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RESUMO: Nos Ultimos anos o governo brasileiro vem incentivando praticas agricolas sustentaveis, isto €, que
reduzam o impacto ambiental ocasionado por estas atividades. Uma destas praticas € o uso de microrganismos
diazotréficos como insumos bioldgicos. O presente estudo tem por objetivo avaliar o uso da vinhaca como meio de
cultivo para multiplicacdo de bactérias dos géneros Azospirillum, Acetobacter e Herbaspirillum. As estirpes
utilizadas serdo obtidas através de via comercial, e a vinha¢ga, de uma usina da regido de Maringa-Pr. O
experimento sera realizado em delineamento experimental inteiramente casualizado, com tratamentos em arranjo
fatorial (3x5), com cinco repeticdes totalizando 75 unidades experimentais. Os tratamentos serdo compostos pelos
trés géneros supracitados e por meios de cultura liquidos formulados com diferentes concentracdes de vinhaca,
sendo TO - caldo nutriente; T1 - 100% vinhaca; T2 - 75% vinhacga e 25% &gua destilada; T3 - 25% vinhaca e 75%
agua destilada e T4 - 50% vinhaca e 50% agua destilada. A quantificacdo dos microrganismos sera obtida por uso
de espectrofotbmetro e pelo método de diluicdo em série em meio de cultivo nutriente dgar. Em todos os
tratamentos ser@o determinadas as curvas de crescimento bacteriano. Os resultados serdo submetidos a uma
andlise de variancia e ao teste de médias Scott-Knott a 5% de significAncia. Espera-se com esta pesquisa verificar
que se ocorre a sobrevivéncia e a multiplicacdo das bactérias estudadas no subproduto vinhacga visando a
inoculacdo na cultura de cana-de-acucar.

PALAVRAS-CHAVE: Residuo, fixacéo biolégica do nitrogénio, cana-de-acucar.

1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agUcar no Brasil tem se tornado relevante nos Ultimos anos devido ao seu papel no
desenvolvimento do setor agricola e energético. Desde a insercdo do etanol na matriz energética do pais durante
a crise do petroleo, a area de plantio tem aumentado substancialmente ano a ano, proporcionando cada vez mais
a expansédo das fronteiras agricolas e a utilizacdo de meios e recursos naturais renovaveis (LIMA; SOUZA, 2014).
Tal acréscimo é explicado pela eficiéncia na utilizagdo da planta como fonte de matéria prima para a producéo do
etanol.

Para que a cultura da cana-de-agUcar produza satisfatoriamente é necessario o uso de alta tecnologia em
equipamentos e insumos. Estes elementos irdo constituir os custos de producao da cultura, e os adubos quimicos
utilizados representam uma boa parcela destes valores. Entre os nutrientes exigidos pela cultura o nitrogénio é o
segundo mais extraido, sendo que na cana-planta este elemento € utilizado em menores quantidades e na cana-
soca séo exigidas maiores doses deste nutriente (VITTI et al., 2010). Segundo os autores a adubacéo nitrogenada
da cultura é baseada na utilizacdo de adubos quimicos sintéticos, que além dos altos pre¢os causam impactos
ambientais. De acordo com Oliveira et al. (2014) uma das alternativas viaveis para suprir esta dependéncia é o
aumento da oferta de insumos bioldgicos de alta eficiéncia como a utilizacdo de microrganismos diazotréficos, que
fixam o nitrogénio atmosférico e o disponibilizam para as plantas. Assim, esta tecnologia tem potencial para
auxiliar o desenvolvimento da sustentabilidade dos sistemas agricolas por serem produzidas e atuarem com baixa
demanda de energia.

Estes microrganismos tém como principal caracteristica beneficiar o desenvolvimento vegetal por meio de
mecanismos diretos, incluindo a fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN), ou por mecanismos indiretos como o
controle biolégico de fitopatégenos e insetos (BULGARELLI et al., 2013).

Muitos autores tém verificado que cultivares de cana de acUcar e outras gramineas encontravam-se em
associacdo com bactérias diazotroficas, evidenciando que em gramineas o processo de fixacdo biologica de
nitrogénio também é de grande importancia sendo de fato crucial para a disponibilizacdo do nitrogénio (BALDANI
et al.; 1999). Schultz et al. (2012) demonstrou que a variedade de cana de agUcar RB867515 inoculada com
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bactérias diazotréficas teve um incremento de desenvolvimento e produtividade semelhante a adicao de 120
kg/ha™ de fertilizante nitrogenado.

Uma alternativa para a inoculacdo da cultura da cana-de-aclicar com estes microrganismos seria sua
aplicacdo por meio da vinhaca, subproduto que ja é utlizado na fertirrigacdo desta cultura a fim de sanar
deficiéncias hidricas e nutricionais. De acordo com Martins et al. (2011) sdo gerados 13 litros de vinhaca a cada
litro de etanol produzido. O constituinte principal da vinhaca é a matéria organica, basicamente sob a forma de
acidos organicos e, em menor quantidade, encontram-se cations como o K, Ca e Mg. Santos et al. (2009)
demonstrou em seus estudos que a aplicacdo de doses de vinhaga proporcionou aumento na populacdo
bacteriana do solo.

Alguns autores vém estudando a possibilidade de utilizar a vinhaga como meio de cultura para a
multiplicacdo de microrganismos. Ramirez et al. (2014) demonstraram que ha a possibilidade de multiplicarem-se
microalgas em doses de vinhaca com diferentes concentracdes, chegando as doses a concentracao de até 40%
do total do meio. Cazetta et al. (2005) constatou que a levedura R. mucilaginosa se desenvolve satisfatoriamente
em vinhaca bruta, isto €, ndo diluida. Porém, ainda sdo escassos 0s estudos sobre a multiplicacdo de bactérias
diazotroficas neste subproduto, fato que evidencia a necessidade de averiguacéo visto o potencial desta nova
tecnologia para a sustentabilidade deste sistema agricola. Assim, este trabalho tem por objetivo avaliar o uso da
vinhaga como meio de cultivo para multiplicagcdo de bactérias dos géneros Azospirillum, Acetobacter e
Herbaspirillum.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento serd realizado no Laboratério de Fitopatologia do Unicesumar, Maringd/PR. A vinhaca
utilizada sera fornecida por uma usina de aguUcar e alcool localizada na regido de Maringa. Inicialmente sera
realizada uma andlise quimica para definicdo da composicdo do subproduto. Serdo utilizados trés géneros
bacterianos, Azospirillum, Acetobacter e Herbaspirillum, que serdo obtidos a partir de produtos comerciais
recomendados para inoculagédo de gramineas.

O delineamento experimental a ser utilizado sera o inteiramente casualizado (DIC) com tratamentos em
arranjo fatorial (3x5), com cinco repeti¢cdes, totalizando 75 unidades experimentais. Os tratamentos seréo
compostos pelos trés géneros bacterianos supracitados e por meios de cultura liquidos formulados com diferentes
concentracdes de vinhaca, sendo: TO (caldo nutriente), T1 (100% vinhaca), T2 (75% vinhaca e 25% agua
destilada), T3 (25% vinhaca e 75% &gua destilada) e T4 (50% vinhaca e 50% &gua destilada). Os meios serédo
preparados para um volume final de 50 mL, acondicionados em erlenmeyer de 250 mL e autoclavados antes da
adicdo das bactérias. Para a inoculacdo serd utilizado a aliquota de 1 mL (2,0 x 10° células/ml) de cada género
bacteriano a partir dos inoculantes comerciais. Ap0s a inoculagdo os recipientes serdo colocados em mesa
agitadora orbital (120 rpm) por um periodo de cinco dias, em temperatura ambiente e agitagédo constante.

O crescimento bacteriano sera aferido por meio de espectofotbmetro, através de turbidimetria, com
comprimento de onda de 700nm a cada 2 h a partir da inoculagdo dos meios, totalizando quatro avaliagbes. E
também pelo método da diluigdo em série, com cinco amostragens dos tratamentos sendo a primeira realizada 24
horas apos a inoculagdo da vinhagca e mais quatro amostragens realizadas durante o periodo de incubacao, a
cada 24 horas, utilizando-se diluicdes a 10 inoculadas em placa de Petri contendo o meio agar nutriente,
procedimento realizado em triplicatas para cada tratamento. As placas serdo incubadas em temperatura ambiente,
e a contagem de unidades formadoras de colbnias (UFC) seré realizada apés 3 e 7 dias da incubacao.

Para todos os tratamentos serdo determinadas curvas de crescimento bacteriano a partir dos resultados
obtidos pelo espectrofotdmetro e pelo método de diluicdo seriada. Os resultados serdo submetidos a uma analise
de variancia e ao teste de médias Scott-Knott a 5% de significancia.

3 RESULTADOS ESPERADOS

Por meio desta pesquisa, espera-se verificar se ocorre sobrevivéncia e também multiplicacdo das
bactérias estudadas no subproduto vinhaca. E a partir destes resultados, novos estudos deverdo ser realizados
com a finalidade do desenvolvimento de uma metodologia para aplicacdo das bactérias diazotréficas via vinhaca
no campo em diferentes culturas agricolas, visando o aumento da produtividade e a reducao parcial do emprego
de fertilizantes nitrogenados.
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