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RESUMO

CHANTRE, Nainicelle Cibelle Sousa. Veiculo de inoculacdo a base de exopolissacarideo em
formulagBes bacterianas para cana-de-agUcar. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica,
Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Nos ultimos anos, tém-se apostado em tecnologias de adubacdo bioldgica na substituicdo da
adubacdo quimica para suprir a deficiéncia de nutrientes em solos de modo a aumentar a
produtividade agricola. Esta tecnologia € constituida maioritariamente por um veiculo de
inoculacdo, sendo que no Brasil tradicionalmente tem-se utilizado a turfa, no entanto, centros de
pesquisas e industrias tém-se focado na busca por novos materiais que possam substitui-la como
veiculo de inoculacdo por este se tratar de um recurso natural de composic¢do quimica variada.
Estudos recentes investigaram a misturas poliméricas CMC/Amido e CMC/exopolissacarideo
(EPS) como veiculos de inoculacdo de estirpes rizobianos para o cultivo de feijao caupi. Os
resultados mostraram que tais materiais apresentam potencial para ser utilizada como veiculo de
inoculacdo em substituicdo a Turfa. Nesse trabalho de dissertacdo, a mistura CMC/amido/EPS e
CMC/EPS foram testadas como veiculo de inoculacéo para cana-de-agucar. A primeira parte desse
trabalho consistiu em desenvolver uma metodologia para obtencdo de EPS por sintese bacteriana
a partir do cultivo da estirpe Bradyrhizobium yuanmingense. Nesse experimento foram testados os
efeitos das fontes de carbono e de nitrogénios nas caracteristicas quimicas dos EPS produzido. O
efeito de fonte de C e de N na producdo de EPS mostraram que biossintese é favorecida por um
aumento da razdo fonte de C: fonte de N, sendo que neste estudo o racio 6timo foi de 10:1,
resultando em diferentes teores de carboidratos e proteinas. Os resultados de sobrevivéncia celular
mostraram que com o aumento do teor de EPS aumenta a sobrevivéncia das estirpes bacterianas
para trés das estirpes do cultivo de cana-de-agucar, sendo que as demais conseguiram a maior
sobrevivéncia nas misturas com 0,5% de teor de EPS. Os resultados dos testes reoldgicos indicaram
que a viscosidade, G’ ¢ G’* diminuem com o aumento do teor de EPS na mistura. Os resultados
obtidos da brotacdo, tamanho de parte aérea, volume de raiz e massa seca da parte aérea e da raiz,
mostraram que ocorreu uma resposta positiva das mudas de cana-de-aglicar quando submetidas ao
tratamento com veiculo polimérico igualando ou mesmo sendo superior a turfa.

Palavras-chave: mistura polimérica, caracterizacdo de EPS, inoculante polimérico, viabilidade
celular, propriedades reoldgicas.



ABSTRACT

CHANTRE, Nainicelle Cibelle Sousa. Inoculation vehicle based on exopolysaccharides in
bacterial formulations for sugarcane. Dissertation (Master degree in Chemical Engineering,
Chemical Technology). Institute of Technology, Department of Chemical Engineering, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

In the last few years, biological fertilization technologies have been used in the substitution of
chemical fertilization to supply nutrient deficiency in soils to increase agricultural productivity.
This technology consists mostly in an inoculation vehicle, being that in Brazil peat has traditionally
been used, however, research centers and industries have focused on the search for new materials
that can replace it as an inoculation vehicle because it is a natural resource of varied chemical
composition. Recent studies have investigated polymer mixtures CMC/starch and
CMCl/exopolysaccharide (EPS) as vehicles for inoculation of rhizobium strains for cowpea beans
cultivation. The results showed that these materials have potential to be used as inoculation vehicle
in replacement of peat. In this thesis, the CMC / starch / EPS and CMC / EPS mixtures were tested
as inoculation vehicles for sugarcane. The first part of this work comprised in developing a
methodology to obtain EPS by bacterial synthesis from the cultivation of the Bradyrhizobium
yuanmingense strain. In this experiment, the effects of carbon and nitrogen sources on the chemical
characteristics of produced EPS were tested. The effect of C and N source on the EPS production
showed that biosynthesis is favored by an increase in the source of C: source of N, and in this study
the optimal ratio was 10:1, resulting in different carbohydrate and protein contents. Cell survival
results showed that whit the increase of the EPS content the survival of bacterial strains increases
for three of the strains of the sugarcane cultivations, while the others achieved the highest survival
in the mixtures whit 0,5% EPS content. The results of the rheological tests indicated that the
viscosity, G 'and G' 'decrease with increasing EPS content in the mixture. The results obtained from
budding, shoot size, root volume and dry mass of shoot and root, showed that a positive response
of sugarcane seedlings occurred when submitted to treatment with polymeric vehicle equaling or
even being superior to the peat.

Keywords: polymer mixture, EPS characterization, polymeric inoculant, cell viability, rheological
properties.
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1 INTRODUCAO

Estudos recentes tém mostrado a importancia de microrganismos que atuam no processo
metabdlico das plantas conhecidos como promotores do crescimento vegetal na sustentabilidade
do setor agricola, apresentando-se como uma alternativa economicamente viavel na substituicdo
dos agroquimicos (RODRIGUES, 2014). Dentre estes, bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV) vem recebendo atencdo especial e, em termos de novas tecnologias representa uma
das estratégias mais promissoras para a producdo de alimentos saudaveis associada a reducéo do
impacto ambiental (BERG et al, 2017; FINKEL et al, 2017).

No Brasil, a substituicdo de insumos quimicos por insumos biol6gicos é significativa
quando se considera a inoculacdo com bactérias que promovem a fixacéo biol6gica de nitrogénio
(FBN). A maior disponibilidade de nitrogénio para as culturas resulta em incrementos nas suas
produtividades, com reduzido impacto ambiental em termos de emissdo de gases efeito de estufa e
contaminacgdo de aguas superficiais e aquiferas. O mercado de inoculantes no pais é crescente e,
em 2014 foram comercializadas cerca de 37 milhdes de dose (Tabela 1). A inoculacdo da soja
brasileira com estirpes de rizobio eficientes € um caso de sucesso que, gera uma economia de
aproximadamente 720 milhGes US$ por ano (MELO & ZILLI, 2009; HUNGRIA et al, 2010).
Outras culturas de leguminosas também sdo beneficiadas com a inoculagdo de sementes com
bactérias promotoras da FBN, porém em menor escala, como o feijdo comum e o feijao caupi. Nos
ultimos anos, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, MAPA, registrou estirpes
diazotroficas para a inoculagdo do milho, trigo e arroz (HUNGRIA, 2011). Estudos em andamento
com a cana-de-agucar, cultura que ocupa a terceira posicdo em termos de producao no Brasil, visam
ao desenvolvimento de um inoculante composto por cinco estirpes de bactérias diazotréficas.

Tabela 1: Comercializagdo de inoculantes no Brasil no periodo de 2009 a 2014.

culturas 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Milhdes de doses

soja 19,87 14,99 18,98 19,17 27,47 34,2
feijao 0,25 0,22 0,15 0,27 0,48 0,34
caupi 0,19 0,24

Gramineas* 0,45 0,81 1,04 2,54 2,19 2,23
outros 0,10 0,11 0,03 0,04 0,28 0,26
total 20,66 16,13 20,2 22,21 30,65 37,03

*milho, trigo e arroz.
Fonte: ANPII (http://www.anpii.org.br/, 13/08/2017)

As formulac@es de bactérias que promovem a FBN necessitam de um veiculo de inoculagéo.
O principal veiculo de inoculacdo, utilizado no Brasil € a turfa que além de possibilitar a
manutencdo de elevado nimero de células viaveis oferece protecdo fisica contra as adversidades
do solo (ZILLI et al, 2010). No entanto, a turfa apresenta limitagcdes por se tratar de um produto
geoldgico considerado um combustivel fossil, configurando um recurso natural ndo renovavel.
Acrescenta-se ainda que as turfeiras brasileiras ndo apresentam em geral qualidade satisfatoria e, é
comum a importacdo do produto. Os custos com transporte e preparo do veiculo que necessitam
de esterilizacdo reduzem também a sua aplicacdo no campo. Esse quadro tem motivado a realizacdo
de estudos que visam a substituicdo da turfa por materiais alternativos.



Materiais biodegradaveis que retnem propriedades propicias & manutencdo de células
viaveis de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) a0 mesmo tempo que néo
contribuem para a polui¢do ambiental j& foram testados como veiculos de inoculagdo. Nesse grupo,
enguadram os materiais de origem polimérica que apresentam como caracteristicas maior tempo
de armazenamento, condi¢des de autoclavagem menos exigentes, facilidade de transporte e
reducdo da eutrofizacdo de solos e aguas.

O laboratério de polimeros da UFRRJ desenvolve em conjunto com a equipe do laboratério
de ecologia microbiana da Embrapa Agrobiologia um projeto visando a substituicdo da turfa por
materiais poliméricos como veiculo de inoculacdo. Este estudo iniciou com os trabalhos de Rohr
(2007) que desenvolveu uma mistura polimérica composta por carboximetilcelulose (CMC) e
amido e Fernandes Junior e colaboradores em2012, testaram a mistura como alternativa de veiculo
de inoculagdo para a estirpe bacteriana de Bradyrhizobium yuanmingense, BR 3267. O estudo
mostrou que o veiculo polimérico apresentava potencial para manter as células bacterianas viaveis
durante um periodo de armazenamento de até seis meses a temperatura ambiente e que ao ser
inoculada em sementes de feijdo-caupi, a formulagcdo garantia produtividade de gréos similar
aquela obtida com o inoculante turfoso. Em 2007, Rhor além de comprovar os resultados de
manutencdo de células bacterianas, estudou a estabilidade quimica e estrutural dessa mistura na
presenca de agentes compatibilizantes, no caso, 0xidos de zinco e magnésio. Coutinho em 2013
estudou as propriedades reoldgicas, a biocompatibilidade e a manutencao de células rizobianas em
misturas amido e exopolissacarideos (EPS) e CMC e amido compatibilizadas com 6xido de zinco,
correlacionando a microestrutura dos materiais com suas respostas reoldgicas. A utilizacdo desses
agentes de acoplamento visa alcancar a estabilidade dinamica dessa mistura, entretanto, podem
alterar o pH da mistura em funcéo do tipo de amido. Assim, como alternativa ao amido Freitas em
2015 utilizou a biomassa de espirulina, uma microalga, condicionada ao CMC como veiculo de
inoculagdo, mostrando a capacidade dessa mistura em aumentar em 100 vezes o nimero de células
viaveis de Bradyrhizobium parchirizi (BR3262) ap6s 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente. Ainda visando a substitui¢do do amido Sousa em 2017 e Rocha em 2018, utilizaram EPS
obtidos da estirpe de rizébio, BR 3267, e um produto extraido da alga Lithothamnium calcareum,
respectivamente. A mistura CMC/EPS garantiu a manutencdo de células vidveis de B.
yuanmingense (BR 3267), ndo alterando o pH de forma significativa de modo a colocar em risco a
sobrevivéncia da estirpe bacteriana e mostrando caracteristicas reoldgicas compativeis com a
mesma. A mistura CMC/Lithothamnium foi usada na manutencdo da estirpe BR 3262 de B.
parchirizi preservando a viabilidade das células durante o periodo de armazenamento.

No trabalho em andamento desenvolvido por Carvalho, estdo sendo testados diferentes
tipos de amido quanto a manutencao celular, alteracdo de pH e estabilidade de fases, sendo a melhor
formulacdo utilizada como inoculante para experimentos em casa-de-vegetagdo com mudas de
cana-de-agUcar pré-brotadas (CARVALHO, em andamento) e com sementes de feijdo-caupi em
vasos preenchidos com substrato autoclavado e com solo (FAVERO, 2018).

O presente trabalho de pesquisa teve como proposta o desenvolvimento de veiculos de
inoculacédo a base de CMC/EPS (carboximetilcelulose/exopolissacarideo) e CMC/Amido/EPS para
producdo de inoculantes a partir de cinco estirpes de bactérias diazotréficas capazes de manter a
viabilidade das células bacterianas durante o periodo de armazenamento e ser compativel com a
producdo de mudas pré-brotadas a partir da inoculacdo de mini-toletes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal

Existe um interesse crescente nas BPCVs, quando se trata do desenvolvimento de uma
agricultura sustentavel. A interacdo entre bactérias e plantas pode variar de acordo com as
condicdes do solo, podendo ser benéfica, prejudicial ou neutra perante o cultivo. As bactérias
benéficas podem ser simbioéticas, que formam nodulos nas raizes das plantas, ou de vida livre,
quando sdo encontradas proximas ou dentro das raizes (KONRAD, 2016).

Alguns géneros bacterianos foram identificados por apresentarem caracteristicas que
contribuem para o crescimento das plantas, citando-se Azorhizobium, Azospirillum, Azotobacter,
Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Ensifer, Enterobacter, Gluconacetobacter,
Herbaspirillum, Mesorhizobium, Nitrospirillum, Paenibacillus, Pantoea, Paraburkholderia,
Pseudomonas, Streptomyces e Rhizobium, entre outros que apresentam potencial para uso como
inoculante em diversas espécies vegetais (BHATTACHARYYA & JHA, 2012; BASHAN et al,
2014; NEHRA & CHOUDHARY, 2015; HUNGRIA et al, 2010).

A promocdo de crescimento vegetal por bactérias pode ocorrer através de um ou varios
mecanismos que em conjunto ou de forma independente sdo ativados em condi¢Ges ambientais
especificas, como temperatura, umidade, salinidade, toxicidade e outras condi¢cGes adversas
minimizando o efeito sobre a espécie vegetal (BASHAN & BASHAN, 2014).

Além de efeitos que minimizam diferentes estresses sobre o desenvolvimento vegetal, um
grupo de BPCVs destaca-se pela capacidade de realizar a FBN (AHEMAD & MALIK, 2011). A
FBN é um processo bioquimico considerado como o segundo processo biolégico mais importante
do planeta apés a fotossintese. A FBN reduz o nitrogénio atmosférico em aménia, uma forma
passivel de ser assimilada pelas plantas. Células procaridticas que realizam a FBN possuem um
complexo enzimatico, a nitrogenase, e, quando em simbiose, como nos ndédulos radiculares de
leguminosas, em contrapartida a aménia que é fornecem as células vegetais, recebem desses
nutrientes (fotossintatos e outros) para a manutencéo do seu metabolismo (ARUN et al, 2017).

Na producdo agricola a FBN contribui em média com 30% do nitrogénio requerido no
desenvolvimento de culturas (MELO, 2009). A aplicacdo de bactérias diazotroficas eficientes que
sejam capazes de aumentar a contribuicdo da FBN para as culturas é, portanto, uma tecnologia que
leva a resultados positivos na produtividade agricola e na renda do agricultor, além de reduzir o
impacto ambiental decorrente do uso intensivo de fertilizantes nitrogenados.

A cana-de-aclcar € amplamente cultivada em todo territorio brasileiro atingindo 9,7
milhdes de hectares totalizando 661 milhdes de toneladas produzidas (IBGE, 2012). O Brasil ocupa
o primeiro lugar no ranking mundial de paises produtores e é responsavel por um terco da producéo
mundial. A cultura é capaz de armazenar sacarose em teores considerdveis que € utilizada
principalmente em trés setores da agroindustria: agucar, alcool e aguardente (RODRIGUES, 2010).
O cultivo da cana-de-aglcar no Brasil consome anualmente 570 mil toneladas de fertilizantes em
forma de nitrogénio.

A partir da década de 1990, estudos mostraram que a cana-de-agucar é capaz de se
beneficiar do processo da FBN através da associacdo com bactérias diazotroficas endofiticas
(BALDANI et al, 1996; REIS et al, 2004). Desde entdo, motivadas pela importancia econémica
que a cultura representa para o pais, varias pesquisas foram realizadas visando a selecao de estirpes
eficientes que apresentassem potencial para serem usadas como inoculante para a cultura.



Estirpes de bactérias diazotroficas encontradas em populagdo elevadas em plantas do
cultivo de cana-de-agucar como Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281), Nitrospirillum
amazonense (BR 11145), Herbaspirillum seropedicae (BR 11335), Herbaspirillum
rubrisubalbicans (BR 11504) e Parabulkholderia tropica (BR 11366), possibilitam o
entendimento da relagdo estabelecida entre plantas e bactérias (SCHULTZ et al, 2014; PEREIRA
et al, 2013).

G. diazotrophicus é um microrganismo encontrado em raizes e colmos de plantas de cana-
de-acucar, que em meio de cultivo tolera altas concentracdes de acgucar e altas taxas de acidez,
podendo crescer até em pH 3 (BARBOSA, PERIN & REIS, 2006). Além de sua capacidade em
fixar nitrogénio, principalmente em condi¢des de baixos niveis de nitrogénio no solo, estas
bactérias produzem hormonios de crescimento como auxina e giberelina, sendo verificados
beneficios advindos da inoculacdo de estirpes eficientes de G. diazotrophicus em cultivos de cana-
de-aglcar, como relatado por Muthukumarasamy e colaboradores (2006). A popula¢do dessa
bactéria naturalmente presente em plantas de cana-de-agucar, de acordo com Rodriguez-Andrade
e colaboradores (2015), sofre uma diminui¢cdo quando aplicada adubagdo nitrogenada em solos
para o seu cultivo. Em estudos desenvolvidos por Yadav e colaboradores (2009), verificou-se o
aumento de carbono, nitrogénio e outros nutrientes essenciais no solo e rizosfera pelo aumento da
populacdo microbiana de G. diazotrophicus combinada com Trichoderma viride. Mufioz-Rojas e
Caballero-Mellado (2003) em experimentos de cana-de-agucar inoculada com a mesma espécie,
obtiveram um aumento da produtividade do cultivo, em termos de matéria seca de raizes e de
nitrogénio total acumulado apds 35 e 75 dias de plantio. Em 2008, Prado Janior encontrou
resultados positivos inoculando duas variedades de cana-de-actucar em condi¢fes de campo, com
a estirpe BR 11281.

A estirpe BR 11145 de N. amazonense anteriormente conhecida como Azospirillum
amazonense é encontrada em raizes e colmos de cana-de-aglcar (SILVA, 2009), capaz de fixar
nitrogénio atmosférico em associacdo com diferentes espécies vegetais (LANGE & MOREIRA,
2002). Esta estirpe ainda possui a capacidade de produzir auxinas, compostos com a¢ao hormonal
para as plantas que induzem ao desenvolvimento radicular, promovendo maior disponibilidade de
nutrientes e agua o que resulta em maior crescimento, resisténcia, produtividade e toleréncia a
condicdes climaticas adversas (FERNANDES et al, 2014). N. amazonense destaca-se pela sua
adaptabilidade em meios acidos (REIS JUNIOR et al, 2008). Experimentos com dois cultivares de
cana-de-acUcar inoculadas com esta estirpe, desenvolvidos por Schultz e colaboradores (2012),
verificaram aumento no acimulo de nitrogénio nas folhas e tecidos, levando os autores a supor a
ocorréncia de modificagdes no sistema radicular. Segundo RODRIGUES e colaboradores (2008)
embora essa estirpe bacteriana seja muito estudada a contribuicdo dela para a FBN € limitada.

Ja a estirpe bacteriana BR 11335 de H. seropedicae é encontrada em raizes, folhas e colmo
da cana-de-acucar (SILVA, 2009). A estirpe é capaz de colonizar espacos intercelulares de
gramineas, havendo relatos de colonizacdo de plantas de arroz, sorgo, milho, cevada e cana-de-
acucar (PEDROSA et al, 2011). Olivares e colaboradores (2000) evidenciaram o potencial de
promocdo do crescimento promovido pela inoculagdo com estirpes de G. diazotrophicus e H.
seropedicae, com incrementos na biomassa radicular entre 50 e 350 % em relag&o ao controle ndo
inoculado, em cultivares de cana-de-acgucar.

A estirpe BR 11504 de H. rubrisubalbicans é também encontrada em raizes, caules e folhas
de cana-de-acgucar, porém parece estar restrita a esta cultura (NOGUEIRA et al, 2001). Inicialmente
esta espécie foi indicada como causadora de doencgas em cultivos de cana-de-agUcar, mas apos ter



sido reconhecida como eficiente quanto a capacidade de FBN, passou a fazer parte do inoculante
multiplo que esta sendo proposto para o cultivo de cana-de-acucar (SCHMIDT et al, 2012).

Isolados da estirpe diazotréfica de BR 11366 da espécie T. tropica foram obtidos de
cultivos de cana-de-aguicar no Brasil e na Africa do Sul (SILVA, 2009). Essas bactérias podem
também ser encontradas associadas a plantas de familia de plantas leguminosas
(Fabaceae ou Leguminosae), entretanto existem diferencas entre essas e as associadas as gramineas
(COSTA, 2014).

2.2 Inoculantes (Ou Biofertilizantes)

A Rede de Laboratérios para Recomendacao, Padronizagdo e Difusdo de Tecnologia de
Inoculantes microbianos de Interesse Agricola (RELARE), define inoculante como todo e qualquer
produto que contenha na sua composi¢do microrganismos capazes de estimular o crescimento de
plantas e que promove a fixagédo biologica de nitrogénio (FERNANDES JUNIOR, 2006).

Os inoculantes de BPCV podem ser definidos como sendo formulagdes contendo uma ou
mais estirpes de microrganismos benéficos, preparados em um material que serve de suporte que
seja facil de usar e econdmico. Os veiculos constituem a maior parte em volume do inoculante que
ajuda a fornecer uma quantidade adequada de bactérias em boas condi¢des fisioldgicas. Além
disso, o veiculo deve permitir facil dispersao ou dissolucdo no solo e sistema radicular, possuir boa
capacidade de absorcdo de humidade, ser facil de esterilizar e boa capacidade tamp&o de pH. E
importante a padronizacdo de caracteristicas quimicas e fisicas de modo a favorecer a adequacgao
para maior numero possivel de estirpes bacterianas para outros cultivos (MALUSA, SAS-PASZT
& CIESIELSKA, 2012).

Existem alguns passos criticos que devem ser cuidadosamente considerados durante a
producdo de um inoculante. O inoculante ideal deve reunir uma série de caracteristicas: i) ser de
facil manuseio; ii) compativel com o equipamento no momento de semeadura; iii) tolerancia a
variag0es nédo intencionais de condi¢Oes de armazenamento; iv) habilidade de funcionar em
diferentes condicdes edafico-climaticas; v) habilidade de prolongar a sobrevivéncia da bactéria
compativel com o desenvolvimento do material propagativo (BASHAN, DE-BASHAN, &
PRABHU, 2016).

Alem dessas caracteristicas, no Brasil os inoculantes comerciais rizobianos devem ter prazo
de validade de pelo menos seis meses e garantir um minimo de 10° células por grama ou mililitro
de inoculante segundo instrugdo normativa do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, MAPA, que utiliza os parametros determinados pelo protocolo da RELARE
(FERNANDES JUNIOR, 2006).

A formulacdo perfeita para inoculantes ndo existe, sendo que todas apresentam suas
vantagens e seus proprios limites, como expresso na tabela 2 (HERMAN & LAUSSER, 2013).

Tabela 2: Vantagens e limitacGes de veiculos mais comuns.

Formulagdes Vantagens Limites

— Adequadas para uma ampla gama de |— N&o esta prontamente disponivel
microrganismos — Impacto negativo forte no meio

— Ambiente nutritivo de protecao ambiente e 0s ecossistemas

Secas — O contetdo de umidade pode ser |— Extracdo € um investimento caro

ajustado para otimizar o crescimento |— Compostos téxicos sdo liberados
e sobrevivéncia das bactérias durante | durante a secagem e esterilizacéo
0 armazenamento e a inoculacéo




— Forte capacidade tampéo — Altamente variavel em composicéo
e qualidade dependendo na origem
— Facil de manusear e aplicar — Baixa viabilidade durante o
— Fécil adi¢éo de aditivos para melhorar | armazenamento e em sementes

0 crescimento ou sobrevivéncia das |— Necessita temperaturas baixas para

Liquidas células armazenamento (4 ° C)
— Composicao facilmente definida e |— Prazo de validade limitado
controlada — Mais  sensivel a  condicdes
— Alta concentracéo de células estressantes
— Fécil de armazenar, lidar e aplicar — Custos elevados de transporte e

— Taxa de aplicacdo facilmente avaliada | armazenamento

— Aplicacdo no solo: nenhum contato |— Maiores taxas de aplicagéo

Granulares direto com o outro produto quimico |- Frequente a utilizacdo de veiculos

— compostos (sem toxicidade) néo estéreis

— Especialmente eficiente sob
condicdes ambientais estressantes

— Adequado para todos os tipos de |- Alto custo de producéo

células — Manipulacédo com maior
— Células protegidas em uma concha | complexidade a nivel da industria
nutritiva contra mecanica e estresses |— Equipamentos especificos
ambientais e contra predadores necessarios
Células — Liberagdo lenta e controlada dos |- Alteracdes fisiologicas,
encapsuladas | microorganismos morfoldgicas e metabolicas
— Grande variedade de polimeros: ndo | ocorrendo no “microambiente”
toxico, biodegradavel — Nenhum produto comercial

— Alta  concentracdo de células | disponivel
Armazenamento a  temperatura
ambiente (capsulas secas)

Varios materiais organicos e/ou inorganicos, naturais e/ou sintéticos vém sendo usados
como veiculos de inoculacdo, tais como talco, vermiculita, poliacrilamida, carragenano, alginato,
alginato de amido, entre outos, embora 0s mais utilizados em varios paises sejam a turfa e as argilas
(SCHOEBITZ, LOPEZ & ROLDAN, 2013).

A turfa é um produto organico com alta variabilidade que afeta a sua qualidade e a
estabilidade e viabilidades das células bacterianas, além de ser um recurso natural ndo renovavel
sujeito a legislacbes que restringem a sua extracdo. Essas caracteristicas limitam o
desenvolvimento de formulacdes a base de material turfoso principalmente para uso em larga
escala de forma mecanizada e, também para inoculacdo de material propagativo como toletes ou
mini-toletes de cana-de-acUcar.

As argilas, por possuirem propriedades dessecantes, proporcionam caracteristicas propicias ao
armazenamento pela sua elevada area superficial. Os inoculantes a base de argila aumentam os
niveis de sobrevivéncia de células em até 60 dias no solo, porém as argilas, semelhante a turfa,
também apresentam grande variabilidade dependendo da sua origem (SCHOEBITZ, LOPEZ &
ROLDAN, 2013).



Além desses materiais, bagaco de cana, casca de arroz, farelo de trigo, carvdo vegetal, pd
de carvdo, fosfato de rocha, lignita, vermiculita, diatomita, perlita, minerais como apatita,
composto urbano, palha de milho, amendoim e algoddo, vinhaca seca e p6 de coco ja foram
avaliados como provéveis veiculos de inoculagdo (PANDEY & MAHESHWARI, 2007).

Os materiais de origem polimérica atendem a algumas das caracteristicas descritas acima e
podem resultar em bons veiculos de inoculagéo.

2.3 Inoculantes Poliméricos

N&o é recente o interesse em substituir a turfa por materiais de origem polimérica, varios
estudos ja foram feitos e comprovaram que esses materiais oferecem vantagens preponderantes em
relacdo a turfa, destacando-se uma vida util muito maior, sobrevivéncia adequada em experimentos
de campo, densidade celular suficiente e facilidade de fabricagdo (JOHN et al, 2011; SCHOEBITZ,
LOPEZ & ROLDAN, 2013). Apesar dessas vantagens, até o momento, nio existem produtos
comerciais a base de polimeros, sendo desenvolvidas pesquisas a base de polimeros como alginato,
agar, kappa carragenano, pectina, quitosana e goma de feijao para usos agricolas e ambientais
(KONRAD, 2016).

Polimeros apropriados para aplicacdes agricolas tem que reunir uma serie de requisitos: i)
Na&o ser ambientalmente toxico e ndo conter conservantes nocivos que afetem as células bacterianas
do inoculantes e, posteriormente as plantas inoculadas; ii) Ser ligeiramente degradavel por
microrganismos do solo, liberando as bactérias em quantidades necessarias, geralmente no
momento da germinacdo de sementes e emergéncia de mudas, reduzindo a possibilidade de
poluicdo secundaria; iii) Fornecer protegdo fisica para as células bacterianas frente as condi¢des do
solo e estresses ambientais; iv) Manter umidade suficiente para sobrevivéncia das células
bacterianas. (COVARRUBIAS et al, 2012).

As caracteristicas apresentadas pelos polimeros preeminentes para compor uma formulagéo
de inoculante capaz de manter de forma eficiente células bacterianas viaveis estéo relacionadas ao
fato de poderem ser “aparentemente” secos numa ampla faixa de temperatura por um longo periodo
de tempo sem refrigeracdo, de oferecer uma qualidade de lote consistente para a producéo, de
poderem ser manipulados industrialmente para atender necessidades especificas de BPCV e
possibilitar a adi¢do de nutrientes para melhorar o seu desempenho na sobrevivéncia das células
durante o armazenamento e a inoculacdo (BASHAN, DE-BASHAN, & PRABHU, 2016).

A presenca da agua em quantidade suficiente para garantir a sobrevivéncia bacteriana e
capacidade de dispersdo de forma a garantir a movimentacao das células bacterianas do polimero
para as plantas é considerado um fator importante (BASHAN et al, 2014).

Estudos recentes tém sido voltados a utilizacdo de polimeros biodegradaveis como
possiveis veiculos de inoculagdo por serem ecologicamente seguros, degradaveis pela acdo de
microorganismos sem causar danos ao meio ambiente (BASHAN, DE-BASHAN, & PRABHU,
2016).

Os inoculantes poliméricos podem ter um tempo de armazenamento ainda maior em
formulacgBes secas. Experimentos de analise de tempo de vida atil em formulagdes poliméricas
secas foram testados por (SCHOEBITZ, SIMONIN & PONCELET, 2012) durante um ano obtendo
76% de células viaveis em inoculante seco de alginato e amido, sendo que o tempo mais longo de
armazenamento até agora para esferas de alginato seco foi de 14 anos em trabalho desenvolvido
por Bashan & Gonzalez (1999). Vérias técnicas para o encapsulamento de células microbianas
utilizando polimeros foram desenvolvidas, no entanto, poucas foram testadas em condicdes de
campo (SCHOEBITZ, LOPEZ & ROLDAN, 2013). O encapsulamento de biopolimeros como
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alginato e goma xantana tém sido largamente estudadas pelo facto de liberarem os microrganismos
nos solos apos a degradacdo desses materiais, prevenindo deste modo as células do estresse
ambiental, favorecendo a multiplicacdo e sobrevivéncia das mesmas apds a sua aplicacéo
(BASHAN et al, 2002). As vantagens de formulagdes de alginato advém da sua natureza néo toxica,
biodegradabilidade, disponibilidade a custos razoaveis e liberagdo de microrganismos de forma
lenta no solo, que é controlada pela estrutura polimerica (BASHAN & DE-BASHAN, 2015).

Schuh (2005) estudou catorze combinacfes de misturas de biopolimeros em formulacGes
liguidas e em gel envolvendo carboximetilcelulose sodica (CMC), polivinilpirrolidona (PVP),
alcool polivinilico (PVA), goma xantana e galactomananas (goma jatai e goma guar) como veiculos
para inoculantes de soja das estirpes SEMIA 587 de Bradyrhizobium elkani e SEMIA 5079 de
Bradyrhizobium japonicum. Verificou que as formulagdes tanto em géis como liquidas contendo
goma xantana, jatai e guar garantiram a protecdo das celulas em condigdes de dessecacdo e
temperaturas elevadas. Todas as combinagdes avaliadas mantiveram a viabilidade celular num
periodo de um ano.

Tittabutr e colaboradores (2007) avaliaram seis aditivos poliméricos diferentes,
polivinilpirrolidona (PVP), polietileno glicol (PEG), alcool polivinilico (PVA), goma arabica,
amido e alginato de sodio, na manutencdo de células de Bradyrizobio e rizébio durante o
armazenamento. As formulagdes liquidas contendo alginato de sodio foram as que melhores
conseguiram manter a viabilidade das estirpes bacterianas testadas, ao longo de 6 meses de
armazenamento, especialmente as estirpes de Bradyrhizobium japonicum (actual Bradyrhizobium
yuanmingense), de Azorhizobium caulinodans e de Mesorhizobium ciceri com concentragdes
celulares entre 107 a 10°.

Riviera e colaboradores (2014) estudaram a capacidade em manter a sobrevivéncia da
extirpe de Rhizobium sp G 58 de oito polimeros durante dois meses de armazenamento. Este estudo
mostrou que inoculantes poliméricos a base de alginato de sodio (0,5 a 1%) e hidroxipropil
metilcelulose, HPMC (0,125 a 0,5%) conseguiram manter em elevados valores a viabilidade
celular, enquanto que se verificou uma queda no numero de células quando utilizadas polietileno
glicol (PEG) de duas densidades, carboxipolimetileno e alcool polivinilico (PVA) como suporte
bacteriano.

Cortes-Patino e Bonilla (2015) compararam o efeito protetor de cinco polimeros em
inoculantes liquidos, sobre a viabilidade da estirpe Azospirillum brasilense: carragenano (1,5%),
alginato de sodio (1%), trealose (10 mM), polivinilpirrolidona (2 %), glicerol (10 mM) e tampéo
fosfato salino como controlo. O carragenano e o alginato de sodio apresentaram diferencas
significativas na viabilidade celular dos demais polimeros, sendo posteriormente avaliados a
melhor concentracdo e temperatura de armazenamento para estes materiais. O alginato a 1% e a
temperatura de 28 ° C prolongou a viabilidade celular por mais tempo e, o carragenano a 0,75% a
uma temperatura de 45 ° C.

Leo Daniel e colaboradores (2013) avaliaram o efeito de aditivos poliméricos, adjuvantes e
surfactantes na manutengdo de viabilidade celular e a bio-eficacia em inoculantes liquidos. As
formulagbes contendo 2% de polivinilpirrolidona (PVP), 0,1% de carboximetilcelulose (CMC de
alta densidade) e 0,025% de polissobarto promoveram a sobrevivéncia de Bacillus megaterium,
Azospirillum e Azotobacter com 5,6.107, 1,9.108 e 3,5.107 UFC/mL respectivamente, apds 480 dias
de armazenamento a 30 °C.

A Embrapa Agrobiologia, laboratério de ecologia microbiana,vem desenvolvendo ao longo
dos anos, em colaboracdo com o laboratério de polimeros da UFRRJ, pesquisas voltadas a



otimizacdo de formulacBes de inoculantes poliméricos & base de carboximetilcelulose (CMC)
conjuntamente com coadjuvantes (tabela 3).

Tabela 3: Trabalhos desenvolvidos a base de carboximetilcelulose (elaborado pela autora).

Autores \./EICUIOS Eje Estirpe microbiano Cultivo
inoculacéo
Ferr;ar}de;(fgglor, CMC e amido Bradyrhizobium yuanmingense (Br 3267) Feijao Caupi
Rohr, T. G., 2007 CMC e amido Bradyrhizobium yuanmingense (Br 3267) Feijdo Caupi
Gluconacetobacter diazotrophicus (Br 11281)
Azospirillum amazonense (Br 11145) Cana-de-
Silva, M., 2009 CMC e amido Herbaspirillum seropedicae (Br 11335) Acucar
H. rubrisubalbicans (Br 11504) ¢
Burkholderia tropica (Br 11366)
CMC e amido
Coutinho, 2013 Amldo e, Bradyrhizobium parchiryzi (BR3262)
exopolissacarideos E—
(EPS)
Freitas, C.S., 2015 CMC e Spirulina Bradyrhizobium parchiryzi (BR3262)
Sousa, E. B CMCe
o Exapolissacarideo Bradyrhizobium yuanmingense (Br 3267)
2017
(EPS)
CMCe
Rocha, J. F., 2018 Lithothamnium Bradyrhizobium parchiryzi (BR3262)
calcareum

No contexto dessas pesquisas foi obtido em 2007 o depdsito de uma patente US 8592343
B2 do veiculo a base de uma mistura polimérica CMC / amido ("Polymeric compositions
containing rhizobium and / or plant growth-promoting rhizobacteria inoculant, use thereof and
seeds treated with the compositions™) e duas novas solicitacdes de deposito foram realizadas em
2015 e 2017 relativas, respectivamente, aos veiculos de inoculagdo CMC / espirulina (BR 10 2015
025497 0) e CMC / exopolissacarideo (BR 10 2017 020884 2).

2.4 Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC) é um polimero derivado de celulose, obtida por meio reativo
em duas etapas. A primeira etapa é a reacdo entre celulose e soda céustica formando o alcali de
celulose que, numa segunda fase reage com o &cido monocloroacético (AMORIM, 2012).

Normalmente é comercializada como carboximetilcelulose de sédio (DA CRUZ, 2011).



Figura 1: Estrutura da carboximetilcelulose (CHAPLIN, 2006).

As propriedades fisico-quimicas da carboximetilcelulose comercializada difere entre os
lotes sendo que, dependem do grau de polimerizacdo, da uniformidade de tamanho e da pureza
conseguida para o produto final (AMORIM, 2012). Por isso, 0 comportamento reoldgico registrado
por solugdes contendo CMC é influenciado pelo tipo de CMC, temperatura e concentra¢do. Em
baixas concentracdes a conformidade das cadeias de CMC se modificam devido a repulsao
electroestatica ao longo da cadeia, ganhando uma conformacéo estendida diminuindo a viscosidade
do meio em que estd inserido, enquanto que, em concentragdes elevadas, as moléculas se enovelam
devido & repulséo entre as moléculas presentes, conduzindo & formacéo de um gel (FREITAS,
2015).

A CMC devido a suas propriedades como, boa solubilidade em agua fria e quente,
capacidade de modificar a viscosidade de solucdo, habilidade para formar filmes, boa adesividade,
estabilidade em suspensdo, retencdo da agua, resisténcia a 6leos, gorduras e solventes organicos,
Ihe conferem uma ampla aplicacéo tecnoldgica em variados setores (PILIZOTA et al, 1996).

2.5 Amido

O amido é um carboidrato de estrutura complexo, formado por monossacarideos ligados
entre si, sendo encontrado como principal reserva em plantas constituindo cerca de 70-80% da
energia caldrica consumida mundialmente (SILVA, 2009). O amido pode ser encontrado em
vegetais como cereais (principalmente milho, trigo e arroz), raizes (tais como batata, batata-doce e
mandioca), tubérculos, frutas e legumes, embora a nivel comercial a sua extracdo se restringe aos
cereais, raizes e tubérculos (AMORIM, 2012).

A estrutura do amido se apresenta na forma de granulos compostos por amilose e
amilopectina (figura 2), correspondente a 98-99% do seu contetido, sendo que, 0 seu teor varia com
a fonte do amido e com o grau de maturacgéo das plantas uma vez que, diferentes proporcdes desses
biopolimeros influenciam na organizago fisica e nas suas propriedades (OLIVEIRA, 2011).
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Figura 2: Estrutura da amilose (A) e da amilopectina (B) (RHOR, 2007).

O amido possui um papel comercial importante pelas suas propriedades favoraveis
decorrentes da seguranca fisiologica, biodegradabilidade e que, pela propria abundancia. Entre
inimeras aplicacBes do amido, destaca-se o setor alimentar onde se destacam suas caracteristicas
como agentes adesivos, ligantes e formadores de filmes, gelificantes, espessantes, retentores de
umidade e retardadores de retrogradacéao de alguns alimentos (WEBBER, 2009).

2.6 Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos, comumente referidos como EPS, sdo biomoléculas com
propriedades poliméricas, produzidas continuamente durante o crescimento e metabolismo de uma
vasta gama de microrganismos como secrecdes extracelulares (BARBOSA et al, 2004). Dos EPS
microbianos, aqueles provenientes de bactérias, como as diazotroficas, lacteas, marinhas, as
presentes em estagdes de tratamento de agua entre outras; e de fungos/leveduras, estdo entre os
mais estudados, sendo que diferem em caracteristicas, propriedades e em aplicabilidade
(MAHAPATRA & BANERJEE, 2016; LIU et al, 2016; ARUN et al 2017; KUMAR et al, 2011;
MUBARAK & AMER, 2013).

De acordo com Pinheiro (2014), os exopolissacarideos sdo considerados metabdlicos
secundarias por serem produzidos durante a fase estacionaria do crescimento microbiano e, podem
ser encontrados na forma de capsulas ligadas as paredes celulares, ou ha forma de mucos excretados
no meio extracelular, capazes de se solubilizar no meio aumentando substancialmente a
viscosidade do caldo fermentativo (figura 3).

Figura 3: Aspecto visual de muco de EPS microbiano (BARRETO, 2012).
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Essas biomoléculas sdo produzidas por microrganismos em condigdes de estresse frente a
limitacdo de alguns nutrientes essenciais, nomeadamente fontes de carbono, nitrogénio e oxigénio,
pelo alto esforco de cisalhamento mecénico (agitacdo), pela elevada raz&o carbono/nitrogénio entre
outros fatores (BARBOSA et al, 2004; ASSIS et al, 2016).

Os exopolissacarideos sdo compostos por uma variedade de substancias organicas,
majoritariamente carboidratos e proteinas, e em menores quantidades substancias humicas, acidos
urénicos e acidos nucleicos (COMTE, GUIBAUD & BAUDU, 2006; GOMES et al, 2016). Em
termos de estrutura morfologica, os monossacarideos frequentemente encontrados no EPS sdo D-
glucose, D-galactose, D-manose, L-fucose e L-ramnose.

Propriedades fisico-quimicas do EPS variam n&o so entre os microrganismos produtores, mas
também com as mudancas no meio bacteriano (fonte de carbono utilizada, fonte de nitrogenio,
aeracao, pH...) (SANTOS, 2010).

Arun e colaboradores (2017), produzindo EPS a partir de Halolactibacillus miurensis
verificaram que o biopolimero era constituido principalmente por galactose (61,87%) e glucose
(25,17%), contendo ainda em menores quantidades aglcares como xilose, frutose, manose e
ramnose. J& Zhang e colaboradores (2013) verificaram que a presenga do monémero da glicose se
sobrepBe a galactose em EPS oriundo de Lactobacillus plantarum, sendo que EPS produzido por
Haloterrigena turkmenica os maiores constituintes sdo glucose, glucosamina e galactose
(SQUILLACI et al, 2015). Para Guentas e colaboradores (2001) a estrutura molecular do EPS
produzido por uma estirpe de Rhizobium sp. isolada de nodulos de alfafa era formada
essencialmente por glucose e ramnose (1:2), com tracos de acido 2- deoxi-D-arabino hexurénico,
caracterizando-se como um EPS diferente daqueles produzidos por outras estirpes de rizobio.

Os exopolissacarideos de origem microbiana incluem dextranos, xantanas, gelanas,
pululanas, gluanos de levedura e alginatos bacterianos (TRABELSI, 2015).

2.6.1 Biossintese de exopolissacarideo

A biossintese de exopolissacarideos microbianos € um processo que envolve varias
vantagens quanto a forma de obtencao desse biopolimero, como a possibilidade de controlar todos
os fatores envolvidos na sua producdo, ter velocidade e rendimento elevados, maior pureza e
consisténcia na producdo (SANTOS, 2010).

A maioria dos exopolissacarideos bacterianos sdo sintetizados no interior das celulas e,
posteriormente as macromoléculas sdo excretadas para o ambiente extracelular, entretanto, existem
exopolissacarideos cuja sintese e polimerizagcdo ocorrem no exterior das células pela acdo de
enzimas. Quando a sintese ocorre no interior das células, a passagem para 0 meio externo é um
processo desafiador, pois 0s biopolimeros sdo hidrofilicos e de alto peso molecular o que pode
comprometer a barreira citoplasmatica e promover a lise celular. A producdo de EPS é relacionada
a fase exponencial do crescimento microbiano, sendo que ha relatos de microrganismos que
produzem o biopolimero no inicio da fase exponencial (FREITAS, ALVES & REIS 2011).

A producéo e composicao do EPS é influenciada por alguns fatores tipicos, como o tipo de
fonte de carbono e nitrogénio (substrato), condi¢bes operacionais como oxigénio disponivel, forcas
de cisalhamento (agitacdo), tempo de fermentacdo e composicdo quimica do meio (pH e sais
disponiveis) (ZENG et al, 2016). A sintese de EPS é normalmente favorecida pela presenca em
excesso da fonte de carbono contrastando com a limitacdo da fonte de nitrogénio ou de oxigénio,
existindo uma concentracdo Otima desses substratos para cada microrganismo, sendo que a
producdo de EPS bacteriano normalmente ocorre em condi¢des aerdbias (PINHEIRO, 2014).
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As condicdes do meio fermentativo e do cultivo néo altera de forma significativa a estrutura
bésica de carboidratos constituintes da maioria dos exopolissacarideos, entretanto, o conteddo dos
grupos substituintes podem variar o que implica alteracBes nas propriedades do biopolimero
(FREITAS, ALVES & REIS, 2011). No entanto, CASTELLANE e LEMOS (2007) utilizando
diferentes fontes de carbono para producdo de EPS a partir do cultivo de Rhizobium tropici,
observaram que os EPS obtidos continham na sua constitui¢do basica glicose, galactose, manose,
ramnose e &cidos urdnicos, entretanto as proporcdes de agucar diferenciavam para cada EPS
produzido.

A extracdo do EPS do meio fermentativo, envolve inicialmente processos fisicos, como
centrifugacdo e filtracdo, seguido de uma etapa onde sdo adicionados agentes precipitantes, como
etanol, o mais comumente utilizado; solugdo de etanol-acetona; 4gua destilada; formamida, entre
outros (RIMADA et al, 2003; LIANG et al, 2010; HE et al, 2012; YU et al, 2017).

Varios estudos visando a producao de EPS tém sido desenvolvidos que utilizam diferentes
microrganismos e exploram diferentes fontes de carbono, fontes de nitrogénio e meios de cultura.
Caracteristicas como temperatura, pH e agitacdo também sdo variaveis exploradas visando ao
maximo rendimento, bem como as condi¢des de recuperacdo desse biopolimero do meio
fermentativo. A tabela 3 mostra diferentes trabalhos desenvolvidos nesse ambito.
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Tabela 4: Producdo microbiana de exopolissacarideos.

. . Fonte Meio o Agitacéo . x
Microrganismo Carbono Fermentativo T (°C) pH (rpm) t(h) Metodo extracdo EPS (g/L) Autores
Meio liquido La;/gﬁ/ir:l]tg;)m Chen et al
Aspergillus sp. glicose (extrato de 25°C | 6,0-6,5 168 if 3offiltraca 0,60 2011 '
levedura e sais) centri ugat;go iltracéo 0
membrana
Aureobasidium . o Lavagem com Yadav, Rahi
pullulans Sacarose Meio SYP 28°C 5.0 150 168 solvente/liofilizacdo 42,24 & Soni, 2014
Cupriavidus g“CeTO' .ertO L Lavagem com Assis et al
de biodiesel Meio mineral 35°C 7,0 180 72 . « 1,93+0,13 '
necator (CGB) solvente/centrifugacao 2016
Cr?/ptococ_(_:us S3CAr0Se Caldo de dextrose 25 oC 6.0 150 144 Filtracdo/lavagem com 43 Smirnou et
aurentii de batata solvente al, 2014
Fusarium . Meio liquido Guo et al
glicose (extrato de 25°C | 6,0-6,5 168 0,12 ’
oxysporum . 2013
levedura e sais)
Meio liquido
(extrato de 0 Lavagem com Yeh et al,
Hypocreales sp. Sacarose levedura, sais e 25°C 6.5 100 120 solvente/centrifugacao 133 2014
vitaminas)
I Meio liquido
HanIfactlba_cnlus glicose (extracto de 39°C 8,0 79 Lavagem com 25 Arun et al
miurensis levedura e sais) solvente/centrifugacéo 2017
Aguecimento
Lactobacillus glicerol MRS 37 0C [centrifugagéo/ 0,325 Imran et al,
plantarum lavagem com solvente/ 2016
centrifugacao
Lactobacillus . o Lavagem com Liu et al,
acidophilus glicose MRS 37°C 6,0 150 24 solvente/centrifugacéo 1,48+0,23 2016
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Tabela 4: Producdo microbiana de exopolissacarideos (continuacao).

. . Fonte Meio o Agitacéo . x
Microrganismo Carbono Fermentativo T (°C) pH (rpm) t(h) Metodo extracdo EPS (g/L) Autores
Extracto de
Laetiporus . levedura 0 Lavagem com Lung &
sulphureus glicose Peptona de soja 3L°C 40 150 solvente/centrifugacdo 0,220,004 Huang, 2011
Extrato de malte
Morchella glicose Meio GP 26°C | 65 150 | o9e | Filracdo/lavagemcom | g o He etal,
crassipes solvente/centrifugacdo 2012
Aquecimento
Lactobacillus sp. S3Carose MRS 30°C 6.5 48 [centrifugagéo/ 2.4 Trabelsi et
Cas lavagem com solvente/ al, 2015
centrifugacao
. . caldo de dextrose Lavagem com Mahapa'tra &
Pestalotiopsis sp glicose 24 °C 6,93 90,2 . u 4,32+0,022 Banerjee,
de batata solvente/centrifugacéo 2016
. . Lavagem com Ma et al
0
Phellinus sp. glicose 28 °C 6,5 150 144 solvente/centrifugacio 10,92 +0,68 2014
Rhodothermus lactose Caldo marinho | 65°C | - 200 48 Lavagem com 0137 | Sardarietal,
marinus solvente/centrifugacao 2017
o - . Castellane,
Rhizobium tropici PO ggec | 70 140 | 144 | CBVAOSMOOM | 3054011 | Lemos&
a gag Lemos, 2014
Rh'Z.Ob'um . Lavagem com Janczarek et
leguminosarum glicerol 79CA 28 °C 160 96 . x 1,48 +0.1
g solvente/centrifugacao al, 2015
bv trifolii
Filtracdo/ lavagem .
Diaporthe glicose VMSM 28 °C 5,8 180 96 com solvente/ 1,76 £0.21 Og?”gglllé &t
centrifugacao ’
Serratia sp.1 Lodo de agua 30°C 7,0 220 72 | Centrifugacdo/filtragdo 3,44 Bezawada et
' residual ' ' al, 2013
Zunongwangia lactose Meio basal 15°C 200 144 Lavagem com 6,5 Liuetal,
profunda solvente/centrifugacao 2011
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A partir das informacdes da tabela 3, Yadav e colaboradores (2014) visando a
optimizacdo da producdo de EPS a partir do cultivo da levedura Aureobasidium pullulans
RYLF-10, utilizaram como fonte de carbono a sacarose e como fonte de nitrogénio o extrato
de levedura nas concentracdes de 50 g L e 1 g L respectivamente, numa proporcdo de 60:1.
As condicdes 6timas de temperatura e pH para a producdo de EPS foram de 28 + 1 °C e 5,0,
respectivamente, enquanto a velocidade de agitacdo foi de 150 rpm. Com uma concentracdo
inicial de in6culo de 1% (v/v) e com um tempo fermentativo de 168 horas, obtiveram um
rendimento muito expressivo de 45,24 g L. Para a extracdo do EPS inicialmente o meio foi
filtrado e ao sobrenadante adicionada uma solugdo de tricloroacético 5% (TCA) que mantido
durante a noite a 4 °C para remocdao de proteinas e, ao filtrado foi adicionado etanol na razéo
1:4 (v/v) para a precipitagdo do EPS sendo este posteriormente liofilizado e quantificado.

He e colaboradores (2012) a partir do cultivo de Morchella crassipes e tendo como fonte
de carbono a maltose, 44,79 g L1, e como fonte de nitrogénio a triptona, 4,21 g L1, obtiveram
um rendimento de 9,67 g L de EPS em frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura
e 4% (v/v) do in6culo, a uma temperatura de 26 °C, pH de 6,5 e agitacdo 150 rpm durante 96
horas. Para recuperagédo do EPS, o meio foi filtrado em membranas de 0,45 Im e o filtro lavado
repetidas vezes com agua destilada e seco a 70 °C durante a noite até atingir um peso constante.
Ao filtrado do meio de cultura foi adicionado etanol absoluto na razéo 1:4 (v/v) mantido durante
a noite a 4 °C, em seguida, o EPS precipitado resultante foi centrifugado a 11.000 g durante 15
min, descartando-se o sobrenadante. A concentracdo de EPS foi determinada pelo método
colorimétrico fenol-sulfarico.

Ma e colaboradores (2014) usando como cultivo o fungo Phellinus sp. P0988, em
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio fermentativo tendo como fonte de carbono a
glicose e 10% (v/v) do indculo, em agitadores rotativos a 150 rpm, a 28 °C durante 144 horas
conseguiram produzir 10,92 g L* de EPS.

Liu e colaboradores (2011) utilizaram a bactéria marinha Zunongwangia profunda SM-
A87 com diferentes fontes de carbono para a produgéo de EPS, em erlenmeyers de 500 mL
contendo 100 mL de meio basal, a 15 °C e 200 rpm durante 144 horas adicionando indculo a
2% (v/v). As amostras foram retiradas do meio de cultura pela adigéo de etanol absoluto a frio
narazdo 1:2 e centrifugadas a 10 000 rpm por 10 min. De modo a remover possiveis impurezas
de baixo peso, o precipitado foi lavado por duas vezes com etanol absoluto e levado a uma nova
centrifugacdo. A determinacdo da concentracdo de EPS foi feita pelo método fenol-sulfarico.
Os autores verificaram que a lactose foi a melhor fonte de carbono cujo rendimento foi mais
significativo.

Castellane e colaboradores (2014) utilizaram a bactéria Rhizobium tropici, membro
da familia Rhizobiaceae, em erlenmeyers de 1000 mL contendo 500 mL do meio PSYL
semiliquido a uma concentracdo do in6culo de 0,10% (v/v) incubados a 29 °C, sob uma agitacao
de 140 rpm durante 144 horas. Para recuperacdo do biopolimero, o caldo fermentativo foi
centrifugado a 10.000 g durante 30 min a uma temperatura de 4 °C e, posteriormente ao
sobrenadante foi adicionado etanol, 96%, a frio numa proporc¢éo 1:3 (v/v). Apds um periodo de
24 horas em que a mistura foi refrigerada a 4 °C as amostras foram novamente centrifugadas
nas mesmas condicdes, para separar o precipitado do solvente, sendo este, lavado varias vezes
com etanol, e o residuo de etanol, posteriormente evaporado. O produto precipitado foi seco
utilizando um liofilizador até atingir um peso constante.

Liu e colaboradores (2016) utilizaram a estirpe de Lactobacillus acidophilus e estirpes
modificadas dessas bactérias por acidificacdo das mesmas. Usando a estirpe selvagem foi
obtido um rendimento de 1,48 g L* com cultivo em 30 mL do meio MRS a uma temperatura
de 37 °C por 24 horas. Os meios ap0s esse periodo foram centrifugados a 10.000 g durante 30
min e o precipitado resultante descartado, sendo adicionado ao sobrenadante alcool, 70%, a 4
°C. Apo6s 24 horas sem agitacdo, foi realizada uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢oes.
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Os precipitados foram dissolvidos em 10 mL de agua destilada para determinacdo quantitativa
de EPS pelo método fenol-acido sulfurico usando glicose como padrao.

Assis e colaboradores (2016) produziram em simultaneo polihidroxialcanoatos (PHA)
e 0 exopolissacarideo acido poliglutamico (PGA) a partir do cultivo de Cupriavidus necator,
utilizando como fonte de carbono glicerol bruto proveniente da industria de biodisel. Em meios
de cultivo contendo 20 g L de glicerol bruto foram incubadas suspensdes bacterianas de
Cupriavidus necator, durante um periodo de 72 horas, a temperatura de 35 °C, pH neutro e sob
agitacdo constante de 180 rpm. A extracdo do PGA foi feita pela adi¢do de etanol absoluto a 4
°C numa proporc¢do de 3:1 ao sobrenadante resultante da centrifugagdo do meio de cultivo a
42.200 g por 30 min a 5 °C. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo por 24 horas e
posteriormente precipitada, lavada com agua destilada e liofilizada.

Luang e Huang (2011) visando a optimizacao do processo produtivo de EPS a partir do
cultivo submerso de Laetiporus sulphureus, na tentativa de escalonar o processo testaram seis
diferentes fontes de carbono como alternativas a glicose (sacarose, xilose, maltose, frutose,
galactose e ribose), bem como cinco diferentes fontes de nitrogénio (triptona peptona de soja,
peptona de carne, sulfato de amonio e &cido I-glutamico), a concentracdes de 10 g Lt e5¢g L™
respectivamente. Ainda analises da concentracdo 6tima de glicose e extrato de levedura foram
realizadas em frascos de 250 mL contendo 100 mL de meio. Para o scale up, utilizaram glicose
e extrato de levedura nas concentracdes de 10 g L™* e 5g L™t como fonte de carbono e nitrogénio
respectivamente em um tanque fermentador agitado com aeracao e temperatura controlada. Nas
condigdes de 31 °C, pH de 4,0 e sob agitagdo constante de 150 rpm em volumesde 5L e 20 L
inoculadas com 5% (v/v) da suspensdo bacteriana conseguiram obter um rendimento de 367 e
356 mg L* respectivamente. Para a extracdo do biopolimero, o caldo fermentado foi
centrifugado e o sobrenadante adicionado a quatro volumes de etanol e refrigerado a 4 °C. O
precipitado foi precipitado por centrifugacdo e lavado sucessivamente com etanol e liofilizado.

Arun e colaboradores (2017) isolaram exopolissacarideos oriundos do cultivo de
Halolactibacillus miurensis em meio contendo glicose como fonte de carbono e peptona como
fonte de nitrogénio nas concentracdes de 10 g L™t e 75 g L, respectivamente. As condicoes
utilizadas pelos autores foram temperatura de 32 °C, pH de 8,0 e periodo de fermentacédo de 72
horas. Para a extracdo do biopolimero utilizaram o0 método descrito por Arun, Sathishkumar e
Muneeswaram (2014) que se baseia na precipitacdo do EPS presente no meio de cultura pela
adicdo de etanol frio na proporc¢éo 1:2 e o precipitado resultante foi recolhido por centrifugacéo,
sendo posteriormente dissolvido em agua destilada e desproteinado. Os autores conseguiram
um rendimento de 2,5 g L™ de exopolissacarideo.

2.6.2 Aplicacdes do EPS

Os exopolissacarideos tém uma vasta gama de aplicacfes tecnoldgicas, como a area
farmacéutica, cosmética, alimenticia e agricola, pelo importante papel que desempenham na
protecdo dos microrganismos responsdveis pela sua producdo contra substancias
antimicrobianas, dessecacdo, bacteridfagos, estresse osmotico e anticorpos (JORUSZUK-
OSINSKA et al, 2015, SARDARI et al, 2017). O EPS ainda pode servir como fonte de carbono
para 0s microrganismos na auséncia de nutrientes (ZENG et al, 2016), sdo utilizados como
bioemulsificantes e auxiliam na solubilidade de hidrocarbonetos facilitando a sua degradacao,
aumentam a biofloculacdo e a bioadsorcdo de metais pesados em aguas residuais e aguas
naturais. A caracteristica que confere maior aplicabilidade ao exopolissacarideo é sua
capacidade de aumentar a viscosidade das solucdes e emulsionar varios compostos formados
principalmente por hidrocarbonetos, sendo que emulsificantes a base de polissacarideos
microbianos apresentam vantagens referentes a emulsificantes sintéticos na medida em que
possuem menor toxicidade, maior degradabilidade, melhor compatibilidade com o meio
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ambiente e maior resisténcia perante variacbes de pH, temperatura e salinidade
(CASTELLANE et al, 2014).

Os exopolissacarideos de origem bacteriana tém propriedades estruturais e funcionais
especificas que lhes conferem propriedades como antioxidantes naturais e, em ambientes
marinhos ajuda na formacéo de biofilmes e na protegcéo a condigdes externas (ARUN et al,
2017). Séo também usados como substituto de gengivas de plantas e algas marinhas devido a
suas caracteristicas fisico-quimicas que ndo alteram com variagdes climaticas, de cultivo,
producéo e poluicdo (BUENO & GARCIA-CRUZ, 2006). Na industria médico-farmacéutica
tém sido amplamente estudados para estabilizacdo de agentes, producdo de imunoestimulantes,
acOes antitumorais e como cosmeticos (GOMES et al, 2016).

Na agricultura torna-se viavel a aplicacdo dos EPS pelo papel que desempenham na
protecdo de microrganismos responsaveis pela sua producdo contra substancias
antimicrobianas, dessecacdo, bacteriofagos, estresses osmaticos e anticorpos. além do seu
potencial como biofertilizante, na remocdo de metais pesados e hidrocarbonetos, como
biocontrole e inducéo de resisténcia nas plantas (SKA-JAROSZUKI et al, 2015; SARDARI et
al, 2017).

A é&rea de aplicacdo dos exopolissacarideos estd diretamente relacionada as
propriedades, fisicas e quimicas especificas que caracterizam diferentes usos industriais
conforme apresentado na tabela 4.

Tabela 5: Principais caracteristicas fisico-quimicas e areas de aplicacdo de Exopolissacarideos
microbianos.

Exopolissacarideo Componentes Principais propriedades Principais aplicac6es

« Hidrocoloide « Alimentos

- Rendimento de alta | « Industria petrolifera
viscosidade a baixas taxas de | « Produtos farmacéuticos
cisalhamento mesmo em | « Cosmética e produtos de
baixas concentracdes; cuidados pessoais
-Estabilidade  em  altas | « Agricultura
temperaturas, pH e elevadas
concentracdes de sais

glicose, manose,
Xantana acido glicuronico,
acetato, piruvato

. Hidrocol6ide » Alimentos

glicose, - Estabilidade em toda a faixa | Allme_ntos~ para animais
raamnose, de estimacao
Gelana - Lo de pH _—
acido glicurénico, . e o « Produtos farmacéuticos
. « Capacidade de gelificacdo e .
acetato, glicerato - " « Pesquisa: substituto de
« Géis termo-resistivos .
agar e eletroforese em gel
« Hidrocoloide alimenticio
acido gu_luronlco, . Hidrocoldide . Med|C|r_1a, _
. acido X e o - Vasos cirargicos
Alginato A « Capacidade de gelificacdo . .
manuronico, o . - Gerenciamento de feridas
« Formacéo de filmes . x
acetato - Liberacdo de
medicamentos controlados
« Alimentos
« Alta cristalinidade « Biomédico
« Insolubilidade na maioria | - Recupera¢do de cura
Celulose Glicose dos solventes - Vasos sanguineos
« Alta resisténcia a tracdo manipulados por tecidos
- Maleabilidade - Audio diafragmas de alto-
falante
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Tabela 5: Principais caracteristicas fisico-quimicas e areas de aplicacdo de Exopolissacarideos
microbianos (continuagéo).

Exopolissacarideo Componentes Principais propriedades Principais aplicac6es
. ia « Alimentos
« N&o ionico - N
- « Inddstria farmacéutica:
. « Boa estabilidade
Dextrana glicose - - Expansor de volume
« Comportamento de liquido .
. sanguineo
newtoniano . .
« Meios cromatograficos
« Capacidade de formacéo de | « Alimentos
gel « Industria farmacéutica
Curdana glicose « Insolubilidade da agua « Remocéo de metal

« Comestiveis e ndo téxicos
« Atividade bioldgica

pesado
« Aditivo de concreto

Acido hialurénico

acido glicuronico
acetilglucosamina

« Atividade bioldgica
« Altamente hidrofilico
« Biocompativel

« Remédio
« Meio de cultura sélida

Succinoglicano

glicose, G
galactose, acetato,
piruvato,
succinato,
3-hidroxibutirato

« SolugBes aquosas viscosas
de cisalhamento
- Estabilidade acida

« Alimentos
« Recuperacao de 6leo

Levana

frutose

« Baixa viscosidade

« Alta solubilidade em dgua

« Atividade bioldgica:

- Atividade antitumoral

- Anti-inflamatério

« Forca adesiva

« Capacidade de formacéo de
filme

« Alimentos (pré-bidticos)
« Alimentacao

« Medicamentos

« Cosméticos

« IndUstria

Fonte: Adaptada de FREITAS, ALVES & REIS 2011
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo principal o desenvolvimento de
veiculos de inoculacdo a base de CMC/EPS (carboximetilcelulose/exopolissacarideo) e
CMC/amido/EPS para producdo de inoculantes a partir das cinco estuirpes de bactérias
diazotroficas capazes de manter a viabilidade das células bacterianas durante o periodo de
armazenamento e ser compativel com mudas pré-brotadas a partir da inoculacdo de mini-
toletes. para formulagBes contendo cinco estirpes de bactérias promotoras de crescimento do
cultivo de cana-de-acgucar.

3.1 Objetivos Especificos

Explorar os efeitos da fonte de carbono e fonte de nitrogénio no rendimento da producéo
do exopolissacarideo, no crescimento bacteriano e nas suas caracteristicas fisico-quimicas.
Avaliar as caracteristicas reologicas e viscosimétricas dos veiculos poliméricos produzidos a
base de CMC, amido e exopolissacarideo. Relacionar as caracteristicas reologicas com a
sobrevivéncia das estires bacterianas nos inoculantes desenvolvidos em dois meses de
armazenamento, bem como avaliar o desenvolvimento de mudas pré-brotadas de cana-de-
acucar em casa-de-vegetacdo quando inoculadas com inoculantes poliméricos em comparacao
com inoculantes & base de material turfoso.
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4 HIPOTESES CIENTIFICAS

A escolha das misturas CMC/EPS e CMC/Amido/EPS para formulagdes do cultivo de cana-
de-acucar advém do fato que em pesquisas anteriores com inoculantes poliméricos a base desses
materiais, se mostraram promissores em inoculantes rizobianos. O fato desses materiais serem
de fonte renovavel, ambientalmente ecoldgicos, facil manuseio e terem boa retencdo de dgua
Ihes conferem vantagens quanto ao material tradicionalmente utilizado, a turfa. O EPS em
baixas concentragdes consegue alterar as caracteristicas morfologicas do CMC permitindo a
sobrevivéncia de estirpes bacterianos por longos periodos de armazenamento. Assim, as
misturas envolvendo o EPS, além de se apresentarem como alternativas viaveis aos materiais
turfosos representam uma diminui¢do nos custos de obtencdo dos veiculos de inoculagéo.

O EPS por reunir caracteristicas que lhe conferem aplica¢des no sector agricola, por si s6
pode trazer melhorias no desenvolvimento de mudas pré-brotadas de cana-de-acUcar ao serem
inoculados com o veiculo, tanto na auséncia ou presenca de bactérias promotoras de
crescimento bacteriano.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Materiais e Equipamentos
5.1.1 Materiais/reagentes

e Carboximetilcelulose (CMC), viscosidade média da marca QUIMESP;

e Amido tipo | da marca SIGMA,

e Estirpe bacteriana BR 3267 de Bradyrhizobium yuanmingense, BR 11281 de
Gluconacetobacter diazotrophicus, BR 11145 de Nitrospirillum amazonense, BR
11335 de Herbaspirillum seropedicae, BR 11504 de Herbaspirillum
rubrisubalbicans e BR 11366 de Parabulkholderia tropica fornecidas pelo Centro de
Recursos Biologicos Johanna Dobereiner da Embrapa Agrobiologia;

Meios de cultivo YMA, LGI-P, LGI, JNFB e IMV;

Solucdes salinas, de 8,5 M de NaCl e propria para diluicao;

erlenmeyers 250 mL,;

Pipetas automaticas;

Placas de petri;

Ponteiras;

Microtubos;

Tubos falcons;

Placa de Elisa

Sacos autoclavaveis de polipropileno;

Agua destilada estéril;

Etanol 70%;

Fenol 5%);

Acido Sulfdarico 10%;

Glicose;

BSA (soro albumina bovina).

5.1.2 Equipamentos

Capela de fluxo laminar;

pHmetro modelo Biovera;

Mixer - Philips Walita;

Autoclave;

Seladora — Selaplast;

Mesa de agitacao;

Centrifuga Beckman modelo J2 21;
Concentrador;

Balanca analitica;

Banho termostético;

Rebdmetro de disco oscilatério Haake- sensor placa-placa PP35-Ti;
Vortex;

5.2 Procedimento Experimental

O procedimento experimental adotado foi feito através de uma série de etapas, em que
primeiramente fez-se a biossintese de exopolissacarideo, testando a influencia de fonte de
carbono e de nitrogénio na quantificago e sua caracterizagdo. Apos a obtencéo do biopolimero,
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fez-se a preparacdo dos veiculos de inoculacdo e posteriormente dos inoculantes, avaliando a
eficiéncia dos mesmos na manutencdo de células e caracterizando-os estruturalmente.
Posteriormente foi montado o experimento de casa-de-vegetacdo para avaliar a eficiéncia dos
inoculantes desenvolvidos, de acordo com o fluxograma 1.

4 ) 4 )\
Quantificacao de Quantificacao de
EPS ) L Carboidratos
Biossintese de EPS
4 )\ 4 )
Contagem de UFC Quantiﬁc’agao de
L ) Proteinas

A 4

( )
Preparacao do veiculo Reologia
de inoculacao g
. J

y

N
[ Preparacao do

inoculante

¢ A 4 *

|
[ Viabilidade celular J | pH I Eficiéncia emfasa'de'J
vegetacao
L

Fluxograma 1: Esquema do procedimento experimental adotado.

5.2.1 Obtencao do exopolissacarideo

Células da estirpe BR 3267 foram cultivadas em placas de petri contendo o meio YMA
(s6lido) e incubadas a 28 °C por 168 horas, de modo a verificar a pureza da bactéria. Dessas
placas, foi retirada uma algada da bactéria isolada e replicada em novas placas de petri contendo
o meio s6lido YMA (Anexo 1) e incubada nas mesmas condic¢Bes pelo mesmo periodo de tempo.
Apbs esse periodo a massa resultante do crescimento bacteriano foi removida das placas e
transferida para um tubo falcon de 50 mL onde foi acrescida agua destilada estéril para formar
uma suspensao bacteriana. A densidade Optica dessa suspensdo, a comprimento de onda a 545
nm, foi verificada de modo a calcular a quantidade de in6culo necessario para garantir
densidade optica inicial de 0,1 no meio liquido.

A sintese de exopolissacarideo foi feita em erlenmeyers de 250 mL contendo 150 mL
de meio YM (liquido) (Anexo 1), sob agitacdo constante de 150 rpm, por 168 horas a 28 °C e
pH 6,8. A extracdo do EPS do meio foi feita pelo processo fisico de centrifugacdo a 14000 rpm
por 20 min a 4 °C, com descarte do sobrenadante. O precipitado resultante contendo o
biopolimero foi lavado com etanol 70%, numa razéo de 3:1. Apds a adicéo de etanol as amostras
ficaram sob refrigeracdo por 24 horas, sendo posteriormente submetidas a uma nova
centrifugacdo a 5000 rpm, por 15 min a 4 °C, para a recuperacdo do EPS. O residuo de etanol
foi extraido em um concentrador a 25 °C. A quantificacdo do material foi realizada por pesagem
em balanca analitica.
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5.2.2 Variagao da concentragao de carbono e nitrogénio no meio de cultura

De modo a avaliar a influencia das quantidades de carbono e nitrogénio no meio
fermentativo na composi¢do quimica e estrutural dos exopolissacarideos, foram feitas 9
combinagfes de concentracdes de manitol (fonte de C) e extrato de levedura (fonte de N),
(Tabela 5). Esse experimento foi baseado em um estudo prévio em que foi constatado que ao
aumentar a quantidade de manitol e/ou extrato de levedura havia um favorecimento do
crescimento bacteriano.

Tabela 6: Concentragdes de manitol e extrato de levedura no meio YM usadas para otimizar a
producdo de EPS pela estirpe BR 3267.

Manitol (g/L) Extrato de Levedura (g/L)
13,3 1,8
13,3 3,1
13,3 52
20,0 1,8
20,0 3,1
20,0 52
30,0 1,8
30,0 3,1
30,0 52

O procedimento experimental para a producdo/obtencdo do EPS é semelhante ao
descrito anteriormente, sendo que para cada combinacdo foram realizadas 3 repeticdes.

5.2.3 Determinacao de unidades formadoras de colénia no meio YM apds 7 dias a 28 °C

A determinacdo da concentracdo de células bacterianas viaveis no meio YM foi feita
por meio da leitura de densidade dptica dos meios de cultivo e a contagem de unidades
formadoras de colonias (UFC).

Foram retiradas aliquotas dos meios de cultura apos 7 dias de cultivo para determinacéo
da densidade Optica a 540 nm.

A determinacdo da concentracdo de células viaveis foi realizada a partir de uma série de
dilui¢des seriadas, 1:10 (DAMASCENO, 2011). A diluicdo seriada foi feita em microtubos
contendo solucdo salina de NaCl a 8,5 g L™, 100 pL da solucdo concentrada foi diluida em 900
pL dessa solucdo, formando uma mistura na razdo 1:10 e dessa mistura uma aliquota de 100
pL € diluida em 900 pL de solucdo salina obtendo uma nova mistura na razao 1:100 e assim
sucessivamente até a concentracdo de 10®. Em seguida, pelo método de espalhamento em
Superficie (spread plate), placas contendo YMA foram inoculadas com 10 pL das diluicGes de
10 a 108 (DAMASCENO, 2011). Ap6s incubacéo das placas para crescimento em BOD a 30
°C, relaciona-se o numero de coldnias, a diluicdo da amostra e o volume incubado, calculado
pela equacgéo 1.

UFC=nXDXF (equagdo 1)

Onde: n se refere ao numero de coldnias obtidas em uma dada diluicdo, D é a diluicéo
onde foi realizada a contagem e F o fator de diluicdo que é dada pela primeira dilui¢do e o
volume de amostra.
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5.2.4 Quantificagdo de carboidratos totais

A determinacédo da quantidade de carboidratos presentes nas amostras de EPS foi feita
utilizando o método fenol-sulfarico utilizando glicose como padrao.

A glicose foi utilizada como composto padrdo para esta analise por se tratar de um
carboidrato bastante estudado e conhecida a sua constituicdo. As concentragdes usadas para a
construcdo da curva padréo estdo na tabela 6.

Tabela 7: Concentracdes indicadas para confec¢do da curva de calibracao.

Concentracio Glicose a 100 pg/mL Agua destilada

20 pg/mL 100 uL 400 uL
40 ng/mL 200 puL 300 uL
60 pg/mL 300 uL 200 uL
80 pg/mL 400 pL 100 uL.
100 pg/mL 500 pL -—--

Com a densidade Optica dos pontos de concentracdo da glicose foi construida a curva
de calibracéo que auxilia no célculo da concentracdo de carboidratos nas amostras de interesse.
O volume de amostra aplicada e as concentragcbes administradas para os ensaios foram 0s
mesmos utilizados no padréo e todos os ensaios foram realizadas em triplicata. A partir da a
linha de tendéncia linear e da equacéo da reta fornecidas pelo grafico e, substituindo o valor de
y pela absorvancia da amostra de interesse calculou-se a sua concentragao.

5.2.5 Quantificacdo de proteinas presentes

A determinacdo de proteinas presentes nas amostras de EPS foi feita de acordo com o
método de Bradford usando BSA (soro albumina bovina) como padréo.

Inicialmente foi preparada uma curva de calibracdo a partir de uma solugdo padrédo de
BSA na concentragcdo 10 mg/mL (10 mg de BSA e 1 mL de 4gua destilada) (Tabela 8).

Tabela 8: Confeccdo dos pontos da curva de calibracdo empregando o método de diluigcdo
seriada.

Diluente (agua

Concentracao Solucdes de BSA destilada)
2,0 mg/mL 20 pL da solugao;sétggue (10 mg/mL de 80 L
1,0 mg/mL 50 pL da solugéo padréo 2,0 mg/mL 50 pL
0,5 mg/mL 50 pL da solugédo padrao 1,0 mg/mL 50 pL
0,25 mg/mL 50 pL da solugéo padréo 0,5 mg/mL 50 pL

0,125 mg/mL 50 pL da solucdo padrdo 0,25 mg/mL 50 pL

Em uma placa de elisa estéril foram transferidos para cada poco, 5 L de agua destilada
(branco), e 5 uL das solucdes preparadas para a curva de calibracdo e 5 pL das amostras a serem
avaliadas. Em seguida, foram acrescentados 250 L do reagente de Badford. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Apos a incubacédo da placa no escuro por 15 min, foi realizada a leitura
das absorvancias a 595 nm.
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Com os dados foi construida a curva de calibracdo, estimada a concentracdo de proteinas
nas amostras determinada a partir da média das triplicatas subtraida da média do branco.

5.2.6 Producéo de veiculos de inoculagéo

Foram preparados veiculos de inoculacdo a partir das misturas poliméricas a base
carboximetilcelulose/exopolissacarideo (CMC/EPS) e da mistura ternaria envolvendo
carboximetilcelulose/amido/exopolissacarideo (CMC/AM/EPS). A composi¢des das misturas
séo apresentadas nas tabelas 9 e 10 e baseou-se no trabalho desenvolvido por Sousa (2017).

Tabela 9: Composicéo e teores de EPS nas misturas CMC/EPS.

CMC (g/L) EPS (g/L) Teor de EPS na mistura
64,00 0,00 0,0 %
63,68 0,32 0,5%
63,36 0,64 1,0%
62,72 1,28 2,0%

Para a mistura CMC/Amido/EPS, o teor de exopolissacarideo escolhido representa 1%
da base seca, sendo os restantes 99% distribuidos em 60% de carboximetilcelulose e 40% de
amido, cujas quantidades em gramas encontram-se expressas na tabela 10.

Tabela 10: Composicao de teor de EPS na mistura CMC/Amido/EPS.

CMC (g/L) Amido (g/L) EPS (g/L) Teor de EPS na mistura

38,016 25,344 0,64 1,0%

A preparacdo da mistura seguiu o trabalho de Rohr (2007), considerando como base
seca da mistura 64 g de polimero para 1000 mL de agua destilada. Em relacdo a mistura
CMCI/EPS, foi adicionado o EPS & agua destilada e, posteriormente, a CMC. Para a mistura
CMC/AMIEPS, o EPS produzido foi solubilizado em agua destilada, adicionando o amido e,
por ultimo, a CMC. As misturas foram homogeneizadas com auxilio de um mixer. Em seguida,
10 g de cada mistura polimérica foram transferidas para saquinhos de polipropileno, selados
termicamente e autoclavados a 120 °C, 1 atm por 20 minutos. As embalagens foram
armazenadas a temperatura ambiente durante 15 dias antes da aplicacdo da suspensao
bacteriana.

5.2.1 Obtencédo de massa celular das estirpes bacterianas eficientes para a cana-de-agucar

Amostras das estirpes bacterianas listadas na sec¢do 5.1.1 foram retiradas do
superfreezer e ativadas em tubos de ensaio contendo os meios liquidos especificos incubados a
30 °C por 12 horas. Em seguida, o caldo foi transferido para erlenmeyers com o meio liquido
fresco e mantidos sob agitacéo de 150 rpm a 30 °C. Ao final da fase exponencial, o caldo de
cultivo foi centrifugado a 5.000 rpm durante 5 min a 4 °C e, a massa celular precipitada
ressuspensa em agua destilada estéril.

5.2.2 Inoculacéo dos veiculos

A cada amostra de 10 gramas de veiculo de inoculagao polimérico foi adicionado 1 mL
da suspensdo bacteriana da estirpe selecionada. O inoculante foi armazenado em sala
refrigerada, a temperatura de 20 °C + 2 °C acondicionados em caixas de isopor.
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5.2.3 Ensaios de reologia

A avaliagdo da reol6gica das amostras foi realizada em ensaio oscilatorios em redbmetro
modelo Haake RheoStress 1 usando geometria placa-placa para ensaios de varredura de
frequéncia, com precisdao de 0,1 °C temperatura de 25 °C. Dados de mddulos viscoso (G’’) e
modulo elastico (G’) foram obtidos por ensaios de varredura de frequéncia na faixa de 0,1 a
100 Hz com amplitude de 10 Pa, dentro da regido da viscoelasticidade linear (RHOR, 2007).

5.2.4 Viabilidade celular nos inoculantes poliméricos

De cada embalagem foram transferidas 5 g de inoculante para um tubo falcon e
adicionados 25 mL de &gua destilada estéril, configurando uma dilui¢do inicial de 1:6. Em
seguida foi aplicado o método da diluicao seriada (solucéo salina propria para diluicdo- Anexo
I1) descrito na secédo 5.2.3 e espalhamento em placas contendo os respectivos meios de cultivo
(Anexo I11). As avaliacdes foram feitas aos 30, 60, 90 e 120 dias pos inoculacao.

5.2.5 Experimentos realizados em casa-de-vegetacao
a) Escolha das composicoes

A partir dos resultados obtidos nos testes de viabilidade celular nos diferentes veiculos,
foram selecionadas composicOes para a realizacdo de testes em casa de vegetacao.

O inoculante foi diluido para aplicacdo nos mini-toletes de cana-de-aclcar seguindo
especificacdo de estudos anteriores realizados no laboratério de gramineas da Embrapa
Agrobiologia. Foram utilizadas 1000 gramas de inoculante turfoso para 100 litros de inoculante
liquido, obtendo-se uma concentracdo média de 1,25.10° UFC.L.

b) Montagem de experimento

Foi conduzido um experimento com mini-toletes de cana-de-agucar cultivar RB 867515
tratados termicamente a 52 °C por 30 min e inoculados. Os mini-toletes foram plantados em
tubetes contendo substrato Carolina esterilizado e mantidos em casa de vegetacdo.

Foi adotado o desenho experimental em blocos ao acaso com 10 repeti¢cbes. Foram
testados dois tratamentos: aplicacdo de composic¢des poliméricas (CMC/EPS; CMS/AM/EPS e
turfa); e inoculagdo (com as cinco estirpes eficientes para a cana-de-agucar e controle (auséncia
de bactérias) em um esquema fatorial ( 3 x 2). Foi ainda acrescentado um controle onde o mini-
tolete tratados com fungicida, ndo receberam aplicacdo das composi¢des poliméricas. No total
foram contabilizados catorze tratamentos e 70 amostras.

Os toletes de cana foram cortados transversalmente com cerca de 2 cm de comprimento
e selecionados quanto ao diametro visando reduzir a variabilidade entre as mudas pré-brotadas
(MPB). Ap0s o corte dos mini-toletes esses foram sujeitos a tratamento térmico a 52 °C durante
30 minutos, em banho termostatico, a seguir, efetuou-se o tratamento fangico para os mini-
toletes que receberam o tratamento fangico consistindo de imersdo numa solucdo de 0,1 do
fungicida comercial Comet® (BASF) durante 3 minutos (apendice 1).

c) Avaliacdo do experimento

Foi determinada o indice de velocidade de brotacéo (IVB), bem como o nimero total de
mudas brotadas ao longo dos primeiros 13 dias ap0s o planto. Nesta fase, o broto se desenvolve
a partir do rompimento das folhas da gema e sai por poros germinativos, desenvolvendo-se em
direcdo a superficie do solo (MANHAES et al, 2015). O célculo do IVB é dado pelo somatério
da razéo da quantidade de toletes brotados pelo tempo de experimento.

No final de 40 dias apds o plantio as MPB foram coletadas, removendo-se o substrato e
separando-se a parte aérea da raiz. A parte aérea foi avaliada quanto ao didmetro e altura,
matérias secas de parte aérea e raiz e volume da raiz. A medig&o do didmetro foi realizada com
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um parquimetro digital e, a altura da parte aérea, com uma régua de 50 cm. A secagem da parte
aerea e raiz foi feita em uma estufa laminar a 60 °C durante 4 dias. O volume de raiz foi feito
em uma proveta de 50 mL, contendo um volume conhecido de agua e, registrando o aumento
de volume proporcionado apos adicdo da raiz. O volume de raiz foi calculado a partir da
diferenca entre os dois volumes.

5.3 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados experimentais foi feita utilizando o programa estatistico
SISVAR desenvolvido pela Universidade federal de Lavras. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia ANOVA, e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia.

28



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Influéncia de Fonte de Carbono e de Nitrogénio na Producédo de
Exopolissacarideo e Crescimento Bacteriano

De acordo com DOGAN e colaboradores (2015), os principais componentes dos
exopolissacarideos sdo os carboidratos e proteinas, sendo que as respectivas concentragdes sao
fortemente influenciadas pelas condi¢bes do cultivo, métodos de extracdo, parametros de
processamento, ferramenta analitica usada, fase do crescimento microbiano e tipo de birreator
utilizado.

O estudo das condigdes de cultivo sobre a produgdo de EPS pode ser uma estratégia Util
no sentido de optimizar o rendimento por manipulacdo de composicdo do meio, como fonte de
carbono e levedura (SCHIAVAO-SOUZA et al, 2007). Neste estudo, diferentes concentraces
de manitol (fonte de carbono) e de extrato de levedura (fonte de nitrogénio) foram utilizados
para a biossintese de exopolissacarideo.

Como forma de relacionar a sintese de exopolissacarideo e a concentracao de células no
meio, foram quantificadas concentracdes d as unidades formadoras de col6nias (UFC) presentes
no meio de cultivo (Tabela 11).

Tabela 11: Quantificacdo de EPS produzido e e log de unidades formadoras de col6nias (UFC)
presentes em cada combinacdo de YM apds 168 h de cultivo a 30 °C.

EPS (g/L de meio) UFC (log)
E. Le\/fﬁdura Manitol (g/L) Manitol (g/L)
(g'L) 13,3 20,0 30,0 13,3 20,0 30,0
1,8 1,79+0,04 1,09+0,02 1,71+0,10 10,08 9,79 10,08
3,1 1,49+0,08 2,73+0,04 3,22+0,03 10,41 10,16 10,09
5,2 2,46%0,12 0,15+0,01 0,20+0,01 10,13 7,70 6,81

Analisando os resultados apresentados na tabela 11, observou-se que a maior quantidade
de EPS foi obtida com 30 g/l de manitol e 3,06 g/l de extrato de levedura. Esse resultado
contradiz a hipdtese de que tendo a bactéria mais nutriente disponiveis, fonte de C e fonte de N
em simultdneo, para sua sobrevivéncia e crescimento, seria maior a producdo de
exopolissacarideo.

Segundo Assis e colaboradores (2016), para a producdo de exopolissacarideo, além de
condicdes de estresse e altas taxas de cisalhamento, torna-se necessario uma elevada razdo entre
fonte de carbono/ fonte de nitrogénio. A razdo entre fonte de carbono e nitrogénio que
proporcionou maior rendimento neste estudo foi de cerca de 10:1 (30 g/L de manitol e 3,06 g/L
de extrato de levedura).

A concentragdo de 5,2 g/l de levedura conjugada a 20 e 30 g/l de manitol forneceu os
piores resultados em termos de quantidade de EPS e de concentragdo de UFC. O baixo
crescimento microbiano conjuntamente com o baixo rendimento da producao de EPS pode ser
justificado pelo fato do crescimento bacteriano ao fim das 168 horas de cultivo estar em declinio
apos a fase estacionaria, o que pode estar associado a sintese de enzimas que degradam o EPS
pelo proprio microrganismo produtor, como relatado por MORE e colaboradores (2014) e por
GOMES e colaboradores (2016). Esse facto ainda pode ser relacionado ao facto da razdo entre
o extrato de levedura e manitol utilizados defasar da razdo utilizada no cultivo da estirpe
bacteriana, sendo que normalmente sdo utilizadas 0,4 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de
manitol assim, sugere-se que nessas condicdes (baixa razao entre extrato de levedura e manitol)
o crescimento bacteriano esteja sendo limitado pela falta de nutrientes em proporgdes ideais.
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Quanto a combinacdo contendo 3,06 g/l de extrato de levedura e 13 g/l de manitol, ele
forneceu o melhor resultado quanto ao crescimento microbiano, no entanto ndo foi a que
apresentou melhor rendimento na produ¢do de EPS. A quantidade de manitol nessa combinagao
¢ proxima a utilizada no meio YM que € propria para favorecer o crescimento da estirpe
bacteriana, e ndo representa condi¢cdes de estresse ao microrganismo. Segundo DONOT e
colaboradores (2012), a produgdo de EPS geralmente ¢ favorecida pelo excesso da fonte de
carbono concomitante a limitacao de outro nutriente, nomeadamente nitrogénio e/ou oxigénio.

De acordo com Fernandes Junior e colaboradores (2010), a producdo de
exopolissacarideos €, de modo geral, inversamente proporcional ao crescimento bacteriano, o
que sugere uma relacao reguladora entre o metabolismo bacteriano e o catabolismo. No entanto,
Castellane, Lemos e Lemos (2014) relatam que a fase de crescimento em que ocorre a producao
de exopolissacarideo depende do organismo produtor, sendo que pode ocorrer durante o
crescimento microbiano, na fase exponencial, ou na fase estacionaria.

A producdo de exopolissacarideo por bactérias de mesmo género pode variar,
independentemente se as condic¢Bes de cultivo forem as mesmas, caso especifico das bactérias
do grupo de rizobio (CASTELLANE, LEMOS & LEMOS, 2014), como por exemplo, o
Bradyrhizobium yuanmingense utilizado nesta pesquisa.

6.2 Determinacéo de Carboidratos e Proteinas

Segundo Jiao e colaboradores (2010) a composi¢do detalhada dos exopolissacarideos
nem sempre é facil de ser determinada, pois trata-se de mistura complexa de carboidratos,
proteinas lipidios, DNA e substancias de acido hdmico.

O efeito da concentracdo de manitol e extrato de levedura nas quantificacbes de
carboidratos e proteinas estdo representados na tabela 12.

Tabela 12: Carboidratos e proteinas totais presentes nas amostras de exopolissacarideos
cultivadas em meio YM ap6s 168 h de cultivo a 30 °C

Carboidratos totais

Proteinas totais

E. Levedura (mg/ mL de EPS) (ng/ mL de EPSL)
(g/L) Manitol (g/L) Manitol (g/L)
13,3 20,0 30,0 13,3 20,0 30,0
1,8 1,21 1,21 1,05 0,68 0,64 0,59
3,1 1,76 1,49 1,36 1,34 0,69 0,60
5,2 1,40 --- --- 0,69 --- ---

Analisando a tabela 12, os valores maximos de carboidratos e de proteinas ocorreram nas
concentracdes de 13,3 g/L de manitol e de 3,1 g/L de extrato de levedura, atingindo 1.760
pg/mL e 134,2 pg/mL respectivamente, representando no total cerca de 64% e 4% da amostra
de EPS. Em contrapartida, os menores teores de carboidratos e proteinas se registraram na
concentra¢do maxima de manitol conjugada com a minima de extrato de levedura.

De acordo com Monteiro e colaboradores (2012), a partir do cultivo de Bradyrhizobium
pachyrhizi foi produzido exopolissacarideo de alto teor em agUcares totais e baixo percentual
em acucares redutores, indicando que particamente todo o carboidrato presente encontra-se na
forma de polissacarideo. Ainda segundo os autores, a presenca de baixo teor em proteinas pode
ser atribuida a presenca de uma exoenzima produzida pelo préprio microrganismo capaz de
promover a sua desnaturacéo.

Como a quantidade do biopolimero nas combinagdes de 20 g/L e 30 g/L de manitol e
5,2 g/L de extrato de levedura, foi muito baixa, ndo foi possivel a determinacdo de carboidratos
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e nem de proteinas totais nessas amostras em razdo do limite de deteccdo dos métodos
utilizados.

6.3 Analise de Viabilidade Celular das Estirpes Bacterianas de Cana-de-Acucar na
Mistura CMC/Amido/EPS e CMC/EPS.

O tempo de prateleira dos inoculantes representa um grande desafio para a agroinddstria
sendo que, a manutencéo de células com as suas caracteristicas de interesse devem ser mantidas
durante mais do que uma estacdo de crescimento, que para a legislacao Brasileira é de 6 meses
(IN 13, MAPA). As formulagGes que utilizam os os veiculos tradicionais e as formulagdes
liguidas tempo de armazenamento recomendado nem sempre € alcancado. Até agora as
solugdes encontradas para prolongar o tempo de sobrevivéncia das BPCV passam pelo
armazenamento em ambiente refrigerado e pela reducdo da agua livre nas formulacdes,
produzindo produtos secos provenientes de processos como a secagem em leito fluidizado,
liofilizacdo e ainda secagem ao ar livre (BASHAN, et al, 2014). A diminuicdo da dgua presente
nas formulagdes poliméricas desenvolvidas nesta pesquisa tem a finalidade de aumentar o
tempo de armazenamento dos inoculantes mantendo a sobrevivéncia dessas bactérias dentro
dos padroes exigidos.

A determinacdo da qualidade do inoculante usa a determinacdo do nimero de células
viaveis (DAMASCENO, 2011). Os resultados de sobrevivéncias das células bacterianas de
cana-de-agucar armazenadas por até 4 meses sdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13: Dados da viabilidade celular dos inoculantes durante armazenamento a
temperatura de 20 °C por até quatro meses.

Estirpe BR11335 Log de UFC/mL
Tratamento 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
CMC puro 7,677 bA 7,621 aA 7,215 DbAB | 6,123 bB
CMC/EPS 0,5% 7,418 bA 7,929 aA 8,190 abA | 5,744 bB
CMCI/EPS 1% 7,432 bA 7,584 aA | 8,364 abA | 7,961 aA
CMCI/EPS 2% 7,513 bB 7,672 aAB | 7,924 abAB| 8,724 aA
CMC/Amido/EPS 1% 9,011 aA 8,753 aA 8,783 aA | 8541 aA
Estirpe BR 11145 Log do UFC/mL
Tratamento 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
CMC puro 5,732 bB 6,328 bB 8,418 abA | 6,854 aAB
CMCI/EPS 0,5% 6,343 bB 8,069 abAB| 8,631 aA | 8,284 aAB
CMC/EPS 1% 7,232 abA | 6,672 bA | 7,189 abA | 7,809 aA
CMCI/EPS 2% 6,250 bA 6,309 bA | 6,205 DbA | 6,820 aA
CMC/Amido/EPS 1% 8,942 aA 8,906 aA 8,495 aA | 7,785 aA
Estirpe BR 11366 Log do UFC/mL
Tratamento 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
CMC puro 8,363 aAB | 7,167 bB 8,677 aA | 6,906 bB
CMC/EPS 0,5% 8,688 aA 7,072 bB 6,772 bB | 7,648 abAB
CMCI/EPS 1% 8,792 aA 7,222 bB 7,181 abB | 7,109 bB
CMC/EPS 2% 8,793 aA 8,840 aA 8,612 aA | 7,822 abA
CMC/Amido/EPS 1% 9,003 aA 8,629 abA | 8569 aA | 8,789 aA




Estirpe BR 11504 Log de UFC/mL
Tratamento 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
CMC puro 7,571 aA 7,978 aA 7,247 | abA | 7,925 aA
CMC/EPS 0,5% 8,016 aA 6,844 aAB | 5732 | bB | 8,462 aA
CMC/EPS 1% 8,462 aA 7,881 aA | 7,655 | aA | 6,860 aA
CMC/EPS 2% 8,294 aAB | 7,872 aAB | 8,820 | aA | 6,662 aB
CMC/Amido/EPS 1% 8,673 aA 8,035 aA | 8,142 | aA | 8,237 aA
Estirpe BR 11281 Log de UFC/mL
Tratamento 30 dias 60 dias 90 dias 120 dias
CMC puro 6,270 aA 5,732 bA Nd Nd
CMC/EPS 0,5% 5,836 aA 5,732 bA Nd Nd
CMC/EPS 1% 6,876 aA 5,732 bB Nd Nd
CMC/EPS 2% 6,143 aB 7,974 aA Nd Nd
CMC/Amido/EPS 1% 6,281 aB 8,182 aA Nd Nd

*Letras distintas para cada estirpe, minusculas nas colunas, e maitsculas nas linhas diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Médias de 2 repeticdes.
* Nd Néo detectavel

Analisando a tabela 13, observa-se que as formulagdes poliméricas contendo a estirpe
Herbaspirillum seropedicae (Br 11335) ate 90 dias de armazenamento ndo apresentaram
diferencas significativas entre si, exceto para 0 CMC puro e a CMC/Amido/EPS que mostraram
diferencas significativas aos 30 e 90 dias de armazenamento.

Os melhores resultados obtidos para essa estirpe foram para as amostras contendo 2%
de teor de EPS e para as misturas ternarias, em ambas, a populacdo alcancou cerca de 108
ufc/mL aos 120 dias de armazenamento.

Para a estirpe de Nitrospirillum amazonense (BR 11145), a formulacdo que apresentou
a melhor sobrevivéncia foi aquela contendo 0,5% de EPS. Em relagdo as composic¢oes
inoculadas com a estirpe Parabulkholderia tropica (BR 11366), os melhores resultados de
sobrevivéncia foram obtidos para mistura ternaria contendo amido e 1% de EPS (108.ufc/mL)
e entre as amostras CMC/EPS, o melhor resultado foi alcangado com 2% EPS na mistura.

Para a estipe Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR 11504), o melhor resultado foi
obtido com 0,5%, de EPS (108 UFC/mL) e também para mistura ternaria contendo 1% de EPS
(108 UFC/mL).

Por outro lado, células da estirpe bacteriana de Gluconacetobacter diazotrophicus (BR
11281) ndo sobreviveram durante o periodo de armazenamento avaliado para as outras
bactérias, sendo que ndo foi possivel a sua detecdo apds dois meses de armazenamento.
Entretanto, aos dois meses de armazenamento, o melhor resultado foi obtido para a composic¢ao
contendo 2% de EPS e para mistura ternaria (CMC/Amido/EPS) contendo 1% de EPS.

No trabalho desenvolvido por SOUSA (2017) usando veiculo polimérico a base de
CMC e EPS, a estirpe BR 3267 de Bradyrhizobium yuanmingense, conseguiu alcancar 120 dias
com viabilidade celular entre 108 e 10°UFC/mL. Rhor (2007) mostrou que misturas
CMC/amido apresentaram viabilidade celular similares as obtidas com os inoculantes turfosos.
A mistura EPS/Amido formulada por Coutinho (2013) mostrou ser capaz de manter a
sobrevivéncia da estirpe de Bradyrhizobium yuanmingense num periodo de 12 semanas (84
dias) com uma populacdo de até 108, resultados préximos aos encontrados pela turfa no mesmo
periodo.

Foi realizada uma anélise utilizando a viabilidade celular e comparando as estirpes
formuladas com os melhores veiculos poliméricos CMC/EPS e na formulacédo
CMC/amido/EPS, figuras 4 e 5, que se referem as leituras de 60 e 120 dias, respectivamente.
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Figura 4: Avaliagcdo da manutencgéo das estirpes bacterianas nas duas formulacGes com 2 meses
de armazenamento.

*Letras distintas para cada estirpe diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, exceto *: p=0,082.
Médias de 2 repetices.

Duas das estirpes avaliadas, BR 11145 e BR 11335, as melhores concentracfes foram
alcancadas com o veiculo CMC/amido/EPS, e para as demais ndo houve diferenca significativa
durante 60 dias de armazenamento. De acordo com a RELARE um bom veiculo de inoculagéo
devera ser capaz de manter a viabilidade celular em torno de 108, assim sendo para todas as
estirpes bacterianas, a formulacdo CMC/Amido/EPS tem potencial como veiculo de inoculacdo
para as estirpes BR 11145 e BR 11335 durante um periodo de até 2 meses de armazenamento.
A estirpe BR 11366 manteve viabilidade celular acima de 108 UFC mlt com ambas as
formulacdes. J& com a formulacdo CMC/EPS, verificaram-se diferencas acentuadas quando
compradas as estirpes entre si, ndo conseguiu manter as unidades formadoras de col6nias
exigidas pela RELARE para todas as estirpes bacterianas, satisfazendo essa exigéncia apenas
para as estirpes da BR 11366 e BR 11145, sendo que os restantes ficaram bem préximos do
valor exigido.

A figura 5 retrata a comparacdo entre o veiculo composto por CMC e EPS e o veiculo
composto por CMC / Amido / EPS (1%) apds quatro meses de armazenamento para cada estirpe
bacteriana.
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Figura 5: Avaliagdo da manutencgéo das estirpes bacterianas nas duas formulacGes com 4 meses
de armazenamento.

Analisando a figura 5, observa-se que ao fim de 4 meses de armazenamento, a
formulacdo de CMC/Amido/EPS obteve os melhores resultados quanto a sobrevivéncia de
células para as estirpes de BR 11366 e BR 11504.

6.4 Avaliacdo das Propriedades Reologicas dos Veiculos de Inoculagdo

A figura 6 mostra o efeito da adicdo de EPS na viscosidade em funcdo da taxa de
cisalhamento. Observa-se que todas as misturas apresentaram comportamento de fluido
pseudoplastico, diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa cisalhamento. Este
comportamento, segundo Santos (2010) € esperado em solucGes poliméricas de polissacarideos
microbianos. Em baixas taxas de cisalhamento, as misturas poliméricas, mantém as suas cadeias
macromoleculares noveladas, resultando uma maior resisténcia inicial ao fluxo. Com o aumento
do cisalhamento, os polimeros sofrem maior deformacdo alinhamento suas cadeias na direcao
do fluxo, ocasionando a diminuicdo da viscosidade.

O CMC puro apresenta maior viscosidade devido as fortes interacfes entre as cadeias
poliméricas o que lhe confere uma estrutura gelificada. Para mistura CMC/EPS, a adicdo de
0,5% de EPS ja é suficiente para promover uma diminuicdo da viscosidade da mistura, o que
acontece com o aumento da quantidade de EPS. A menor viscosidade foi obtida com a mistura
ternaria contendo 1% de EPS (CMC/Amido/EPS), sendo que esse fato pode ser atribuido a
presenca do amido na mistura. Estudos reoldgicos envolvendo a mistura CMC/Amido
mostraram que a viscosidade diminui com o aumento da quantidade de amido na mistura. Nesse
caso, a diminuigdo da viscosidade foi atribuida a diminuicdo interacdo intermoleculares da
CMC promovida pelo amido (RHOR, 2007).
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Figura 6: Variacdo da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento para as misturas
CMC/EPS e CMC/Amido/EPS.

Relacionando o comportamento da viscosidade das amostras com os dados de
viabilidade celular, constata-se que as formula¢des menos viscosas, no caso CMC/EPS 2% e
CMC/Amido/EPS a 1%, foram aquelas que apresentaram melhores resultados de sobrevivéncia
para as estirpes BR 11366, BR 11335 e BR 11281.

A figura 7 fornece informacdes sobre o comportamento elastico das misturas em funcéo
frequéncia nos testes oscilatorios. E interessante observar que o modulo elastico (G”) diminui
com o aumento do teor de EPS, sendo o menor valor alcancado para mistura ternaria
CMC/Amido/EPS. Nota-se que os valores dos modulos elésticos das misturas CMC/EPS e
CMC/Amido/EPS tendem a um mesmo valor a altas frequéncias. Este resultado foi também
observado por Sousa (2017) no veiculo desenvolvido a base de CMC e EPS cultivado em 150
mL de meio fermentativo.
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Figura 7: Comportamento do modulo elastico (G’) em fungdo da frequéncia para as misturas
CMC/EPS e CMC/Amido/EPS.

A figura 8 relaciona o comportamento viscoso, expresso pelo médulo viscoso com a
varredura de frequéncia em ensaios oscilatorio. O modulo viscoso expressa as perdas de energia
de um material quando sujeito a taxas de cisalhamento. O aumento da quantidade de EPS reduz
o0 mddulo G” tornado a mistura com comportamento cada vez mais viscoso. Correlacionando
os resultados de sobrevivéncia celular com os resultados de reologia, fica evidenciado que o
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aumento do teor de EPS aumenta a sobrevivéncia das estirpes bacterianas, enquanto que a
viscosidade, G’ ¢ G”’ diminuem.
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Figura 8: Comportamento do modulo viscoso (G’’) em fungdo da frequéncia para as misturas
CMC/EPS e CMC/Amido/EPS.

O comportamento do modulo elédstico (G’) e do mddulo viscoso (G’’) encontra-se
expressa na figura 9 em que foi avaliado o momento que se registra a inversédo de
comportamento das amostras, ponto esse conhecido por crossover em que 0s modulos se
igualam (G’=G’’). Esse ponto fornece informacdes qualitativas quanto a estabilidade
dimensional das misturas, separagéo de fases, quando submetidas a elevadas deformagdes. Um
resultado que permite tecer consideracédo a respeito das interagdes intermoleculares.

Na figura 9 (a) observa-se que a amostra de CMC puro tem um comportamento
predominantemente elastico em faixa de varredura de frequéncia estudada. Esse
comportamento € tipico de materiais com caracteristicas de gel, presenca de fortes interacbes
intermoleculares. Resultado semelhante foi observado por RHOR (2007).

No que se refere as misturas CMC/EPS, figuras 9 (b-d), dois comportamentos foram
observados: o primeiro, predominante viscoso a baixas frequéncias e o segundo,
predominantemente elastico a frequéncias mais elevadas. Esse resultado pode ser atribuido,
como uma consequéncia das interacdes entre as moléculas de EPS e de CMC, uma vez que
essas interagbes sdo mais fracas do que as estabelecidas entre as moléculas de CMC. A
formulacdo de CMC/Amido/EPS, figura 9 (e), observou-se uma predominancia do
comportamento viscoso.
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Figura 9: Comportamento do modulo elastico ( G”) e viscoso ( G’’) em fun¢do da frequéncia
para as misturas CMC puro (a), CMC/EPS 0,5% (b), 1% (c) e 2% (d) e CMC/Amido/EPS (e).

O aumentando do teor de EPS nas misturas provoca um deslocamento do crossover para
frequéncias mais altas. Esse resultado sugere a presenca de interacdo entre as macromoléculas
de CMC/EPS.

Resultados semelhantes foram obtidos por Sousa (2017) na mistura CMC/EPS, por
Freitas (2015) na mistura CMC/Espirulina e por Rhor (2007) na mistura CMC/Amido, em que
foi observado um deslocamento do crossover para frequéncias mais elevadas com o
aumentando as concentragdes de EPS.

6.5 Analise de Variacéo de pH

A andlise de pH do veiculo de inoculagdo com o tempo de armazenamento é um
parametro que permite relacionar as condicdes do meio com a manutencdo das células
bacterianas. Os valores de pH das amostras séo apresentados figura 10 a-e.

Os resultados mostram que os valores de pH dos veiculos de inoculagdo mantiveram-se
entre 6 e 8, que para estirpes bacterianas de cana-de-agUcar, valores proximos aos préprios para
o cultivo destas estirpes.

Favero e colaboradores (2015) relataram que pH elevados em inoculantes a base de
CMC e amido, na faixa de 10 a 11, influenciam negativamente na sobrevivéncia de estirpes
bacterianas, sendo que o pH 6ptimo dessas estires bacterianas varia de 5,8 a 6,8, apesar se serem
resistentes em valores de pH diferentes destes, em pH muito baixo ou ate muito elevado, nestas
condicGes comprometem a sobrevivéncia das bactérias.
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Figura 10: Variagdo do pH em relagdo ao tempo das amostras de inoculantes a base de
CMCEPS e CMC/Amido/EPS para as 5 estirpes bacterianas: (a) estirpe BR 11335; (b) Estirpe
BR 11504; (c) Estirpe 11145; (d) Estirpe BR 11366 e (e) Estirpe BR11281.

6.6 Desempenho de Mini-Toletes Inoculados com Formulagdes Poliméricas
Contendo Cinco Estirpes Pre-Selecionadas de Bactérias Diazotroficas
Armazenadas Por 60 Dias a Temperatura Ambiente.

Mini-toletes de cana-de-agucar variedade RB 867515 foram inoculados com cinco

estirpes de bactérias diazotréficas e transferidos para tubetes preenchidos por substrato
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desinfestado mantidos em casa de vegetacdo. Foram testados dois tipos de formulacdes
poliméricas, CMC/EPS e CMC/Amido/EPS, e um inoculante turfoso ja usado em experimentos
anteriores.

Para o experimento de casa de vegetacdo foram selecionadas as concentragdes de EPS
que proporcionou a melhor manutencdo das estirpes bacterianas no final de dois meses de
armazenamento. Assim para o inoculante & base de CMC/EPS foram selecionados para cada
estirpe a melhor concentragéo e calculado a quantidade necessaria de modo que a populacéo
microbiana fosse de 102 UFC, quantidade recomendada RELARE, de acordo com a tabela 14.

Tabela 14: Formulag6es de CMC/EPS selecionadas para experimento de casa de vegetacao.

Estirpe Teor de EPS Quantidade necessaria (g)
BR 11145 0,5% 3,80
BR 11281 2,0% 10,00
BR 11335 0,5% 5,36
BR 11366 2,0 % 0,68
BR 11504 2,0 % 3,91

Para o inoculante a base de CMC/Amido/EPS, os teores das formulagfes foram
calculados considerando a quantidade de cada estirpe bacteriana de acordo com os dados de
viabilidade celular. A tabela 15 apresenta as quantidades para cada estirpe bacteriana.

Tabela 15: Formulagbes de CMC/Amido/EPS selecionadas para experimento de casa de
vegetacao.

Estirpe Quantidade necessaria (Q)
BR 11145 0,93
BR 11281 10,00
BR 11335 1,32
BR 11366 1,73
BR 11504 5,37

6.6.1 Germinagdo dos mini-toletes de cana-de-aglcar inoculados com estirpes
diazotroficas preé-selecionadas

Foram determinados o nimero e a velocidade de germinacdo dos mini-toletes com as
observacdes obtidas de 4 a 13 dias ap0ds o plantio (Tabelas 16 e 17) provenientes de 20 mini-
toletes.

Tabela 16: indice de velocidade de germinagdo (IVG) dos mini-toletes de cana-de-agtcar.

Tratamentos VG
Sem Fungicida Com Fungicida

Controle CMC/amido/EPS 2,480 2,231
Controle CMC/EPS 2,380 1,903
Controle turfa 2,364 2,587
Inoculante CMC/amido/EPS 2,482 1,997
Inoculante CMC/EPS 1,764 1,672
Inoculante turfoso 2,019 2,346
Tolete 1,897 2,196
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Tabela 17: Numero de mini-toletes germinadas 14 dias ap6s plantio.

Numero de mini-toletes germinadas

Tratamentos Sem Fungicida Com Fungicida
Controle CMC/amido/EPS 17 16
Controle CMC/EPS 17 14
Controle turfa 15 20
Inoculante CMC/amido/EPS 16 15
Inoculante CMC/EPS 12 12
Inoculante turfoso 14 14
Tolete 13 14

O tratamento com fungicida seguido da aplicacdo dos inoculantes com as bactérias
diazotroficas mostra uma tendéncia de reducao no indice de velocidade de germinacédo (IVG),
de 2,29 para 1,90 com a formulacdo a base de CMC/AM/EPS e de 2,48 para 1,72 com a
formulacdo contendo CMC/EPS, cerca de 17 e 30%, respectivamente. Uma tendéncia similar
pode ser observada nos dados que contabilizaram o total de mini-toletes germinados para cada
tratamento. Por outro lado, na auséncia do fungicida, mas com a aplicacdo do inoculante, os
valores de IVG e de numero de mini-toletes germinados sdo semelhantes aos observados na
auséncia de fungicida e do inoculante. Esses dados sugerem que o fungicida exerce um efeito
negativo sobre a germinacdo do mini-tolete que € maximizado na presenca da inoculacao.
Ambos os veiculos poliméricos testados mostraram uma tendéncia na reversdo desse efeito, o
que ndo foi observado para a turfa.

O uso de fungicida durante a producdo de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar tem
sido frequentemente recomendado (FERREIRA et al, 2008). Veiculos poliméricos contendo
EPS podem atuar como um protetor contra o efeito negativo sobre a germinacdo dos mini-
toletes.

6.6.2 Desempenho de mudas pré-brotadas inoculadas com cinco estirpes de bactérias
diazotrdficas cultivadas em tubetes por 40 dias mantidos em casa de vegetacao

O experimento em casa-de-vegetacdo de mudas pré-brotadas de cana-de-agucar foi
avaliado quanto ao diametro de caule, tamanho de parte aérea, volume de raiz e massas secas
de parte aérea e raiz.

Sera analisado inicialmente o efeito da inoculacdo com formulacBes poliméricas e
turfosa das cinco estirpes diazotréficas em mini toletes que receberam o tratamento com
fungicida.

A tabela 18 apresenta o diametro da parte aérea aos 27 e 40 DAP quanto ao efeito dos
veiculos utilizados, inoculados e controle negativo.
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Tabela 18: Diametro da parte aérea aos 27 e 40 DAP para mudas pré-brotadas (MPB) de cana-
de-acUcar inoculadas com cinco estirpes de bactérias diazotréficas: BR 11145, BR 11281, BR
11335, BR 11366 e BR 11504; formuladas nos veiculos CMC/Amido/EPS, CMC/EPS e turfa;
e, controle com aplicagéo dos veiculos citados; mini-toletes cultivados em condicdes de casa
de vegetacdo em tubetes com substrato Carolina apds tratamento com fungicida comercial (0,1
% por 3 minutos)*.

Didmetro da parte aéreaaos  Diametro da parte aérea aos

Veiculo de 27 DAP (mm) 40 DAP (mm)
inoculagdo Inoculante Controle Inoculante Controle
CMC/Amido/EPS 7,84 aA 7,6 bA 8,34 aA 8,16 bA
CMCI/EPS 7,92 aB 8,67 aA 8,45 aB 8,98 aA
turfa 7,29 aA 7,17 bA 8,26 aA 8,39 bA
média 7,68 A 7,81 A 8,35 A 8,51 A

Letras distintas dentro de cada nivel, minasculas nas colunas, e mailsculas nas linhas para cada varidvel diferem
entre si pelos testes F e Tukey, a 5% de probabilidade. Médias de 8 repeticdes.
* p.a. piraclostrobina.

A avaliagdo nédo revelou diferengas significativas entre as formulagdes inoculadas e
controles tanto para 27 quanto para 40 DAP na média geral do diametro da parte aérea.

Analisando a tabela 18 observa-se que no geral, se verificou um aumento de cerca de
10% nas medidas de diametro de caule dos 27 aos 40 DAP. Nao foi observado efeito positivo
decorrente da inoculagdo com qualquer das formulagdes. Esses resultados podem ser
decorrentes de efeito do fungicida sobre as bactérias diazotroficas. Ja nos controles, quando 0s
mini toletes foram tratados apenas com os veiculos da formulagéo, a mistura CMC/EPS resultou
em maiores valores quando comparado com os demais veiculos, CMC/Amido/EPS e turfa.

Quando comparadas ao inoculante turfoso, o inoculante polimérico a base de CMC/EPS
apresentou maiores valores para o didmetro da parte aérea nas mudas de cana-de-acUcar. Este
resultado € positivo, sendo que o principal objetivo da pesquisa é a obtencéo de um inoculante
polimérico que possa substituir a turfa como veiculo de inoculagéo.

A tabela 19 apresenta os resultados obtidos da altura e matéria seca da parte aérea
(MSPA) relativamente ao efeito dos veiculos de inoculagdo testados quanto a presencga das
bactérias diazotroficas inoculados e controles negativos (sem as bactérias diazotroficas).

Tabela 19: Altura e matéria seca de parte aérea (MSPA) aos 40 DAP em mudas pré-brotadas
de cana-de-agucar inoculadas com cinco estirpes de bactérias diazotroficas: BR 11145, BR
11281, BR 11335, BR 11366 e BR 11504; formuladas nos veiculos CMC/Amido/EPS,
CMCI/EPS e turfa; e, controle com aplicagdo dos veiculos citados; mini-toletes cultivados em
condicdes de casa de vegetacdo em tubetes com substrato Carolina apds tratamento com
fungicida comercial (0,1 % por 3 minutos)*?

Veiculo de Altura da MPB (cm) MSPA (g)
inoculagao inoculante controle inoculante™ controle
CMC/Amido/EPS 61,55 bB 70,34 aA 2,15 aB™ 2,37 bA
CMCI/EPS 67,41 bA 67,37 aA 2,33 aB™ 2,59 aA
turfa 74,99 aA 72,39 aA 2,31 aA 2,32 bA
média 67,98 A 70,03 A 2,27B 2,43 A

Letras distintas dentro de cada nivel, mindsculas nas colunas, e maitsculas nas linhas para cada variavel diferem
entre si pelos testes F e Tukey, a 5% de probabilidade, exceto *! p=0,097; *? p=0,093 *3 p=0,053. Médias de 8
repeticdes.
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* p.a. piraclostrobina.

Analisando a tabela 19, verifica-se que a inoculacdo das MPB pelas bactérias
diazotroficas ndo teve influéncia positiva na média geral da altura e MSPA das MPB e nem
para cada formulagdo, conforme observado nas analises de didmetro da parte aérea aos 27 e 40
DAP.

As MPB tratadas com os veiculos poliméricas CMC/amido/EPS e CMC/EPS, sem
estirpes bacterianas, apresentaram maiores valores quanto a MSPA, enquanto o veiculo
CMC/Amido/EPS proporcionou um acréscimo também na altura das plantas. Semelhante ao
observado com a avaliacdo do didametro da parte aérea, os veiculos poliméricos exercem um
efeito de promocéo sobre as MPB que nédo se expressdo na presenca das bactérias diazotroficas.
E possivel que o efeito positivo possa ser devido ao EPS, uma vez que, o biopolimero por si s6
possui caracteristicas como biofertilizante, no biocontrole e inducgéo de resisténcia nas plantas,
0 que pode ter garantido protecdo contra microrganismos patogénicos e influenciado no
desenvolvimento das MPB.

Os resultados referentes a matéria seca da raiz (MSR) e ao volume de raiz, sdo
apresentados na tabela 20.

Tabela 20: Matéria seca de raiz (MSR) e volume de raiz aos 40 DAP em mudas pré-brotadas
de cana-de-acUcar inoculadas com cinco estirpes de bactérias diazotréficas: BR 11145, BR
11281, BR 11335, BR 11366 e BR 11504; formuladas nos veiculos CMC/Amido/EPS,
CMCI/EPS e e turfa; e, controle com aplicacéo dos veiculos citados; mini-toletes cultivados em
condicBes de casa de vegetacdo em tubetes com substrato Carolina apos tratamento com
fungicida comercial (0,1 % por 3 minutos)*.

Veiculo de MSR (9) Volume raiz (mL)
inoculagéo Inoculante Controle Inoculante Controle
CMC/Amido/EPS 1,18 aA 1,18 aA 11,06 aA 11,62 aA
CMC/EPS 1,13 aA 1,18 aA 10,5 aB 13,31 aA
turfa 0,74 bA 0,72 bA 7,87 bA 7,62 bA
média 1,01 A 1,03 A 9,81 A 10,85 A

Letras distintas dentro de cada nivel, mintsculas nas colunas, e maidsculas nas linhas para cada variavel diferem
entre si pelos testes F e Tukey, a 5% de probabilidade. Médias de 8 repetices.
* p.a. piraclostrobina.

Analisando a média geral, da tabela 20, verifica-se que tanto a MSR quanto o volume
de raiz ndo responderam positivamente a inoculacdo, fato também verificado quando
comparadas as diferentes formulacGes inoculadas com 0s seus respectivos controles negativos.
De forma semelhante aos parametros analisados anteriormente pode-se prever um efeito
negativo do fungicida na atividade das bactérias diazotroficas uma vez que, os valores
registrado no volume de raiz de MPB tratadas com veiculo CMC/EPS supera o registrado nas
MPB que receberam a formulacdo polimérica.

As MPB tratadas com o veiculo turfoso com ou sem bactéria apresentaram uma reducéo
de cerca de um terco na MSR e no volume de raiz em relacdo aquelas que receberam os veiculos
poliméricos. A reducdo de MSR e volume de raiz é uma caracteristica que pode reduzir o
sucesso do transplantio das mudas para o campo.

O veiculo CMC/EPS na auséncia de bactéria proporcionou um acréscimo estaticamente
comprovado, no volume das raizes em comparagdo com 0s demais veiculos, o que nao foi
observado para MSR. O aumento de volume de raizes ndo acompanhado do aumento de MSR,
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pode ser associado ao aumento de raizes finas, 0 que pode representar uma vantagem para a
MPB relacionada a maior absorcdo de agua e assimilacdo de nutrientes, quando comparada ao
veiculo CMC/amido/EPS.

De modo a avaliar o efeito do fungicida na MSR e volume de raiz das MPB, a tabela 21
apresenta os resultados referentes ao MSR e volume de raiz aos 40 DAP.

Tabela 21: Matéria seca de raiz (MSR) e volume de raiz aos 40 DAP em mudas pre-brotadas
de cana-de-acucar tratadas com veiculos de inoculagdo CMC/Amido/EPS, CMC/EPS, turfa e
controle (sem tratamento) e cultivadas em condicdes de casa de vegetacdo em tubetes com
substrato Carolina com e sem tratamento dos mini-toletes com fungicida comercial (0,1 % por
3 minutos)*.

MSR Volume raiz
Veiculo de inoculacéo com sem com sem

fungicida fungicida fungicida fungicida

CMC/Amido/EPS 1,18 aA 1,33aA 11,62 abA 12,25 aA

CMC/EPS 1,18 aA 1,02 bB 13,31 aA 11,00 aB

turfa 0,72 bB 1,345 aA 7,62 cB 13,00 aA

Controle (tolete sem 123aA  119abA  1069bA  11,50aA
tratamento)

média 1,08 B 1,22 A 10,81B 1194 A

Letras distintas dentro de cada nivel, mindsculas nas colunas, e maitsculas nas linhas para cada variavel diferem
entre si pelos testes F e Tukey, a 5% de probabilidade. Médias de 8 repeticoes.
* p.a. piraclostrobina

Na tabela 21, observa-se nas médias gerais que a MSR e o0 volume de raiz responderam
negativamente ao tratamento fungico quando analisadas as mudas que ndo receberam o
inoculante e os toletes néo tratados que representam o controle.

Como visto na tabela anterior, os toletes tratados com turfa apresentaram cerca de 60%
da MSR e 70% do volume de raiz, valores significativamente menores do que o controle ndo
tratado. Na presenca do fungicida, o tratamento com turfa se iguala aos demais, sugerindo uma
possivel influéncia negativa de populacfes fungicas presentes nesse substrato.

O veiculo polimérico CMC/Amido/EPS registrou acréscimos na MSR e no volume de
raiz na auséncia do tratamento fungico.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante a realizacéo dessa dissertacao,

As misturas CMCEPS e CMC/amido/EPS mantiveram a viabilidade celular durante o
periodo de armazenamento de 4 meses, excetuando a estirpe bacteriana de Gluconacetobacter
diazotrophicus (BR 11281), o que se sugere uma otimizacdo das condi¢Ges de crescimento
dessa estirpe.

As alteraces nos valores de pH das formulages poliméricas observadas ndo estdo
correlacionadas com a viabilidade das células bacterianas e, também, ndo se observou separagédo
de fase demostrando a estabilidade dinamica das formulag¢Ges propostas.

A adicdo de um aditivo (EPS e/ou amido) ao CMC puro foi caracterizado por
decréscimos nas propriedades reoldgicas, sendo que com o aumento de teor do aditivo o
decréscimo é mais acentuado, denotando assim as interagcdes entre 0 CMC e o aditivo e 0
enfraguecimento das interagdes intramoleculares do CMC.

Os resultados reoldgicos, quanto a viscosidade, modulos elastico e viscoso e a analise
do crossover corroboram com os dados de viabilidade celular em que, as amostras contendo
menor viscosidade, menor modulo el&stico e viscoso e cujo crossover ocorre a frequéncias mais
elevadas foram capazes de manter o mais elevado nimero de células bacterianas por periodo
de tempo mais longo.

Os dados experimentais para a brotacdo dos mini toletes, didmetro da parte aérea, altura
de parte aérea, volume de raiz e massas secas da parte aérea e da raiz mostraram que ocorreu
uma resposta positiva das mudas de cana-de-agUcar quando submetidas ao tratamento com
veiculo polimérico (controle negativo), igualando ou mesmo sendo superior a turfa em alguns
desses parametros, tendo o veiculo CMC/EPS registado efeito positivo nas raizes, sugerindo
aumento de raizes finas. Se verificou um efeito inibitorio da turfa na presenca do fungicida
sobre as MPB, principalmente sobre as raizes (MSR e volume). Nas condi¢des do experimento
realizado, ndo houve efeito da inoculacdo talvez em funcéo da aplicacdo do fungicida o que
deve ser objeto de estudos futuros.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros:

Avaliar o efeito de outras variaveis, como diferentes meios com outras fontes de
carbono, e condigdes de cultivo fermentativo, como temperatura e agitacéo, para
obtencdo de um melhor panorama da biossintese do biopolimero;

Investigar a composicao de carboidratos presentes no EPS produzido;

Avaliar propriedades como a temperatura de degradacéo, as propriedades reoldgicas
e os grupos funcionais em condicOes de cultivo diferentes;

Aperfeicoar o crescimento de estirpe BR 11281 em meio polimérico na presenca de
EPS;

Efectuar novos estudos em MPB de cana-de-agucar em casa-de-vegetacdo de forma
a verificar a influencia das BPCVs no desenvolvimento das plantas;

Montar experimentos em casa de vegetacdo de mudas pré-brotadas de cana-de-
acucar avaliando o efeito do EPS, experimentos na presenca e/ou auséncia de EPS;
Avaliar em condi¢des de campo o potencial das formulacdes desenvolvidas como
inoculantes para o cultivo de cana-de-acucar.
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10 ANEXOS

Anexo I- Meios de cultivo para producédo de EPS

Tabela 22: Composicado do meio de cultura YMA.

Reagente Quantidade para 1 L de solucéo
Manitol 10 g
Solucéo de K2HPO4 10% 1mL
Solucéo de KH2PO4 10% 4 mL
Solugéo de MgSQO4.7H20 10% 2 mL
Solucdo de NaCl 10% 1mL
Azul de Bromotimol 5mL
Extrato de Levedura 400 mg
Agar bacterioldgico 159
Agua destilada g.s.p. 1000 mL
KOH qg.s.p pH =6,8

Tabela 23: Composic¢do do meio de cultura YM.

Reagente Quantidade para 1 L de solucéo
Manitol 10 g
Solucéo de K2HPO4 10% 1mL
Solucéo de KH2PO4 10% 4 mL
Solugéo de MgS0O4.7H20 10% 2mL
Solucdo de NaCl 10% 1mL
Azul de Bromotimol 5mL
Extrato de Levedura 400 mg
Agua destilada q.s.p. 1000 mL
KOH g.s.p pH =6,8

Anexo I1- Solucéo Salina para diluicéo

Tabela 24: Composicao da solucao salina para diluicdo seriada.

Solucdo salina (1 L)

1,0 mL de K2HPO4
0,5 mL de MgSOg4
0,5 mL de NaCl
1,0 mL de FEEDTA sol. 1,64%

0,5 mL de Sol. de micronuturientes para meio de cultura

54



Anexo Il1- Estirpes bacterianas diazotroficas de cana-de-acUcar e respectivos

meios de cultivo

Tabela 25: Informag6es quanto ao meio e tempo de cultivo das estirpes bacterianas de cana-

de-agUcar.

Estirpe bacteriana Meio de cultivo ~ Tempo de crescimento
Gluconacetobac;elr2 gila;zotrophicus (BR LGI-P 3 dias
Nitrospirillum amazonense (BR 11145) LGI 3 dias
Herbaspirillum seropedicae (BR 11335) JNFB 3 dias

Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR 11504) JNFB 3 dias
Parabulkholderia tropica (BR 11366) JMV 3 dias

Tabela 26: Especificacdes dos meios de cultura das estirpes de cana-de-agucar.

Meios de cultivo

Reagentes/Quantidades para 1 L de meio

LGI

5 g de Acucar cristal
2 mLde K2HPO;4 sol. 10%
6 mL de KH2PO4 sol. 10%
2 mL de MgS04.7H20 sol. 10%
2 mL de CaCl2.2H20 sol. 1%
4 mL de FeEDTA sol. 1,64 %
2 mL de Na2M00s.2H20 so0l.0,1%
1 mL de Vitamina para meio de cultura
Azul de bromotimol sol. 0,5%
Ajustar o p.H para 6,0 — 6,2 com H2SO4 sol. 5%

LGI-P

LGI-P

100 g de Acucar cristal
2 mL de K2HPO4sol. 10%
6 mL de KH2PO4sol. 10%
2 mL de MgS04.7H20 sol. 10%
2 mL de CaCl2.2H20 sol. 1%
1 mL de FeCls.6H.0 sol. 1 %
2 mL de Na2M004.2H20 so0l.0,1%
1 mL de Vitamina para meio de cultura
5 mL de Azul de bromotimol sol. 0,5% em 0,2 N de KOH
Ajustar o pH para 5,5 com acido acético sol. 10%

JMV

5 g de Manitol
6 mL de KoHPOg4 sol. 10%
18 mL de KH2PO;4 sol. 10%

2 mL de MgS04.7H20 sol. 10%
2 mL de CaCl,.2H20 sol. 1%
1 mL NaCl sol. 10%

4 mL de FeEDTA sol. 1,64 %

1 mL de Vitamina para meio de cultura
2 mL de Sol. de micronutrientes para meio de cultura
2 mL de Azul de bromotimol sol. 0,5%
Ajustar o p.H para 5,0 - 5,4
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Tabela 25: Especificagdes dos meios de cultura das estirpes de cana-de-acucar (continuacao).

JNFB

5 g de Acido Malico
6 mL de KoHPOg4 sol. 10%
18 mL de KH2PQO4 sol. 10%

2 mL de MgS04.7H20 sol. 10%
2 mL de CaCl2.2H20 sol. 1%
1 mL NaCl sol. 10%

4 mL de FeEDTA sol. 1,64 %

1 mL de Vitamina para meio de cultura
2 mL de Sol. de micronutrientes para meio de cultura
2 mL de Azul de bromotimol sol. 0,5%
4,5 g de KOH
Ajustar o p.H para 5,8
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11 APENDICE

Apéndice I- Montagem de experimento de casa-de-vegetacao

Figura 11: (a) Corte dos mini-toletes; (b) Separagéo" por didmetro; (c) Separagdo por
tratamento.

Figura 13: Montagem do experimento em tubetes.
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