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Resumo

Uma prética que pode ser utilizada no setor sucroalcooleiro é a utilizacdo da vinhaga como meio para
aplicacdo de bactérias diazotrdficas na cultura da cana-de-agUcar. Assim, objetivou-se quantificar a fixagéo
bioldgica de nitrogénio atmosférico por bactérias diazotréficas cultivadas em vinhaca. A vinhaca foi obtida
de uma usina da regido de Maringa-PR e 0 género bacteriano empregado foi o Azospirillum. Utilizou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado com arranjo fatorial 3X5, trés tempos de
determinacdo do nitrogénio fixado (1, 3 e 5 dias) e cinco meios de cultura liquidos: TO (caldo nutriente),
T1 (100% vinhaga), T2 (75% vinhaca e 25% agua), T3 (25% vinhaca e 75% agua) e T4 (50% vinhaca e
50% é&gua), ambos inoculados com 1 ml de meio liquido contendo 2,0 x 108 células bacterianas.ml™ e com
cinco repetices A quantificacdo do nitrogénio fixado foi realizada através do método de digestdo,
destilacdo e titulacdo de Kjeldahl. Ocorreu um aumento na porcentagem de nitrogénio total inicialmente
em todos os meios avaliados, mostrando que além de se multiplicar na vinhaca o género avaliado também
fixa nitrogénio na mesma. Com destaque para os tratamentos T1 e T4. Estes resultados atestam a
viabilidade da utilizacdo da vinhaca como meio para aplicagdo de bactérias diazotréficas na cultura da cana
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INTRODUCAO

O processo produtivo do etanol acarreta geragdo de diversos residuos com destaque
para a vinhaca, que é gerada em maior quantidade (ESPANA — GAMBOA et al., 2011). O
principal destino dado a vinhaca é a fertirrigacdo dos canaviais (PRADO et al., 2013).
Porém, de acordo com Fuess e Garcia (2014) sua utilizacdo sem critérios técnicos resulta
na lixiviagdo dos sais presentes neste residuo, contaminacdo de lengois freaticos,
salinizacdo do solo, entre outros impactos.

Buscando a sustentabilidade nos sistemas produtivos além do emprego de residuos
para suprir as necessidades nutricionais das culturas agricolas, uma alternativa é o uso de
insumos bioldgicos como as bactérias diazotréficas (OLIVEIRA et al., 2014). Um dos
organismos que pode ser utilizado neste processo € a bactéria Azospirillum sp. Seu uso na
cana é benéfico pois quando associada a rizosfera pode contribuir para a nutri¢do
nitrogenada das plantas (LINO, 2018), reduzindo assim o emprego de adubos nitrogenados
sintéticos que podem ocasionar impactos ambientais.

A aplicacdo destas bactérias em cultivos de cana-de-agucar muitas vezes é
tecnicamente dificil, porém uma alternativa seria sua aplicacdo juntamente com a vinhaca.
Silva (2018) verificou que bactérias do género Azospirillum sobrevivem quando inoculadas
em vinhaca, e que ocorre aumento do pH deste material apds a inoculacdo. Porém, é
necessario saber se estes organismos sao capazes de fixar nitrogénio atmosférico neste
subproduto. Assim, objetivou-se avaliar a ocorréncia do processo de fixacdo bioldgica de

nitrogénio atmosférico por bactérias diazotroficas inoculadas em vinhaca.

I\/I ETODOLOGIA

O experimento foi realizado no Laboratorio de Microbiologia da Unicesumar,
Maring&d/PR. A vinhaga foi fornecida por uma usina de acucar e &lcool da regido de Maringa
e 0 género bacteriano utilizado foi o Azospirillum, obtido de um produto comercial.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo

fatorial (3X5), com cinco repeti¢des: trés tempos de determinacao de nitrogénio total (1, 3
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e 5 dias ap6s a inoculagdo) e cinco meios de cultura liquidos: 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. Estes foram preparadas com volume final de 50 ml
e utilizou-se para inoculacdo 1 ml de meio liquido contendo 2,0 x 108 células bacterianas.ml-
1. Apo6s a inoculagéo os recipientes foram colocados em mesa agitadora orbital (120 rpm)
por um periodo de cinco dias, em temperatura ambiente e agitagdo constante.

A quantificacdo do nitrogénio foi realizada por meio da determinacédo do nitrogénio
total na amostra (NT), seguindo a metodologia de Kjeldahl, em trés etapas: digestéo,
destilacdo e titulacdo das amostras. A partir dai o teor de nitrogénio total (NT) em cada
amostra foi determinado pela equacgdo: NT =[(Va—Vb) x Fx 0,1 x 0,014 x 100] / P1, onde:
NT — teor de nitrogénio total (%); Va — volume da solucéo de acido cloridrico gasto na
titulacdo (ml); Vb — volume da solucdo de acido cloridrico gasto na titulacdo do branco
(ml); F — fator de correcdo para o acido cloridrico 0,01 mol/L; P1 — massa da amostra (g).

Para determinacgdo do teor de nitrogénio atmosférico fixado (NF) em cada amostra
em cada tempo de inoculacao foi realizado o calculo diminuindo do teor de nitrogénio total
inicial na amostra (%) o teor de nitrogénio total final (%). Os resultados obtidos de NF
foram utilizados para compor curvas do teor de nitrogénio atmosférico fixado aos 1, 3 e 5
dias apo6s a inoculacdo em cada tratamento.

R ESULTADOS E D ISCUSSAO

A primeira avaliacdo para quantificacdo do teor de nitrogénio nos meios avaliados
foi realizada imediatamente antes da inocula¢do com a bactéria Azospirillum e verificou-se
que todos os meios testados apresentavam nitrogénio em sua constitui¢do (Figura 01).

Na primeira avaliacdo apds a inoculacdo houve aumento no teor de nitrogénio
apenas de TO, T1 e T4 (Figura 01). Ja trés dias apos a inoculacdo, T1 apresentou um leve
aumento do teor de nitrogénio total, passando de 11,2% para 13,4%, e a partir deste ponto
houve um acuimulo exponencial deste nutriente, chegando a 36% aos cinco dias apds a
inoculagdo. E importante ressaltar que 0 meio que apresentou maior teor de nitrogénio no
quinto dias apds a inoculagdo foi 0 T3, sendo que este j& apresentava maior teor deste

nutriente no momento da inoculacéo.
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O Unico tratamento que apresentou variagdo negativa no teor de nitrogénio total foi
0 T2, - 7,6%. Nos tratamentos TO, T1, T3 e T4 ocorreram variagdes positivas, com um
aumento de 4,8; 26,2; 15,75 e 24,67%, respectivamente. Desta forma verifica-se que 0s
tratamentos T1 e T4 foram os apresentaram um maior acimulo de nitrogénio advindo

provavelmente do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio.
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Figura 01. Concentracdo de nitrogénio (%) em diferentes meios de cultivo inoculados com
a bacteria Azospirillum.

Tratamentos: 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).

Os tratamentos 1 e 2 correspondem aos meios com maior porcentagem de vinhaga
em sua constituicdo, mostrando que o subproduto disponibiliza os nutrientes necessarios
para o crescimento do microrganismo avaliado, possivelmente devido ao alto teor de
matéria organica presente.

Ainda sdo escassos trabalhos onde o subproduto vinhaca é utilizado como meio de
cultivo para microrganismos, nesta linha Bonini (2016) avaliou o cultivo da microalga
Chlorella vulgaris em vinhaca convencional e organica em diferentes concentracfes, com
e sem adicdo de nutrientes minerais e verificou maiores taxas de crescimento na vinhaca
convencional. E ainda que a adi¢éo de nutrientes foi importante para aumentar a densidade
final de células quando utilizada a concentracdo de 10% dos efluentes, mas néo foi essencial
para concentracfes maiores.

A prética da inoculacgdo da cultura da cana com bactérias diazotroficas ja foi relatada
por varios autores como viavel e eficiente (OLIVEIRA etal., 2003; SCHULTZ et al., 2012),

e com os resultados deste trabalho verifica-se que seria possivel a aplicacdo destes
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organismos diretamente por meio da vinhaca utilizada na fertirrigacdo da cana, pratica que
aumentaria a sustentabilidade e viabilidade deste processo.

CONSIDERAQC)ES FINAIS

Ocorreu um aumento na porcentagem de nitrogénio total inicialmente em todos 0s
meios avaliados, mostrando que além de se multiplicar no meio o género avaliado também
fixa nitrogénio nestes. Havendo destaque quanto ao acumulo de nitrogénio aos cinco dias

para os tratamentos constituidos por 100 e 50% de vinhaca.
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