmo que pouco exploradas pela
literatura, podem se apresentar comuns entre diferentes espécies microbianas (BASHAN;
DE-BASHAN, 2005; MARASCO et al., 2012).

Diferentes substancias possuem influéncia quanto ao comportamento e
sobrevivéncia das células microbianas em formulagdes inoculantes agricolas (KACL et al.,
2005; SARMA et al., 2013; TRUJILLO-ROLDAN et al., 2013). Além da influéncia dos

componentes do meio de cultura sobre o crescimento e produgao de biomassa por

bactérias, as condigGes de cultivo (temperatura, aeragdo, tempo de cultivo) também
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possuem importancia sobre a qualidade do inoculante produzido. Muitas das substancias
presentes na formulagdo do meio de cultura serdo utilizadas pelas estirpes como base
para a biossintese de biomoléculas de extrema importdncia para a qualidade dos
inoculantes produzidos, como exopolissacarideos (EPS), lipopolissacarideos (LPS) e
polihidrohialcanoatos (PHA) (OKON; ITZIGSOHN, 1992; BURDMAN et al., 2000;
KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003; BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON,
2004). Estes polimeros possuem grande importancia para desenvolvimento de
formulacgdes inoculantes de alta qualidade, atuando como fator de protecdo das células
microbianas contra a dissecacdo, facilitando sua adesdo a superficies, e melhorando a
viabilidade e rizocompeténcia das formulacoes (KONNOVA et al., 2001; HUNGRIA et al.,
2005; MALUSA et al., 2012). O tempo de cultivo é determinante para a quantidade de
moléculas de reserva (polihidroxibutirato (PHB)) armazenada pelas células bacterianas
(KEFALOGIANNI; AGGELIS, 2002), como também para a qualidade e concentracdo de
moléculas de sinalizacdo (fitormonios, lipoquito-oligossacarideos) presentes nos meios de
cultivo (DUFRENE; ROUXHET, 1996; PATTEN et al., 2013). A presenca destas
biomoléculas na formulagcdo pode servir como parametro para a presenca de biomassa
celular com alta qualidade fisioldgica e alta rizocompeténcia.

Bashan et al. (2013) relatam que a literatura cientifica esta repleta de estirpes
com alto potencial biotecnoldgico. No entanto, estas ndo aparecem no mercado comercial
possivelmente devido a formulacdo inapropriada. Assim, um dos maiores desafios na
atualidade é desenvolver uma formulagdo de inoculante que seja capaz de manter uma
alta populagdo do microrganismo para o uso sob condigcdes de campo (HERRMANN;
LESUEUR, 2013).

Neste contexto, o desenvolvimento de formulagdes inoculantes para a veiculagao
de BPCVs que favorecam a sobrevivéncia dos microrganismos em elevada densidade sob
condigbes de campo, e apresentem um tempo de armazenamento prolongado e protecao
contra os fatores deletérios do solo, podem aumentar a eficiéncia desta tecnologia em
cultivos comerciais (BASHAN et al., 1998).

5.2. Descreva as conhecidas solucoes ja existentes ao problema ou
desafio, seus limites e deficiéncias: Historicamente, as formulagdes inoculantes
desenvolvidas para BPCVs nunca receberam destaque nas reunidoes que definem as

recomendacbes técnicas para culturas ndo-leguminosas. Contudo, incrementos de

produtividade e de acimulo de nutrientes em plantas que receberam inoculacdo com
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BPCVs sao vastamente relatados pela literatura (OLIVEIRA et al., 2008; ADESEMOYE et
al., 2008; MIRSHEKARI; KOUCHEBAGH, 2013; PICCININ et al., 2013). Apesar dos
resultados apresentados, o comércio de inoculantes para culturas nao-leguminosas no
Brasil ainda ¢é pequeno, representando menos de 5% do mercado nacional,
comercializados preferencialmente na forma de inoculantes liquidos. Além do ganho
econdmico direto, o uso de inoculantes contendo BPCVs pode tornar-se uma alternativa
vidvel para reduzir a poluicdo ambiental relacionada ao uso indiscriminado de adubos
nitrogenados.

O alcance da eficiéncia da inoculagdo com BPCVs depende em grande parte da
qualidade das formulagdes inoculantes existentes no mercado, que devem assegurar
conformidade com a legislacdo especifica do MAPA (BRASIL, 2011). Essa legislacdo
determina um nimero minimo de células vidveis de 1 x 108 (inoculantes para gramineas)
ou 1 x 10° (Inoculantes para leguminosas) células por grama ou mililitro de formulagdo
por pelo menos 6 meses apdés a fabricagdo, além de auséncia de quaisquer
microrganismos contaminantes em populacdes superiores a 1 x 10° células por grama ou
mililitro de formulagdo. Entretanto, a sobrevivéncia de bactérias em formulagdes
inoculantes liquidas ainda é um fator limitante para a expansdo do uso da tecnologia de
inoculacdo de plantas nao-leguminosas com BPCVs. A maioria dos meios de cultura e
formulagGes inoculantes disponiveis comercialmente sdo de propriedade da indUstria e
tratadas como segredo industrial, e a disponibilidade de informacdo cientifica sobre o
tema é restrita e fragmentada (XAVIER et al., 2004).

Diferentes substancias possuem influéncia quanto ao comportamento e
sobrevivéncia das células microbianas em formulagdes inoculantes agricolas (KACL et al.,
2005; SARMA et al., 2013; TRUJILLO-ROLDAN et al., 2013). Além da influéncia dos
componentes do meio de cultura sobre o crescimento e producdo de biomassa por
bactérias, as condicGes de cultivo (temperatura, aeragdo, tempo de cultivo) também
possuem importancia sobre a qualidade do inoculante produzido. Muitas das substancias
presentes na formulagdo do meio de cultura serdao utilizadas pelas estirpes como base
para a biossintese de biomoléculas de extrema importdncia para a qualidade dos
inoculantes produzidos, como exopolissacarideos, lipopolissacarideos e
polihidrohialcanoatos (OKON; ITZIGSOHN, 1992; BURDMAN et al., 2000; KADOURI;
JURKEVITCH; OKON, 2003; BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004). Estes

polimeros possuem grande importdncia para desenvolvimento de formulagGes
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inoculantes de alta qualidade, atuando como fator de protecdo das células microbianas
contra a dissecacgdo, facilitando sua adesdo a superficies, e melhorando a viabilidade e
rizocompeténcia das formulacdes (KONNOVA et al., 2001; HUNGRIA et al., 2005;
MALUSA et al., 2012). O tempo de cultivo é determinante para a quantidade de
moléculas de reserva (polihidroxibutirato) armazenada pelas células bacterianas
(KEFALOGIANNI; AGGELIS, 2002), como também para a qualidade e concentracdo de
moléculas de sinalizacdo (fitormonios, lipoquito-oligossacarideos) presentes nos meios de
cultivo (DUFRENE; ROUXHET, 1996; PATTEN et al., 2013). A presenca destas
biomoléculas na formulacdo pode servir como parametro para a presenca de biomassa

celular com alta qualidade fisiolégica e alta rizocompeténcia.

5.3. Descreva como sua invencao supera estes limites e
deficiéncias, destacando suas vantagens e ganhos: Diversas BPCVs utilizadas na
producdo de inoculante, apresentam mecanismos fisioldgicos eficazes que podem auxiliar
na manutencdo da viabilidade celular durante condicbes estressantes para a bactéria,
podendo aumentar a eficiéncia da tecnologia de inoculacdo. Dentre esses mecanismos
estdo a producdo de biopolimeros como exopolissacarideos e polihidroxibutirado,
agregacao celular, e a formacdo de cisto (BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON,
2004; BURDMAN et al., 2000; FIBACH-PALDI; BURDMAN; OKON, 2012; JOE et al., 2009;
KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003; KONNOVA et al., 2001; OKON; ITZIGSOHN,
1992; SADASIVAN; NEYRA, 1985, 1987).

A capacidade de producdo de exopolissacarideos é um fendOmeno bastante comum
entre as bactérias que habitam o solo (PRIETO et al., 2011). Esta classe de biomoléculas
compreende uma grande diversidade de biopolimeros extracelulares produzidos por
microrganismos, em geral classificados como polissacarideos capsulares (CPSs) e
polissacarideos dissociados da célula bacteriana (PSs) (SKVORTSOV; IGNATOV, 1998).
Em Azospirillum, a produgdo de polissacarideos extracelulares parece estar relacionada
com a capacidade de adesao ao sistema radicular (BURDMAN et al., 2000), capacidade
de agregacao celular e floculagao (JOE et al., 2012), e a formacao de estruturas de
resisténcia (SADASIVAN; NEYRA, 1985; TRUJILLO-ROLDAN et al., 2013).

A producdo de EPS por A. brasilense tem grande relevancia para o
desenvolvimento de novas formulagdes de inoculantes. Isso porque, o polimero exerce
um importante papel na protecdo das células microbianas contra a dessecacdo, e

auxiliam na adesdao das bactérias as sementes durante o processo de inoculagdo
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(DROGUE et al., 2012; KONNOVA et al., 2001). Em adicao, a presenca de EPS pode
influenciar positivamente a sobrevivéncia das células em condicGes desfavoraveis como
as encontradas no ambiente de cultivo agricola, atuar na protecao da enzima nitrogenase
sob alta concentracdao de oxigénio e participar dos mecanismos bioquimicos envolvidos
na interagdo planta - bactéria (BAHAT-SAMET; CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004;
KEFALOGIANNI; AGGELIS, 2002).

O biopolimero polihidroxibutiraro é conhecido como um material de
armazenamento intracelular, sintetizado por muitos microrganismos, incluindo as
bactérias do género Azospirillum. O acumulo, degradacdao e utilizacdo de PHB por
bactérias sob condicbes de estresse constituem mecanismos que podem favorecer o
estabelecimento, proliferacdo, sobrevivéncia e competicdo dos organismos,
especialmente em ambientes competitivos em que fontes de carbono e de energia sao
limitantes, tais como os encontrados no solo (OKON; ITZIGSOHN, 1992). Diversos
trabalhos ja comprovaram que células ricas em PHB resistem a condicdes de estresse
(KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003; OKON; ITZIGSOHN, 1992; RATCLIFF; KADAM;
DENISON, 2008; SADASIVAN; NEYRA, 1987). Kadouri, Jurkevitch e Okon (2003)
observaram que células de Azospirillum brasilense contendo PHB apresentaram maior
resisténcia a alta temperatura, exposicdo a peroxido de hidrogénio, exposicdo a radiacdo
ultravioleta (UV), dessecacdo, e estresse osmotico. Estes mesmos autores avaliando
inoculantes armazenados em condigGes sub-6timas, observaram uma queda na
sobrevivéncia da estirpe Azospirillum basilense phbC (deficiente na producdo de PHB)
comparada com a estirpe Sp7 (produtora de PHB). Os autores concluiram que a producdo
de PHB é criticamente importante para melhorar o tempo de prateleira, eficiéncia e
confiabilidade de inoculantes comerciais.

A producdo de exopolissacarideo e polihidroxibutirato durante o
crescimento bacteriano ¢ influenciada por fatores como: a composicdao do meio de
cultura, concentragao dos nutrientes no meio e as condicdes de cultivo (BAHAT-SAMET;
CASTRO-SOWINSKI; OKON, 2004; BURMAN et al., 2000; KADOURI; JURKEVITCH;
OKON, 2003). O desenvolvimento de uma formulagcdo de meio de cultura que
proporcione a producdo desses metabolitos por BPCVs levard ao desenvolvimento de
inoculantes com elevada eficiéncia agronémica, pela melhoria da sobrevivéncia da

bactéria no produto ou apds sua aplicagdo em condicbes de campo.
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6. DESCRICAO DETALHADA

6.1. Descreva detalhadamente a invencao de forma que um
técnico ou pessoa com conhecimento técnico no assunto consiga reproduzi-la:

A formulacdo desenvolvida consiste de fonte de carbono, fonte de nitrogénio,
aditivos poliméricos (polivinilpirrolidona e goma xantana), e suplementos minerais
(MgS0,4, NH4NO;, Fe-EDTA), conforme o Quadro 1. O microrganismo utilizado foi a
estirpe Ab-V5 de Azospirillum brasilense, registrada no MAPA para uso como inoculante
nas culturas de milho, trigo e arroz (BRASIL, 2011). Essa bactéria foi utilizada como
estirpe referéncia, sendo que a formulacdo desenvolvida ndo se limita, entretanto a

formulacdo se adéqua ao cultivo de diferentes estirpes de BPCVs.

Quadro 1 Composicdao quimica da formulagdo de meio de cultura MCA4 para produgdo de
biomassa de Azospirillum brasilense com elevada densidade de células e rizocompeténcia
(elevada concentracdo de biopolimeros).

REAGENTES Quantidade por litro de meio de cultura
Sacarose 5049
Extrato de Levedura 50¢g
Glicerol 100 g
K,HPO, 6,09
NH,4NO, 159
KH,PO, 409
MgsO, 109
NaCl 01g
Goma xantana (Czs5H,9054) 109
Polinilpirrolidona (PVP) 10g9
Fe-EDTA (sol. 0,5 M) 2,0mL
Solucdo de micronutrientes* (mL/L) 50mL
Composicdo Solucdo de Micronutrientes

Na,Mo0,.2H,0 1,00g
MnSO,.H,0 1,18 g
H;BO, 1,40 g
CuS0,.5H,0 0,049
ZnS0,.7H,0 1,20 g

*Conforme Dobereiner et al. (1995).
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Para a elaboragdo da formulagao, inicialmente faz-se uma solugdo contendo goma
xantana (1 g), glicerol (100 g) e agua destilada (600 mL), sob agitacdo continua e
aguecimento a 70°C em uma placa aquecedora com agitador magnético mantendo-se a
agitacdo por 20 min ou até a completa homogeneizacao das substéncias. Esta solugdo é
adicionada do restante dos componentes (sacarose, extrato de levedura, K,;HPO,,
KH,PO,4, NH4NOs, MgS0,4, NaCl, Polivinilpirrolidona, Fe-EDTA, Solugao de micronutrientes)
previamente diluidos em 200 mL agua destilada sob temperatura ambiente. Em seguida,
é feito o ajuste do volume do meio de cultura para 1000 mL e do pH para 6,8. Apds o
ajuste do pH e volume, o meio de cultura é submetido a esterilizagdo em autoclave
durante 15 minutos, a temperatura de 121° C e pressao de 1 atm.

O cultivo do microrganismo promotor de crescimento vegetal inicia-se a partir de
um pré-indculo realizado em meio de cultura de crescimento rapido, como por exemplo,
o meio liquido de Dygs (RODRIGUES NETO et al., 1986). O pré indculo é realizado pelo
periodo de 12 h sob temperatura de 28°C e agitacao orbital de 180 rpm, ou até que a
cultura alcance o estadio de crescimento exponencial. Apds este periodo de crescimento,
a densidade de células no cultivo é determinada e ajustada para uma concentracdo de 1
x 10° células por mililitro, sendo inoculados 10 mL do pré-indculo por litro de meio de
cultura MCA4 (densidade inicial de 1 x 10% células/mL de meio de cultura MCA4). As
condicdes de cultivo estabelecidas foram: agitacdo a 180 rpm, temperatura de 28°C, e
72 h de cultivo.

A cinética de crescimento da estirpe Ab-V5 na formulagdo foi avaliada através da
contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) pelo método da gota (MILES e
MISRA, 1938). Foram coletadas aliquotas de 1,0 mL da suspensdo bacteriana nas
primeiras 6 e 12 h apds a inoculagdo, e posteriormente em intervalos de 12 h até 10 dias
de cultivo. Os resultados foram expressos como numero de unidades formadoras de
coldnia por mL de cultivo (UFC.mL™).

A concentracdo do biopolimero polihidroxibutirato foi determinada a partir da
biomassa celular. Para obtencdo de biomassa, foram coletados 10 mL do cultivo 12 h
apos a inoculagdo, e posteriormente em intervalos de 24 h até 10 dias de cultivo. Estas
aliquotas foram centrifugadas a 9.956 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e a biomassa presente na fragdo precipitada foi lavada duas vezes com 5 mL

de solugdo salina (0,85%), seguida de centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Em

seguida, as amostras foram secas a 80 °C por 48 h, pesadas para determinar a producao
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de biomassa, e utilizadas para extragcdo e quantificacdo de polihidroxibutirato. Para
extracdo de PHB, a biomassa seca de células foi ressuspendida em 12 mL de uma
solucdo de hipoclorito de sddio 5,25 %, e a mistura foi incubada por 2 h a 40 °C.
Decorrido o periodo de digestdo celular, a mistura foi centrifugada a 3.910 por 15
minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. O PHB presente na fragao precipitada foi
lavado com agua (10 mL, agitacdo manual e centrifugacdo a 3.910 g por 15 minutos a 4
0C), em seguida com etanol (10 mL, agitacdo manual e centrifugacdo a 3.910 g por 15
minutos a 4 °C), e posteriormente foi seco em estufa a 70 °C. O material seco contendo
o biopolimero foi digerido em 1 ml de acido sulfurico concentrado a 90 °C durante 30
minutos. A solucdao foi resfriada, e a concentracdo de PHB foi determinada por
absorvancia em espectrofotometro a 235 nm, utilizando acido sulflurico para calibracao
do aparelho (branco). Os resultados foram expressos como porcentagem de PHB por
grama de biomassa celular (%).

Para determinar a concentracdo de exopolissacarideos produzidos pelo
microrganismo, foram tomadas aliquotas de 10 mL do cultivo apds 72 h de incubacdo.
Essas aliquotas foram centrifugadas a 9.956 g por 15 minutos a 4 °C para precipitagao
da biomassa celular e obtencdo do extrato livre de células (ELC). Ao volume de ELC
obtido como descrito (aproximadamente 10 mL) foi adicionado 30 mL de etanol absoluto
gelado, agitando-se vigorosamente a mistura. Em seguida, a solucdo foi colocada em
freezer -20 °C por um periodo de 24 h, seguindo-se uma nova centrifugagdo (9000 rpm,
4 °C por 15 min) e descarte do sobrenadante. O EPS precipitado foi solubilizado em 5 mL
de agua destilada e submetido a didlise exaustiva contra agua destilada em um volume
de 4000 mL sob temperatura de 4 °C por 3 dias consecutivos (MENESES et al., 2009). Os

resultados foram expressos como massa de EPS em gramas, por litro de meio de cultura
(g.L'h).

7. DESENHOS E ESQUEMAS

7.1 Havendo desenhos e esquema que auxiliem na interpretacao da
invencdao anexe-os abaixo, com comentarios e explicagcbées para cada um dele:
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Figura 1. Cinética de crescimento de A. brasilense Ab-V5 em meio de cultura MCA4. Os
valores de contagens de unidades formadoras de col6nias obtidas foram convertidos em
escala logaritmica.

Figura 2. Micrografias Opticas de epifluorescéncia dos cultivos de Azospirillum brasilense
Ab-V5 em meio de cultura MCA4. Células coradas com o kit LIVE/DEAD BacLight L-13152
para visualizagdo de células com a membrana citoplasmatica intacta (células vivas, em
verde) e células com a membrana citoplasmatica danificada (células mortas, em
vermelho), apos (A) 36 h de cultivo; (B) 72 h de cultivo.
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Figura 3. Cinética de producdo de biomassa e acumulo intracelular de PHB (% do peso da
biomassa) por A. brasilense Ab-V5 em meio de cultura MCA4.

Figura 5. Produgdo de Exopolissacarideos (EPS) por A. brasilense Ab-V5 durante o cultivo
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8.1. INVENTOR 1

Nome completo: André Luiz Martinez de Oliveira

Depto. da UEL onde atua: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia

Endereco residencial completo: Rua Caracas 377, apto. 403, Bairro Santa Rosa,
CEP 86050-030, Londrina, Parana

Tel: 43 3328 9101 e-mail: almoliva@uel.br

Atividade na UEL: Professor Adjunto

Percentual da participacdao na invencao: 34 Tempo de participacdao: 24 meses

8.2. INVENTOR 2

Nome completo: Karina Maria Lima Milani

Depto. da UEL onde atua: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia

Endereco residencial completo: Rua Jose Santa Ella, nimero 123, CEP 86065-

825, Jardim Delta, Londrina, Parana.

Tel: 43 3327 6846 e-mail: milanibio@gmail.com

Atividade na UEL: Estudante de Mestrado em Biotecnologia

Percentual da participacdo na invencao: 33 Tempo de participacdao: 24 meses

8.2. INVENTOR 3

Nome completo: Odair Pais dos Santos

Depto. da UEL onde atua: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia

Endereco residencial completo: Rua Jose Santa Ella, nimero 123, CEP 86065-

825, Jardim Delta, Londrina, Parana.

Tel: 43 9679 6630 e-mail: odairjap@gmail.com

Atividade na UEL: Estudante de Mestrado em Biotecnologia

Percentual da participacao na invencao: 33 Tempo de participacao: 24 meses

8.2. INVENTOR 4

Nome completo: Mayara Barbosa

Depto. da UEL onde atua: Departamento de Bioquimica e Biotecnologia

Endereco residencial completo: Rua Rubens Avila, nimero 150, bloco I,
apartamento 13, CEP 860556-90, Alto da Colina,Londrina, Parana.
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Tel: 43 9987 1248 e-mail: mayarabarbosa-1@hotmail.com

Atividade na UEL: Estudante de Mestrado em Biotecnologia

Percentual da participacdao na invencao: 33 Tempo de participacdao: 24 meses

(anexar item 8, caso haja outros inventores)

9. CONCEPGAO DA INVENGAO

9.1. Quando a invengao foi concebida? 2014

9.2, Ela ja foi descrita ou documentada? Sim X] Ndo [

9.3. Se sim, onde e de que forma (escrita, oral) foi realizada a primeira

descricao? Escrita, como dissertacdao de mestrado em Biotecnologia.

9.4. A invencao esta finalizada e com protétipo? Sim X] Ndo [

10. DIVULGAGCAO EXTERNA DA INVENCAO

10.1. Houve alguma divulgacio publica da invengdo? Sim [ | Nao X

10.2. Se sim, quando e como?

10.3. Neste caso, foi assinado um acordo de sigilo ou de nao-divulgacao?
Sim [] Nao X

Obs: Se possivel, anexe uma copia da divulgacdo realizada

11.DIVULGAGCAO INTERNA DA INVENGAO

11.1. Houve alguma divulgacao interna da invencao, por exemplo, para

alunos, funcionarios, docentes, palestra, eventos? Sim [ ] Nao [X

11.2. Se sim, a divulgacao foi tecnicamente detalhada? Sim [| Nao [

Obs: Se possivel, anexe uma cdpia da divulgacdo realizada.

12. PUBLICAGOES CIENTIFICAS E TECNICAS

12.1. Foram publicados artigos, no quais um dos inventores aparece com
como autor, contendo informacdes suficientes para que uma pessoa com
conhecimentos na area possa reproduzir a invengao?

Sim[_] Nao[X]

Obs: Se sim, anexe copias dos artigos.
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13. COMUNICACOES

13.1. Foram realizadas comunicac¢oes orais (palestras, aulas), no qual um
dos inventores aparece com como autor, contendo informagoes suficientes para
que uma pessoa com conhecimentos na area possa reproduzir a invencao?

Sim [ ] Nao X

Obs: Se sim, anexe cdpias das comunicacoes.

13.2. Foram realizados comunicados da invengdo a imprensa, ou a jornais
internos da UEL, de empresas, de agéncias de fomento ou outro instrumento de
divulgacao? Nao

Obs: Se sim, anexe copias dos comunicados ou comentarios sobre eles

14. TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA (APLICAVEL AS INVENCOES DA UEL)

14.1. Se souber, faca uma lista de possiveis empresas nacionais e
internacionais que poderiam vir a se interessar pela invencao, apds ter sido
devidamente protegida: Empresas de comércio e producdo de inoculantes; as
principais fazem parte da associacdo nacional dos produtores e importadores de

inoculantes — ANPII (www.anpii.org.br).

15. DIVULGACOES FORA DA EMPRESA (APLICAVEL AS EMPRESAS)

15.1. Houve alguma divulgacao da invencgao fora da empresa, nas formas
escrita, oral ou expositiva? Sim[_]| Nao [

Obs.: Se sim, anexe copias ou forneca detalhes das mesmas.

15.2. As divulgagdes foram realizadas sob algum instrumento legal de
sigilo ou confidencialidade? Sim [] Nao[X

16. PATENTES RELACIONADAS

16.1 Se tiver disponivel, liste quaisquer publicacoes ou patentes que
descrevam invencdes similares a esta, para a qual esta sendo solicitada a
propriedade: Processos constantes no INPI relacionados ao desenvolvimento de
formulagbes inoculantes para uso agricola: C10506338-8; PI 0519258-7, PI0506338-8,
PI1I0404749-4, PI0312543-2, PI1I0301447-9, PI0103922-9, PI0211920-0, PI0703931-0,
US006606822B2, US20020050096A1, US006855524B1, US20020035249A1,
US20050136517A1, EP1176209A1, PI0501139-6, PI0405622-1, PI0501844-7.
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17. Declaragao

Declaro que as informacgOes acima prestadas sao verdadeiras e de minha inteira
responsabilidade. Concordo que este é um pedido de protecdo intelectual e
industrial e isento a UEL, a AINTEC e todo seu pessoal de toda e qualquer
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