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APRESENTAÇÃO

Sabemos que a microbiologia é um vasto campo que inclui o estudo dos seres 
vivos microscópicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, estrutura, fisiologia, 
reprodução, genética, taxonomia, interação com outros organismos e com o ambiente além 
de aplicações biotecnológicas. A microbiologia como ciência iniciou a cerca de 200 anos, 
entretanto os avanços na área molecular, como a descoberta do DNA, elevaram a um 
novo nível os estudos desse contexto, além de abrir novas frentes de pesquisa e estudo. 
Como ciência básica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos 
fundamentais da vida, e como ciência aplicada ela é praticamente a linha de frente de 
avanços importantes na medicina, agricultura e na indústria.

Deste modo, mais uma vez, temos o prazer de abordar o contexto da microbiologia, 
agora, dando continuidade ao tema correlacionando os avanços através dos séculos e 
consequentemente as constantes atualizações tecnológicas observadas nos últimos anos. 
Assim, apresentamos aqui o novo volume deste contexto denominado: “Microbiologia: 
Avanços através dos séculos e constante atualizações tecnológicas, volume 2” que 
compreende trabalhos e pesquisas desenvolvidas em diversos institutos contendo análises 
de processos biológicos embasados em células microbianas ou estudos científicos na 
fundamentação de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de 
saúde/doença.

Mais uma vez a Atena Editora demonstra seu comprometimento com um dos 
alicerces do desenvolvimento científico em nosso país e a capacidade de enxergar 
importantes temas tais como os avanços no campo da microbiologia. Parabenizamos, 
desde já, cada autor, e convidamos o leitor para aprofundar seus conhecimentos neste 
campo tão promissor.  

Desejo a todos uma ótima leitura! 

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Os inoculante são formulados 
com microrganismos de ação benéfica para 
plantas numa composição simples e acessível 
economicamente, sendo alguns empregados na 
fixação biológica de nitrogênio. Os inoculantes 
necessitam de um transportador de qualidade 
que garante a concentração de células ativas, 
além de tolerar variações de temperatura, 
umidade, aeração e tempo de armazenamento 
sem que apresente altos níveis de contaminantes, 
tornando necessário o uso de conservantes. 
Polímeros como carboximetilcelulose (CMC) 
e goma xantana (GX) têm sido usados para a 
fabricação de inoculantes relacionado à sua 
capacidade de limitar a transferência de calor, e 
às suas propriedades reológicas, que é a medida 
da viscosidade e tensão de escoamento. Desta 
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 
eficiência destes biopolímeros na preservação de 
células de Bradyrhizobium elkanii Bradyrhizobium 
diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas 
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fluorescens em meios de cultura alternativos (MS1, MS2 e MS3) 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-1 a partir do plaqueamento pela técnica Spread Plate. Foi 
possível concluir que a utilização dos biopolímeros foi eficiente na conservação e viabilidade 
de células dos microrganismos durante o período de armazenamento a 5 °C, sendo o meio 
de cultura MS2 o que obteve melhores resultados em UFC mL -1 para os microrganismos nos 
quais foi testado, obtendo aos 210 dias 3,0 x108 UFC mL-1 com a utilização de CMC e 1,4 x108 
UFC mL-1 com GX para B. elkanii, 1,3 x107 UFC mL-1 com CMC e 6,0 x106 UFC mL-1 com GX 
para B. diazoefficiens, 8,5 x108 UFC mL-1 com GX para Azospirillum sp. e que o meio MS3 
foi viável para a conservação de Pseudomonas fluorescens, mantendo 1,5 x108 UFC mL-1 
quando conservado com CMC.
PALAVRAS-CHAVE: Inoculante, Microrganismo, Conservante.

BIOPOLYMERS IN THE CONSERVATION OF RIZOBACTERIA CELLS IN 
ALTERNATIVE CULTURE MEDIA

ABSTRACT: The inoculants are formulated with microorganisms of beneficial action for plants 
in a simple and affordable composition; some being employed in biological nitrogen fixation. 
Inoculants 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 (GX) 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, Azospirillum sp. e Pseudomonas fluorescens in alternative 
culture media (MS1, MS2 and MS3) with 7, 15, 30 45, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 days at 5 
°C. The inoculants were evaluated at 210 days, measuring pH and CFU mL-1. It was concluded 
that the use of biopolymers was efficient in the conservation and viability of microorganism 
cells during the storage period at 5 °C, being the culture medium MS2 that obtained the best 
results in UFC mL-1 for the microorganisms in which it was tested, obtaining at 210 days 3,0 
x108 CFU mL-1 with use of CMC e 1,4 x108 CFU mL-1 with GX for B. elkanii, 1,3 x107 CFU mL-1 
with CMC, and 6,0 x106 CFU mL-1 with GX for B. diazoefficiens, 8,5 x108 CFU mL-1 with GX for 
Azospirillum sp. and that the medium MS3 was feasible for the conservation of Pseudomonas 
fluorescens, keeping 1,5 x108 CFU mL-1 when preserved with CMC.
KEYWORDS: Inoculant, Microorganism, Preservative.

1 |  INTRODUÇÃO
Inoculante é um produto formulado com uma ou diversas linhagens ou espécies 

de microrganismos de ação benéfica para o desenvolvimento de plantas em uma solução 
utilizada para transportá-los direto da fabricação numa determinada composição que seja de 
simples manuseio e acessível economicamente, podendo ser de origem inorgânica, orgânica 
ou até mesmo sintética (XAVIER et al., 2020). Alguns dos inoculantes mais utilizados são 
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os rizobiais, empregados principalmente para fixação biológica de nitrogênio, em culturas 
como soja e feijão (SILVA et al., 2013). As chamadas rizobactérias são promotoras de 
crescimento em plantas, atuam diretamente na supressão de doenças, na produção de 
fitormônios, solubilização de nutrientes do solo, aumento da permeabilidade das raízes 
e fixação de nitrogênio (MONCADA et al., 2020). São bactérias gram-negativas capazes 
de criar uma relação simbiôntica de fixação de nitrogênio nas raízes de leguminosas, 
garantindo o desenvolvimento na ausência de fertilizante nitrogenado, além de diminuir as 
taxas de óxido nitroso (N2O) no solo (RAMONGOLALAINA, 2020).

O processo de simbiose ocorre quando os rizóbios se diferenciam em bacteroides, os 
quais formam nódulos radiculares fixadores de nitrogênio intracelulares, que transformam 
moléculas de nitrogênio em amônio, aprimorando o crescimento vegetal, além de fazer com 
que a planta forneça ácidos dicarboxílicos para os rizóbios como fonte de carbono, energia 
e redutores (LIU, 2017).

O grande desafio da produção de inoculantes é ajustar as formulações para que 
tenha em campo o mesmo desempenho que no laboratório, garantindo a longevidade 
e estabilidade do microrganismo, com a capacidade de mantê-los viáveis após meses 
de armazenagem, sem a presença de contaminantes e mutações (SILVA et al., 2013). 
Há poucos estudos realizados na área de conservantes para inoculantes agrícolas, 
porém alguns autores apostam no uso de polímeros utilizados na indústria alimentícia 
e farmacêutica, como por exemplo o uso de amido e carboximetiolcelulose (CMC) para 
avaliar o armazenamento de rizóbios (FERNANDES JÚNIOR et al., 2009).

Diversos tipos de polímeros como carboximetilcelulose, goma arábica, 
polivinilpirrolidona e alginato, têm sido usados para a fabricação de inoculantes relacionado 
à sua capacidade de limitar a transferência de calor, e às suas propriedades reológicas, 
sendo normalmente utilizados como compostos adesivos quando aplicados em sementes, 
e protegendo contra dessecação durante a secagem à vácuo (SILVA et al., 2010).

Alguns microrganismos produzem exopolímeros que são biopolímeros produzidos 
pelo metabolismo do próprio fungo ou bactéria, e até algas, e são importantes para a 
proteção das células microbianas contra substâncias antimicrobianas, dessecação, 
bacteriófagos e estresse osmótico (HUSSAIN et al., 2017). Alguns veículos a base de 
polímeros vêm sendo testados em rizobactérias, como por exemplo a goma xantana e a 
carboximetilcelulose testadas como adjuvantes em Pseudomonas fluorescens (PRAVEEN 
BIRADAR & SANTHOSH, 2018).

O polímero carboximetilcelulose é fisiologicamente inerte e atóxico, sendo muito 
aplicado em indústrias alimentícias e farmacêuticas em virtude de sua viscosidade (SANZ 
et al., 2005). Já para o uso em inoculantes, é devido sua propriedade adesiva que melhora 
a fixação em sementes de leguminosas, protegendo-as de bactérias nocivas durante o 
armazenamento, além de promover o encapsulamento das células prevenindo contra 
estresses ambientais (REIS & ALVES, 2015).
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Goma xantana é um biopolímero natural biodegradável, de baixo custo, capaz 
de promover o encapsulamento de células bacterianas e liberá-las no ambiente após a 
degradação do material no ambiente (SILVA et al., 2010).

Neste estudo é abordado a utilização de carboximetilcelulose e goma xantana 
como conservante para inoculantes a base de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium 
diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas fluorescens, em diferentes meios de 
cultura, com o objetivo de manter a concentração adequada de células bacterianas por um 
longo período de prateleira.

2 |  METODOLOGIA
Os experimentos foram realizados no laboratório de Agromicrobiologia Aplicada 

e Biotecnologia, da Universidade Federal do Tocantins – Campus de Gurupi, no período 
de abril de 2019 a setembro de 2020. As cepas dos microrganismos utilizados foram de 
Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas 
fluorescens, todas obtidas do banco de cepas do laboratório, armazenadas a 5 °C em tubos 
de conservação com meios específicos para cada microrganismo.

Foram testados três meios de cultura, MS1, MS2, e MS3 cuja formulação está 
especificada na tabela 1. Os meios foram formulados no intuito de utilizar reagentes menos 
onerosos a fim de tornar a formulação simples, porém com nutrientes necessários aos 
microrganismos. Os meios de cultura foram preparados em Erlenmeyer de 1 L, devidamente 
identificados, e o pH foi ajustado para 6,0. Em seguida esterilizou-se o meio de cultura em 
autoclave a 121°C durante 30 minutos.

MS1 MS2 MS3
1000 mL H2O (destilada) 1000 mL H2O (destilada) 1000 mL H2O (destilada)
10 mL de melaço de soja 16 mL de melaço de soja 5,0 g de peptona
0,50 g de fosfato de potássio 4,0 g de extrato de levedura 5,0 g de extrato de levedura

5,0 g de sulfato de magnésio 3,0 g de cloreto de sódio

2,5 g de extrato de levedura 3,0 g de sulfato de magnésio
0,5 g de sulfato de potássio
16 mL de melaço de soja

Tabela 1: Composição do Meio de cultura MS1, MS2 e MS3

Fonte: Autor

Após o meio de cultura atingir temperatura ambiente, os Erlenmeyers foram 
inoculados com os microrganismos transferindo as cepas com o auxílio de uma alça 
de inoculação estéril, em cabine de fluxo laminar. Para o Bradyrhizobium elkanii, 
Bradyrhizobium diazoefficiens e Azospirillum sp. foram realizadas as fermentações nos 
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meios de cultura MS1 e MS2, e para o Pseudomonas fluorescens foi utilizado apenas o 
meio de cultura MS3, visto que para a fermentação deste microrganismo, é necessário um 
meio de cultura mais rico em nutrientes. Logo após a inoculação os Erlenmeyers foram 
colocados em incubadora Shaker (Novatecnica®) a 28°C, e 120 rpm por 96 horas.

Logo após a inoculação, retirou-se uma amostra de cada Erlenmeyer, aferiu-
se o pH e realizou-se o plaqueamento por superfície pela técnica Spread Plate para a 
quantificação de microrganismo em unidades formadoras de colônia (UFC mL-1) no tempo 
0 h, nas diluições 104, 106 e 108, e incubou-se as placas de Petri em estufa bacteriológica 
a 28 ºC por 72 horas para que fosse possível fazer a contagem das colônias. O mesmo 
procedimento foi realizado com 24, 48, 72 e 96 h para controle da fermentação. O controle 
do pH foi realizado a partir das amostras retiradas em cada tempo de fermentação, a cada 
24 horas, utilizando pHmetro digital de bolso (Hanna Instruments®).

As soluções conservantes foram preparadas adicionando 0,1 g do biopolímero 
em 100 mL de água destilada, e em seguida foi esterilizado a 121 ºC por 30 minutos. 
Para cada meio de cultura, foi adicionado, após as 96 horas de fermentação, 15 mL da 
solução conservante em 150 mL de inóculo fermentado, fazendo a homogeneização, 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 biopolímero, outro o 
inóculo com solução conservante de goma xantana, e inóculo com solução conservante de 
carboximetilcelulose.

Os tratamentos foram armazenados em geladeira a 5 °C, a fim de garantir melhor 
preservação do microrganismo, e foi retirado uma amostra a cada período de avaliação, 
sendo eles: 0, 7, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, e 210 dias.

Para cada avaliação foi realizado o plaqueamento pela técnica Spread Plate, em 
meio de cultura CCY, nas diluições 104, 106 e 108, em triplicatas, incubando as placas 
em estufa bacteriológica a 28 ºC, por 72 horas para que fosse realizada a contagem das 
colônias. Também foi realizado a aferição do pH das amostras utilizando-se pHmetro digital 
de bolso (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 biopolímeros. Os 
experimentos foram submetidos à análise de variância e teste de médias por meio do 
software estatístico Rstudio versão 1.3. As avaliações em plaqueamento pela técnica 
Spread Plate foram realizadas em triplicata, e os dados foram submetidos ao teste de Tukey 
a 5% de significância. Os gráficos foram confeccionados utilizando o software SigmaPlot 
versão 12.0.



 
Microbiologia: Avanços através dos séculos e constante atualizações tecnológicas 2 Capítulo 3 24

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Bradyrhizobium elkanii
Para a fermentação com Bradyrhizobium elkanii foi possível observar que desde o 

início o microrganismo adaptou-se melhor ao meio de cultura MS2, visto que no tempo zero 
obteve 1,0x1010 UFC mL-1 no meio MS1, e 4,5x1010 UFC mL-1 no meio MS2 (Tabela 2), o que 
pode ser explicado devido a composição, que tornou o meio MS1 mais ácido, impossibilitando 
que o ambiente estivesse adequado para o metabolismo deste microrganismo, que segundo 
Martins et al. (1997), considera que o pH ideal para Bradyrhizobium sp. seja entre 6,8 a 7,0. 

Unidades Formadora de Colônias (UFC mL-1)
MS1 MS2

Tempo
(dias) testemunha CMC GX testemunha CMC GX

0 1,0x1010 a 1,0x1010 a 1,0x1010 a 4,5x1010 a 4,5x1010 a 4,5x1010 a
7 2,5x109 b 7,0x109 a 8,0x109 a 2,3x1010 a 3,6x1010 a 3,7x1010 a
15 1,5x109 b 3,0x109 a 2,0x109 ab 1,6x1010 b 1,9x1010 ab 2,5x1010 a
30 1,3x108 c 2,6x108 b 7,0x108 a 7,0x109 b 8,0x109 b 2,5x1010 a
45 3,0x107 c 2,4x108 b 7,0x108 a 1,8x109 c 3,5x109 b 1,4x1010 a
60 2,3x107 b 1,6x108 a 3,2x108 a 5,3x108 b 8,7x108 b 1,2x1010 a
90 5,2x106 b 1,6x108 a 2,9x108 a 2,7x108 b 8,0x108 a 1,0x109 a

120 4,7x106 c 5,0x107 b 1,3x108 a 2,1x108 b 5,2x108 a 8,4x108 a
150 3,6x106 c 4,0x107 b 1,0x108 a 1,7x108 b 4,6x108 a 5,5x108 a
180 1,0x106 b 3,0x107 a 3,0x107 a 1,5x108 b 3,7x108 a 2,0x108 ab
210 0,0x100 b 2,0x105 a 2,0x105 a 3,0x107 c 3,0x108 a 1,4x108 b

CV(%)(2) 2,45 1,53
(1) Médias seguidas de mesma letra minúscula, nas linhas, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 

5%. (2) CV: Coeficiente de Variação. 

Tabela 2: Influência da utilização de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservação 
de células de Bradyrhizobium elkanii durante 210 dias de armazenamento a 5 °C.(1).

Fonte: Autor

Segundo Romeiro (2001), um método de preservação ideal deve ser simples, barato, 
e não demandar equipamento sofisticado, complementando o que diz Mariano, Assis e 
Silveira (2005), que cada microrganismo deveria ter seu próprio método de conservação 
já que cada um se comporta de uma determinada maneira quando exposto a diferentes 
condições. Para que ocorra a multiplicação de um microrganismo para a produção de 
inoculante é necessário realizar processos fermentativos utilizando um meio de cultura 
adequado para o metabolismo do microrganismo de interesse (VOSS et al., 2013). De 
acordo com Woiciechowski et al. (2013), a utilização do melaço de soja é uma alternativa 
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devido à redução de custos com matéria prima já que este composto é rico em açúcares, 
nitrogênio e outros macronutrientes.

A utilização dos biopolímeros carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) 
garantiram maior número de UFC mL-1 durante os 210 dias de armazenamento em relação 
ao tratamento sem conservante, para os dois meios de cultura testados. Na tabela 2 é 
possível observar que a partir do sétimo dia de conservação as médias dos tratamentos 
com conservante foram superiores nas avaliações no meio MS1. Para a fermentação no 
meio MS2, houve diferença estatística a partir dos 15 dias de armazenamento, sendo que 
desta data até 60 dias, os tratamentos com GX apresentaram maior número de unidades 
formadoras de colônias, e a partir dos 90 dias até o último dia de avaliação, os tratamentos 
com GX e CMC foram estatisticamente iguais, e superiores à testemunha. 

De acordo com o Ministério da Agricultura, a concentração mínima em inoculantes 
deve ser de 108 unidades formadoras de colônia, entretanto, conforme a “INSTRUÇÃO 
NORMATIVA Nº 13”, de 24 de março de 2011, os inoculantes para leguminosas devem 
conter pelo menos 1,0x109 UFC por grama ou mililitro (MAPA, 2011), tornando o meio MS2 
com adição de conservante a melhor opção, visto que alcançou valores mais próximos ao 
recomendado.

Goma xantana foi testada por Tumelero e Denardin (2008) com o objetivo de avaliar 
preservação das bactérias Ralstonia solanacearum e Pectobacterium atrosepticum por um 
longo período em diferentes formas de armazenamento, sendo em temperatura ambiente, 
refrigerador e freezer, e em todas as condições houve decréscimo na concentração de 
células viáveis.

Nas figuras 1 e 2 é possível observar que o pH das amostras aumentou, o que 
pode ser devido às características do microrganismo, já que segundo Lima et al. (2012), 
espécies de Azorhizobium e Bradyrhizobium tem a tendência de alcalinizar o meio de 
cultura, enquanto Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium tendem a acidificar o meio. 

A diferença da UFC inicial do meio MS1 pode ser devido ao pH do meio ter iniciado um 
pouco mais ácido, e segundo Perez et al. (1994), microrganismos simbióticos fixadores de 
nitrogênio são sensíveis à pH ácido, o que pode limitar o crescimento. Dentre os polímeros 
analisados por Denardin e Freire (2000) está a goma xantana, que foi empregada no intuito 
de acondicionar células de Bradyrhizobium elkanii durante oito meses, porém também se 
constatou o decréscimo da concentração de células viáveis.
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Figura 1: Relação da sobrevivência (UFC mL-1) e o potencial hidrogeniônico (pH) de Bradyrhizobium 
elkanii, no meio MS1 durante 210 dias de conservação a 5 °C.

Fonte: Autor

Figura 2: Relação da sobrevivência (UFC mL-1) e o potencial hidrogeniônico (pH) de Bradyrhizobium 
elkanii, no meio MS2 durante 210 dias de conservação a 5 °C.

Fonte: Autor

A preservação de Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium diazoefficiens foi 
avaliada por Schuh (2005), e este alega que biopolímeros como goma xantana, goma jataí 
e goma guar, podem ser empregados como base para formulação de inoculantes.

Bradyrhizobium diazoefficiens
Para a fermentação com Bradyrhizobium diazoefficiensi, foi possível observar que o 

microrganismo se adaptou bem nos dois meios de cultura, visto que ambos apresentaram 
1,00x1010 UFC mL-1 inicialmente (Tabela 3), diferindo pouco o valor do pH inicial, que para 
o meio MS1 foi de 7,0 e 7,3 para o MS2. A utilização dos bipolímeros carboximetilcelulose 
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(CMC) e goma xantana (GX) garantiram maior número de UFC mL-1 durante os 210 dias de 
armazenamento em relação ao tratamento sem conservante, para os dois meios de cultura 
testados.

Observando a tabela 3, é possível concluir que para o meio MS1, os tratamentos 
com conservantes garantiram maior número de colônias a partir do décimo quinto dia de 
armazenamento, e nas duas últimas avaliações, 180 e 210 dias, os valores de UFC mL-1 
foram respectivamente melhores no tratamento com goma xantana. Já para a fermentação 
no meio MS2, apesar de ter apresentado diferença estatística entre quinze e quarenta 
e cinco dias, onde o tratamento com goma xantana foi melhor, nas avaliações de 60, 
150 e 180 dias, não diferiram estatisticamente, porém com 210 dias o tratamento com 
carboximetilcelulose foi o melhor, seguido do tratamento com goma xantana que também 
foi superior à testemunha.

De acordo com Mohamed, Hassan e Abdelgain (2019), inoculantes líquidos 
com aditivos poliméricos foram capazes de colaborar na sobrevivência de inoculantes 
rizobiais por até sessenta dias em temperatura ambiente e a 4 °C, enfatizando que a 
sobrevivência celular depende tanto do tipo de aditivo quanto do microrganismo utilizado. 
Para sobrevivência de Rhizobium leguminosarum em diferentes materiais transportadores 
testados por Argal et al. (2015), foi constatado que a população diminuiu gradativamente 
em todos os testes nos 180 dias de armazenamento.

Nas figuras 3 e 4 é possível observar o comportamento do microrganismo em 
relação 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 à 
testemunha sem conservante. Na figura 3 é possível observar que entre trinta e sessenta 
dias a quantidade de UFC mL-1 teve redução no declínio de células, e pode ser relacionado 
com os valores de pH, que ficaram entre valores de 6,8 e 7,1, e segundo Oliveira e 
Magalhães (1999), estirpes de Bradyrhizobium spp. têm crescimento melhor em pH mais 
básico a neutro do que ácido, explicando a manutenção da viabilidade das colônias no meio 
MS2 com CMC e GX. 
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Unidades Formadora de Colônias (UFC mL-1)
MS1 MS2

Tempo
(dias) testemunha CMC GX testemunha CMC GX

0 1,0x1010 a 1,0x1010 a 1,0x1010 a 1,0x1010 a 1,0x1010 a 1,0x1010 a
7 2,0x109 a 3,5x109 a 3,5x109 a 6,0x109 a 7,5x109 a 8,0x109 a

15 1,0x109 b 2,5x109 ab 3,0x109 a 2,5x109 b 5,0x109 ab 6,5x109 a
30 2,9x108 b 1,0x109 a 1,0x109 a 5,9x108 b 1,1x109 b 5,5x109 a
45 2,5x108 b 5,8x108 ab 1,1x109 a 2,2x108 b 3,5x108 b 1,0x109 a
60 6,0x107 b 2,1x108 a 3,9x108 a 2,0x108 a 2,5x108 a 4,0x108 a
90 2,5x107 b 1,2x108 a 1,5x108 a 1,0x108 b 2,3x108 a 2,4x108 a
120 9,8x106 b 7,0x107 a 1,5x108 a 5,0x107 b 2,0x108 a 2,0x108 a
150 7,0x106 a 9,3x106 a 1,5x107 a 4,0x107 a 6,5x107 a 7,0x107 a
180 9,0x105 c 3,4x106 b 1,0x107 a 1,0x107 a 1,5x107 a 1,5x107 a
210 6,0x105 c 7,0x105 b 1,4x106 a 2,3x106 c 1,3x107 a 6,0x106 b

CV (%)(2) 2,07 1,84
(1) Médias seguidas de mesma letra minúscula, nas linhas, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 

5%. (2) CV: Coeficiente de Variação. 

Tabela 3: Influência da utilização de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservação 
de células de Bradyrhizobium diazoefficiens durante 210 dias de armazenamento a 5 °C (1)

Fonte: Autor

Figura 3: Relação da sobrevivência (UFC mL-1) e o potencial hidrogeniônico (pH) de Bradyrhizobium 
diazoefficiens, no meio MS1 durante 210 dias de conservação a 5 °C.

Fonte: Autor
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Figura 4: Relação da sobrevivência (UFC mL-1) e o potencial hidrogeniônico (pH) de Bradyrhizobium 
diazoefficiens, no meio MS2 durante 210 dias de conservação a 5 °C.

Fonte: Autor

Rohr (2007) estudou a sobrevivência de células de Bradyrhizobium japonicum, 
armazenado por três meses a temperatura ambiente, adicionadas a misturas poliméricas 
de carboximetilcelulose e amido, em diferentes proporções, e pode concluir que a utilização 
destes polímeros contribuiu para a sobrevivência do microrganismo apresentando 
excelentes resultados, alcançando 8,64 log de células mL-1 utilizando a proporção 50/50 
de cada biopolímero.

Nas figuras 1, 2, 3, e 4 é possível observar a relação de aumento do pH em todos 
os tratamentos, com a queda no número de colônias, e segundo Somasegaran e Hoben 
(1994), como o pH ótimo para Bradyrhizobium é 6,8 ± 02, em pH de valores superiores a 
7 ocorre a diminuição da taxa de crescimento bacteriano, que segundo Prescott, Harley 
e Klein (2002), se deve ao fato da presença de produtos de degradação de proteínas 
alcalinas durante o metabolismo, que modificam o estado de ionização das moléculas de 
nutrientes, diminuindo a disponibilidade para o microrganismo.

Azospirillum sp.
A fermentação com Azospirillum sp. foi realizada utilizando os meios de cultura MS1 

e MS2, porém o microrganismo não se adaptou bem ao meio MS1 e foi constatado a 
morte celular 24 horas o início do cultivo, mas já em relação ao meio MS2, este foi eficaz 
no processo fermentativo, visto que alcançou 1,1x1010 em 96 horas de fermentação, com 
pH em torno de 6,5, muito próximo do pH ideal para este microrganismo, que segundo 
Romero-Perdomo et al. (2015) seria de 6,8.

Na tabela 4, é possível observar comportamento do Azospirillum sp. durante o 
período de prateleira com a adição dos biopolímeros, e perceber a influência destes na 
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manutenção das células viáveis.

Unidades Formadora de Colônias (UFC mL-1)
Tempo
(dias) testemunha     CMC     GX

0 1,1x1010 a 1,1x1010 a 1,1x1010 a
7 8,5x109 a 1,1x1010 a 1,1x1010 a
15 5,5x109 b 1,0x1010 a 1,0x1010 a
30 4,0x109 b 9,0x109 a 9,0x109 a
45 2,5x109 b 6,5x109 a 7,5x109 a
60 1,0x109 c 2,5x109 b 5,0x109 a
90 1,9x109 a 2,9x109 a 3,0x109 a
120 1,2x109 b 2,2x109 a 2,8x109 a
150 1,0x109 b 1,8x109 a 2,1x109 a
180 5,9x108 b 7,2x108 ab 1,0x109 a
210 3,0x107 c 5,3x108 b 8,5x108 a

CV (%)(2) 1,12
(1) Médias seguidas de mesma letra minúscula, nas linhas, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 

5%. (2) CV: Coeficiente de Variação. 

Tabela 4: Influência da utilização de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservação 
de células de Azospirillum sp. durante 210 dias de armazenamento a 5 °C (1) no meio de cultura MS1.

Fonte: Autor

Conforme visto na tabela, a partir de 15 dias de armazenamento houve diferença 
estatística entre os tratamentos, e a UFC mL -1 apresentou melhores valores com a presença 
dos biopolímeros, dando destaque para a goma xantana, a qual obteve melhor resultado 
tanto ao longo do período de armazenamento como com 210 dias. De acordo com Bashan 
e De-Bashan (2015), apesar de existirem muitos meios de cultura para Azospirillum spp., 
a maioria deles não é considerada vantajosa devido a baixa quantidade de células e aos 
altos custos de produção, sendo então vantajoso a produção com meio de cultura MS2.

Na figura 5 está representado o comportamento do inoculante a base de Azospirillum 
armazenado durante 210 dias e sua relação com o pH do meio, podendo afirmar que entre 
15 e 150 dias o pH se manteve dentro da faixa ideal para o microrganismo, que segundo 
Contreras-Ângulo et al. (2019), o meio de cultura para Azospirillum deve estar ajustado em 
torno de 7.
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Figura 5: Relação da sobrevivência (UFC mL-1) e o potencial hidrogeniônico (pH) de Azospirillum sp., 
no meio MS2 durante 210 dias de conservação a 5 °C.

Fonte: Autor

Alguns autores sugerem que um bom inoculante deva conter entre 108 e 109 UFC 
mL-1, enquanto outros afirmam ser necessário apenas valores entre 106 e 107 UFC mL-1, 
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 formulação do meio de cultura 
não é onerosa e os resultado de UFC mL-1 conseguiram alcançar 108 mesmo após 210 dias 
de armazenamento (GARCIA-FRAILE et al., 2015).

Reetha et al. (2014) observaram a sobrevivência de Azospirillum lipoferum utilizando 
o encapsulamento de células com alginato de sódio aditivado com ácido húmico, porém 
esta é uma alternativa dispendiosa em relação à adição dos biopolímeros diretamente no 
inoculante.

Outro fator relacionado ao período de armazenamento é a baixa oxigenação, uma 
vez que o recipiente fica fechado durante todo o período, e isso pode não ter prejudicado 
o Azospirillum sp., pois são microrganismos microaerófilos, e segundo Alexandre et al. 
(2000), a concentração ideal de oxigênio para o Azospirillum brasiliense é em torno de 4 
μM. 

Pseudomonas fluorescens
Para fermentação com Pseudomonas fluorescens foi utilizado o meio de cultura MS3, 

visto que este meio contém os reagentes mais adequados para o melhor desenvolvimento 
do microrganismo, e com ele foi possível obter 6,0x109 UFC mL -1 após 96 horas de 
fermentação. O meio MS3 foi elaborado visando suprir as necessidades nutricionais da 
Pseudomonas fluorescens, a qual é geralmente cultiva em meio King’s B, porém ele não 
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garante longos períodos de prateleira, e segundo Biniarz et al. (2018) já foram testadas 
outras possíveis formulações otimizando este meio, o que levou a necessidade de 
desenvolver um meio alternativo que suplementasse a composição do melaço de soja, 
componente testado com outros microrganismos. Na tabela 5 pode-se observar como 
a adição dos biopolímeros a este meio após a fermentação foi eficiente para manter a 
viabilidade das células, onde já com 7 dias após o início do período de prateleira pode ser 
observado diferença entre os tratamentos. 

Durante as avaliações foi constatado que a utilização de goma xantana garantiu maior 
UFC mL -1 em todos os tempos, e que após os 7 dias, apenas entre 45 e 90 dias a utilização 
de carboximetilcelulose foi estatisticamente igual tanto ao tratamento sem conservação 
quanto com goma xantana, mas que após 90 dias apresentou valores superiores de UFC 
mL -1 em relação à testemunha.

Unidades Formadora de Colônias (UFC mL-1)
Tempo
(dias) testemunha CMC GX

0 6,0x109 a 6,0x109 a 6,0x109 a
7 5,0x108 c 1,3x109 b 6,3x109 a
15 2,5x108 b 7,5x108 a 5,0x108 a
30 2,0x108 a 3,6x108 a 3,9x108 a
45 1,7x108 b 2,1x108 ab 3,7x108 a
60 1,2x108 b 2,1x108 ab 3,7x108 a
90 1,0x108 b 1,9x108 ab 3,4x108 a
120 9,0x107 b 1,8x108 a 2,5x108 a
150 7,5x107 b 1,8x108 a 1,6x108 a
180 6,5x107 b 1,7x108 a 1,3x108 a
210 5,0x107 b 1,5x108 a 1,0x108 a

CV (%)(2) 1,75
(1) Médias seguidas de mesma letra minúscula, nas linhas, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 

5%. (2) CV: Coeficiente de Variação. 

Tabela 5: Influência da utilização de carboximetilcelulose (CMC) e goma xantana (GX) na preservação 
de células de Pseudomonas fluorescens durante 210 dias de armazenamento a 5 °C (1) no meio de 

cultura MS3.

Fonte: Autor

De acordo com Biniarz et al. (2018) e Scales et al. (2014), o pH ideal para o 
crescimento de Pseudomonas é entre 4 e 8, porém foi observado que em pH muito baixo 
ocorre a inibição do microrganismo e de acordo com a figura 6, é notável que o pH entre 7,3 
e 7,5 obteve melhores resultados na preservação do número de células.
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Figura 6: Relação da sobrevivência (UFC mL-1) e o potencial hidrogeniônico (pH) de Pseudomonas 
fluorescens, no meio MS3 durante 210 dias de conservação a 5 °C.

Fonte: Autor

Em estudo feito por Gonçalves et al. (2017), foi notado que o crescimento de 
Pseudomonas fluorescens se deu melhor em condições de pH mais próximo ao neutro, o 
que pode comprovar o bom resultado obtido na fermentação com o meio MS3 que alcançou 
109 UFC mL-1 em pH igual a 7,3.

Foi comprovado por Trivedi et al. (2005) que a utilização de alginato na formulação 
de inoculante com Pseudomonas corrugata garantiu resultados superiores em relação a 
inoculantes líquidos ou a base de carvão para inoculação de plantas de milho. 

A conservação de inoculantes, segundo Balatti (1992) tem como característica 
indispensável a manutenção da viabilidade das células microbianas sem a presença de 
contaminantes, e que o método de preservação não cause mutações ou variação das 
características funcionais do microrganismo. Sendo assim, foi possível concluir com 
os dados apresentados que a utilização de carboximetilcelulose e goma xantana foram 
eficazes na manutenção das características primárias dos microrganismos nos meios de 
cultura testados.

Nas figuras 7A, 7B, 7C e 7D estão representadas respectivamente as unidades 
formadoras de colônia (UFC mL-1) de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium diazoefficiens 
e Azospirillum sp. no meio de cultura MS2, e Pseudomonas fluorescens no meio de cultura 
MS3, resultado do plaqueamento pela técnica Spread Plate, sendo as placas superiores 
referentes ao tempo 0, nas diluições 104, 106 e 108, respectivamente, e nas placas inferiores 
está representado da mesma maneira o plaqueamento do tempo 210 dias, sendo que nas 
figuras 7A e 7C, as placas com 210 dias é resultado da conservação com o biopolímero 
goma xantana, e nas figuras 7B e 7D com carboximetilcelulose. confirmando a eficácia 
destes biopolímeros em manter a viabilidade celular da bactéria, sem a presença de 
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contaminantes, e sem alteração em suas características morfológicas.

A: Bradyrhizobium elkanii, B: Bradyrhizobium diazoefficiens, C: Azospirillum sp., D: Pseudomonas 
fluorescens. 

Figura 7: Unidade formadora de colônia (UFC mL-1) de Bradyrhizobium elkanii, Bradyrhizobium 
diazoefficiens e Azospirillum sp. nos tempos zero (T0) e 210 dias (T210), no meio MS2, e 

Pseudomonas fluorescens no meio MS3.

Fonte: Autor

Nestas figuras foi observado o decréscimo do número de colônias após os 
210 dias de armazenamento, porém foi satisfatório pelo fato de não ter a presença de 
microrganismos contaminantes, o que poderia influenciar na competição por nutrientes 
entre o microrganismo e algum possível contaminante, acarretando na diminuição de 
células viáveis, e consequente ineficiência do inoculante, estando de acordo com o que 
diz Deaker et al. (2004) que consideram o número de células viáveis e o número máximo 
de contaminantes toleráveis, como sendo os parâmetros necessários para classificar um 
inoculante. 

Confrontando os resultados obtidos nesta pesquisa de que o meio de cultura MS2, e 
MS3 com adição de biopolímero goma xanatana ou carboximetilcelulo foram eficientes na 
manutenção de células viáveis das rizobactérias testadas, e a ausência de contaminantes, 
com os resultados de uma pesquisa realizada por Herrmann e Lesueur (2013) na qual 
foram avaliados 65 inoculantes comerciais, sendo que destes, somente 37% estavam puros 
e 63% apresentavam contaminação por uma ou mais estirpes bacterianas, o inoculante 
produzido pode ser considerado de boa qualidade.
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4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
A utilização de biopolímeros como goma xantana (GX) e carboximetilcelulose 

(CMC) foi eficiente na conservação e viabilidade de células de Bradyrhizobium elkanii, 
Bradyrhizobium diazoefficiens, Azospirillum sp. e Pseudomonas fluorescens durante 210 
dias de armazenamento a 5 °C.

O meio de cultura MS2 composto por melaço de soja e extrato de levedura foi mais 
eficiente do que o meio MS1 na manutenção de UFC mL -1.
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