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inoculantes para Azospirillum brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6. 2017. 85 f.
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RESUMO

Produtos biotecnoldgicos inovadores vém sendo desenvolvidos e utilizados em
praticas agricolas como alternativas capazes de minimizar custos e reduzir impactos
ambientais, mantendo e, em alguns casos, elevando os niveis de produtividade. A
inoculacdo de sementes de trigo (Triticum aestivum L.) e de milho (Zea mays L.) com
as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense representa uma tecnologia que
tem contribuido para a sustentabilidade agricola, com aumentos na produtividade de
graos e reducado da aplicagao de fertilizantes quimicos. Inoculantes liquidos s&o
preferidos por agricultores, entretanto, a taxa de sobrevivéncia das bactérias em
suporte liquido cai drasticamente nos primeiros meses de armazenamento, tornando
necessaria a realizacdo de estudos a fim de se aumentar o tempo de vida celular
nesse suporte. O objetivo deste trabalho foi desenvolver formulagdes liquidas de
inoculante com A. brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6, com altas concentracdes
celulares e que garantam a sobrevivéncia das estirpes por um periodo
comercialmente viavel, contendo células com qualidade fisiolégica adequada. Como
aditivos protetores, visando prolongar a viabilidade celular das estirpes, foram
avaliados trealose, glicerol, amido comercial, CMC e PVP. Para a avaliacdo do
crescimento celular, foi utilizado 1 mL do inéculo em Erlenmeyer contendo 100 mL de
cada meio de cultura. A incubacido ocorreu a 140 rpm e 28 °C por 26 horas. A
concentragao celular foi avaliada segundo a metodologia estabelecida pelo MAPA
(Instrucdo normativa n° 30 de 2010) para contagem de Unidades Formadoras de
Colénias (UFC), com andlise estatistica pelo teste Tukey (p < 0,05) para comparagao
entre as médias. Foram realizadas, ainda, a quantificacao de polihidroxibutirato (PHB)
e avaliagdo da producdo de biofiime produzido pelas estirpes em cada nova
formulagdo desenvolvida. Foi realizada a analise comparativa da taxa da
sobrevivéncia celular em diferentes veiculos de armazenamento. Como etapa final as
formulacbes que apresentaram melhor desempenho foram cultivadas em um
fermentador piloto. As quatro formulacbes avaliadas proporcionaram alta
concentracao celular de A. brasilense e a adigdo dos protetores utilizados influenciou
positivamente na manutencao celular. Por apresentarem melhores resultados, as
formulagbes FORM2 acrescida de amido e FORM4, acrescida de PVP, foram
escolhidas para analise da producao de PHB e biofiime. Os valores de concentragao
intracelular de PHB variaram entre 11,4% e 42% do peso seco da biomassa. Essas
duas formulagdes também foram favoraveis a producao de biofime em ambas as
estirpes, podendo atuar positivamente na manutencao da viabilidade celular. Quanto
ao uso de diferentes materiais para armazenagem dos inoculantes liquidos, foi
observado aumento do tempo de viabilidade das células quando armazenadas em
sacos plasticos de polietileno. As formulagdes desenvolvidas foram capazes de
promover alto crescimento celular das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. Brasilense, tanto
em escala laboratorial, quanto em escala piloto, quando cultivadas em fermentador.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense. Formulagao. Inoculante. PHB. Biofiime.



SANTOS, Mariana Sanches. Development of new liquid inoculant formulation for
Azospirillum brasilense strains Ab-V5 and Ab-V6. 2017. 85 p. Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Innovative biotechnological products have been developed and used in agricultural
practices as alternatives capable of minimizing costs and reducing environmental
impacts, maintaining, and in some cases increasing, productivity levels.The
inoculation of wheat (Triticum aestivum L.) and maize (Zea mays L.) seeds with
Azospirillum brasilense strains Ab-V5 and Ab-V6 represents a technology that has
contributed to agricultural sustainability, resulting in increases in yield and decreases
in the use of chemical fertilizers. Liquid inoculants are preferred by farmers; however,
bacterial survival in liquid carriers drops darstically in the first few months of storage,
necessitating studies in order to increase the cell shelf life in this carrier. The
objective of this study was to develop liquid inoculant formulations with A. brasilense
strains Ab-V5 and Ab-V6 with high cellular concentration and with guarantee of
survival for a commercially viable period, maintaining cells with high physiological
quality. Trehalose, glycerol, commercial starch, CMC (carboximetilcelulose) and PVP
(polyvinylpyrrolidone) were evaluated as protective additives aiming at extending cell
viability. For the evaluation of cell growth, 1 mL of the inoculum was transferred to
Erlenmeyers containing 100 mL of each culture carrier. Incubation took place at 140
rom and 28 °C for 26 h. Cellular concentration was evaluated according to the
method established by MAPA (Normative Instruction No. 30 of 2010) for counting
Colony Forming Units (CFU), and statistical analysis with the Tukey’s test (p < 0.05)
for comparison of means. Quantification of polyhydroxybutyrate (PHB) and evaluation
of the biofilm production produced by the strains were carried out in each new
formulation. A comparative analysis of the rate of cell survival under different storage
vehicles was also carried out. As a final step the formulations that presented better
performance were cultured tested in a pilot fermenter. The four formulations
evaluated provided high cellular concentration of A. brasilense, and the addition of
protectors positively influenced cell maintenance. FORM2 + P3 and FORM4 + P6
formulations showed the best performances and were then chosen for the analysis of
PHB and biofilm production. The intracellular concentration values of PHB ranged
from 11.4% to 42% of the biomass dry weight. These two formulations were also
favorable to the biofilm production for both strains, and might act positively in the
maintenance of cell viability. Regarding the use of different materials for the storage
of liquid inoculants, an increase in cell viability with time was observed when stored in
polyethylene plastic bags. The formulations developed were capable of promoting
high cell growth of the Ab-V5 and Ab-V6 strains of A. brasilense, both at laboratory
scale and on a pilot scale when grown in a fermenter.

Key words: Azospirillum brasilense. Formulation. Inoculant. PHB. Biofilm.
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1 INTRODUGAO

Dentre os nutrientes essenciais ao crescimento e desenvolvimento das
plantas, o nitrogénio (N) é um dos elementos mais importantes. Em praticas
agricolas, esse nutriente é aplicado em grandes quantidades durante o cultivo, a fim
de suprir sua elevada demanda pelas -culturas. Essa aplicagdo ocorre,
principalmente, por meio de fertilizantes nitrogenados, que oferecem N facilmente
assimilavel pelas plantas. O uso de fertilizantes nitrogenados na agricultura
apresenta desvantagens econdmicas, pois encarece a producédo e o Brasil ainda
depende da sua importacdo, e ambientais, por contribuir significativamente com a
poluicdo e contaminagéo de agua e solo, além da emisséo de gases de efeito estufa.

Devido a esses fatos, tém-se buscado o desenvolvimento de produtos
biotecnolégicos alternativos, visando a substituicdo total ou parcial de fertilizantes
nitrogenados, através de praticas inovadoras que nao prejudiquem o meio ambiente
e que mantenham alto os niveis de produgdo das culturas. A inoculacdo de
sementes com bactérias diazotréficas, presentes em inoculantes, representa uma
alternativa barata e sustentavel, pois contribui com N para as plantas através do
processo de fixagdo bioldégica do nitrogénio (FBN) realizado por esse grupo de
microrganismos. O género Azospirillum abrange um grupo de bactérias diazotréficas
promotoras do crescimento vegetal que, além de fixarem nitrogénio, se destacam
pela capacidade de produgao de fitohormbnios, que estimulam o crescimento das
raizes de diversas espécies de plantas, promovendo maior absorgdo de nutrientes e
agua, favorecendo o desenvolvimento do vegetal.

No mercado brasileiro existem dois tipos principais de inoculantes: turfoso e
liquido. Por ser rica em matéria orgéanica, a turfa oferece boas condi¢cbes para a
sobrevivéncia celular sob condigdes de estresses ambientais e também proporciona
protecdo fisica aos microrganismos. Contudo, a turfa é um recurso natural nao-
renovavel escasso no Brasil, por isso seu uso torna a producio de inoculantes mais
cara. Ja os inoculantes liquidos sdo de facil manuseio, faciltam a semeadura
mecanizada no campo e podem ser aplicados tanto nas sementes quanto por
pulverizacao foliar. Porém, proporcionam baixa protecdo as células bacterianas,
acarretando em mortalidade celular precoce.

A melhoria da qualidade dos inoculantes liquidos, com aumento do tempo de

vida celular, pode ser alcangada utilizando-se diferentes polimeros em sua
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composi¢cao, para atuarem como substancias protetoras, pois podem apresentar
caracteristicas como capacidade de limitar a transferéncia de calor e elevada
atividade de agua, além de servirem como fonte de carbono. A manutencdo da
viabilidade celular também pode ser auxiliada pela da producédo de biopolimeros,
como polihidroxibutirato (PHB) e da formagao de biofilme pela propria bactéria no
inoculante. Esses compostos atuam protegendo as células de estresses ambientais
e servem como reserva energetica.

Portanto, para se desenvolver novas formulagdes liquidas para inoculantes
com elevada eficiéncia agronémica, deve-se visar alta produ¢ao de PHB e formacéao
de biofilme pelo microrganismo, além de fazer uso de polimeros que favoregam a
sobrevivéncia das bactérias no produto por longos periodos. O novo produto
biotecnolégico deve ser desenvolvido visando posterior produgédo industrial, e

portanto, ser economicamente viavel e de qualidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver formulagdes liquidas de inoculantes contendo Azospirillum
brasilense, estirpes Ab-V5 e Ab-V6, de alta qualidade e que permitam maior tempo

de viabilidade celular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Testar diferentes polimeros protetores celulares em formulagdes liquidas e
avaliar o tempo de viabilidade celular proporcionado por eles;

e Avaliar a manutencdo do pH durante o periodo de armazenamento das
formulagdes a fim de manter um efeito tampao;

e Avaliar a produgao de PHB e a formagao de biofilme pelas estirpes Ab-V5 e
Ab-V6 nas formulagdes desenvolvidas;

e Avaliar a influéncia quanto ao tempo de vida celular de diferentes embalagens
utilizadas no armazenamento das formulagdes.

e Testar a eficiéncia das melhores formulagdes em escala semi-piloto.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

A agricultura é wuma pratica fundamental para a manutencédo e
desenvolvimento humano. Além de fornecer alimento, a partir da agricultura tém-se
mateérias-primas que sao utilizadas na fabricacdo de produtos importantes para a
humanidade, como tecidos, cal¢cados, papel, entre outros. Desde o inicio dessa
pratica até os tempos atuais os modos de produgdo agricola passaram por diversos
estagios. A producgao agricola moderna tem-se mostrado cada vez mais dependente
do uso de maquinas, agrotoxicos e fertilizantes, resultando na expansido do
agronegocio, pratica importante para o desenvolvimento do pais, por estar
intimamente relacionado a geragao de empregos, renda e tributos, porém, é
responsavel por agressdes aos solos, vegetacgao, hidrografia e clima (COSTA et al.,
2014; GOMES; BOREM, 2013; CARRER; BARBOSA; RAMIRO, 2010).

Estima-se que até 2050 a populacdo mundial alcangara entre 9 e 11 bilhdes
de pessoas e para suprir a demanda de alimentos a producdo devera ser, no
minimo, dobrada (JAMES, 2011). Devido a esse aumento da populagdo mundial, se
tornam cada vez mais necessarias praticas que visem o aperfeicoamento do
agronegocio, sem prejudicar e esgotar os recursos naturais (GOMES; BOREM,
2013; CARRER; BARBOSA; RAMIRO, 2010). O grande desafio da agricultura
moderna esta em aumentar a producao de alimentos mantendo-se as dimensdes da
area plantada, preservando o meio ambiente (GOMES; BOREM, 2013).

Muitos paises tém investido em pesquisas biotecnoldgicas visando aumento
da produtividade de forma sustentavel, a fim de garantir maior retorno financeiro
para o agronegocio, diminuigdo dos custos e aumento dos lucros para o agricultor,
além da conservacdo do ambiente e seguranca alimentar (GOMES; BOREM, 2013;
COSTA et al., 2014). Segundo o Boletim Técnico de Biotecnologia Agropecuaria do
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), biotecnologia €& o
conjunto de conhecimentos, técnicas e métodos, de base cientifica ou pratica, que
permite o uso de seres vivos como parte integrante e ativa do processo de produgao
industrial de bens e servigos (MAPA, 2010a). Um produto biotecnolégico é resultante
do uso de uma pratica biotecnolégica durante sua produgédo (RAMOS; MELO;
SILVA, 2016).
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Em um levantamento de dados realizado em 2012 foi constatado que 80%
dos investimentos em biotecnologia provém de universidades ou instituicbes
publicas no Brasil, sendo o seu desenvolvimento dependente de pesquisas basicas.
Esse dado revela que a parceria entre empresas e centros de pesquisa € um meio
importante de acesso a um tipo de conhecimento que inexiste na maioria das
empresas (ROSSI, 2012). Uma das principais preocupacgdes das empresas, dos
mais diversos segmentos, € o desenvolvimento de novos produtos, isso porque o
sucesso da empresa estd diretamente relacionado a inovagdo tecnoldgica
(MENDES, 2008).

O Brasil vem ocupando posicdo de destaque mundial na producdo de
alimentos por meio de processos biotecnolégicos (COSTA et al., 2014). Na
agricultura, a biotecnologia tem sido empregada para diversos fins, entre eles, para
reduzir o uso da agua nas lavouras, que é realizado em duas frentes: desenvolvendo
espécies tolerantes a seca (ROLLA et al.,, 2014; TODAKA; SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2015), e no melhoramento genético de variedades para
resisténcia a pragas e doengas (BEZIRGANOGLU et al., 2013; SCHOONBEEK et
al., 2015; ORBEGOZO et al., 2016), gerando reducéo do uso de produtos quimicos
relacionados a contaminagcdo ambiental. A biotecnologia também pode ser
empregada no aumento da producdo agricola pelo melhoramento genético de
plantas cultivadas, devido a insergdo de caracteristicas agronémicas desejaveis na
planta (CARRER; BARBOSA; RAMIRO, 2010), e no desenvolvimento de
inoculantes, visando a substituicdo total ou parcial de fertilizantes quimicos,
mantendo-se a produtividade (COSTA et al., 2014).

O uso de inoculante na cultura de soja € uma das mais importantes praticas
para a agricultura brasileira. Estima-se que a substituicdo de fertilizantes quimicos
por inoculantes gere uma economia de 15 bilhdes de dolares por safra de soja
(HUNGRIA; RUBENS; NOGUEIRA, 2012). Outras culturas, como feijao, milho e
trigo, também tem sido inoculadas resultando em elevada produtividade (HUNGRIA
et al., 2010; HUNGRIA, 2011; HUNGRIA; CAMPO; NOGUEIRA, 2012). Com a
diminuicao do uso fertilizantes nitrogenados, o meio ambiente é beneficiado com
menor poluicdo de rios e lengois freaticos e menor emissdo de gases efeito estufa
(HUNGRIA; CAMPO; NOGUEIRA, 2012).


http://frontiersin.org/people/u/104518
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3.2 BACTERIAS DIAZOTROFICAS E PROMOTORAS DO CRESCIMENTO
VEGETAL

O nitrogénio (N) € um dos elementos mais abundantes nos seres vivos
(KERBAUY, 2011) e tem fungdes importantes como componente estrutural de
macromoléculas, como proteinas e acidos nucleicos, além de ser precursor de
horménios vegetais, como o acido indol-3-acético (AlA) e o etileno (FAQUIN, 2005).

O N representa 78% da composigcéo atmosférica na forma molecular de gas
(N2). Contudo, essa forma gasosa apresenta alta estabilidade quimica,
impossibilitando sua assimilacdo pela maioria dos seres vivos. Desse modo, por ser
requerido em grandes quantidades pelos seres vivos, se faz necessaria sua
transformacdo em um composto nitrogenado assimilavel, como ion aménio (NH;")
ou nitrato (NO3’), permitindo, assim, sua absor¢do (FAQUIN, 2005; KERBAUY,
2011).

A redugao do N; para a formagao de amodnia (NH3) € denominada fixagédo de
nitrogénio (FAQUIN, 2005) e, por requerer alta energia de ativagdo, ndo ocorre
espontaneamente (DE MELLO, 2012). Na natureza existem alguns microrganismos
procariéticos, denominados diazotroéficos, pois apresentam a capacidade de reduzir
o N, atmosférico, processo que recebe o nome de fixagdo biolégica de N, (FBN)
(SILVA; FELIPE; BACH, 2004). A FBN €& considerada responsavel por,
aproximadamente, 65% do N fixado na Terra (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Outros
processos naturais que disponibilizam nitrogénio para os vegetais sao: a
decomposicédo de matéria organica do solo e a fixagdo nao-bioldgica, proveniente de
descargas elétricas, combustdo e vulcanismo (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2001).

Bactérias diazotroficas podem ser de vida livre, quando usam o nitrogénio
fixado; podem estar associadas a vegetais, sendo classificadas como bactérias
endofiticas e associativas, quando contribuem para o crescimento da planta sem a
formacéao de estruturas diferenciadas; ou podem ser simbidticas, quando ocorre uma
interagdo estreita entre a planta e o microrganismo onde, em alguns casos, sao
formados nodulos (EVANS; BURRIS, 1992; HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007;
MOREIRA et al., 2010).

Sao consideradas como componentes importantes no suprimento de N a

nutricdo vegetal, principalmente as bactérias simbidticas, dentre as quais os rizébios,
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que apresentam contribuicdo da FBN mais significativa quando comparado as
bactérias diazotréficas endofiticas e associativas (MOREIRA et al., 2010).

Bactérias diazotroficas associativas podem ser consideradas bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCV) porque, além de realizarem FBN
(HUERGO et al., 2008), ainda sdo capazes de favorecer o desenvolvimento vegetal
através da mecanismos diretos, como a produgao de fitorménios como auxinas,
citocininas e giberelinas (LIN et al., 2012; SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013), que
promovem o crescimento radicular, o que resulta em maior capacidade de absorcao
de agua e de nutrientes do solo (BARILLI, 2011); a solubilizagdo de fosfatos
(RODRIGUEZ et al., 2004); ou, ainda, por mecanismos indiretos, atuando no
controle biolégico de insetos e fitopatogenos (CORREA et al., 2008), e aumentando
a resisténcia do vegetal a estresses abidticos (YANG; KLOEPPER; RYU, 2009;
BULGARELLI et al., 2013). Acredita-se que seja através da combinagdo de todos
esses mecanismos que as BPCV favorecem o crescimento vegetal (DOBBELARE;
VANDERLEYDERN; OKON, 2003).

Diversas espécies e estirpes de BPCV ja foram descritas, dentre elas os
géneros mais estudados sdo Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Pseudomonas (FERNANDES, 2013).

Em praticas agricolas, a adubag&o nitrogenada é responsavel por grande
parte dos custos de producdo de culturas ndo-leguminosas. Além disso, uma parte
do N que é aplicado ao solo acaba sendo perdida do sistema solo-planta, devido a
lixiviagdo e (ou) transformacbes para formas gasosas, 0 que pode acarretar na
poluicdo de cursos e mananciais de agua, na degradagédo da camada de oz6nio e no
aquecimento global (REIS JUNIOR et al., 2011). Tais fatores tém tornado o uso de
bactérias diazotréficas uma alternativa relevante para o manejo de culturas (DE
MELLO, 2012). Segundo Huergo (2006), o N fornecido pela FBN é menos propenso
a lixiviagao e volatilizagao por ser utilizado in situ. Portanto, o fornecimento de N na
agricultura comercial pelo processo de FBN representa uma alternativa barata, limpa

e sustentavel.

3.2.1 Género Azospirillum

As bactérias diazotroficas pertencentes ao género Azospirillum fazem

parte da subclasse a das proteobactérias. Esse género abrange um grupo de BPCV
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Gram-negativas, associativas, mas que podem viver livremente no solo na forma de
cistos (MOREIRA et al., 2010). Bactérias do género Azospirillum spp. estado
distribuidas em muitas partes do mundo (HUNGRIA, 2011), em condi¢des tropicais,
subtropicais e temperadas (SIVASAKTHIVELAN; SARANRAJ, 2013), em associagao
com plantas monocotiledéneas e dicotiledéneas (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN,
2000).

O género Azospirillum engloba 16 espécies descritas (HUNGRIA, 2011). A
primeira espécie, descrita inicialmente por Beijerinck, foi nomeada originalmente
como Spirillum lipoferum. Em 1978 Spirillum lipoferum foi reclassificada como
Azospirillum, e foram descritas duas espécies: Azospirillum lipoferum e Azospirillum
brasilense. A reclassificagdo aconteceu apds a descoberta da Dra. Johanna
Ddébereiner (1924-2000), pesquisadora da Embrapa, sobre a capacidade desse
género em realizar FBN quando associado a gramineas, sendo que o prefixo “azo”
foi adicionado em referéncia a palavra “azote,” nomenclatura dada por Lavoisier ao
nitrogénio (TARRAND; KRIEG; DOBEREINER, 1978; HUNGRIA, 2011).

Outras espécies de Azospirillum foram descobertas e descritas nos anos
seguintes: A. amazonense (MAGALHAES et al., 1983), A. halopraeferens
(REINHOLD et al., 1987), A. irakense (KHAMMAS et al., 1989), A. largimobile (SLY;
STACKEBRANDT, 1999), A. doebereinerae (ECKERT et al., 2001), A. oryzae (XIE;
YOKOTA, 2005), A. melinis (PENG et al., 2006), A. canadense (MEHNAZ;
WESELOWSKL; LAZAROVITS, 2007a), A. zeae (MEHNAZ; WESELOWSKL;
LAZAROVITS, 2007b), A. rugosum (YOUNG et al., 2008) e A. fonnosense (LIN et al.,
2012).

Quanto ao cultivo dessas espécies, segundo ECKERT et al., (2001), a
temperatura 6tima de crescimento varia entre 28 e 41°C. Acidos organicos como
malato, piruvato, glicose e frutose sédo as fontes de carbono preferenciais do género,
enquanto que as fontes de nitrogénio podem ser provenientes de amoénia,
aminoacidos, nitrato, nitrito e até mesmo do nitrogénio atmosférico (DOBEREINER,;
BALDANI; BALDANI, 1995). Espécies desse género apresentam caracteristicas
aerobicas quando em presenca de fonte de N, e microaerofilicas quando crescem
em situacdo dependente de fixacdo de N (DONZELI, 2002; HUERGO, 2006).
Elementos como carbono, nitrogénio e oxigénio sdo muito importantes na nutrigao

da bactéria. Quando em situagdo de altas concentracbes de aménia, e baixas
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concentragcbes de oxigénio e carbono, ha inibicdo do complexo nitrogenase
em Azospirillum, causando redugao da populacao (KAVADIA et al. 2008).

A maioria das espécies desse género é pouco tolerante a acidez, tanto no
solo, como nos meios de cultura, sendo o pH proximo a neutralidade considerado
6timo para o crescimento, com excecdo a A. amazonense, que cresce em pH 6,0
(MAGALHAES et al., 1983; REIS; BANDANI; BALDANI, 2005). Para A. brasilense o
valor de pH deve estar acima de 6,8 (FERNANDES, 2013).

Azospirillum spp. compreende bactérias diazotroficas cuja associagao ja
foi observada em diversas plantas, tais como trigo, sorgo (Sorghum spp.), cevada
(Hordeum vulgare L.), arroz (Oryza sativa L.) e milho; (PAREDES-CARDONA et al.,
1988; RODRIGUEZ-SALAZAR et al., 2009; VENIERAKI et al., 2011; FIBACH-PALDI;
BURDMAN; OKON, 2012; DARTORA et al, 2013; GALINDO, 2015; PANDOLFO et
al., 2015).

A FBN realizada por bactérias desse género pode ser considerada de
extrema importancia para gramineas. Nos ultimos anos tem aumentado o numero de
estudos visando verificar o desenvolvimento de gramineas inoculadas com de
Azospirillum spp., sendo analisadas alteragdes fisioldgicas que estdo relacionadas
com o aumento no rendimento do vegetal (BARILLI, 2011; DE MELLO, 2012).

Varios experimentos realizados com estirpes deste género mostraram seu
potencial em promover crescimento de plantas, pois além da fixacdo de nitrogénio
(JAMES, 2000), essas bactérias podem aumentar a eficiéncia de uso de CO,
(BULEGON et al., 2016) e apresentar capacidade de producgao de fitorménios, que
sdo considerados por alguns pesquisadores como o principal mecanismo
beneficente a planta (DOBBELARE; VANDERLEYDERN; OKON, 2003). O acido 3-
indolacético (AlA), uma auxina, é o principal fitormdnio produzido por estirpes de
Azospirillum spp. (CROZIER et al., 1988). A sintese de auxinas por Azospirillum é
muito importante para a planta, uma vez que a divisdo e o crescimento celular
tornam o sistema radicular mais abundante, promovendo no vegetal maior absorgéo
de nutrientes e agua (LAMBRECHT et al., 2000).

Outra acao desses microrganismos consiste na capacidade de competicao
com microrganismos fitopatogénicos, o que acaba por proteger a planta de possiveis
doengas (BERG, 2009). Em um trabalho conduzido por Silva, Felipe e Bach (2004),
folhas de plantas de cevada e trigo foram tratadas com Azospirillum e submetidas a

pulverizagdo com o patégeno Bipolaris sorokiniana. Apdés uma semana, foi
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observado que todas as plantas nao tratadas com Azospirillum apresentaram lesdes
tipicas, as quais ndo foram constatadas nas folhas das plantas tratadas com
Azospirillum. Com esse resultado, os autores afirmaram que a bactéria interferiu no
metabolismo da planta, induzindo a resisténcia ao patégeno.

Bactérias do género Azospirillum tém sido inoculadas em plantas de
diversas culturas, além de gramineas, como algodao (Gossypium spp. L.) e tomate
(Solanum lycopersicum L.) aumentando a produtividade pelo estimulo ao
crescimento vegetal (REIS et al., 2000). O mesmo tem ocorrido para a inoculagéo
em trigo, cevada, aveia-branca (Avena sativa L.) (SANTA et al., 2004) e cana-de-
agucar (Saccharum spp.) (REIS et al., 2000). Barassi et al. (2008) observaram em
varias espécies de vegetais inoculadas com Azospirillum, aumento da eficiéncia
fotossintética, incremento na producdo de matéria seca e maior altura. Em trabalho
desenvolvido por Saikia et al. (2007), plantas inoculadas com Azospirillum
apresentaram maior teor de nutrientes nos graos quando comparadas a plantas nao-
inoculadas. Em seu estudo, Silva, Felipe e Bach (2004) observaram que em plantas
de cevada e de trigo houve um aumento da superficie das raizes e do crescimento
das plantas pela a inoculagao. Espécies de Azospirillum sao largamente estudadas e
apresentam um potencial significativo para a aplicagdo comercial (KUMARESAN;
REETHA, 2011).

Espécies do género Azospirillum também vém sendo utilizadas em
culturas de plantas leguminosas, como a soja (Glycine max (L.) Merr.) e o feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), pelo uso da técnica alternativa de coinoculagado, também
conhecida como inoculacdo mista, que consiste na combinagdo de diferentes
bactérias, simbibticas e assimbidticas, que interagem sinergicamente, resultando em
aumento da produtividade (FERLINI, 2006; BARBARO et al., 2008). Cassan et al.
(2009) observaram aumento no numero de nddulos e na porcentagem de plantas
noduladas em cultura de soja coinoculadas com Bradyrhizobium japonicum e A.
brasilense, em relagdo as plantas inoculadas somente com B. japonicum. Burdman,
Kigel e Okon (1997) observaram que a coinoculagao de feijoeiro com A. brasilense e
Rhizobium aumentou significativamente o numero total de nddulos e a fixagao de N
comparados com a inoculagdo somente com Rhizobium. Em trabalho mais recente,
Hungria, Nogueira e Araujo (2013) conduziram cinco experimentos com feijoeiro em

Londrina e Ponta Grossa, por trés estagdes de cultivo (2009, 2010 e 2010/11).
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Houve maior produtividade com a coinoculagdo com A. brasilense e Rhizobium

tropici em relagao a inoculacao de R. tropici e A. brasilense separadamente.

3.2.2 Azospirillum brasilense

Dentre as bactérias promotoras do crescimento vegetal, Azospirillum brasilense
é uma das espécies mais conhecidas (HERSCHKOVITZ et al., 2005). E considerada
como uma espécie com grande potencial na promogao do crescimento de plantas
(KUMARESAN; REETHA, 2011). Azospirillum brasilense é utilizada na producéo de
inoculantes que sao amplamente comercializados em varios paises, incluindo
Argentina, México, india, Italia, Franga, Coreia e Brasil (HARTMANN; BASHAN, 2009;
ARAUJO, 2013b).

Pesquisadores do estado do Parana, da Embrapa Soja e da UFPR selecionaram
e testaram estirpes de Azospirillum brasilense em veiculo turfoso e liquido com as
culturas do milho e do trigo. Estes estudos foram importantes para a recomendagao
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2011) das estirpes de
A. brasilense Ab-V4, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 para o uso em inoculantes comerciais para
a cultura do milho. Foi demonstrado que essas estirpes aumentaram a producéo de
graos de milho em 24% a 30% em relagdo ao controle n&o inoculado. No caso da
cultura de trigo, as estirpes Ab-V1, Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V8 foram as que apresentaram
melhores resultados, aumentando a produtividade em 13% a 18% em comparagao com
o controle ndo inoculado. Atualmente, industrias de producgéo de inoculantes tém optado
por utilizar as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 juntas, por serem eficazes em ambas culturas
(HUNGRIA, 2011).

Quadros (2009) realizou estudos com a cultura de milho inoculada com A.
brasilense nas sementes. A inoculagdo com A. brasilense associada a 50 kg ha™ de N
na base, foi equivalente ao tratamento ndo inoculado que recebeu 130 kg ha de N
(subdividido em 50 kg ha™ de N na base e 80 kg ha™ de N em cobertura). Braccini et al.
(2012) observaram que plantas de milho que receberam metade da dose de N e foram
inoculadas com A. brasilense apresentaram massa seca da planta semelhante aquelas

que receberam 100% da dose de N, sem inoculagdo. Lana et al. (2012) observaram
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que, mesmo sem a adicdo de N, a inoculagdo de A. brasilense proporcionou
incrementos de 7 a 14% na produtividade de graos de milho.

Trés hibridos de milho [Pioneer (P 32R48), Santa Helena (SHS 5050) e Agroeste
(AS 1575)] foram inoculados com uma mistura de trés espécies de Azospirillum (A.
lipoferum; A. brasilense e A. oryzae) por Quadros et al. (2014). Houve incremento no
teor relativo de clorofila e na produgdo de biomassa da parte aérea nos hibridos AS
1575 e SHS 5050. O peso de 1000 graos do hibrido P32R48 e a altura de planta do
hibrido AS 1575 também foram superiores com a inoculagao.

Em trabalho realizado por Araujo et al. (2014), plantulas de milho inoculadas com
A. brasilense (com e sem adubacao nitrogenada) apresentaram comprimento superior
as do tratamento controle, sem N e sem inoculagéo, e a produg¢do de massa seca total
também foi favorecida. Resultados positivos também foram obtidos apds a inoculacéo
de sementes de milho com A. brasilense, em trabalho realizado por Leo Daniel et al.
(2013); nesse caso, houve aumento no volume de raizes, comprimento da parte aérea,
massa seca da parte aérea, massa seca de raizes e massa seca total, em comparagao
com outros tratamentos.

Por outro lado, nao foi constatado efeito significativo da inoculagédo de sementes
de milho com A. brasilense no rendimento de graos em trabalhos desenvolvidos por
Vogt et al. (2014), Repke (2013) e Pandolfo et al. (2015). Os efeitos da inoculagéo de
sementes de milho sobre o rendimento de gréos dependem das caracteristicas
genéticas das plantas e das estirpes, além das condigdes de ambiente (HUNGRIA,
2011; PANDOLFO et al., 2015). Em trabalho desenvolvido por Quadros et al. (2014),
foram observados resultados variados com a inoculagdo, em cada hibrido testado. Os
autores sugerem que, dependendo do gendtipo de milho, a inoculagéo pode beneficiar
diferentes partes da planta, como graos, parte aérea ou colmo.

A variabilidade dos resultados na inoculagdo de milho com A. brasilense
evidencia que a sua indicagcdo técnica precisa ser aprimorada, analisando-se, entre
outros fatores, os genotipos e o nivel de investimento adotados na lavoura (PANDOLFO
et al., 2015), principalmente com relagao as técnicas de inoculagao e tipo de inoculante
utilizado.

Segundo Saubidet, Fatta e Barneix (2002), em plantas de trigo, a inoculagéo ndo
substitui o adubo nitrogenado, porém, promove a melhor absor¢do e usodo N

disponivel, pelo aumento do crescimento radicular.
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Sala et al. (2007) verificaram incremento na matéria seca do trigo, com a
inoculacdo com A. brasilense, diferindo do resultado apresentado no trabalho de Nunes
et al. (2015), quando n&o observe efeito. Rodrigues et al. (2000) e Souza et al. (2014)
verificaram que a inoculagdo com Azospirillum incrementou o teor de N nos gréos de
trigo. Sala et al. (2007), porém, nao verificaram diferenga nos teores de N nos grdos em
resposta a inoculagao com a bactéria.

Veresoglou e Menexes (2010) avaliaram a contribuicdo de Azospirillum no
crescimento do trigo em 59 trabalhos publicados e verificaram que o uso de
biofertilizante contendo Azospirillum aumentou, em média, 9% a produc¢ado de graos e
em 18% o peso seco da parte aérea do trigo. Segundo estudo de Rampim et al. (2012),
A. brasilense proporcionou incrementos no desenvolvimento inicial de plantulas de trigo.

Piccinin et al. (2013), utilizando as estirpes de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6
constataram que a aplicacdo de metade da dose recomendada de N, associada com o
inoculante, promoveu resultados positivos no desempenho agronémico e produtividade
de trigo. Brzezinsk et al. (2015) realizaram um estudo em que sementes de trigo foram
inoculadas com A. brasilense. Cada tratamento recebeu cinco doses de nitrogénio em
cobertura (0, 30, 60, 90 e 120 kg ha™). As plantas inoculadas apresentaram melhores
resultados em relagdo as nao inoculadas quanto a germinagao e resultou em plantas
mais altas, sendo que as plantas inoculadas da cultivar BRS 220 apresentaram melhor
qualidade fisioldgica quando receberam a dose de 60 kg ha™ de N em cobertura.

No trabalho desenvolvido por Soligo et al. (2014), a inoculagdo de sementes de
trigo de diferentes cultivares com A. brasilense resultou em diferengas no percentual
germinativo das cultivares, sendo que em uma delas (BRS 327) a inoculag&o reduziu o
percentual de germinagédo (-9,5 %). O vigor das sementes, porém, aumentou
significativamente nas cultivares TBIO Pioneiro (+20,2 %) e TBIO Sinuelo (+8,75 %)
com a inoculagéo. Os autores descrevem que o efeito da inoculagdo com A. brasilense
na germinagao e no vigor de sementes e no crescimento de plantulas de trigo depende
do gendtipo da planta inoculada. Resultado n&o significativo, apds inoculagédo com A.
brasilense na produgéo vegetal foi observado por Rodrigues et al. (2000) e Cantarella
(2007). Os autores citaram, como possiveis causas desse resultado, questdes como
especificidade entre bactéria e hospedeiro e competicdo por espaco e nutrientes entre
0s varios microrganismos presentes no solo.

Como os resultados da inoculagdo de trigo com A. brasilense nem sempre

seguem a mesma tendéncia, Nunes et al. (2015) sugerem a necessidade de serem
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desenvolvidos mais estudos utilizando-se essa espécie em diferentes situagdes de
inoculacado, como em diferentes gendtipos da mesma espécie vegetal, diferentes tipos

de solo com variagédo de pH e formas de aplicagcao do inoculante.

3.3 INOCULANTES

O N apresenta grande importdncia na produgdo agricola por ser um
macronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas e um fator limitante para
a producdo (GOMEZ; MERCADO; PINED, 2014). A grande maioria dos solos
brasileiros, porém, apresenta baixo teor de N disponivel. Portanto, o manejo da
adubacao nitrogenada é realizado com o objetivo de maximizar a produtividade. Os
fertilizantes inorganicos representam a principal forma de adi¢do do nutriente ao solo
(DARTORA et al., 2013).

A FBN tem sido considerada como uma forma alternativa para a suplementagao
e, até mesmo, a substituicdo de fertilizantes nitrogenados. E considerada uma
tecnologia ambientalmente correta e barata que tem se mostrado eficiente para o
aumento da producdo e a disponibilidade de N para as plantas (BERGAMASCHI,
2006). O Brasil importa 73% do N utilizado na adubacéo nitrogenada (HUNGRIA, 2011),
portanto, o processo de FBN vem sendo estudado em pesquisas pelo pais
(CANTARELLA; DUARTE, 2004; CONCEICAO et al., 2009).

De acordo com a definigdo proposta por Vessey (2003), inoculantes séo
produtos que contém microrganismos vivos que, quando aplicados sobre as sementes,
superficies da planta, ou no solo, colonizam a rizosfera ou o interior da planta, e
promovem crescimento, aumentando o fornecimento ou a disponibilidade de nutrientes.
O termo biofertifizante também € utilizado por alguns autores (BRAHMAPRAKASH,;
SAHU, 2012; HERRMANN; LESUER, 2013; RAMANATHAN; RAMA; DHAMAYANTHI,
2015).

A primeira patente de inoculante contendo rizébio — NITRAGIN — para a
inoculagdo em leguminosas, foi registrada no ano de 1896 nos Estados Unidos, e a
partir dai sua comercializagéo teve inicio (NOBBE; HILTNER, 1896 apud BASHAN,
1998). Desde entéo, a pratica de aplicagao de inoculantes contendo estirpes de rizébio
em plantas leguminosas tem sido disseminada por todo mundo, tornando-se uma
atividade comum (BASHAN, 1998).
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Na década de 1950, a partir do estudo da FBN para a cultura da soja, o Brasil
comegou a produzir industrialmente estes inoculantes. O crescimento da cultura da soja
no pais levou a abertura, a partir da década de 1970, de novas fabricas de inoculantes,
com a finalidade de suprir a demanda desse insumo, uma vez que se mostrava muito
eficiente para o aumento da produtividade da soja (ARAUJO, 2013a).

Nesse periodo, a produgdo de inoculantes no Brasil ocorria sem nenhuma
fiscalizagdo ou regulamentagédo. A partir de 1980, foi publicada pelo Ministério da
Agricultura a primeira legislagdo a fim de se fiscalizar empresas e garantir melhor
qualidade de produtos. Essa legislagdo foi sendo aperfeicoada e atualizada ao longo
dos anos desde a sua criagcdo. Em 1985, foi fundada a RELARE - Rede de
Laboratérios para a Recomendagédo, Padronizagdo e Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola — quando foram tragadas politicas para a
FBN (ARAUJO, 2013a). Atualmente, Brasil e Argentina sdo dois dos maiores
produtores de inoculantes do mundo (DAMASCENO, 2011).

O Brasil é lider mundial no uso de bactérias fixadoras de nitrogénio na
agricultura, sendo a aplicagao de inoculantes em leguminosas um método considerado
consolidado. Estimativas de 2016 indicam que, no pais, por ano, sdo comercializados,
aproximadamente, 37 milhdes de doses de inoculantes. Deste total, 34 milhdes de
doses sao destinados a cultura da soja e outros 2,2 milhdes para gramineas, como o
milho e o trigo (ANPII, 2016).

Os inoculantes representam uma biotecnologia emergente projetada para
melhorar a produtividade dos sistemas agricolas no longo prazo. Eles podem ser
considerados como uma tecnologia alinhada aos principios da agricultura sustentavel,
pois reduzem o uso de fertilizantes quimicos industrializados (KUMARESAN; REETHA,
2011). Neste contexto, a redugcdo do uso de fertilizantes quimicos devido aos
inoculantes representa uma alternativa que pode ser utilizada por agricultores a fim de
se gerar menor impacto sobre o solo, a agua e o meio ambiente como um todo
(MALUSA; SAS-PASZT; CIESIELSKA, 2012). Diante disso, varias pesquisas tém sido
conduzidas a fim de se verificar as potencialidades do uso género Azospirillum spp
(CARDOSO, 2008).

Pesquisadores apontam que, na agricultura familiar, é possivel substituir 100% do
fertilizante quimico nitrogenado pelo inoculante no cultivo de milho. Para rendimentos

sueriores, acredita-se ser possivel a redugcéo de até 50% do uso desses fertilizantes.
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Calcula-se que o uso de inoculantes na cultura de milho possa gerar uma economia de
US$ 1 bilhdo por safra em todo o pais (ROBERTO; DA SILVA; LOBATO 2010).

3.3.1 Veiculos de Inoculagao

Os inoculantes estdo disponiveis no mercado na forma sdélida, liquida ou
granular (STEPHENS; RASK, 2000). Apesar dos diferentes tipos, todos objetivam
apresentar forma de aplicagao facilitada, qualidade, baixo custo de producéo, que
possam ser utilizados em escala industrial e com garantia de sobrevivéncia e
eficiéncia dos microrganismos presentes em sua composicdo (BEN REBAH et al.,
2007; ALBAREDA et al., 2008).

3.3.1.1 Inoculantes Turfosos

A turfa, além de ser um produto n&o-tdxico para o microrganismo, pode ser
facilmente esterilizada, apresenta capacidade de tamponamento do pH e tem grande
capacidade de retencao de agua (SMITH, 1992). Inoculantes turfosos utilizam como
veiculo de inoculag&o a turfa em po6 ou granulada, com alto teor de matéria organica,
sendo uma fonte importante de nutrientes para a bactéria (HUNGRIA, 2001;
FERNANDES, 2013).

Devido as suas caracteristicas, a turfa confere aos microrganismos protegao
fisica contra as adversidades do solo e possibilita a sobrevivéncia celular quando
submetidos a restricdo hidrica e a altas temperaturas. Para a producido de
inoculantes, a turfa ndo deve conter particulas de areia e precisa apresentar textura
fina, bem como baixo teor de argila (HUNGRIA, 2001).

Argentina e Canada possuem turfas cujo conteudo de matéria organica varia
entre 40 a 50%, sendo consideradas as melhores fontes desse material. Turfas
provenientes de outros locais podem ter sua qualidade melhorada pela adi¢cao de
humus (HUNGRIA et al., 2005).

Por ser um recurso natural, € necessario um longo periodo geoldgico para a
formagédo da turfa, o que a torna um material limitado e de provavel escassez no
futuro (BUCHER; REIS, 2008). No Brasil existem poucas turfeiras destinadas a
producdo de inoculantes, sendo necessaria a sua importacdo, o que gera um
aumento nos custos de producdo (FERNANDES JUNIOR et al., 2009). Além disso, a
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exploracao de turfeiras pode gerar uma série de problemas ambientais, entre eles, a
destruicdo de habitats e emissdes de didéxido de carbono (RIBEIRO et al., 2013).
Devido a essas limitagdes, o desenvolvimento de formulagdes alternativas visando a
substituicdo da turfa como suporte de inoculantes vem sendo sugerido por diversos
autores (YOUNG et al., 2006; HERRMANN; LESUEUR, 2013; BASHAN et al, 2014).

Segundo Bashan et al., (2014), residuos e subprodutos agroindustriais, como
por exemplo o bagago de cana-de-agucar, serragem, residuos de cervejaria ou
folhas de bananeira podem apresentar resultados semelhantes ou melhores do que
a turfa quando utilizados como veiculos de inoculagdo de microrganismos
diazotroficos e promotores do crescimento vegetal. Entretanto, a grande limitagcao

para o uso dessas matérias primas € a sua composi¢ao pouco consistente.

3.3.1.2 Inoculantes Liquidos

Os inoculantes liquidos consistem em um substrato aquoso composto por
bactérias diazotroficas e promotoras de crescimento vegetal (SCHUH, 2005). Apresentam
a vantagem de serem de facil esterilizacao, evitando a presenga de contaminantes, o que
possibilita a obtengdo de um maior numero de células (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2007). Outra caracteristica desse tipo de inoculantes é que sdo de facil manuseio, além
de facilitarem a semeadura mecanizada (BASHAN et al., 2014). As formulagdes liquidas
sao preferidas pelos agricultores (HUNGRIA, 2001).

A Embrapa e a empresa Total Biotecnologia langaram, em 2010/2011, o Azototal,
inoculante liquido para trigo e milho, contendo Azospirilum (HUNGRIA, 2011;
CASSETARI, 2015). O inoculante, comercializado por cerca de R$10,00 a dose por ha,
promove o crescimento das plantas, melhora o desenvolvimento das raizes e possibilita a
reducao de até 50% da adubagao nitrogenada dessas culturas (CASSETARI, 2015).

Além da inoculagdo pela aplicagdo nas sementes, os inoculantes liquidos
permitem uma forma alternativa de aplicagdo na cultura, via foliar. Esse método
apresenta como vantagem a redugao dos efeitos tdxicos, sobre as bactérias presentes no
inoculante, provenientes do tratamento das sementes com produtos como fungicidas e
inseticidas (GALINDO, 2015). Porém, estudos quanto a época de aplicagéo via foliar que
resulta em melhores beneficios nesta forma de inoculagdo ainda sdo escassos
(GALINDO et al., 2015).
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Martins et al. (2012) realizaram a inoculagéo da bactéria A. brasilense nas folhas e
em sementes de milho. A inoculagao foliar foi a mais eficiente nos diferentes hibridos de
milho testados. Segundo os autores, a aplicagao de A. brasilense por via foliar mostrou-se
como uma excelente op¢ao para utilizagdo em gramineas, por coincidir com a fase de
aplicagao de herbicida, facilitando o manejo para o agricultor. Contudo, cabe destacar que
a compatibilidade de Azospirillum com herbicida no foi testada e que pode ser altamente
deletéria. Ao também inocular A. brasilense nas folhas e nas sementes do milho, Costa et
al. (2015) observaram que os tratamentos que receberam inoculante apresentaram,
respectivamente para inoculante na semente e pulverizado na parte aérea, maior altura
(9,5% e 16%) e biomassa seca da raiz (123% e 97%), além de incremento no tamanho
da espiga (8%), teor de clorofila (4%), massa de 1.000 gréos (12%) e produg¢ao de gréos
(29%), em comparagdo as plantas ndo inoculadas. Efeitos de doses de N foram
significativos apenas para massa de 1.000 graos e produtividade de gréos (kg ha™), em
gue o maior rendimento foi associado as maiores doses de nitrogénio.

A legislacdo brasileira estabelece que inoculantes comerciais contendo rizobios
devem conter uma concentragdo minima de 1,0 x 10° células viaveis por g ou mL do
produto até a data de vencimento, que deve ser igual ou superior a seis meses (MAPA,
2011). Para inoculantes a base de Azospirillum, a concentragao celular minima deve ser
de 1,0 x 108 células viaveis por g ou mL (HUNGRIA et al., 2010). Segundo Bashan et al.
(2014), toda formulagéo de inoculante deve permanecer estavel durante a producgao,
distribuicdo, armazenamento, e transporte para o agricultor.

Quando o inoculante liquido é colocado a campo, a sobrevivéncia das bactérias é
dificultada, devido a baixa protecdo contra estresses ambientais que esse tipo de
inoculante proporciona (TITTABUTR et al., 2007). O desafio estd em desenvolver
formulagdes de inoculantes que mantenham estavel a populagédo do microrganismo de
interesse e que apresentem resultados equivalentes em condi¢cdes laboratoriais e de
campo (STEPHENS; RASK, 2000).

3.3.2 Produgéao Industrial de Inoculantes

As primeiras produgdes industriais de inoculantes no Brasil, na década de 50,
eram realizadas em fermentadores de vidro com capacidade para 20 litros. Entre as
décadas de 60 e 70 foi desenvolvida, pelo Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnoldgicas

do Parana (IBPT), uma nova tecnologia de fermentadores, com capacidade para 250 e
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400 litros. Essa técnica foi utilizada por industrias brasileiras durante muitos anos, porém
cada empresa acabava por desenvolver seus proprios fermentadores e parametros de
fermentacdo. Fermentadores com capacidade para 1.500 litros acoplados a
fermentadores menores, que servem de indculos sucessivos, passaram a ser utilizados a
partir de 1984, e estdo presentes atualmente na maioria das industrias do pais que
realizam a produgao e comercializacao de inoculantes, principalmente em veiculo turfoso
e liquido (ARAUJO, 1997).

A producdo do inoculante envolve uma série de etapas, que inicia com a
identificacdo e validagdo do microrganismo e finaliza com a fabricagdo do produto em
grande escala nas industrias (FERREIRA, 2016). Os meios de cultivo utilizados na
fermentacao e producdo de inoculantes sdo desenvolvidos pela propria industria, sendo
consideradas as necessidades nutricionais do microrganismo utilizado, bem como a
sintese do produto-alvo, que pode ser biomassa ou compostos provenientes do
metabolismo celular. Sdo varias as etapas de fermentacao industrial como: preparagéo
do indculo, fermentagdo em escala piloto e fermentagédo principal (MOAT; FOSTER;
SPECTOR, 2002). Apdés a fermentagdo segue o envase, para inoculante liquido, e
mistura com a turfa e empacotamento do produto, para inoculante turfoso.

O desenvolvimento do meio fermentativo requer a presenca de nutrientes
importantes para o crescimento celular, como fontes de carbono, nitrogénio, fésforo,
enxofre e oxigénio, além de micronutrientes e vitaminas especificas para algumas
espécies bacterianas e antiespumante. Além da composicao, outro fator importante € o
tamponamento do meio, que deve ser realizado durante o processo fermentativo (MOAT;
FOSTER; SPECTOR, 2002).

A produgao de inoculantes no Brasil deve seguir as normas estabelecidas pelo
MAPA, nas Instru¢des Normativas n° 5 de 6 de agosto de 2004 e n° 13 de 24 de margo
de 2011, em seu Artigo 1°, onde constam as definicdes e normas sobre especificagdes,
garantias, registros, embalagem e rotulagem dos inoculantes destinados a agricultura,
bem como as relagbes dos microrganismos autorizados e recomendados para a
producgéo de inoculantes no Brasil (MAPA, 2011).

O controle de qualidade dos inoculantes deve, por lei, ser executado, nas
industrias e por 6érgdo competente ligado ao MAPA. Em 1975, o Centro de Pesquisa em
Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio da FEPAGRO foi credenciado para executar o controle
legal. Outras instituicbes que também realizam o controle da qualidade de inoculantes

sdo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Centro Nacional de Pesquisas da
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Soja, localizado em Londrina-PR e o Instituto Agronémico, localizado em Campinas-SP
(FREIRE; VERNETTI, 1999).

Para a garantia de qualidade do produto, o agricultor deve atentar-se a fatores que
podem comprometer sua eficiéncia, como o transporte e armazenamento dos
inoculantes, que devem ser realizados em temperaturas a baixo de 30 °C, o calculo
correto da dose e a maneira de se aplicar o produto, seguindo as instrugbes do
fabricante, deve-se também observar o pH do solo, que pode inibir o crescimento de
bactérias (Denardin, 2006).

3.4 ALTERNATIVAS PARA A MANUTENGAO DA VIABILIDADE CELULAR NOS
INOCULANTES

3.4.1 Uso de Protetores

Devido a mortalidade celular precoce, inoculantes liquidos apresentam dificuldade
em manter alta concentragdo celular por longos periodos (TITTABUTR et al.,, 2007).
Formulagdes liquidas, porém, permitem ao fabricante incluir substancias protetoras em
sua composi¢ao, com a fungédo de proteger contra a dessecagao as células veiculadas
(TITTABUTR et al., 2007; BASHAN et al., 2014).

Diversos polimeros tém sido usados para a produgdo de inoculantes, pois
apresentam caracteristicas como: capacidade de limitar a transferéncia de calor, boas
propriedades reoldgicas e atividade elevada de agua (MUGNIER; JUNG, 1985), atuando
no comportamento e na sobrevivéncia das células microbianas presentes nos inoculantes
(OKON; ITZIGSOHN, 1995; TRUJILLO-ROLDAN et al., 2013).

Dentre os aditivos mais comuns utilizados em formulacgdes liquidas, destaca-se o
glicerol. O glicerol apresenta elevada estabilidade fisico-quimica, atua como isolante
térmico e, retém uma quantidade consideravel de agua, protegendo as células contra
dessecagdo (MANIKANDAN et al., 2010; BASHAN; TREJO; DE-BASHAN 2011). Além
disso, pode ser usado como fonte de carbono para o crescimento microbiano (BASHAN;
TREJO; DE-BASHAN, 2011).

Manikandan et al. (2010), utilizando glicerol (10 mM) em formulagédo liquida
contendo Pseudomonas fluorescens, obtiveram sobrevivéncia celular em uma

concentracdo superior a 1 x108 UFC mL™" no periodo de 4 meses de armazenamento.



30

Resultado semelhante foi observado por Kumaresan e Reetha (2011), em formulagéo
contendo A. brasilense, em até 11 meses de armazenamento.

A carboximetilcelulose (CMC) é um polimero anidnico derivado da celulose,
solivel em &gua. E produzida pelo tratamento de celulose com &cido monocloroacético
em presenca de excesso de hidréxido de sddio, processo conhecido como reagao de
Williamson. E considerada um importante produto industrial, geralmente isolado e
comercializado como sal de sodio, com multiplas aplicagdes industriais (FUJIMOTO,
2002). A CMC é um aditivo comum em inoculantes porque é facilmente disponivel,
apresenta uma qualidade de lote relativamente consistente e pode ser usada em baixas
concentragdes, sendo relativamente barata (BASHAN et al., 2014). Utilizando CMC a 0,1
% em formula¢des inoculantes liquidas, Leo Daniel et al. (2013) observaram altas
concentragdes celulares, apds dez dias de armazenamento de Bacillus megaterium var.
phosphaticum, Azotobacter chrococcum e A. brasilense.

Formado por monossacarideos de glicose ligados entre si, o amido € um
carboidrato de estrutura complexa. Os granulos de amido s&o compostos por amilose e
amilopectina, o que corresponde a 98-99% da massa seca dos granulos. A gelatinizagao
€ uma das propriedades mais importantes do amido (TESTER; KARKALAS; Ql, 2004), e
acontece a partir da absorgéo de agua com o aquecimento. Uma maior viscosidade, bem
como o inchamento do granulo podem ocorrer apés um periodo prolongado de exposi¢ao
a altas temperaturas (SCHEUER et al., 2011).

Tittabutr et al. (2007) utilizaram amido de mandioca no crescimento de
Bradyrhizobium e Rhizobium. Houve maior crescimento celular para todas as estirpes
comparado com o meio controle, YEM (yeast extract manitol), sem adicdo de polimeros.
Fernandes Junior et al. (2012) observaram que a inoculagédo de sementes feijdo com
Bradyrhizobium sp. (BR 3267) com CMC (1,54 g L") e amido (1,02 g L™) resultou em
sobrevivéncia das células em sementes armazenadas por até trés semanas. Foi mantida
uma concentracdo celular acima de 10° por semente. Segundo Silva (2009), o uso de
CMC e amido juntos também é viavel para a produgéo de inoculantes contendo bactérias
associativas diazotroficas para gramineas, como Herbaspirillum sp., Azospirillum sp.,
Burkholderia sp. e Gluconacetobacter sp.

O polivinilpirrolidone (PVP) é um polimero sintético formulado a partir de
formaldeido e acetileno (LITTER, 1964). E utiizado como adesivo para inoculantes,
auxiliando na cobertura das sementes e protegendo as células bacterianas contra a

dessecacao, que resulta em aumento na sobrevivéncia celular (DEAKER; ROUGHLEY;
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KENNEDY, 2004). Estudos indicam que o PVP possui a capacidade de formagao de um
filme protetor, 0 que impede a perda de agua (BUSHBY; MARSHALL, 1977).

Tanto o PVP, quando o amido, neutralizam compostos toxicos, como os liberados
na rizosfera (TITTABUTR et al., 2007), melhoram a ades&o das células microbianas as
sementes e, por possuirem boa capacidade de absorgdo de agua, atuam como agente
hidratante (TEMPRANO et al., 2002).

Segundo trabalho realizado por Leo Daniel et al. (2013), o uso de PVP em
inoculantes contendo Bacillus megaterium var. phosphaticum, A. brasilense e A.
chrococcum, na concentragdo de 2%, ajuda a manter a concentragéo celular dessas
espécies. O uso do PVP para a manutencao celular de Bradyrhizobium japonicum e
Azorhizobium caulinodans ja foi reportado por Tittabutr et al. (2007), e para a espécie P.
fluorescens por Manikandan et al. (2010).

A trealose € um dissacarideo nao redutor (CROWE; CROWE; CHAPMAN, 1984)
e tem sido utilizada com sucesso para proteger bactérias de danos induzidos por
liofilizagdo (LESLIE et al., 1995) devido aos efeitos protetores de membranas que
proporciona (CROWE; REID; CROWE, 1996). Esse polimero aumenta a tolerancia das
células a dessecacdo e aos estresses osmético e de temperatura (SINGLETON;
KEYSER; SANDE, 2002) e age ainda como carboidrato de reserva que pode ser
mobilizado durante o estresse (HOUNSA et al., 1988). Segundo Gdémez et al. (2003), o
possivel efeito protetor da trealose € que ela pode induzir a sintese de metabdlitos que
protegem a célula contra o estresse. Diante disso, Kumaresan e Reetha (2011) sugerem
que esse fato pode ser a razdo de uma ocorréncia maior de células de Azospirillum em
tratamentos com trealose. Manikandan et al. (2010) utilizaram a trealose (10 mM) como
protetor em inoculantes liquidos contendo P. fluorescens, enquanto que Kumaresan e
Reetha (2011) utilizaram a trealose, na mesma concentragdo, em inoculantes liquidos
contendo e A. brasilense. A concentragdo de P. fluorescens apds quatro meses de
armazenamento foi de 5,55 x108 UFC mL™, enquanto que a de A. brasilense foi de 4,0
x108 UFC mL™" apds 11 meses de armazenamento.

Cortés-Patifio e Bonilla (2015) testaram cinco polimeros como protetores de
formulacao de inoculante liquido contendo A. brasilense estirpe C16. Foram eles: alginato
(1%), carragenina (1,5%), PVP (2%), trealose (10 mM) e glicerol (10 mM). Nos primeiros
sete dias de avaliacao, a diferenca na viabilidade celular entre os tratamentos nao foi
significativa, porém, essa tendéncia passou a mudar ap6s o décimo quinto dia, quando as

concentragdes celulares passaram a diferir significativamente entre os tratamentos.
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Carragenina e alginato apresentaram as maiores concentragdes celulares quando
comparados aos outros polimeros. As concentragdes celulares foram mantidas em pelo
menos uma unidade logaritima superior, significando que esses dois polimeros
protegeram as células contra o calor e a dessecacgao e reduziram a taxa de morte celular.
Trealose e glicerol também apresentaram efeito de prote¢do, que se mostrou superior ao
proporcionado pelo PVP. O PVP foi o Unico polimero com resultados semelhantes ao do
controle, em que nenhum protetor foi adicionado. Para os autores, a concentragao do
polimero e sua interacdo com o meio liquido podem ter afetado o seu desempenho. Com
excegdo do PVP, todos os polimeros apresentaram protegdo significativa em altas
temperaturas (45°C).

Vendan e Thangaraju (2006) desenvolveram formulagdes liquidas para A.
brasilense, a partir de meio de cultura NFb, contendo protetores como trealose, glicerol e
PVP. Apbés dez meses de armazenamento sob temperatura ambiente, a concentracao
final foi de 10° células mL™ para os trés tratamentos.

O uso de inoculantes contendo polimeros representa uma alternativa viavel devido
ao seu melhor desempenho e sobrevivéncia celular em condicbes de campo, seu baixo
impacto ambiental, baixa variabilidade, facilidade de uso e menor custo em comparacao
aos inoculantes a base de turfa (FERNANDES JUNIOR et al., 2012).

3.4.2 Metabolismo Celular - Produgao de Polihidroxibutirato e Formagao de Biofilme

O homopolimero poli-B-hidroxibutirato (PHB) foi isolado e caraterizado pela
primeira vez em 1926, pela microbiologista francesa Maurice Lemoigne (LEMOIGNE,
1926 apud VERLINDEN et al., 2007). Pertencente a classe de poliésteres, o PHB é
um dos polihidroxialcanoato (PHA) mais conhecidos (GUDMALWAR; KAMBLE,
2014). Além do PHB, existem mais de 140 PHAs (STEINBUCHEL, 2005).

O PHB ¢ sintetizado e armazenado por uma grande variedade de bactérias
como reserva de energia (STEINBUCHEL et al., 1998). O acumulo deste polimero
intracelular €& estimulado sob condigcbdes de crescimento desequilibradas, como
quando ha um excesso de oferta de carbono, quando outros nutrientes como
nitrogénio, fosforo e enxofre séo limitantes e quando a concentragdo de oxigénio é
baixa. A polimerizacdo de intermediarios soluveis em moléculas insoluveis faz com
que a célula nao sofra alteragdes em seu estado osmoético, evitando o vazamento de

compostos valiosos (LEE, 1996). Como consequéncia, as reservas de nutrientes
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permanecerao relativamente disponiveis a um baixo custo de manutencao
(YAMANE, 1993). Dessa forma, o PHB €& uma estrutura de reserva que permite as
bactérias resistirem a condigdes de estresses ambientais ajudando a manter a
viabilidade celular (KADOURI; JURKEVITCH; OKON, 2003; REIS, 2007,
SANGKHARAK; PRASERTSAN, 2008). Kadouri, Jurkevitch e Okon (2003),
observaram que a sintese e o uso de PHB como fonte de carbono e energia por A.
brasilense favoreceram o estabelecimento desta bactéria e sua sobrevivéncia em
ambientes competitivos sob condigcdes de estresse ambiental. Portanto, espera-se
que se possa alcangar maior longevidade celular em inoculantes aumentando o
acumulo de PHB pela estirpe utilizada.

Biofilmes microbianos s&o definidos como comunidades ou agregados
complexos formados por microrganismos aderidos a superficies sélidas ou
semissolidas, protegidos por uma matriz de exopolissacarideos (EPS) ou proteinas,
sintetizados pelas células, compostos por agua e polimeros extracelulares. Na
natureza, grande parte da biomassa bacteriana sobrevive inserida nessa estrutura
(DONLAN; COSTERTON, 2002, WIMPENNY; MANZ; SZEWZYK, 2000. RAMEY et
al., 2004).

A constituicdo dos biofilmes pode ser unica, quando formados por apenas
uma espécie microbiana, ou entdo pode ser um consoércio de microrganismos como
fungos, bactérias e algas. Na face interna dos biofilmes estdo presentes matéria
organica e inorganica, que sao garantia de acesso a nutrientes necessarios a
sobrevivéncia dos microrganismos (CAPPELLI et al., 2007; WIMPENNY; MANZ;
SZEWZYK, 2000). Segundo Donlan e Costerton (2002), a formacao de biofilme é
realizada pos células microbianas ha bilhées de anos e faz parte de suas estratégias
de sucesso para colonizar diversas areas do planeta.

Muitos paradmetros ambientais podem influenciar na formagao do biofilme.
Portanto, esse processo biologico € considerado complexo e esta relacionado com a
adesao da bactéria ao substrato e a agregagédo das células (MONDS; O'TOOLE,
2009). Estudos relatam a capacidade de A. brasilense de produzir biofilme
(BURDMAN; OKON; JURKEVITCH, 2000; DI PALMA et al. 2012). O trabalho
realizado por Di Palma et al. (2012) evidenciou a capacidade de formacgéo de
biofilme por A. brasilense Sp245 apds crescimento em meio de cultura. Faleiro
(2014) observou a presenca de biofilme por meio de eletromicrografia de superficie

de raizes de milho inoculadas com A. brasilense FP2, evidenciando a formacao de
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biofilme sobre a superficie das células da epiderme da raiz de milho. Para algumas
espécies, um ambiente rico em nutrientes pode inibir a formacado de biofilme por
repressao catabdlica, possivelmente porque estando em modo plancténico, a area
de superficie de células expostas aos nutrientes € maior (STANLEY; LAZAZZERA,
2004).

A formacado de biofilme proporciona muitos beneficios a comunidade
bacteriana, como melhor comunicacdo entre as células e a possibilidade de
colonizacdo mais eficiente da planta hospedeira, visto que a estrutura do biofilme
pode aumentar a resisténcia bacteriana em situagdes ambientais desfavoraveis e
estressantes (KREFT, 2004; MORRIS; MONIER, 2003).

Apesar de estudos sobre a aplicagao de biofilmes em beneficio da agricultura
serem escassos, acredita-se que o biofilme presente no inoculante pode auxiliar no
sucesso da inoculagao da planta no solo, visto que essa estrutura pode proteger as
células bacterianas contra a competigdo com outras comunidades microbianas
presentes no solo (JAYASINGHEARACHCHI; SENEVIRATNE, 2004;
KARIVARADHARAUJAN et al., 2013). Sendo assim, espécies bacterianas produtoras
de biofilmes podem potencializar a produgdo de inoculantes, agregando mais
qualidade ao produto final (KREFT, 2004; MORRIS; MONIER, 2003).



35
4 METODOLOGIA

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Biotecnologia de Solos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Centro

Nacional de Pesquisa de Soja, Embrapa Soja, localizada em Londrina- PR.

4.1 Azospirillum brasilense

Os microrganismos utilizados para o desenvolvimento de formulagdes
liquidas de inoculantes foram as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum brasilense,
que constam da lista de estirpes recomendadas pelo MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) para as culturas do milho, do trigo e do arroz
(MAPA, 2011). As estirpes sao provenientes da Colegcao de Culturas de Bactérias
Diazotroficas e Promotoras do Crescimento de Plantas da Embrapa Soja (Colegao
WFCC 1213, WDCM 1054).

4.1.1 Preparo do Inéculo

Culturas estoque das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense,
criopreservadas em 30 % de glicerol a -20 °C foram utilizadas separadamente para o
preparo do indculo. O cultivo foi realizado em 100 mL do meio DYGS liquido
(RODRIGUES NETO et al., 1986) com agitagdo de 120 rpm a 28 °C durante 24 h. A
estimativa da densidade celular foi realizada em cédmara de Neubauer. Para a
realizacdo dos experimentos uma parte do inéculo foi transferida para o meio de
cultura na proporgao de 1:100 (v/v), obtendo-se concentragao celular inicial de 1x10°

ou 1x10* células mL™" de meio de cultura.

4.1.2 Diluigdo Seriada e Contagem de Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

O método da diluicdo seriada foi realizado para todas as analises de
concentracao celular. Apds o periodo de cultivo, transferiu-se 1 mL da amostra para
tubo de ensaio com 9 mL de solugéo salina (NaCl 0,85 %) estéril, produzindo a
diluicdo 10"'. Foram realizadas diluicdes decimais até a diluicdo 107, com

transferéncias sucessivas de aliquotas de 1 mL entre tubos de ensaio contendo
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solugdo salina nas mesmas condicbes. Cada série de diluicdo foi realizada em
triplicata. A fim de se proporcionar uma homogeneizagcdo eficiente, em cada
transferéncia das aliquotas realizou-se agitagdo do tubo de ensaio com o auxilio de
um agitador orbital durante 1 minuto a 100 rpm. As diluicdes 10, 10° e 107 foram
utilizadas para contagem celular.

O Método da gota (Drop Plate) (MILES; MISRA; IRWIN, 1938) é uma técnica
de inoculagdo de um volume conhecido, geralmente 20 pL ou 30 yL, da amostra em
meio de cultura sélido, onde a gota é absorvida. A contagem de coldnias € realizada
ap6s um periodo de incubagédo (MAPA, 2010b; DAMASCENO, 2011) e a estimativa
da concentracao de células viaveis capazes de crescer nas formulagcdes é expressa
em Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mL.

Ap6s a realizacdo da diluicdo seriada, aliquotas de 30 pL das diluicdes 107,
10, 10"da amostra foram inoculadas em placa de Petri contendo meio de cultura
sélido RC (Rojo Congo), tabela 1 (RODRIGUEZ-CACERES, 1982). Apds absorcéo
da gota as placas foram invertidas e incubadas a 28 °C durante 72 h. Apds esse
periodo, foram feitas contagens das colénias para a estimativa de UFC mL?. O
nimero de UFC por mililitro de formulagdo (UFC mL™) foi calculado a partir da média
dos valores obtidos, por meio da equacao 1. O valor de multiplicagao por 33,33
refere-se ao numero que deve ser multiplicado por 30 pL (volume pipetado em
placa), para extrapolagdo do numero de células viaveis por mL de formulagdo.

(1) UFC mL™" = Média de UFC x Fator de diluicdo da amostra x 33,33

Tabela 1 — Composigdo do meio de Agar Rojo Congo (RC)

Reagentes Concentracdo (g L' oumL L)
NaCl 0,01
Acido Malico 5,0
Extrato de Levedura 0,5
KoHPO, 0,5
MgSO4.7H,0 0,2
KOH 4.8
EDTA-Fe 0,023
Solugao de vermelho Congo (0,25%) 15
Agar bacteriolégico 15

Fonte: Adaptado de RODRIGUEZ-CACERES, 1982.
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4.2 DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES LIQUIDAS DE INOCULANTES
CONTENDO Azospirillum brasilense

Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Biotecnologia de Solos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA, foram desenvolvidas quatro formulagdes liquidas denominadas FORM1,
FORM2, FORM3 e FORM4 para as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense. Tais
formulagbes, cuja composigdo quimica esta descrita nas Tabelas 2 e 3, foram
utilizadas nesse trabalho. As quatro formulagbes tiveram valores de pH ajustados

para 6,8 — 7,0 utilizando NaOH 3 M, e foram autoclavadas a 121 °C por 20 minutos.

Tabela 2 — Composicdo quimica das formulagdes utilizadas e do meio de cultivo
NFb.

Formulagdes (g L' ou mL L")

Reagentes

FORM1 FORM2 FORM3 FORM4 NFb
Acido malico 5 5 - 5 5
KH,PO, 0,4 - 0,4 - -
KoHPO,4 0,8 0,5 0,8 0,5 0,5
MgSQ,4.7H,0 0,5 0,2 0,5 0,5 0,1
CaCl,.2H,0 - 0,02 - - 0,02
Extrato de levedura 0,6 0,3 0,6 2 -
Solucéo de micronutrientes 2 2 2 2 2
FE-EDTA (1,64%) 4 2 4 4 4
Sacarose - - 5 - -
Glicerol 5 - 5 3 -
NaCl 0,1 0,1 0,1 0,1 -
NH4NO; 1,2 - 1,2 2 -
NH,4CI - 0,3 - - -

Fonte: DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995; o préprio autor.
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Tabela 3 — Composicao quimica da Solugdo de Micronutrientes

Reagentes Quantidade (g L™)
NaMoO, 2H,0 1

MnSO4H,O 1,8

HsBO; 1,4

CuS0,45H,0 0,04

ZnS0,4 7H,0 1,2

Fonte: DOBEREINER; BALDANI; BALDANI (1995).

4.2.1 Comparacao do Crescimento Celular nas Formulagcdes e em Meio NFb

A fim de analisar o potencial das formulagdes na produgdo de biomassa
celular foram determinadas a concentracdo de células proporcionada em cada
formulagcdo e comparadas com a concentracao celular proporcionada no meio de
cultivo NFb (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995), meio tradicional para o
cultivo de Azospirillum spp. Foi tranferido 1 mL do inéculo a 10® em Erlenmeyers
contendo 100 mL de formulac&o, obtendo-se uma concentragao celular inicial 1x10°
por mL de formulacdo. A incubacao ocorreu a 140 rpm a 28 °C por 26 h. Apds esse
periodo, foram realizadas diluicdes seriadas e contagem de UFC (item 4.1.2) de

cada estirpe nas respectivas formulagdes.

4.2.2 Analise do Tempo de Viabilidade Celular Proporcionado pela Adicdo de
Protetores

Foram realizadas analises da concentracao celular e do tempo de viabilidade
celular proporcionado por seis diferentes protetores (Tabela 4) em cada uma das
quatro formulagcdes. As duas estipes foram cultivadas separadamente. Para cada
formulacao foram realizadas triplicatas de sete tratamentos para cada estirpe. Cada
tratamento foi composto pela formulacdo adicionada de um protetor, além do
controle sem adicdo de protetor. Uma aliquota do indculo foi transferido para
Erlenmeyers contendo 100 mL de formulagao, obtendo-se uma concentracéo celular
inicial de 1x10° por mL. As culturas foram incubadas a 140 rpm a 28 °C por 26 h.
Apods esse periodo foi realizada contagem de UFC (item 4.1.2), determinagéao de pH
e armazenamento de 30 mL da cultura celular em tubos em formato cdnico de

polipropileno (Falcon) previamente esterilizados, com capacidade para 50 mL,
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mantidos a uma temperatura de, aproximadamente, 28 °C, por 32 dias. Para
verificacdo da sobrevivéncia das bactérias foi realizada contagem celular apés 14 e
32 dias de armazenamento. Em adicdo as determinagdes de concentracdo de
células viaveis, foram feitas determinacbes de pH para os tempos de

armazenamento.

Tabela 4 — Concentragao utilizada para cada protetor.

Protetores Concentragao
1- Trealose 10 milimolar (mM)
2- Gilicerol 10 mM
3- Amido de milho comercial 0,1%
4- Carboximetilcelulose (CMC) 0,3%
5- CMC 0,1%
6- Polivinilpirrolidone (PVP) 1%

Fonte: O Préprio autor.

4.2.3 Caracterizagao do Crescimento de Ab-V5 e Ab-V6

Diante dos resultados obtidos apds o ensaio descrito no item 4.2.2, as
estirpes Ab-V5 e Ab-V6 foram cultivadas nas formulagcdes que proporcionaram maior
tempo de viabilidade celular. Uma aliquota do indculo foi transferida para
Erlenmeyers contendo 300 mL de formulagao, obtendo-se uma concentracao celular
inicial de 1x10*. O cultivo ocorreu em triplicata a 28 °C, a uma agitacdo de 140 rpm
por até 96 horas. Foram realizadas diluicdes seriadas e determinacdo de UFC mL”
(item 4.1.2) nos tempos de cultivo: 24, 48, 72 e 96 h.

4.2.4 Avaliagao da Produgéao de Polihidroxibutirato (PHB)

Para a extragdo do polimero PHB foi obtida a biomassa seca. Para tal,
aliquotas de 10 mL dos cultivos em triplicata de cada tratamento foram centrifugadas
a 7.690 g por 15 min. a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e a biomassa presente
na fracdo precipitada, foi lavada duas vezes com 5 mL de solugéo salina (0,85%),
seguida de nova centrifugagdo e descarte do sobrenadante. As amostras foram
secas a 70 °C por 48 horas. A biomassa seca de células foi ressuspendida em 12
mL de hipoclorito de sodio (5,25 %). Essa mistura foi incubada por 2 h a 40 °C. Apds
esse periodo, a mistura foi centrifugada a 2.370 g por 15 min. a 4 °C, e o

sobrenadante descartado. A fracdo precipitada, que contém o PHB, foi lavada com
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10 mL de agua destilada e centrifugada a 2.370 g por 15 min. a 4 °C. Em seguida, foi
lavada com 10 mL de etanol 96% e centrifugada a 2.370 g por 15 min. a 4 °C. Apds
as lavagens, o material foi seco em estufa a 70 °C. A seguir, foi realizada a digestéo
do material seco em 1 mL de acido sulfurico concentrado a 90 °C por 30 minutos,
seguido do resfriamento da solugédo. A concentragdo de PHB foi determinada pelo
valor da absorbancia obtida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 235
nm, utilizando acido sulfurico P.A como “branco” (LAW; SLEPECKY, 1961). Segundo
Slepecky e Law (1960), a quantidade de &acido crotbnico pode ser calculada
utilizando-se o valor do seu coeficiente de extingdo, que é de 1,55x10*. Dessa forma,
€ possivel calcular a concentracdo de PHB, ja que o conteudo de acido croténico &

proporcional a quantidade de PHB da amostra.

4.2.5 Avaliacao da Producgao de Biofilme

O estudo de formacao de biofilme bacteriano foi realizado em microplacas de
poliestireno com fundo em “U” (Deltalab S.L.). Para isso, 1 mL do inéculo de cada
estirpe foi inoculado separadamente em 100 mL das formulagdes escolhidas e
mantidas encubadas por 24 h a 28 °C e sob agitagdo de 140 rpm. Transcorrido este
tempo, foi avaliada a D.O.gg0 € as culturas bacterianas foram diluidas até uma
D.O.600 de 0,2. Posteriormente, foram adicionados 100 uL das diluicbes em cada
poco da microplaca em triplicata para cada formulagdo, e de meio NFb como
controle, que foi tampada com tampa de poliestireno e, com cuidado, invertidas e
incubadas em camara umida a 28 °C por 14 dias. Transcorrido este tempo, foi
avaliada a D.O.gp0 € 0 meio de cultura retirado cuidadosamente. A placa foi secada a
60 °C durante 1 h, seguida de trés lavagens por imersdo da microplaca em NaCl
0,9%, seguida de nova secagem a 60 °C durante 1 h. A seguir, foram adicionados
100 uL de cristal violeta 0,1% (solugdo aquosa) por poco, e a placa foi mantida com
o corante por 20 min. Foram realizadas trés lavagens da placa com agua destilada
por submersao da placa. Apés secar por mais 1 h a 60 °C, foram adicionados a cada
poco da placa 100 pyL de etanol 96%, e a placa foi deixada em agitacdo suave até
que todo cristal violeta estivesse dissolvido. Por ultimo, a D.O. foi analisada a 570

nm.
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4.3 INFLUENCA DA EMBALAGEM NA VIABILIDADE CELULAR

Para a producdo das formulacbes, as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 foram
inoculadas separadamente em Erlenmeyers com capacidade para 1 L, contendo 500
mL de formulacdo, obtendo-se uma concentragdo celular inicial 1x10* UFC mL™". O
cultivo ocorreu a 28 °C, a uma agitagao de 140 rpm por 96 horas.

Uma parte das formulagcdes produzidas foi armazenada em triplicata em
tubos Falcon, previamente esterilizados. A outra parte foi armazenada em ftriplicata
em sacos plasticos estéreis, de polietieno de baixa densidade (PEBD), que
permitem trocas gasosas com meio externo (NEVES et al.,, 2009). Esse material,
gentilmente cedido pela industria de inoculantes Microquimica, foi utilizado com a
finalidade de se verificar a influéncia do material da embalagem no tempo de
viabilidade celular das formulagdes. As formulagcbes foram mantidas a uma
temperatura de aproximadamente 28 °C por dois meses. Para verificacdo da
sobrevivéncia das bactérias foi realizada contagem celular, em ftriplicata, apds o
cultivo e aos 14, 32 e 60 dias de armazenamento. Também foram feitas

determinacdes de pH do meio em cada tempo.

4.4 CULTIVO DAS FORMULACOES EM ESCALA SEMI-PILOTO

As formulagbes que apresentaram melhor desempenho foram cultivadas em
biorreator - Winpact Scientific®, com 6 L de formulacdo. O fermentador utilizado
permitia o controle de agitagdo (140 rpm), temperatura (28 °C), oxigénio dissolvido
(v/v) e monitorava automaticamente o pH por adicdo de solugdo de HCI 0,5 M ou
NaOH 1 M, mantendo-o em 6,9.

A esterilizacdo do meio de cultura, do fermentador, dos filtros de ar e solugdes
para ajuste de pH foi realizada em autoclave a 121°C por 40 minutos. O volume de
in6culo, preparado com as estipes Ab-V5 e Ab-V6 juntas, foi de 10% do volume da
formulacao (600 mL) e o tempo de cultivo dependeu da formulacéo, sendo de 24 ou
48 horas. Apos o cultivo, as formulagdes produzidas tiveram a concentragao celular
analisada segundo o iten 4.1.2. Foram armazenadas, em ftriplicata, em sacos

plasticos estéreis, de polietileno de baixa densidade (PEBD), cedidos pela industria
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Microquimica, e mantidas a uma temperatura de + 28 °C, e foram feitas

determinagdes da concentragao celular apds 30 dias de armazenamento.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a anadlise de homogeneidade de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% (p < 0,05) de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPARACAO DO CRESCIMENTO CELULAR NAS FORMULACOES E EM
MEIO NFb

No presente estudo, foram apresentadas quatro novas formulagdes de meio
de cultura que proporcionaram maior concentragao celular de A. brasilense, estirpes
Ab-V5 e Ab-V6, quando comparadas com o meio NFb, tradicionalmente utilizado no
cultivo dessa espécie e que serviu como base para a elaboracdo das quatro novas
formulagbées (Figura 1). Esses resultados sugerem que a adicdo de diferentes
componentes quimicos ausentes no meio NFb, como o glicerol, nitrato de aménio,
cloreto de amoénio, e cloreto de sddio, bem como mudangas na concentracdo de
constituintes presentes, favoreceu o crescimento celular. O crescimento de Ab-V5
atingiu maior concentragdo quando cultivada nas formulagdes 2 e 4, diferindo
significativamente das concentragdes obtidas nas outras formulagdes. Ja a estirpe

Ab-V6 apresentou maior crescimento na formulagao 2.

Figura 1 — Concentracdo celular de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6 em diferentes
meios de cultivo. As letras comparam as médias entre as formulagdes para a estirpe
Ab-V5 e Ab-V6, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A: Ab-V5; B: Ab-V6.

A

1,00E+09 2 1,00E+09

9,00E+08 9,00E+08

8,00E+08 ab 8,00E+08

7,00E+08 X 7,00E+08

6,00E+08 6,00E+08

5,00E+08 5,00E+08

4,00E+08 I 4,00E+08 I
3,00E+08 € 3,00E+08

2,00E+08 l 2,00E+08

1,00E+08

1,00E+08
NFb FORM1 FORM2 FORM3 FORM4 NFb  FORMI1 FORM2 FORM3 FORMA4

Fonte: O proprio autor.

Ja foi reportado na literatura que espécies de Azospirillum s&o favorecidos na
presenca de acido malico (DOBEREINER; BALDANI; BALDANI, 1995); ja o uso da

sacarose no cultivo de A. brasilense pode acarretar em baixas taxas de crescimento,
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devido a dificuldade da espécie em metabolizar esse composto (DOBEREINER;
PEDROSA, 1987). Entretanto, foi reportada recentemente por Marcelino (2012) a
habilidade da estirpe Ab-V5 de A. brasilense em metabolizar sacarose. Nesse
estudo a interagdo da sacarose com KH,PO, contribuiu significativamente para o
aumento do crescimento celular. Além da sacarose, o meio de cultivo utilizado por
Marcelino (2012) também continha glicerol como fonte de carbono. O glicerol € um
dos poucos substratos capazes de atravessar a membrana celular de procariotos
por difusdo facilitada (ROSSI, 2011). Apdés a passagem do glicerol através da
membrana, Azospirillum spp. é capaz de cataboliza-lo e utiliza-lo como fonte de
carbono (SILVA, 2006; FERNANDES, 2013). O glicerol estava presente na
composicao das formulagdes 1, 3 e 4 e a sacarose na formulagdo 3, demostrando a
capacidade das estirpes em utilizar essas fontes de carbono em seu metabolismo
energético.

A maior concentracao celular obtida nas quatro formulagdes, em comparacgao
com o meio NFb, pode estar relacionada a presenca de cloreto de aménio e nitrato
de aménio como fontes de nitrogénio alternativas ao extrato de levedura. Silva
(2006) observou bom desempenho na produgao de A. brasilense quando empregou
sais de amdnio como fonte de nitrogénio. Segundo o autor, esse nutriente conduz a
maiores fatores de conversio e velocidades especificas de crescimento. Outro fator
que pode ter favorecido o aumento da concentragdo celular nas quatro novas
formulagdes foi a presenca de cloreto de sédio, ausente no meio NFb, uma vez que
essa substancia ajuda a manter o equilibrio osmético da célula.

ions de magnésio podem ter fungdo de cofator de enzimas, auxiliando na
catdlise de uma reacdo. Segundo Tortora et al., (2012) o magnésio (Mg®") é
requerido por muitas enzimas fosforilativas, exercendo importante atuagcdo no
metabolismo celular. A concentragao de magnésio na formulacao 2 foi intermediaria
em relacdo as outras formulacbées e ao meio NFb. Essa caracteristica pode ter
influenciado positivamente no crescimento celular, visto que, sob condigcdes de
deficiéncia ou excesso, o magnésio pode prejudicar a divisdo celular (WEBB, 1949).

Apesar de a FORM4 apresentar elevada concentragcao de extrato de levedura
em sua composicao (2 g/L), o maior crescimento celular ocorreu na FORM2, com a
menor concentragdo desse constituinte (0,3 g/L). Essa caracteristica € importante
economicamente, ja que nao foram necessarias grandes quantidades desse

substrato para se atingir alta taxa de crescimento. A concentracdo de ferro na
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FORM2 também foi inferior a concentragao nas outras formulagdes. Essa diferencga
pode ter influenciado no maior crescimento celular de ambas as estirpes nessa

formulacgao.

5.2 TEMPO DE VIABILIDADE CELULAR PROPORCIONADO PELA ADICAO DE
PROTETORES

Os protetores influenciaram positivamente na manutencgao celular das estirpes
Ab-V5 e Ab-V6 para as quatro formulagdes. Resultados como esses ja foram
reportados anteriormente por varios autores para A. brasilense (KUMARESAN;
REETHA, 2011; LEO DANIEL et al., 2013; MANIKANDAN et al., 2010).

Para a formulacdo 1, estirpe Ab-V5, a adicdo de protetores gerou aumento
significativo da concentragdo celular, ao final das 26 horas de cultivo, quando
comparado ao controle (Tabela 5). Porém apenas o uso do protetor 6 garantiu
aumento do tempo de viabilidade celular até 14 dias de armazenamento (Tabela 6).
Apoés esse periodo as concentragdes de todos os tratamentos ficaram abaixo de
1x10" UFC mL™.

Na formulagédo 2, os protetores que garantiram maior tempo de viabilidade
celular para a estirpe Ab-V5 foram trealose, amido de milho comercial e PVP, nao
havendo diferenga significativa das concentragbes celulares aos 14 dias de
armazenamento (Tabela 6). Ja aos 32 dias de armazenamento, o uso de amido de
milho comercial garantiu alta concentragao celular, diferindo significativamente dos
outros protetores (Tabela 7). Essa mesma estirpe, quando cultivada na formulagao
3, teve seu tempo de vida aumentado pelo uso de amido de milho comercial, CMC
(0,1%) e PVP, até 14 dias de armazenamento (Tabela 6). Apds esse periodo a
concentracdo celular caiu para menos de 10’ UFC mL™ (Tabela 7).

A formulacdo 4 proporcionou elevada concentracdo celular nos trés
momentos de contagem. Para Ab-V5 o protetor PVP garantiu concentragéo celular
significativamente maior do que o0s outros protetores apoés 32 dias de

armazenamento (Tabela 7).
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Tabela 5 - Concentragdes celulares de Ab-V5 obtidas nas formulagdes 1, 2, 3 e 4 (Tabela 2) acrescidas de diferentes protetores:
trealose (10 mM); glicerol (10 mM); amido de milho comercial (0,1%); CMC (0,3%); CMC (0,1%); PVP (1%), ap6s 26 horas de
cultivo.

Ab-V5 (UFC mL™)

FORM1 FORM2 FORMS3 FORMA4
CONTROLE 5,81 x10%+ 1,40 x10°Ba 9,62 x10%+ 3,57 x10” Aba 7,66 x10%+ 1,39 x10°ABa 8,44 x10%+ 6,19 x10” ABa
1 - Trealose (10 6,70 x10% + 1,34 x10® ABa 3,85 x10%+ 1,30 x10%Cb 7,66 x108+ 7,78 x10"ABa 8,78 x108+ 2,23 x10” ABa

mM)
2 - Glicerol (10 mM) 7,52 x10%+ 1,76 x10°ABa 7,28 x10%+ 3,90 x10” Aba 9,61x10°+567 x10°Aa 8,81 x10%+ 3,21 x10” ABa

3 - Amido de milho 7,59 x10% £ 9,05 x10” ABab 6,92 x10%+ 9,44 x10” ABab 5,55 x108+ 5,55 x10" Bb 9,00 x108 + 4,45 x10” ABa

(0,1%)

4 - CMC (0,3%) 7,28 x108+ 2,79 x10"ABa 8,22 x10%+ 1,00 x103Aba 7,85 x10%+ 9,25 x10’ ABa 7,66 x10® + 7,78 x10” ABa
5-CMC (0,1%) 9,40 x10%+ 4,63 x10’ Aa 6,00 x10%+ 7,78 x10” BCb 4,96 x10°+ 1,67 x10” Bb 6,41 x10° + 2,07 x10®Bb
6 - PVP (1%) 6,44 x10%+ 1,35 x10® ABb 9,74 x10° +1,44 x10°Aa 7,29 x10° £ 6,32 x10" ABab 9,52 x10°® £ 6,51 x10” Aa

Fonte: O proprio autor. *Desvio padrdo ndo determinado devido a auséncia na contagem de UFC nas diluicdes plaqueadas (10° & 10°). As letras maitisculas
comparam as médias entre os protetores dentro de cada formulagédo (coluna), e minisculas comparam as médias de cada protetor entre as formulagao
(linha) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 6 - Concentragdes celulares de Ab-V5 obtidas nas formulagdes 1, 2, 3 e 4 (Tabela 2) acrescidas de diferentes protetores:
trealose (10 mM); glicerol (10 mM); amido de milho comercial (0,1%); CMC (0,3%); CMC (0,1%); PVP (1%), ap6s 14 dias de
armazenamento.

Ab-V5 (UFC mL™)

FORM1 FORM2 FORM3 FORM4
CONTROLE <10™Bc 5,94 x10" +7,23 x10°Bb <10™ Bc 2,37 x10°+ 8,35 x10" Ba
1 - Trealose (10 mM) <10™Bb 1,50 x108 +4,45 x10° Aa <10™Bb 3,44 x107 + 4,00 x10° Db
2 - Glicerol (10 mM) <10 Bb 4,93 x10"+2,12 x10” Bab <10™*Bb 9,00 x10” + 1,90 x10’ CDa
3 - Amido de milho <10"* Bc 1,30 x10%+1,79 x10" Aa 3,89 x10’ + 8,82 x10° ABab 7,55 x10" £1,18 CDb

0
510:10/;/)|c (0,3%) <10™ Bb 4,89 x107+1,35 x10” Bab <10"*Bb 8,07 x10"+ 1,65 x10” CDa
5-CMC (0,1%) <10™ Bb 4,50 x107 £9,45 x10°Bb 4,78 x10"+ 4,43 x10°ABab 1,01 x10°+ 2,32 x10°Ca
6 - PVP (1%) 3,00 x10%+£3,33 x10"Aa 1,55 x10°+6,36 x10° Ab 8,40 x10" £ 2,21 x10° Ac 3,30 x10%+ 2,28 x10” Aa

Fonte: O préprio autor. *Desvio padrdo ndo determinado devido & auséncia na contagem de UFC nas diluicdes plaqueadas (10° & 10°). As letras maitisculas
comparam as médias entre os protetores dentro de cada formulagéo (coluna), e minusculas comparam as médias de cada protetor entre as formulagao
(linha) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 7 - Concentragdes celulares de Ab-V5 obtidas nas formulagdes 1, 2, 3 e 4 (Tabela 2) acrescidas de diferentes protetores:
trealose (10 mM); glicerol (10 mM); amido de milho comercial (0,1%); CMC (0,3%); CMC (0,1%); PVP (1%), apds 32 dias de
armazenamento.

Ab-V5 (UFC mL™)

FORM1 FORM2 FORM3 FORM4
CONTROLE <10™ Ab <10™Cb <10™ Ab 5,15 x10" + 8,33x10° ABa
1 - Trealose (10 mM) <10 Ab 4,59 x107 +7,40 x10° Ba <10" Ab 4,59 x10” + 9,71x10°BCa
2 - Glicerol (10 mM) <10™ Ab <10 Cb <10"* Ab 3,93 x10” + 5,59x10° BCa
3 - Amido de milho (0,1%) <10™ Ac 7,74 x10" £1,57 x10’ Aa <10™* Ac 5,04 x10” £1,22 x10” ABCb
4 - CMC (0,3%) <10™ Ab <10"™*Cb <10" Ab 4,78 x10” + 1,07x10” ABCa
5-CMC (0,1%) <10™ Ab <10™Cb <10™ Ab 3,66 x10”+ 1,07x10" Ca
6 - PVP (1%) <10™ Ac 3,30 x10" £1,70 x10°Bb <10™ Ac 6,22 x10" £ 9,55x10° Aa

Fonte: O préprio autor. *Desvio padrdo ndo determinado devido & auséncia na contagem de UFC nas diluicdes plaqueadas (10° a 10°). As letras maitisculas
comparam as médias entre os protetores dentro de cada formulagéo (coluna), e minusculas comparam as médias de cada protetor entre as formulagao
(linha) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Para a estirpe Ab-V6, na formulacado 1, os protetores 3 e 6, amido de milho
comercial e PVP, respectivamente, foram destaque por aumentar significativamente
o tempo de viabilidade das células até os 32 dias de armazenamento (Tabela 10).
Aos 14 dias de armazenamento, a concentragao de Ab-V6 nas formulacdes 2 e 3
acrescidas de CMC (0,3%) ficou abaixo de 10’ UFC/mL, enquanto que nas mesmas
formulagbes acrescidas de CMC (0,1%) a concentragao celular se manteve elevada
nesse periodo (Tabela 9).

Quando cultivada na formulagdo 2 os protetores amido de milho comercial,
glicerol e PVP geraram maior tempo de viabilidade de Ab-V6 (Tabela 10). A estirpe
Ab-V6 apresentou concentracdo celular a cima de 10°, apés 32 dias de
armazenamento, na formulagdo 3 acrescida de trealose, glicerol e amido de milho
comercial (Tabela 10). J& na formulacdo 4 n&do houve diferenca significativa da
concentracdo de Ab-V6 tanto na auséncia, quanto na presenca de protetores, apds o

mesmo periodo de armazenamento (Tabela 10).
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Tabela 8 - Concentragdes celulares de Ab-V6 obtidas nas formulagdes 1, 2, 3 e 4 (Tabela 2) acrescidas de diferentes protetores:
trealose (10 mM); glicerol (10 mM); amido de milho comercial (0,1%); CMC (0,3%); CMC (0,1%); PVP (1%), ap6s 26 horas de
cultivo.

Ab-V6 (UFC mL™)

FORM1 FORM2 FORM3 FORM4
CONTROLE 7,66 x10°+ 4,02 x10"ABab 9,47 x10°+ 9,45 x10'Ba 7,00 x10°£ 5,89 x10"Ac 8,77 x10°+ 9,68 x10” Aab
1 - Trealose (10 mM) 7,37 x10%+ 1,20 x103ABCab 5,58 x10%+1,27 x108Cb 9,22 x10%+ 9,88 x10"Aa 9,18 x10% + 1,03 x10® Aa
2 - Glicerol (10 mM) 6,15x10°+£6,12x10"BCDb 1,04 x10°+1,76 x10°Ba 8,44 x10°% 1,10 x10" Aab 1,01 x10° £ 9,31 x10” Aa
3 - Amido de milho 4,48 x10%+ 4,50x10” Dc 1,36 x10°+1,58 x10%Aa 9,11 x10°£ 6,19 x10’Ab 9,59 x10% + 1,01 x10% Ab
o,
510:10/;/)|c (0,3%) 4,92 x10%+ 1,22x108BCDb 9,11 x10%+1,35x10°Ba 8,52 x10%+ 1,12 x10%Aa 9,29 x10° + 1,07 x10% Aa
5-CMC (0,1%) 4,57 x10% + 4,92x10” CDb 1,02 x10°#1,77 x10°Ba 9,44 x10%+ 1,74 x10%Aa 9,03 x10° + 1,41 x10% Aa
6 - PVP (1%) 9,00 x10%+ 1,0 x10® Ab 1,16 x10°+7,81 x10" ABa 8,37 x10%+ 1,61 x10°Ab 1,06 x10° + 1,32 x10° Aab

Fonte: O préprio autor. *Desvio padrdo ndo determinado devido & auséncia na contagem de UFC nas diluicdes plaqueadas (10° a 10°). As letras maitisculas
comparam as médias entre os protetores dentro de cada formulagéo (coluna), e minusculas comparam as médias de cada protetor entre as formulagao
(linha) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 9 - Concentragdes celulares de Ab-V6 obtidas nas formulagdes 1, 2, 3 e 4 (Tabela 2) acrescidas de diferentes protetores:

trealose (10 mM); glicerol (10 mM); amido de milho comercial (0,1%); CMC (0,3%); CMC (0,1%); PVP (1%), ap6s 14 dias de

armazenamento.

Ab-V6 (UFC mL™)

FORM1

FORM2

FORM3

FORM4

CONTROLE

1 - Trealose (10 mM)

2 - Glicerol (10 mM)

3 - Amido de milho (0,1%)
4 - CMC (0,3%)

5-CMC (0,1%)

6 - PVP (1%)

1,70 x10” +2,60 x10° Dab
2,04 x107 +9,45 x10° Db
1,63 x10" + 3,23 x10° D¢
2,05 x10%+5,51 x10°Bb
3,33 x10%+3,35 x10° Aa
2,22 x107 9,87 x10° Db
1,01 x10°+4,85 x10°Ca

5,37 x10”+1,30 x10" Da

5,61 x10%+4,66 x10” Ba

1,15 x108+1,61 x10’ Cb

7,05 x10%+3,88 x10’ Aa
<10™ Ec

9,37 x10” +2,69 x10” CDa

1,09 x10°+2,36 x10’ Ca

<10™ Bb
3,85 x10” + 8,20 x10°Bb
3,63 x10”+ 1,19 x10"Bc
3,89 x10"+ 1,09 x10” Bc
<10™ Bc
3,70 x10”+ 1,37 x10"Bb
1,10 x10%+ 7,46 x10° Aa

3,78 x10” + 4,00 x10° Bab
4,33 x10” + 8,67 x10°Bb
4,70 x10%+ 7,15 x10’ Aa
5,85 x10” + 5,14 x10°Bc
6,11 x10” 1,06 x10’ Bb
3,96 x10” + 6,11 x10°Bb
4,44 x10" + 1,77 x10"Bb

Fonte: O préprio autor. *Desvio padrdo ndo determinado devido & auséncia na contagem de UFC nas diluicdes plaqueadas (10° & 10°). As letras maitisculas
comparam as médias entre os protetores dentro de cada formulagéo (coluna), e minusculas comparam as médias de cada protetor entre as formulagao
(linha) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 10 - Concentragdes celulares de Ab-V6 obtidas nas formulagdes 1, 2, 3 e 4 (Tabela 2) acrescidas de diferentes protetores:
trealose (10 mM); glicerol (10 mM); amido de milho comercial (0,1%); CMC (0,3%); CMC (0,1%); PVP (1%), ap6s 32 dias de
armazenamento.

Ab-V6 (UFC mL™)

FORM1 FORM2 FORM3 FORM4

CONTROLE <10™ Bb <10™ Bb <10™ Ab 5,15 x10" +4,48 x10° Aa
1 - Trealose (10 mM) <10 Bb <10 Bb 1,07 x10” +1,27 x10° Ab 5,33 x10” £1,47 x10” Aa
2 - Glicerol (10 mM) <10"* Bd 3,92 x10" 1,22 x10’Ab 1,52 x10” + 3,39 x10° Ac 5,59 x10” + 1,18x10” Aa
3 - Amido de milho (0,1%) 1,70 x10" £ 4,63 x10°Ab 5,55 x10” +1,28 x10’Aa 1,29 x10” + 2,31 x10° Ab 4,78 x10" £ 1,57x10” Aa
4 - CMC (0,3%) <10 Bb <10 Bb <10™ Ab 4,85 x10" + 1,22x10" Aa
5-CMC (0,1%) <10™ Bb <10™ Bb <10™ Ab 5,15 x10” + 8,04x10° Aa
6 - PVP (1%) 3,48 x10" £ 5,60 x10°Aa 4,07 x10” 6,12 x10° Aa <10™ Ab 4,59 x10" £ 1,11x10” Aa

Fonte: O préprio autor. *Desvio padrdo ndo determinado devido & auséncia na contagem de UFC nas diluicdes plaqueadas (10° & 10°). As letras maitisculas
comparam as médias entre os protetores dentro de cada formulagéo (coluna), e minusculas comparam as médias de cada protetor entre as formulagao
(linha) pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O uso do glicerol, visando o aumento do tempo da viabilidade celular de A.
brasilense, ja foi relatado por Kumaresan e Reetha (2011), que, ao utilizarem esse
polimero em uma concentragdo de 10 mM em formulagdo liquida de inoculante
obtiveram concentracdo celular de 2,33 x10® UFC mL" em até 11 meses de
armazenamento em temperatura ambiente. O glicerol faz parte da composi¢ao das
formulacdes 1, 3 e 4 como fonte de carbono e pode ter influenciado no crescimento
das estirpes. Porém, para as formulagdes testadas, o uso do glicerol como um
aditivo protetor acarretou em poucas mudangas na viabilidade celular, apresentando
diferenca significativa em relagdo ao controle, aos 32 dias de armazenamento
somente para a estirpe Ab-V6 na formulagao 2 (Tabela 10), unica formulagdo onde o
glicerol ndo fazia parte de sua composigao inicial. Sendo assim a presenca do
glicerol em formulagdes liquidas € importante para o crescimento e manutengéo
celular de A. brasilense.

O amido de mandioca ja foi utilizado para o cultivo de estirpes dos géneros
Bradyrhizobium e Rhizobium com resultados superiores de crescimento celular em
meio de cultivo com auséncia do polimero (TITTABUTR et al., 2007). O uso de
amido, juntamente com CMC, auxiliou na manutencéao celular de Bradyrhizobium sp.
inoculado em sementes, armazenadas por trés semanas (Fernandes Junior et al.,
2012). Nesse estudo, o uso de amido de milho auxiliou na manutencao celular de
Azospirillum brasilense apés 32 dias de armazenamento, da estirpe Ab-V6 quando
adicionado a formulagdo 1, e de ambas as estirpes na formulagdo 2 (Tabelas 7 e
10).

Utilizando CMC (0,1% e 0,3%), a concentragdo celular ficou abaixo de 10’
apoés 32 dias de armazenamento nas formulagcdes, com excecdo da formulagao 4,
porém, sem diferenga significativa dos valores obtidos pelos outros protetores em
Ab-V6 (Tabelas 7 e 10). O uso de uma concentragao mais elevada do polimero
(0,3%) nao favoreceu significativamente no tempo de manutengdo celular em
relagdo a menor concentragdo, com excegao a formulagdo 1, estipe Ab-V6, cuja
concentragdo celular permaneceu em 3,33 x10% UFC mL™" apos 14 dias armazenada
(Tabela 9).

Em trabalho realizado por Leo Daniel et al. (2013), o uso de PVP (2%) em
inoculantes contendo A. brasilense apresentou alta sobrevivéncia celular nos
primeiros dez dias de armazenamento, mantendo a concentracdo celular em 10

UFC mL". Utilizando-se PVP nessa mesma concentracdo, Kumaresan e Reetha
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(2011) observaram que a concentragdo de A. brasilense permaneceu em 1,33 x10°
UFC mL" em 11 meses de armazenamento. Apesar de neste estudo ter sido
utilizada uma concentragdo de PVP inferior (1%) a encontrada na literatura, esse
polimero influenciou positivamente na manutengdo celular de Ab-V6 nas
formulacgdes 1 e 2 (tabela 10), e resultou em diferenga de concentragao significativa
de Ab-V5 na formulagdo 4 apds 32 dias de armazenamento, evidenciando sua
importancia na produgéo de inoculantes liquidos (Tabela 7).

Kumaresan e Reetha (2011) também utilizaram a trealose (10 mM) como
protetor em inoculantes liquidos contendo A. brasilense e a concentragao observada
apos 11 meses de armazenamento foi de 4,0 x10% UFC mL™. Entretanto, o melhor
resultado obtido neste estudo, utilizando a trealose, foi na formulagdo 2, com a
estirpe Ab-V5, mantendo 4,59 x10” UFC mL", apdés 32 dias de armazenamento
(Tabela 7).

Nesse contexto, observa-se que a adicdo de biopolimeros pode auxiliar na
manutencio celular de A. brasilense, porém, a estirpe e a composi¢gao do meio de
cultivo utilizado estdo intimamente relacionadas a variabilidade dos resultados
gerados por cada protetor.

Apesar dos resultados positivos obtidos pelo uso de protetores, a
concentragao celular caiu para 10’ em 32 dias de armazenamento, ficando abaixo da
concentragéo exigida para a comercializagdo de inoculantes a base de A. brasilense
no Brasil, de 2,0 x 108 UFC mL™". Fatores como pH, temperatura de armazenamento,
umidade e trocas gasosas podem ter afetado a viabilidade celular no decorrer do
experimento. Nas tabelas 11, 12, 13 e 14 pode-se observar a variagao de pH nas
formulagdes durante os 32 dias de armazenamento. Essa mudanga ocorre devido a
presenca de compostos resultantes do metabolismo e a producdo de acidos
organicos, como acido acético, latico, glioxalico, malico, 2-oxoglutarico e -
hidroxibutirico (GOEBEL; KRIEG, 1984).

Nota-se que na formulagdo 3 (Tabela 13) o pH baixou em relagdo ao pH
inicial do meio de cultura com ambas as estirpes, evidenciando uma grande
producdo de acidos, provavelmente decorrentes da hidrolise da sacarose. As
formulagdes 1, 2 e 4 (Tabelas 11, 12 e 14, respectivamente) apresentaram elevacéo
do pH logo apds o inicio do cultivo e no T2. Houve variagdes de pH no experimento,
seguindo uma tendéncia de estabilizagao. Trujillo-Roldan et al. (2013) associaram o

aumento do pH durante o armazenamento de uma formulacéao liquida de inoculante
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contendo A. brasilense com a liberagdo de material intracelular ocorrido em fungao

de lise celular e/ou a formacao de subprodutos provenientes do consumo de PHB.

As maiores alteragdes de pH durante o cultivo ocorreram nas formulagdes 1 e 4,

chegando a atingir valor de ApH de 1,1. Ja as formulagdes 2 e 3 apresentaram boa

capacidade de tamponamento, com menores variagdes de pH.

Tabela 11 — Variagdo de pH na formulagao 1 (Tabela 2). T1: pH logo ap6s o cultivo;
T2: pH apos 14 dias de armazenamento; T3: pH apés 32 dias de armazenamento

. Ab-V5 Ab-V6

FORMULAGOES T T2 ApH T3 ApH T1 T2 ApH T3 ApH
F1 (controle) 6,9 73 04 74 05 7 7,2 02 74 04
F1+P1 6,8 71 03 74 06 6,9 74 05 74 05
F1+P2 6,8 71 03 74 0,6 6,8 7,2 04 74 0,6
F1+P3 6,8 72 04 75 07 6,9 77 08 75 0,6
F1+P4 6,8 72 04 74 0,6 6,8 76 08 74 0,6
F1+P5 6,8 79 11 74 06 6,9 75 06 74 05
F1+P6 6,8 76 08 74 06 6,9 8,0 1,1 74 05

Fonte: O proprio autor.

Tabela 12 — Variacdo de pH na formulagao 2 (Tabela 2). T1: pH logo apds o cultivo;
T2: pH apo6s 14 dias de armazenamento; T3: pH apds 32 dias de armazenamento

N Ab-V5 Ab-V6
FORMULAGOES 1 72 ApH T3 ApH| T1 T2 ApH T3 ApH
F2 (controle) 72 74 02 76 04 | 74 73 041 73 01
F2+P1 72 73 01 77 05| 72 72 0 74 02
F2+P2 70 72 02 76 06| 70 71 01 74 04
F2+P3 71 74 03 76 05| 72 72 0 74 02
F2+P4 72 73 041 76 04 | 72 72 0 T4 02
F2+P5 72 74 02 76 04 | 72 74 02 T4 02
F2+P6 74 76 05 74 03| 71 76 05 77 06

Fonte: O proéprio autor.

Tabela 13 — Variacao de pH na formulagao 3 (Tabela 2). T1: pH logo apds o cultivo;
T2: pH apos 14 dias de armazenamento; T3: pH apds 32 dias de armazenamento.

~ Ab-V/5 Ab-V6
FORMULACOES ————15 ApH T3 ApH| T1 T2 ApH T3 ApH
F3 (controle) 63 65 02 66 03 | 62 64 02 65 03
F3+P1 63 66 03 65 02| 62 65 03 65 03
F3+P2 63 64 01 65 02| 62 64 02 68 06
F3+P3 64 65 01 68 04 | 62 64 02 65 03
F3+P4 63 64 01 65 02| 62 65 03 65 03
F3+P5 65 65 0 65 0 62 66 04 66 04
F3+P6 64 67 03 67 03| 65 67 02 67 02

Fonte: O proéprio autor.
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Tabela 14 — Variacdo de pH na formulagao 4 (Tabela 2). T1: pH logo apés o cultivo;
T2: pH apos 14 dias de armazenamento; T3: pH apés 32 dias de armazenamento.

~ Ab-V5 Ab-V6
FORMULACOES T T2 ApH T3 ApH T1 T2 ApH T3 ApH
F4 (controle) 6,7 77 10 76 09 6,8 79 11 76 0,8
F4+P1 6,8 77 09 75 07 6,9 79 10 76 07
F4+P2 6,7 78 11 76 09 6,9 78 09 77 08
F4+P3 6,8 77 09 75 07 6,9 78 09 76 07
F4+P4 6,7 76 09 75 08 6,8 78 10 75 07
F4+P5 6,8 77 09 75 07 6,8 78 10 76 0,8
F4+P6 6,8 77 08 73 05 6,9 75 06 74 05

Fonte: O proprio autor.

Com base nos resultados obtidos, a formulacédo, 2 acrescida de amido de
milho (FORM2+P3) e a formulagdo 4 acrescida de PVP (FORM4+P6) foram

escolhidas para dar continuidade ao estudo.

5.3 CARACTERIZAGAO DO CRESCIMENTO DE Ab-V5 E Ab-V6

Objetivando-se uma melhor avaliagdo do comportamento das estirpes Ab-V5
e Ab-V6, de Azospirillum brasilense, durante o cultivo nas formulagdes FORM2+P3 e
FORM4+P6, foi realizado um estudo do crescimento celular durante 96 horas de
cultivo (Figuras 2 e 3). A concentragdo celular obtida revelou diferencas no
comportamento das estirpes nas diferentes formulagdes. No primeiro tempo de
cultivo, 24 horas, houve diferenga significativa da concentragao celular de ambas as
estirpes nas duas formulagdes. O crescimento da estirpe Ab-V5 foi semelhante nas
duas formulacdes e ao final das 96 horas de cultivo as concentracdes celulares
obtidas nao diferiram significativamente. A estirpe Ab-V6 apresentou crescimento
diferenciado quando cultivada na formulagbes FORM2+P3 e FORM4+P6, atingindo
maior concentragdo celular (1,01 x 10° UFC mL™) ap6s 96 horas de cultivo na
FORM2+P3, diferindo significativamente da concentragcédo alcangada na FORM4+P6,
nesse mesmo periodo de cultivo. Portanto, a FORM2+P3 proporciona o6timas
condigdes de crescimento da estirpe Ab-V6, atingindo elevada concentragéo celular

ao final do cultivo.
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Figura 2 — Crescimento de Ab-V5 e Ab-V5 nas formulagcbes FORM2+P3 e na
FORM4+P6. A: Ab-V5; B: Ab-V6.

A B
* 1,21E+09
8,09E+08 ’ *
7,09E+08 1,01E+09
. 6,09E+08 . 8,09E408
£5,09E+08 o
’ €
6,09E+08
©4,09E+08 Q
=3,00E+08 > 4,09£+08
2,09E+08 2,09E408 /
1,09E+08 o
9,00E+06 9,00E+06
2ah ash - 96h 24h 48h 72h 9h
. Tempo de culivo (horas)
e e-- FORM2+£§mpO dfﬂvggg&aisgs --®-- FORM2+P3 —— FORM4+P6

Fonte: o proprio autor. (*) — concentragdes que diferiram significativamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

5.4 AVALIACAO DA PRODUCAO DE POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB)

O acumulo de polimeros de reserva, como o PHB, realizado por células
bacterianas, € uma forma de armazenamento de carbono e energia, quando ha um
desequilibrio no suprimento de nutrientes. Essa atividade pode aumentar a
sobrevivéncia bacteriana em condi¢ées ambientais adversas (KADOURI et al., 2005,
BHAT; SUBIN, 2015). Nas figuras 4, 5 e 6 estdo apresentados os resultados de
producado de biomassa e PHB, obtidos durante o cultivo das estirpes Ab-V5 e Ab-V6
de A. brasilense nas formulacées FORM2+P3 e FORM4+P6.
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Figura 3 - Producao de biomassa pelas estirpes durante 96 horas de cultivo em
FORM2+P3 e FORM4+P6. A: Ab-V5; B: Ab-V6.
Fonte: O préprio autor. (*) -
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concentracdes que diferiram significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 4 - Concentragao absoluta de PHB pelas estirpes durante 96 horas de cultivo
em FORM2+P3 e FORM4+P6. A: Ab-V5; B: Ab-V6.
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Fonte: O proprio autor. (*) — concentragdes que diferiram significativamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Figura 5 — Concentracéo relativa intracelular de PHB pelas estirpes durante 96 horas
de cultivo em FORM2+P3 e FORM4+P6. A: Ab-V5; B: Ab-V6.
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concentragdes que diferiram significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Pode-se observar um aumento gradual da biomassa seca, bem como da
producdo de PHB durante o tempo de cultivo em todos os tratamentos. A
concentragdo de PHB variou de 2,11 a 5,10 g L' na FORM2+P3 e de 1,24 4 1,68 g
L' na FORM4+P8, evidenciando que a FORM2+P3 foi capaz de proporcionar maior
producao de PHB por ambas as estirpes. Essa variagcdo da producdo de PHB esta
relacionada a composicdo das formulagdes e as caracteristicas individuais do
metabolismo cada estirpe. Um estudo da producdo de PHB pela estirpe de
Azospirillum MTCC — 125 resultou em 0,13 g L™ de PHB (JOE et al., 2009). Ja a
estirpe A. lipoferum Az-204 foi capaz de produzir 3,8 mg de PHB por grama de peso
seco da bactéria (VENDAN; THANGARAJU, 2007). Kamnev et al. (2012)
observaram indug¢ado de sintese e acumulo de PHB pela estirpe Sp7 de A. brasilense
ao adicionarem cobre ao meio tradicionalmente utilizado para cultivo dessas
estirpes, corroborando a hipétese de que a producdo de PHB esta intimamente
relacionada a composi¢cdo meio de cultivo.

A relacado entre a massa de biomassa seca e a concentragdo absoluta de
PHB possibilitou a obtengdo de valores referentes a concentracdo relativa
intracelular de PHB (%), que variaram entre 11,36% e 42,06% da massa seca das
bactérias. No estudo de Kamnev et al. (2012), apdés dois dias de cultivo em meio
com deficiéncia de N e auséncia de malato, os valores de PHB obtidos pelas
estirpes Sp7 e Sp245 foram de 24% e 32% da massa seca celular, respectivamente.
Valores préximos foram obtidos no trabalho de Fallik e Okon (1996), cuja

porcentagem de PHB intracelular de A. brasilense chegou a 40%.
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Para a FORM2+P3, a maior concentragao absoluta e relativa intracelular de
PHB (%) para ambas as estirpes ocorreram as 96 h de cultivo. Na FORM4+P6, a
maior concentragao absoluta de PHB também aconteceu as 96 h de cultivo, porém,
a maior concentragao relativa intracelular de PHB (%) aconteceu ainda no inicio do
cultivo, as 48 h, durante a fase de crescimento exponencial, valores estes que
diminuiram durante as horas seguintes. Essa variagcdo de PHB intracelular pode
estar relacionada ao consumo desse biopolimero pela célula. A variagcdo da
quantidade de PHB acumulada ja foi relatada por Ratcliff; Kadam e Denison (2008),
quando a bactéria Sinorhizobium meliloti foi cultivada em condi¢cbes de escassez de
nutrientes.

Segundo Tal e Okon (1985), a sintese de PHB é favorecida sob limitagao de
oxigénio e pela relagdo carbono/nitrogénio (C/N) do meio de cultura. Em estudo
realizado por Belal (2013) a melhor propor¢ao C/N para a produgdo de PHB por
Rhizobium elti E1 e Pseudomonas stutzeri E114 foi de 20:1. Essa mesma proporgao
foi responsavel pela maior produgdo de PHB por Bacillus cereus (BELAL; FARID,
2016). Esse fato pode estar relacionado a alta produgdo de PHB na FORM2+P3,
cuja relagao C/N é 15:1 enquanto que na FORM4+P6 essa relagao € de 6:1.

Esses resultados sugerem que as formulagdes desenvolvidas sao favoraveis
a producéo de PHB pelas estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense, podendo atuar
positivamente na manutencdo da viabilidade celular dessas estirpes. Quando
comparadas, a formulacdo FORM2+P3 mostra-se mais propicia para a produgao de
PHB pelas estirpes Ab-V5 e Ab-VG6.

5.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DE BIOFILME

O termo biofilme é utilizado para definir uma comunidade microbiana cujas
células estdo ligadas a um substrato ou entre si, embutidas em uma matriz de
substancias poliméricas. A estrutura do biofilme pode conferir ao microrganismo
caracteristicas de um organismo multicelular, garantindo vantagens para a
populacdo bacteriana como resisténcia em condicdbes ambientais desfavoraveis e
agentes antimicrobianos, aumentando sua sobrevivéncia (DONLAN; COSTERTON,
2002; STANLEY; LAZAZZERA, 2004). Outra possivel vantagem relacionada a
producdo de biofilmes € a capacidade dessa estrutura em conferir as bactérias
tolerancia a radiagcado UV (ELASRI; MILER, 1999).
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A avaliagado da producgao de biofilme por Ab-V5 e Ab-V6, quando cultivadas
nas formulacbes FORM2+P3 e FORM4+P6, foi realizada em comparacdo a
producdo de biofilme pelas estirpes em meio NFb. Os valores de absorbancia
obtidos estédo representados na figura 6. A estirpe Ab-V5 apresentou produgao de
biofilme semelhante nos trés meios de cultivo avaliados, enquanto que a produgcao
de biofilme pela estirpe Ab-V6 foi menor em meio NFb e alcangou elevada
produtividade quando cultivada nas formulagbes FORM2+P3 e FORM4+P6. Esses
resultados indicam que a composicao das novas formulagdes € mais adequada para

a sintese de biofilme pela estirpe Ab-V6.

Figura 6 - Valores de absorbancia a 570 nm para a produgédo de biofiime pelas
estirpes Ab-V5 e Ab-V6 em meio NFb, FORM2+P3 e FORM4+P6. As letras
comparam as médias entre as formulagbes pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A: Ab-V5; B: Ab-V6.
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Segundo Donlan e Costerton (2002) e Recouvreux (2004), alguns parametros
podem influenciar a producdo de biofime, como a composicdo do meio,
disponibilidade de nutrientes, temperatura de cultivo, espécie microbiana e numero
de células. A composi¢cdo do meio NFb, relativamente mais pobre em nutrientes com
relagdo as formulagdes testadas, proporcionou menor producdo de biofilme pela
estirpe Ab-V6. Esse resultado corrobora a ideia proposta por O'Toole, Kaplan,
Kolter, (2000), de que quando ha disponibilidade adequada de nutrientes, as

bactérias promovem constante desenvolvimento de biofilme.
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Recouvreux (2004) sugere que microrganismos formadores de biofilme,
quando em condi¢des ricas em nutrientes, podem retornar ao modo de vida mével
quando a disponibilidade de nutrientes se torna escassa, uma provavel resposta a
busca por novas fontes de nutrientes. Por outro lado, ja foi observado em outras
espécies bacterianas, como Myxococcus xanthus e Escherichia coli 0517, que a
formagdo de biofiime é induzida por baixa concentracdo de nutrientes; nesses
estudos, as estirpes deixaram o modo de vida movel em resposta a escassez de
nutrientes no meio (O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER 2000). Sendo assim, a transigéo
entre o modo de vida entre mével e ndo movel estd relacionada com a
disponibilidade de nutrientes, sendo a formacgao de biofilme regulada por diferentes
sinais moleculares entre espécies bacterianas (STANLEY; LAZAZZERA, 2004).

Em bactérias associativas, como Azospirillum brasilense, a formagao de
biofilme, bem como a producgao de polissacarideos de superficie, exopolissacarideos
e lipopolissacarideos é fundamental para que ocorra o processo de colonizacédo da
superficie da raiz da planta hospedeira (RINAUDI; GIORDANO, 2010; SANTI,
BOGUSZ, FRANCHE, 2013). A colonizacdo das plantas por esse tipo de
microrganismo ocorre pela migragao das bactérias em dire¢ao a raiz por quimiotaxia,
seguida de adsorcdo e ancoragem ao sistema radicular, ocorrendo proliferacéo
microbiana e formag&o de micro colbnias, as quais se fixam as raizes mediante a
formacao de biofilme (SANTI, BOGUSZ, FRANCHE, 2013). Nesse contexto, um bom
inoculante deve apresentar mecanismos que facilitem a colonizagdo da planta
hospedeira pelo microrganismo, portanto, a producdo de biofiime nesse suporte
pode ser importante para a eficacia do produto. Porém, deve-se considerar que a
formacdo de biofilme ainda no cultivo € apenas uma analise do potencial de
producdo dessa estrutura pelas estirpes em determinadas condicbes, sendo
necessaria a realizagdo de ensaios a campo fim de se observar a real capacidade
de formagao do biofilme na associacdo com a planta hospedeira fim de comprovar

sua importancia na produg¢ao de inoculante.
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5.6 AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA CELULAR EM DIFERNTES VEICULOS DE
ARMAZENAMENTO

Objetivando-se aumentar o tempo de sobrevivéncia celular, as formulagbes
passaram a ser armazenadas em sacos plasticos utilizados pela industria de
inoculantes. Apds 32 dias de armazenamento, a concentragcado celular de Ab-V5 e
Ab-V6, apresentou diferenga significativa com relagdo ao material utilizado como
embalagem, nas duas formulag¢des. Apds 60 dias, a diferenga significativa manteve-
se para ambas as estirpes na FORM2+P3 e para Ab-V6 na FORM4+P6. A figura 7
representa a concentracido celular e o pH do meio das estirpe Ab-V5 e Ab-V6 nas
formulacbes FORM2+P3 e FORM4+P6 em diferentes embalagens de

armazenamento, durante 60 dias.
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Figura 7 - Concentracgao celular e valores de pH. A e B: Ab-V5 na FORM 2+P3; C e
D: Ab-V6 na FORM 2+P3; E e F: Ab-V5 na FORM4+P6; G e H: Ab-V6 na
FORM4+P6.
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Fonte: o proprio autor. (*) - tratamentos que diferiram significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Foi observado aumento de viabilidade das células quando armazenadas em
sacos plasticos. Esse resultado esta relacionado ao fato de que o plastico do saco
utilizado permite trocas gasosas com o meio externo, proporcionando a cultura maior
contato com oxigénio atmosférico, favorecendo sua sobrevivéncia nesse suporte.
Em contrapartida, autores relatam que a sobrevivéncia celular utilizando-se esse
meio de armazenamento pode ser prejudicada pela a ocorréncia de perda de agua,
resultando em  desidratacdo, seguida da morte celular (FENG;
ROUGHLEY; COPELAND, 2002). Em nosso estudo, a desidratagao foi amenizada
através do uso de glicerol na composigao inicial das formulagdes e dos polimeros
amido e PVP como protetores. Por apresentarem boa capacidade de absorcao de
agua, amido, PVP e glicerol atuam como agente hidratante, impedindo a perda de
agua pelas células (BUSHBY; MARSHALL, 1977; TEMPRANO et al., 2002).

Os valores de pH ao final do cultivo e apés 14, 32 e 60 dias de
armazenamento estdo presentes na figura 7 B, D, F e H. Observa-se que o pH se
manteve mais elevado, apds 32 dias de armazenamento, nas formulagbes mantidas
em saco plastico. A maior concentracdo de células nesses tratamentos pode ter
influenciado no maior aumento de pH, devido a maior presenca de compostos

resultantes do metabolismo celular.

5.7 CULTIVO DAS FORMULAGOES EM ESCALA SEMI-PILOTO

O cultivo das estirpes AbV5 e AbV6 na FORM2+P3, em fermentador, ocorreu
por 24 horas. Apos esse periodo, a formulagao atingiu uma concentragao celular de
3,07 x 108 UFC mL'1, porém, apods 30 dias de armazenamento a concentracido caiu
para 1,33 x 102 UFC mL™". O cultivo da FORM4+P6 teve duragdo de 48 horas,
atingindo concentraco celular de 4,15 x 102 UFC mL™", logo apés o cultivo e de 7,81
x 10" UFC mL™" apos 30 dias armazenada em sacos plasticos de polietileno de baixa

densidade em temperatura ambiente (Figura 8).



66

Figura 8 — Crescimento de A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) nas formulacdes
FORM2+P3 e FORM4+P6 em fermentador. T1- Concentragao celular ao final do
cultivo; T2- Concentracao celular apos 30 dias de armazenamento.
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Fonte: O Proprio autor.

A diferenca no tempo de cultivo das formulacbes aconteceu devido a
floculagdo no meio, sendo a fermentagao interrompida apods o inicio da floculagao.
Segundo Bahat-Samet, Castro-Sowinski e Okon, (2004), a agregacéao bacteriana e
floculacdo, € de grande interesse na produgdo, armazenamento e sobrevivéncia
bacteriana de inoculantes. A. brasilense apresenta a capacidade de agregar e
flocular, e estas propriedades podem afetar positivamente sua sobrevivéncia no
solo, tornando seus inoculantes propicios para aplicagdo na agricultura (BURDMAN,;
OKON; JURKEVITCH, 2000). Apesar da floculagdo ser uma boa caracteristica do
inoculante, ela impediria que a contagem celular ocorresse de forma precisa, uma
vez que aglomeradas as células, sua separagdo € dificultada, podendo gerar
resultados de contagem de UFC mL™" incorretos. Portanto, optou-se por interromper
a fermentacdo apoés 24 horas de cultivo para a FORM2+P3 e 48 horas para a
FORM4+P6.

As duas formulagdes desenvolvidas apresentaram bons resultados quanto a
producdo em escala semi-piloto, atingindo alta concentragdo celular ao final do
cultivo, e presenca de floculacdo. A concentragdo celular na FORM2+P3
permaneceu acima de 1x10® UFC mL™" apds 30 dias armazenadas. Como sugestdo
para proximos estudos, ha a necessidade de avaliagdo do desempenho dessas

formulagées no campo e em periodos maiores de armazenamento (6 meses).
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6 CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que:

¢ As quatro formulagcdes apresentadas neste trabalho sdo capazes de promover
maior crescimento celular das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum
brasilense, em relacdo ao meio NFb.

e O uso de amido de milho comercial e PVP como aditivos incrementa o tempo
de viabilidade celular de ambas as estirpes nas novas formulacoes.

e Ambas as estirpes de A. brasilense apresentam capacidade de producao de
PHB e de biofilme quando cultivadas em duas das formulagdes acrescidas de
protetores, FORM2 mais amido e FORM4 mais PVP. As estirpes foram
capazes de produzir mais PHB quando cultivadas na FORM2+P3.

e Para um maior tempo de viabilidade celular, o inoculante deve ser
acondicionado em material que permita trocas gasosas com o ambiente.
Nesses casos 0 uso de protetores na formulagdo pode ajudar a prevenir a
dessecacao celular.

e As formulagdes FORM2+P3 e FORM4+P6 se mostraram capazes de serem
produzidas em escala semi-piloto, proporcionando agregacdo e floculagao
das células. A FORM2+P3 manteve o nivel celular em 10® UFC mL" por pelo
menos 30 dias.
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