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RESUMO

Objetivou-se avaliar o uso da vinhagca como meio de cultivo para multiplicacdo de bactérias do
género Azospirillum. A estirpe utilizada foi obtida através de via comercial, e a vinhaca, de uma
usina da regido de Maringad-Pr. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com tratamentos em arranjo fatorial (2x5), com cinco repeticdes. Os tratamentos
foram: 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% agua destilada), sendo estes
autoclavados ou ndo autoclavados antes da inoculacdo com as bactérias. Os meios foram
preparados para um volume final de 50 mL. Aferiu-se a multiplicagdo por uso de
espectrofotdbmetro e também mediu-se o pH dos meios. Houve multiplicacdo das bactérias do
género Azospirillum em todos os tratamentos avaliados, sendo que uma menor multiplicacdo
ocorreu no T3, tanto para os tratamentos autoclavados quanto para os tratamentos sem
autoclavagem prévia. A multiplicacdo das bactérias nos meios de cultura avaliados proporcionou
um aumento dos valores de pH destes meios, que passaram de um pH &cido, préximo a 5,0, para
valores de pH basicos.

PALAVRAS-CHAVE: Residuo, fixagdo biolégica do nitrogénio, cana-de-agucar.

1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-acucar no Brasil tem se tornado relevante nos ultimos anos
devido ao seu papel no desenvolvimento do setor agricola e energético. Desde a insercao
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 expansao das
fronteiras agricolas e a utilizacdo de meios e recursos naturais renovaveis (LIMA; SOUZA,
2014). Tal acréscimo é explicado pela eficiéncia na utilizacdo da planta como fonte de
matéria prima para a producao do etanol.

Para que a cultura da cana-de-agucar produza satisfatoriamente € necessario o
uso de alta tecnologia em equipamentos e insumos. Segundo VITTI et al. (2010) a
adubacao nitrogenada da cultura é baseada na utilizacdo de adubos quimicos sintéticos,
que além dos altos precos causam impactos ambientais. De acordo com Oliveira et al.
(2014) uma das alternativas viaveis para suprir esta dependéncia € o aumento da oferta
de insumos biologicos de alta eficiéncia como a utilizacdo de microrganismos
diazotroficos, 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.
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Estes microrganismos tém como principal caracteristica beneficiar o desenvolvimento
vegetal por meio de mecanismos diretos, incluindo a fixacdo biologica do nitrogénio
(FBN), ou por mecanismos indiretos como o controle biolégico de fitopatdégenos e insetos
(BULGARELLI et al., 2013).

O processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) ocorre através da associagado
benéfica de bactérias diazotroficas nas zonas radiculares das plantas (CAMILO et al.,
2014). A visualizacdo mais frequente deste processo ocorre por meio da nodulagdo em
leguminosas, onde bactérias, tais como as do género Rhizobium, realizam uma relacdo
de infeccdo nas raizes contribuindo significantemente para a utilizagdo de nitrogénio e
diminuindo a utilizacdo de adubos nitrogenados nestas culturas. Atualmente este artificio
(FBN) tem sido bastante estudado em plantas ndo-leguminosas, como trigo e milho,
culturas em que o aporte mal dimensionado de nitrogénio compromete a produtividade
(FAGOTTI et al., 2012).

Uma alternativa para a inoculacdo da cultura da cana-de-aglicar com estes
microrganismos seria sua aplicacdo por meio da vinhaca, subproduto que ja € utilizado na
fertirrigacdo desta cultura a fim de sanar deficiéncias hidricas e nutricionais. De acordo
com Martins et al. (2011) sédo gerados 13 litros de vinhaga a cada litro de etanol
produzido. O constituinte principal da vinhaca é a matéria organica, basicamente sob a
forma de &cidos organicos e, em menor quantidade, encontram-se cations como o K, Ca e
Mg.

Alguns autores vém estudando a possiblidade de utilizar a vinhaca como meio de
cultura para a multiplicacdo de microrganismos. Ramirez et al. (2014) demonstraram que
h& a possibilidade de multiplicarem-se microalgas em doses de vinhaca com diferentes
concentracfes, chegando as doses a concentracado de até 40% do total do meio. Cazetta
et al. (2005) constatou que a levedura R. mucilaginosa se desenvolve satisfatoriamente
em vinhaca bruta, isto é, ndo diluida.

A pesquisa de microrganismos diazotroficos adaptados ao crescimento e
multiplicacdo no subproduto vinhaca pode resultar no desenvolvimento de um processo
biotecnolégico que propicie o aumento da produtividade da cana-de-agucar e reducdo
parcial do emprego de fertilizante nitrogenado. Porém, ainda sdo escassos 0s estudos
sobre a multiplicacdo de bactérias diazotroficas neste subproduto, fato que evidencia a
necessidade de averiguacdo visto o potencial desta nova tecnologia para a
sustentabilidade deste sistema agricola. Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar
0 uso da vinhaca como meio de cultivo para multiplicacdo de bactérias do género
Azospirillum.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia do Unicesumar,
Maringd/PR. A vinhaca utilizada foi fornecida por uma usina de acgucar e alcool localizada
na regido de Maringa. Foi utilizado o género bacteriano Azospirillum obtido a partir de
produto comercial recomendado para inoculacdo de gramineas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com
tratamentos em arranjo fatorial (2x5), com cinco repeticdes, totalizando 50 unidades
experimentais. Os tratamentos foram compostos por meios de cultura liquidos formulados
com diferentes concentracbes de vinhaca, sendo: TO (caldo nutriente), T1 (100%
vinhaca), T2 (75% vinhaca e 25% agua destilada), T3 (25% vinhaca e 75% agua
destilada) e T4 (50% vinhaca e 50% agua destilada), sendo estes autoclavados e nao
autoclavados antes da inoculagdo com as bactérias. Os meios foram preparados para um
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volume final de 50 mL. Para a inoculacdo utilizou-se a aliquota de 1 mL (2,0 x 10°

células/ml) do inoculante comercial. Apds a inoculagéo os recipientes foram colocados em
mesa agitadora orbital (120 rpm) por um periodo de cinco dias, em temperatura ambiente
e agitacdo constante.

O crescimento bacteriano foi aferido por meio de espectofotdmetro, com
comprimento de onda de 700nm a cada 2 h nas primeiras 24 horas ap0s a inoculacao dos
meios e apos esse periodo uma vez a cada 24 horas, totalizando oito avaliagbes. Foi
ainda avaliado o pH de cada unidade experimental, realizando-se a leitura a cada 2 horas
nas primeiras 24 horas apos a inoculagéo dos meios e apds esse periodo uma vez a cada
24 horas.

Para todos os tratamentos foram estabelecidas curvas de crescimento bacteriano a
partir dos resultados obtidos pelo espectrofotobmetro e curvas de variacdo do pH nos
diferentes tratamentos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A multiplicacdo da bactéria nos meios contendo vinhaca foi determinada de acordo
com transmitancia destes meios, onde quanto maior o niumero de bactérias no meio
menor a transmitancia do mesmo. De acordo com o grafico 01 pode-se constatar que
houve multiplicacdo das bactérias do género Azospirillum em todos os tratamentos
avaliados, sendo que uma menor multiplicacdo ocorreu no meio constituido de 25% de
vinhaca e 75% de agua destilada (T3), tanto para os tratamentos autoclavados quanto
para os tratamentos sem autoclavagem prévia. Este fato pode estar relacionado a menor
guantidade de material organico e nutrientes presentes neste meio de cultivo, pois o
mesmo apresenta a menor quantidade de vinhaca entre os tratamentos avaliados.

Ainda de acordo com os resultados de transmitancia € possivel verificar que em
todos os tratamentos onde se realizou a autoclavagem dos meios antes da inoculacéo
com as bactérias a porcentagem de luz transmitida foi menor do que em comparac¢do com
os tratamentos ndo autoclavados, a partir das 48 horas da inoculacdo. Ou seja,
evidenciando uma menor densidade éptica do meio e uma maior multiplicacao bacteriana.
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Grafico 01: Variacéo de valores de transmitancia de acordo com o teor de vinhaga em meio de cultivo para
multiplicagcdo de bactérias do género Azospirillum: A - Meios de cultivo previamente autoclavados, B - Meios
de cultivo néo autoclavados.

*TO (caldo nutriente), T1 (100% vinhaga), T2 (75% vinhaca e 25% agua destilada), T3 (25% vinhaga e 75%
agua destilada) e T4 (50% vinhaca e 50% agua destilada), sendo estes autoclavados e ndo autoclavados
antes da inoculagdo com as bactérias.
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Quanto ao pH, os valores mantiveram-se estaveis nas primeiras 36 horas nos
tratamentos com diferentes doses de vinhaca autoclavados (T1, T2, T3 e T4), e ap0s este
periodo estes valores aumentaram chegando proximos ao pH 9,0, ja para o tratamento
padrdo (TO) os valores decairam até as 36 horas ap0s a inoculacdo e apos este periodo
0S mesmos aumentaram. J4 para 0s tratamentos ndo autoclavados os valores
mantiveram-se constantes por um tempo maior, proximo a 48 horas apoés a inoculacao, e
a partir deste periodo também sofreram uma elevagédo. Sendo que nos tratamentos TO, T3
e T4 o pH ficou entre 8,0 e 8,5, e nos tratamentos T1 e T2 os valores ficaram préximos a
7,6 (Grafico 02).

De acordo com os resultados referentes ao pH ilustrados no gréafico 02, pode-se
verificar que a multiplicacdo de bactérias do género Azospirillum nos meios de cultura
avaliados proporcionou um aumento dos valores de pH destes meios, que passaram de
um pH &cido, préximo a 5,0, para valores de pH basicos. Um dos problemas da aplicacao
da vinhaca em solos agricolas é a acidificacdo destes solos, ja que a mesma apresenta
valores baixos, desta forma a multiplicacdo de bactérias diazotréficas neste subproduto
poderia amenizar este problema, jA que as mesmas proporcionam um aumento dos
valores de pH.
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Gréfico 02: Variacéo de valores de pH de acordo com o teor de vinhagca em meio de cultivo para
multiplicacdo de bactérias do género Azospirillum: A - Meios de cultivo previamente autoclavados, B - Meios
de cultivo ndo autoclavados.

*TO (caldo nutriente), T1 (100% vinhaga), T2 (75% vinhaca e 25% agua destilada), T3 (25% vinhaga e 75%
agua destilada) e T4 (50% vinhaca e 50% agua destilada), sendo estes autoclavados e nao autoclavados
antes da inoculacdo com as bactérias.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que é possivel a utilizagcdo do subproduto vinhagca como meio de cultivo
para multiplicagdo de bactérias diazotroficas do género Azospirilum, sendo esta
autoclavada ou néo previamente. Entre os tratamentos avaliados o que apresentou menor
multiplicacéo destes organismos foi o T3, constituido de apenas 25% de vinhaca.

Ainda pode-se concluir que a multiplicacdo e colonizacdo dos meios de cultivo
avaliados pelo género bacteriano testado proporcionou um aumento do pH destes meios
de cultivo, passando de acido para basico.

De posse destas informacgdes espera-se contribuir para novos estudos 0s quais se
utilizem da vinhaga como meio de cultura para o crescimento de microrganismos, e a
avaliacdo da ocorréncia da fixacdo ou ndo de nitrogénio por estas bactérias quando
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cultivadas neste subproduto. Almeja-se desta forma, adequar este tipo de condicédo a
situacbes de campo as quais venham a contribuir com praticas agricolas mais
sustentaveis.
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