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Resumo

Os inoculantes sdao formulados com microrganismos de acdo benéfica para plantas numa composicdo simples e
acessivel. Eles necessitam de um transportador de qualidade que garante a concentracdo de células ativas, além de
tolerar variacdes de temperatura, umidade, aeracdo e tempo de armazenamento sem que apresente altos niveis de
contaminantes, tornando necessario 0 uso de conservantes. Polimeros como carboximetilcelulose (CMC) e goma
xantana (GX) tém sido usados para a fabricagdo de inoculantes relacionado a sua capacidade de limitar a transferéncia
de calor, e as suas propriedades reoldgicas, que é a medida da viscosidade e tensdo de escoamento. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia destes biopolimeros na preservacdo de células de Bradyrhizobium
elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens e Azospirillum sp. em meios de cultura alternativos com 7, 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180 e 210 dias a 5 °C. Os inoculantes foram avaliados por 210 dias, aferindo o pH e realizando contagem de
UFC mL a partir do plagueamento pela técnica Spread Plate. Foi possivel concluir que a utilizacdo dos biopolimeros
foi eficiente na conservacgdo e viabilidade de células dos microrganismos durante o periodo de armazenamento, sendo
o meio de cultura MS2 o que obteve melhor resultado em UFC mL™, obtendo aos 210 dias 3,0 x108 UFC mL™ com a
utilizacio de CMC e 1,4 x108 UFC mL* com GX para B. elkanii, 1,3 X107 UFC mL* com CMC e 6,0 x10® UFC mL™*
com GX para B. diazoefficiens, 8,5 x108 UFC mL* com GX para Azospirillum sp.

Palavras-chave: Inoculante; Microrganismo; Conservante.

Abstract

The inoculants are formulated with microorganisms of beneficial action for plants in a simple and accessible
composition. They need a quality carrier that guarantees the concentration of active cells, in addition to tolerating
variations in temperature, humidity, aeration and storage time without presenting high levels of contaminants, making
it necessary to use preservatives. Polymers such as carboxymethylcellulose (CMC) and xanthan gum (XG) have been
used for the manufacture of inoculants related to their ability to limit heat transfer, and to their rheological properties,
which is the measure of the viscosity and flow strain. Thus, the objective of this work was to evaluate the efficiency of
these biopolymers in the preservation of Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens and Azospirillum sp.
in alternative culture media with 7, 15, 30 45, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 days at 5 °C. The inoculants were
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evaluated at 210 days, checking the pH and counting CFU mL! from the plating using the Spread Plate technique. It
was concluded that the use of biopolymers was efficient in the conservation and viability of microorganism cells
during the storage period, being the culture medium MS2 that obtained the best results in UFC mL™, obtaining at 210
days 3.0 x108 CFU mL™ with use of CMC e 1.4 x10® CFU mL™* with XG for B. elkanii, 1.3 x10” CFU mL" with
CMC, and 6.0 x106 CFU mL™* with XG for B. diazoefficiens, 8.5 x108 CFU mL™* with XG for Azospirillum sp.
Keywords: Inoculant; Microrganism; Preservantive.

Resumen

Los inoculantes estan formulados con microorganismos de accion beneficiosa para las plantas en una composicion
sencilla y accesible. Necesitan un portador de calidad que garantice la concentracion de células activas, ademas de
tolerar variaciones de temperatura, humedad, aireacion y tiempo de almacenamiento sin presentar altos niveles de
contaminantes, siendo necesario el uso de conservantes. Se han utilizado polimeros como la carboximetilcelulosa
(CMC) y la goma xantana (GX) para fabricar inoculantes relacionados con su capacidad para limitar la transferencia
de calor y con sus propiedades reoldgicas, que es una medida de la viscosidad y el limite elastico. Asi, el objetivo de
este trabajo fue evaluar la eficiencia de estos biopolimeros en la conservacion de células de Bradyrhizobium elkanii,
Bradyrhizobium diazoefficiens y Azospirillum sp. en medios de cultivo alternativos con 7, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150,
180 y 210 dias a 5 °C. Los inoculantes se evaluaron durante 210 dias, midiendo el pH y contando las UFC mL™ del
sembrado mediante la técnica de Spread Plate. Se pudo concluir que el uso de biopolimeros fue eficiente en la
conservacion y viabilidad de las células de los microorganismos durante el periodo de almacenamiento, siendo el
medio de cultivo MS2 el que obtuvo mejores resultados en UFC mL%, obteniendo a los 210 dias 3.0 x108 UFC mL™!
usando CMC y 1.4 x108 CFU mL"* con GX para B. elkanii, 1.3 x107 CFU mL™ con CMC y 6.0 x10% CFU mL"* con
GX para B. diazoefficiens, 8.5 x108 CFU mL™ con GX para Azospirillum sp.

Palabras clave: Inoculante; Microorganismo; Preservativo.

1. Introducéo

A producéo de inoculantes no Brasil vem sendo desenvolvida desde a década de 1950, onde inicialmente optou-se por
utilizar a turfa como veiculo de transporte para microrganismos, sendo utilizado até o presente, porém busca-se alternativas
para substituicdo desta, visando ser um recurso natural pouco frequente, principalmente no Brasil (Castro e Aradjo, 2018).

A fim de reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados, as bactérias do género Bradyrhizobium e Azospirillum séo
utilizadas como fornecedoras de nitrogénio, pois promovem a fixacdo do nitrogénio atmosférico para diversas espécies de
plantas, e sdo capazes de produzir compostos promotores de crescimento (Fachinelli, 2018). As chamadas rizobactérias sao
promotoras de crescimento em plantas, atuam diretamente na supresséo de doengas, na producéo de fitorménios, solubilizacdo
de nutrientes do solo, aumento da permeabilidade das raizes e fixagcdo de nitrogénio (Moncada et al., 2021). S0 bactérias
gram-negativas capazes de criar uma relagcdo simbidntica de fixacdo de nitrogénio nas raizes de leguminosas, garantindo o
desenvolvimento na auséncia de fertilizante nitrogenado, além de diminuir as taxas de o6xido nitroso (N2O) no solo
(Ramongolalaina, 2020).

Dentre as caracteristicas que um inoculante deve apresentar, as mais desejaveis e importantes sdo a garantia de que o
produto va promover o crescimento microbiano, de que as células vao continuar vidveis durante todo o periodo de
armazenamento e garantir que a populacdo de microrganismos presentes no produto esteja apta a serem liberadas para associar-
se as plantas e desempenharem sua funcéo (Bashan et al., 2014).

O grande desafio da producdo de inoculantes é ajustar as formula¢fes para que tenha em campo 0 mesmo
desempenho que no laboratério, garantindo a longevidade e estabilidade do microrganismo, com a capacidade de manté-los
viaveis apds meses de armazenagem, sem a presenca de contaminantes e mutacdes (Barreto, 2008; Silva et al., 2013). Ha
poucos estudos realizados na area de conservantes para inoculantes agricolas, porém alguns autores apostam no uso de
polimeros utilizados na indistria alimenticia e farmacéutica, como por exemplo o uso de amido e carboximetiolcelulose
(CMC) para avaliar o armazenamento de rizébios (Fernandes Janior et al., 2009).

Diversos tipos de polimeros como carboximetilcelulose, goma arabica, polivinilpirrolidona e alginato, tém sido
usados para a fabricagéo de inoculantes relacionado a sua capacidade de limitar a transferéncia de calor, e as suas propriedades
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reoldgicas, sendo normalmente utilizados como compostos adesivos quando aplicados em sementes, e protegendo contra
dessecacdo durante a secagem a vacuo (Tittabutr et al., 2007; Silva et al., 2009).

Os biopolimeros podem ser utilizados na fabricacdo de inoculantes devido apresentarem caracteristicas atoxicas para
0 microrganismo e para planta que recebera as células preservadas no solo, além de que a maioria dos biopolimeros tem
capacidade de liberar as células bacterianas gradativamente, desde 0 momento da germinagdo das sementes, garantindo a
presenca do microrganismo benéfico na rizosfera para o desenvolvimento da planta (Bashan et al., 2014).

O polimero carboximetilcelulose é fisiologicamente inerte e atoxico, sendo muito aplicado em industrias alimenticias
e farmacéuticas em virtude de sua viscosidade (Sanz et al., 2005). J& para o uso em inoculantes, é devido sua propriedade
adesiva que melhora a fixacdo em sementes de leguminosas, protegendo-as de bactérias nocivas durante o armazenamento,
além de promover o encapsulamento das células prevenindo contra estresses ambientais (Reis e Alves, 2015).

Goma xantana é um biopolimero natural biodegradavel, de baixo custo, capaz de promover o encapsulamento de
células bacterianas e libera-las no ambiente apds a degradagdo do material no ambiente (Silva et al., 2009).

Neste estudo é abordado a utilizacdo de carboximetilcelulose e goma xantana como conservante para inoculantes a
base de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens e Azospirillum sp. em diferentes meios de cultura, com o

objetivo de manter a concentracdo adequada de células bacterianas por um longo periodo de prateleira.

2. Metodologia
Obtencéo dos microrganismos

Os experimentos foram realizados no laboratério de Agromicrobiologia Aplicada e Biotecnologia, da Universidade
Federal do Tocantins - Campus de Gurupi (PPGPV/UFT). As cepas dos microrganismos utilizados foram de Bradyrhizobium
elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens e Azospirillum sp., todas obtidas do banco de cepas do laboratério, armazenadas a 5 °C
em tubos de conservacdo com meio de cultura, através do repique dos microrganismos em placas de Petri com meio de cultura
CCY (0,0222 g L* de L-glutamina, 1,0 g L™ de caseina hidrolisada, 1,0 g L de peptona, 0,4 g L™ de extrato de levedura, 0,6
L L de glicerina bi-destilada, 0,068 g L™ de ZnCl, 0,11 g L* de MgCl,, 0,0196 g L* de MnCl, 0,0294 g L de CaCly,
0,0134 g L de FeCls, 0,0884 KH,PO4, 0,25 g L de K,HPO,) (Abbas et al., 2014), utilizando alga de inoculagdo estéril em

cabine de fluxo laminar.

Formulagéo, preparo do meio de cultura e inoculagéo

Foram testados dois meios de cultura, MS1 e MS2, cuja formulacdo estd especificada na tabela 1. Os meios foram
formulados no intuito de utilizar reagentes menos onerosos a fim de tornar a formulagdo simples, porém com nutrientes
necessarios aos microrganismos. Os meios de cultura foram preparados em Erlenmeyer de 1 L, devidamente identificados, e 0
pH foi ajustado para 6,0. Em seguida esterilizou-se 0 meio de cultura em autoclave a 121 °C durante 30 minutos.

Apo6s o0 meio de cultura atingir temperatura ambiente, os Erlenmeyer foram inoculados com 0s microrganismos
transferindo as cepas com o auxilio de uma alca de inoculagdo estéril, em cabine de fluxo laminar. Logo apés a inoculacdo os

Erlenmeyer foram colocados em incubadora Shaker (Novatecnica®) a 28°C, e 120 rpm por 96 horas.
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Tabela 1 - Composicao do Meio de cultura MS1 e MS2

MS1 MS2
1000 mL H»O (destilada) 1000 mL H»O (destilada)
10 mL de melago de soja 16 mL de melago de soja
0,50 g de fosfato de potassio 4,0 g de extrato de levedura

5,0 g de sulfato de magnésio
2,5 g de extrato de levedura

Fonte: Autores.

Quantificacao e controle de pH

Logo apds a inoculagdo, retirou-se uma amostra de cada Erlenmeyer, aferiu-se o pH e realizou-se o plaqueamento por
superficie pela técnica Spread Plate (Taylor et al., 1993) para a quantificacdo de microrganismo em unidades formadoras de
colénia (UFC mL1) no tempo 0 h, nas diluigdes 10%, 10° e 108, e incubou-se as placas de Petri em estufa bacterioldgica a 28 °C
por 72 horas para que fosse possivel fazer a contagem das coldnias. O mesmo procedimento foi realizado com 24, 48, 72 e 96
h para controle da fermentacdo. O controle do pH foi realizado a partir das amostras retiradas em cada tempo de fermentacéo, a

cada 24 horas, utilizando pHmetro digital (Hanna Instruments®).

Preparo e adi¢do dos biopolimeros

As solucbes conservantes foram preparadas adicionando 0,1 g do biopolimero em 100 mL de &gua destilada, e em
seguida foi esterilizado a 121 °C por 30 minutos. Para cada meio de cultura, foi adicionado, ap6s as 96 horas de fermentac&o,
15 mL da solugdo conservante em 150 mL de indculo fermentado, fazendo a homogeneizacao, e depois transferindo para tubos
de polipropileno do tipo Falcon de 15 mL, devidamente identificados, e armazenados em geladeira a 5 °C. Foram armazenados
10 tubos Falcon para cada tratamento, sendo um tratamento a testemunha sem o biopolimero, outro o indculo com solugdo

conservante de goma xantana, e indculo com solugdo conservante de carboximetilcelulose.

Avaliacao dos inoculantes em diferentes tempos de prateleira

Os tratamentos foram armazenados em geladeira a 5 °C, a fim de garantir melhor preservacéo do microrganismo, e foi
retirado uma amostra a cada periodo de avaliacdo, sendo eles: 0, 7, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, e 210 dias. Para cada
avaliacdo foi realizado o plagueamento pela técnica Spread Plate, em meio de cultura CCY, nas diluigdes 104, 10° e 108, em
triplicatas, incubando as placas em estufa bacteriolégica a 28 °C, por 72 horas para que fosse realizada a contagem das
coldnias. Também foi realizado a afericdo do pH das amostras utilizando-se pHmetro digital (Hanna Instruments®). Os dados
do experimento foram avaliados em fatorial duplo em delineamento inteiramente casualizado, sendo um fator o meio de

cultura, e outro os biopolimeros.

Analise estatistica
Os experimentos foram submetidos & anélise de variancia e teste de médias Tuckey a 5%, por meio do software

estatistico Rstudio verséo 1.3. Os gréaficos foram confeccionados utilizando o software SigmaPlot versdo 12.0.
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3. Resultados e Discusséo
Bradyrhizobium elkanii

Para a fermentagdo com B. elkanii foi possivel observar que desde o inicio o microrganismo adaptou-se melhor ao
meio de cultura MS2, visto que no tempo zero obteve 1,0x10° UFC mL™ no meio MS1, e 4,5x10'° UFC mL™ no meio MS2
(Tabela 2), o que pode ser explicado devido a composicdo, que tornou 0 meio MS1 mais acido, impossibilitando que o
ambiente estivesse adequado para 0 metabolismo deste microrganismo, ja que o pH ideal para Bradyrhizobium sp. é em torno
de 6,8a7,0.

Nas Figuras 1 e 2 é possivel observar que o pH das amostras aumentou, o que pode ser devido as caracteristicas do

microrganismo.

Tabela 2 - Influéncia da utilizagdo de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservacéo de células de
Bradyrhizobium elkanii durante 210 dias de armazenamento a 5 °C

Unidades Formadora de Col6nias (UFC mL™1)
Meio de cultura

MS1 MS2
Tratamentos
-23225)0 testemunha CMC GX testemunha CMC GX
0 1,0x10%0 a 1,0x10%0 a 1,0x1004 45x10104 4,5x1010 3 4,5x1010 3
7 2,5x10°% b 7,0x10° a 8,0x10°% a 2,3x1010 3 3,6x1010 g 3,7x1010 3
15 1,5x10° b 3,0x10°% a 2,0x10°%ab 1,6x10%0 p 1,9x10%° ab 2,5x100 g
30 1,3x108 ¢ 2,6x108 b 7,0x108 a 7,0x10° b 8,0x10° b 2,5x101° a
45 3,0x107 ¢ 2,4x108 b 7,0x108 a 1,8x10°¢ 3,5x10°b 1,4x10%° a
60 2,3x107 b 1,6x108 a 3,2x10% a 5,3x108 b 8,7x10% b 1,2x10% a
90 5,2x106 b 1,6x108 a 2,9x10% a 2,7x108 b 8,0x10% a 1,0x10° a
120 4,7x10% ¢ 5,0x10" b 1,3x108 a 2,1x108 b 5,2x108 a 8,4x10% a
150 3,6x108 ¢ 4,0x107 b 1,0x108 a 1,7x108 b 4,6x10% a 5,5x108 a
180 1,0x10%b 3,0x107 a 3,0x107 a 1,5x108 b 3,7x10% a 2,0x108 ab
210 0,0x10%b 2,0x10% a 2,0x10% a 3,0x107 ¢ 3,0x10% a 1,4x108 b
CV(%)® 2,45 1,53

(@) Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. @ CV: Coeficiente de Variacio.
Fonte: Autores.

Figura 1 - Relagéo da sobrevivéncia (UFC mL™1) e o potencial hidrogenionico (pH) de Bradyrhizobium elkanii, no meio MS1

durante 210 dias de conservagdo a 5 °C.
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Fontes: Autores.
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Figura 2 - Relag3o da sobrevivéncia (UFC mL™) e o potencial hidrogenionico (pH) de Bradyrhizobium elkanii, no meio MS2

durante 210 dias de conservagdo a 5 °C.
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Fontes: Autores.
Bradyrhizobium diazoefficiens
Para a fermentacdo com B. diazoefficiensi foi possivel observar que o microrganismo se adaptou bem nos dois meios
de cultura, visto que ambos apresentaram 1,0x10° UFC mL™ inicialmente (Tabela 3), diferindo pouco o valor do pH inicial,

gue para 0 meio MS1 foi de 7,0 e 7,3 para 0 MS2.

Tabela 3 - Influéncia da utilizag8o de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservacgdo de células de

Bradyrhizobium diazoefficiens durante 210 dias de armazenamento a 5 °C @

Unidades Formadora de Col6nias (UFC mL™?)
Meio de cultura

MS1 MS2
Tratamentos
T(g?;g)o testemunha CMC GX testemunha CMC GX

0 1,0x10% a 1,0x10%° a 1,0x10° a 1,0x10° a 1,0x10% a 1,0x10° a

7 2,0x10°a 3,5x10°a 3,5x10°%a 6,0x10° a 7,5x10° a 8,0x10° a
15 1,0x10°b 2,5x10° ab 3,0x10°a 2,5x10° b 5,0x10° ab 6,5x10° a
30 2,9x108 b 1,0x10° a 1,0x10° a 5,9x108 b 1,1x10° b 5,5x10° a
45 2,5x108 b 5,8x108 ab 1,1x10° a 2,2x108 b 3,5x108 b 1,0x10° a
60 6,0x10" b 2,1x108 a 3,9x10% a 2,0x10% a 2,5x10% a 4,0x10% a
90 2,5x107 b 1,2x10% a 1,5x108 a 1,0x108 b 2,3x10% a 2,4x10% a
120 9,8x10% b 7,0x107 a 1,5x108 a 5,0x10" b 2,0x108 a 2,0x108 a
150 7,0x10% a 9,3x10% a 1,5x107 a 4,0x10" a 6,5x107 a 7,0x107 a
180 9,0x10°% ¢ 3,4x10% b 1,0x107 a 1,0x107 a 1,5x107 a 1,5x107 a
210 6,0x10° ¢ 7,0x10%b 1,4x108 a 2,3x10% ¢ 1,3x107 a 6,0x10% b

CV (%)@ 2,07 1,84

(@) Médias seguidas de mesma letra mintscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. @ CV: Coeficiente de Variacio.

Fonte: Autores

Nas figuras 3 e 4 € possivel observar o comportamento do microrganismo em relagdo ao pH do meio de cultura e ao

tempo, que diminui a quantidade de células ao longo dos 210 dias, porém os resultados dos tratamentos com conservantes

foram superiores a testemunha sem conservante.
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Figura 3 - Relacéo da sobrevivéncia (UFC mL™) e o potencial hidrogenionico (pH) de Bradyrhizobium diazoefficiens, no meio

MS1 durante 210 dias de conservacdo a 5 °C.
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Figura 4 - Relagéo da sobrevivéncia (UFC mL™) e o potencial hidrogenionico (pH) de Bradyrhizobium diazoefficiens, no meio

MS2 durante 210 dias de conservagédo a 5 °C.
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Azospirillum sp.

A fermentacdo com Azospirillum sp. foi realizada utilizando os meios de cultura MS1 e MS2, porém o microrganismo
ndo se adaptou bem ao meio MS1 e foi constatado a morte celular 24 horas ap6s o inicio do cultivo, mas ja em relagdo ao meio
MS2, este foi eficaz no processo fermentativo, visto que alcancou 1,1x10° em 96 horas de fermentacdo, com pH em torno de
6,5, muito préximo do pH ideal para este microrganismo, que seria de 6,8 (Romero-Perdomo et al., 2015).

Na tabela 4, é possivel observar comportamento do Azospirillum sp. durante o periodo de prateleira com a adi¢do dos
biopolimeros, e perceber a influéncia destes na manutencgdo das células viaveis.

Conforme visto na tabela, a partir de 15 dias de armazenamento houve diferenca estatistica entre os tratamentos, e a
UFC mL * apresentou melhores valores com a presenca dos biopolimeros, dando destaque para a goma xantana, a qual obteve
melhor resultado tanto ao longo do periodo de armazenamento como com 210 dias.

Na figura 5 esta representado o comportamento do inoculante a base de Azospirillum armazenado durante 210 dias e
sua relacdo com o pH do meio, podendo afirmar que entre 15 e 150 dias 0 pH se manteve dentro da faixa ideal para o
microrganismo, que deve estar ajustado em torno de 7 (Contreras-Angulo et al., 2019).
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Tabela 4 - Influéncia da utilizagéo de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservacao de células de

Azospirillum sp. durante 210 dias de armazenamento a 5 °C @ no meio de cultura MS1.

Unidades Formadora de Coldnias (UFC mL™)

Tratamentos
Iggg)o testemunha CMC GX

0 1,1x10%0 a 1,1x10%0 a 1,1x10%0 a

7 8,5x10° a 1,1x10%0 a 1,1x10%0 a
15 5,56x10° b 1,0x101°% a 1,0x10%° a
30 4,0x10° b 9,0x10° a 9,0x10°% a
45 2,5x10° b 6,5x10° a 7,5x10% a
60 1,0x10° ¢ 2,5x10° b 5,0x10° a
90 1,9x10° a 2,9x10° a 3,0x10° a
120 1,2x10°b 2,2x10° a 2,8x10° a
150 1,0x10° b 1,8x10°a 2,1x10° a
180 5,9x108 b 7,2x108 ab 1,0x10° a
210 3,0x107 ¢ 5,3x10%b 8,5x10% a

CV (%)@ 1,12

() Médias seguidas de mesma letra minGscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. @ CV: Coeficiente de Variagio.

Fonte: Autores.
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Um método de preservacdo ideal deve ser simples, barato, e ndo demandar equipamento sofisticado, complementando

0 que diz alguns autores (Souza et al., 2016), que cada microrganismo deveria ter seu proprio método de conservacdo ja que

cada um se comporta de uma determinada maneira quando exposto a diferentes condi¢des.

Para que ocorra a multiplicacdo de um microrganismo para a produgdo de inoculante é necessario realizar processos

fermentativos utilizando um meio de cultura adequado para o metabolismo do microrganismo de interesse (Voss, 2013). Com

isso, a utilizacdo do melaco de soja é uma alternativa devido a reducgdo de custos com matéria prima ja que este composto é

rico em aclcares, nitrogénio e outros macronutrientes (Woiciechowski et al., 2013).

De acordo com andlise realizada, o melagco de soja utilizado é composto por diversos nutrientes nas seguintes

proporgdes: 50 g kg™ de proteina bruta, 26 g kg™ de frutose, 199 g kg* de sacarose, 50 g kg™ de rafinose, 119 g kg de

estaquiose, 6 g kg™ de glicose, 100 mg kg™ de calcio, 4150 mg kg de fésforo, 400 mg kg* de sédio, 1300 mg kg* de
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magnésio, 25400 mg kg* de potassio e 500 mg kg™ de enxofre, e esta composicdo foi 0 que garantiu a multiplicacdo dos
microrganismos no meio de cultura, que juntamente com o extrato de levedura, o qual é composto de vitaminas, especialmente
complexos B, e aminoacidos, supriu todas as necessidades metabdlicas do Bradyrhizobium e Azospirillum, os quais conseguem
metabolizar diversas fontes de carbono, que ocorre através das vias metabolicas do ciclo do acido citrico (Sousa, 2011).

Na fermentacdo do B. elkanii a utilizagdo dos biopolimeros carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX)
garantiram maior nimero de UFC mL! durante os 210 dias de armazenamento em relacéo ao tratamento sem conservante, para
0s dois meios de cultura testados.

Na tabela 2 é possivel observar que a partir do sétimo dia de conservagao as médias dos tratamentos com conservante
foram superiores nas avaliacbes no meio MS1. Para a fermentacdo no meio MS2, houve diferenca estatistica a partir dos 15
dias de armazenamento, sendo que desta data até 60 dias, os tratamentos com GX apresentaram maior nimero de unidades
formadoras de colbnias, e a partir dos 90 dias até o dltimo dia de avaliagdo, os tratamentos com GX e CMC foram
estatisticamente iguais, e superiores a testemunha.

De acordo com o Ministério da Agricultura, a concentragdo minima em inoculantes deve ser de 10® unidades
formadoras de colonia, entretanto, conforme a “INSTRUCAO NORMATIVA N° 13”, de 24 de margo de 2011, os inoculantes
para leguminosas devem conter pelo menos 1,0x10° UFC por grama ou mililitro (Mapa, 2011), tornando o meio MS2 com
adicdo de conservante a melhor op¢éo, visto que alcangou valores mais proximos ao recomendado.

Goma xantana j& foi testada por alguns pesquisadores com o objetivo de avaliar preservacdo das bactérias Ralstonia
solanacearum e Pectobacterium atrosepticum por um longo periodo em diferentes formas de armazenamento, sendo em
temperatura ambiente, refrigerador e freezer, e em todas as condi¢des houve decréscimo na concentracdo de células viaveis
(Tumelero e Denardin, 2011).

A fonte de aclcar empregada no processo fermentativo pode interferir na variacdo de pH, e pelo que foi observado
nas figuras 1 e 2, a utilizagdo do melago como fonte de aglcar pode ter causado um tamponamento do meio, 0 que garantiu que
o0 pH ficasse dentro da faixa ideal para o crescimento do B. elkanii até por volta de 170 dias. Segundo Lima et al. (2012)
espécies de Azorhizobium e Bradyrhizobium tem a tendéncia de alcalinizar o meio de cultura, enquanto Mesorhizobium,
Rhizobium e Sinorhizobium tendem a acidificar o meio. A diferenca da UFC inicial do meio MS1 pode ser devido ao pH do
meio ter iniciado um pouco mais &cido, e segundo alguns autores, 0s microrganismos simbioticos fixadores de nitrogénio sdo
sensiveis a pH &cido, o que pode limitar o crescimento (Perez-Galdonaf e Kahn, 1994).

Dentre os polimeros analisados por Denardin e Freire (2000) estd a goma xantana, que foi empregada no intuito de
acondicionar células de B. elkanii durante oito meses, porém também se constatou o decréscimo da concentracdo de células
viaveis. A preservagdo de B. elkanii e B. diazoefficiens foi avaliada também por outro autor, o qual alega que biopolimeros
como goma xantana, goma jatai e goma guar, podem ser empregados como base para formulacdo de inoculantes (Schuh,
2005). Para a produgdo do inoculante a base de B. diazoefficiens, a utilizagdo dos bipolimeros carboximetilcelulose (CMC) e
goma xantana (GX) garantiram maior nimero de UFC mL™ durante os 210 dias de armazenamento em relagéo ao tratamento
sem conservante, para os dois meios de cultura testados.

Observando a tabela 3, é possivel concluir que para 0 meio MS1, os tratamentos com conservantes garantiram maior
namero de col6nias a partir do décimo quinto dia de armazenamento, e nas duas Ultimas avaliacdes, 180 e 210 dias, os valores
de UFC mL™ foram respectivamente melhores no tratamento com goma xantana. Ja para a fermentacdo no meio MS2, apesar
de ter apresentado diferenca estatistica entre quinze e quarenta e cinco dias, onde o tratamento com goma xantana foi melhor,
nas avaliagbes de 60, 150 e 180 dias, ndo diferiram estatisticamente, porém com 210 dias o tratamento com

carboximetilcelulose foi o melhor, seguido do tratamento com goma xantana que também foi superior a testemunha.
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De acordo com alguns pesquisadores, inoculantes liquidos com aditivos poliméricos foram capazes de colaborar na
sobrevivéncia de inoculantes rizobiais por até sessenta dias em temperatura ambiente e a 4 °C, enfatizando que a sobrevivéncia
celular depende tanto do tipo de aditivo quanto do microrganismo utilizado (Mohamed et al., 2019). Para sobrevivéncia de
Rhizobium leguminosarum em diferentes materiais transportadores testados numa pesquisa, foi constatado que a populacdo
diminuiu gradativamente em todos os testes nos 180 dias de armazenamento (Argal et al., 2015).

Na figura 3 é possivel observar que entre trinta e sessenta dias a quantidade de UFC mL ! teve reducéo no declinio de
células, e pode ser relacionado com os valores de pH, que ficaram 6,8 e 7,1, e segundo alguns autores, estirpes de
Bradyrhizobium spp. tém crescimento melhor em pH mais basico a neutro do que acido, explicando a manutengdo da
viabilidade das colénias no meio MS2 com CMC e GX (Oliveira e Magalhées, 1999). Num estudo a respeito da sobrevivéncia
de células de B. japonicum, armazenado por trés meses a temperatura ambiente, adicionadas a misturas poliméricas de
carboximetilcelulose e amido, em diferentes proporcdes, e concluiu-se que a utilizacdo destes polimeros contribuiu para a
sobrevivéncia do microrganismo apresentando excelentes resultados, alcancando 8,64 log de células mL*? utilizando a
proporc¢do 50/50 g L* de cada biopolimero (Rohr, 2007).

Nas figuras 1, 2, 3, e 4 é possivel observar a relacdo de aumento do pH em todos os tratamentos, com a queda no
namero de coldnias, e como o pH 6timo para Bradyrhizobium é 6,8 £ 02 (Somasegaran e Hoben, 1994) em pH de valores
superiores a 7 ocorre a diminui¢do da taxa de crescimento bacteriano, que se deve ao fato da presenca de produtos de
degradacdo de proteinas alcalinas durante o metabolismo, que modificam o estado de ionizacdo das moléculas de nutrientes,
diminuindo a disponibilidade para o microrganismo (Prescott et al., 2002). Ja para a producédo do inoculante com Azospirillum
sp., apesar de existirem muitos meios de cultura para este microrganismo, a maioria deles ndo é considerada vantajosa devido a
baixa quantidade de células e aos altos custos de producdo, sendo entdo vantajoso a producdo com meio de cultura MS2
(Bashan e De-Bashan, 2015).

Alguns autores sugerem gue um bom inoculante deva conter entre 108 e 10° UFC mL™, enquanto outros afirmam ser
necessario apenas valores entre 108 e 10 UFC mL™, e com isso pode ser considerado que o inoculante produzido com meio de
cultura MS2 adicionado de carboximetilcelulose ou goma xantana seja um produto eficiente para ser comercializado, visto que
a matéria prima utilizada para a formulagdo do meio de cultura ndo é onerosa e os resultado de UFC mL™ conseguiram
alcancar 108 mesmo apds 210 dias de armazenamento (Garcia-Fraile et al., 2015).

Ja foi verificado por alguns autores a sobrevivéncia de Azospirillum lipoferum utilizando o encapsulamento de células
com alginato de sddio aditivado com &cido himico, porém esta é uma alternativa dispendiosa em relacdo a adicdo dos
biopolimeros diretamente no inoculante (Reetha et al., 2014). Outro fator relacionado ao periodo de armazenamento € a baixa
oxigenacao, uma vez que o recipiente fica fechado durante todo o periodo, e isso pode ndo ter prejudicado o Azospirillum sp.,
pois sdo microrganismos microaer6filos, e a concentracdo ideal de oxigénio para o A. brasiliense é em torno de 4 pM
(Alexandre et al., 2000).

Logo, com os dados apresentados, é possivel afirmar que a utilizacdo de biopolimeros como goma xantana (GX) e
carboximetilcelulose (CMC) foi eficiente na conservagdo e viabilidade de células de B. elkanii, B. diazoefficiens e Azospirillum
sp. durante 210 dias de armazenamento a 5 °C, e que o meio de cultura MS2 composto por melago de soja e extrato de

levedura foi mais eficiente do que o meio MS1 na manutengéo de UFC mL ™,

4. Concluséo
A utilizagdo de biopolimeros como goma xantana (GX) e carboximetilcelulose (CMC) foi eficiente na conservagdo e
viabilidade de células de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens e Azospirillum sp. durante 210 dias de

armazenamento a 5 °C.
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Trabalhos futuros sdo necessarios para avaliacdo de destes conservantes para produtos biolégicos conservados em
ambientes ndo refrigerados.
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