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RESUMO 

Os inoculantes biológicos representam uma promissora vertente na agricultura 

contemporânea, desempenhando um papel fundamental na promoção da sustentabilidade 

agrícola. A crescente demanda por produtos biotecnológicos multifuncionais, 

caracterizados por uma vida útil (shelf life) mais longa e uma relação custo-benefício 

favorável para os produtores, que ao mesmo tempo priorizam a preservação do 

ecossistema e a saúde humana, tem se mantido constante em âmbito global. Os 

inoculantes biológicos emergem como catalisadores altamente eficazes para aumentar a 

produtividade agrícola, ao mesmo tempo em que mitigam de forma significativa o 

impacto negativo associado ao uso excessivo de fertilizantes químicos, contribuindo 

assim para o fomento da agricultura sustentável. Objetivou-se neste trabalho o 

desenvolvimento de formulações líquidas para consórcio bacteriano entre Azospirillum 

brasilense Ab-V5 e Ab-V6 e Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 que garantam a 

sobrevivência e viabilidade celular por período comercialmente viável. Para isso, cinco 

formulações foram desenvolvidas (F1, F2, F3, F4 e F5) e testadas em comparação a duas 

formulações controle (RC, Nfb). Foi selecionada a melhor formulação (F4) para adição 

de cinco protetores em diferentes concentrações: PVP (0,10%, 0,5% e 1%), PVA (0,15%, 

0,25% e 0,5%), Trealose (5mM, 10mM e 20mM), ácido málico (0,15%, 0,25% e 0,5%), 

e ácido cítrico (5mM, 10mM e 15mM), visando avaliar a estabilidade celular. Para 

avaliação das Unidades Formadoras de Colônias (UFC), foi utilizado 1 mL de inóculo 

(1x108 UFC/mL) em 100 mL de meio de cultivo, a incubação ocorreu em 180 rpm à 30 

°C por 48 horas. O desempenho das formulações e protetores foi avaliado segundo a 

metodologia estabelecida pelo MAPA (Instrução Normativa, N°30 de 2010). Em cultivo 

de forma associada das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense, as formulações F2, F3 

e F4 se destacaram entre as testadas ao apresentarem crescimento significativo em relação 

ao controle.  Por essa razão, foram selecionadas para cultivo de forma isolada de P. 

fluorescens. Para avaliação do crescimento em consórcio bacteriano as estirpes A. 

brasilense e P. fluorescens foram crescidas de duas formas: 1) Cultivo simultâneo das 

três estirpes. 2) Cultivo com intervalo no tempo de crescimento com associação de P. 

fluorescens, após 24 horas de cultivo prévio de A. brasilense. A F4 foi selecionada para 

ensaio em escala semi-piloto, realizado em balões com volume de 10 L, no qual foram 

inoculados 1,87% de cada estirpe em 8 L em meio de cultivo (F4), com adição dos 

protetores em diferentes concentrações e incubados em sala climatizada com temperatura 

de 30 °C, sob aeração estéril. A inoculação dos balões com as estirpes ocorreu respeitando 

o intervalo de tempo de 24 horas de crescimento entre A. brasilense e P. fluorescens. 

Nenhum dos protetores apresentou diferença significativa superior a F4 sem adição de 

protetores ao final de 90 dias de avaliação em relação à estabilidade e viabilidade celular. 

Foi realizada a contagem de células viáveis pelo método convencional e por qPCR, sendo 

constatado que o método de contagem de viáveis por qPCR foi eficiente e pode otimizar 

o processo de controle de qualidade dos inoculantes líquidos. Os resultados demonstraram 

que a formulação F4, com ou sem protetor, apresentou viabilidade e estabilidade 

microbiana satisfatórias, em conformidade com a legislação vigente. Além disso, a F4 

apresenta-se como uma candidata viável para futuros processos de escalonamento 

industrial. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Consórcio bacteriano; Viabilidade e estabilidade celular; 

Desenvolvimento; Formulações; Protetor celular.  
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ABSTRACT 

Biological inoculants represent a promising aspect in contemporary agriculture, playing 

a fundamental role in promoting agricultural sustainability. The growing demand for 

multifunctional biotechnological products, characterized by a longer shelf life and a 

favorable cost-benefit ratio for producers, which at the same time prioritize the 

preservation of the ecosystem and human health, has remained constant in the global. 

Biological inoculants emerge as highly effective catalysts for increasing agricultural 

productivity, while significantly mitigating the negative impact associated with the 

excessive use of chemical fertilizers, thus contributing to the promotion of sustainable 

agriculture. The objective of this work was to develop liquid formulations for bacterial 

consortium between Azospirillum brasilense Ab-V5 and Ab-V6 and Pseudomonas 

fluorescens ATCC 13525 that guarantee cell survival and viability for a commercially 

viable period. For this, five formulations were developed (F1, F2, F3, F4 and F5) and 

tested in comparison to two control formulations (RC, Nfb). The best formulation (F4) 

was selected for adding five protectors in different concentrations: PVP (0.10%, 0.5% 

and 1%), PVA (0.15%, 0.25% and 0.5%), Trehalose (5mM, 10mM and 20mM), malic 

acid (0.15%, 0.25% and 0.5%), and citric acid (5mM, 10mM and 15mM), aiming to 

evaluate cell stability. To evaluate the Colony Forming Units (CFU), 1 mL of inoculum 

(1x108 CFU/mL) was used in 100 mL of culture medium, incubation occurred at 180 rpm 

at 30 °C for 48 hours. The performance of the formulations and protectors was evaluated 

according to the methodology established by MAPA (Normative Instruction, N°30 of 

2010). In associated cultivation of the Ab-V5 and Ab-V6 strains of A. brasilense, the 

formulations F2, F3 and F4 stood out among those tested by showing significant growth 

in relation to the control. For this reason, P. fluorescens isolates were selected for 

cultivation. To evaluate growth in a bacterial consortium, the A. brasilense and P. 

fluorescens strains were grown in two ways: 1) Simultaneous cultivation of the three 

strains. 2) Cultivation with an interval in growth time with the association of P. 

fluorescens, after 24 hours of previous cultivation of A. brasilense. F4 was selected for 

semi-pilot scale testing, carried out in flasks with a volume of 10 L, in which 1.87% of 

each strain were inoculated in 8 L of culture medium (F4), with the addition of protectors 

at different concentrations. and incubated in an air-conditioned room with a temperature 

of 30 °C, under sterile aeration. The inoculation of the flasks with the strains occurred 

respecting the time interval of 24 hours of growth between A. brasilense and P. 

fluorescens. None of the protectors showed a significant difference greater than F4 

without the addition of protectors at the end of 90 days of evaluation in relation to cell 

stability and viability. Viable cells were counted using the conventional method and 

qPCR, and it was found that the viable cell counting method using qPCR was efficient 

and could optimize the quality control process of liquid inoculants. The results 

demonstrated that the F4 formulation, with or without protector, presented satisfactory 

viability and microbial stability, in accordance with current legislation. Furthermore, F4 

presents itself as a viable candidate for future industrial scaling processes. 
 

KEY WORDS: Bacterial Consortium; Cell viability and stability; Development; 

Formulations; Cell phone protector. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os inoculantes biológicos têm se tornado uma estratégia promissora para a 

agricultura sustentável, na tentativa de substituir o uso excessivo de fertilizantes 

químicos, aumentar a produtividade agrícola e atuar no biocontrole de patógenos (Cesari 

et al., 2020; Elnahal et al., 2022). Dessa maneira, a qualidade, custo-benefício, aplicação 

facilitada, multifuncionalidade e, claro, a capacidade de reprodução industrial com 

garantia de viabilidade dos microrganismos, são promissoras e de grande valia para o 

mercado de bioinsumos (Nogueira et al., 2022). Apesar da dificuldade em promover 

longevidade e estabilidade dos microrganismos viáveis após meses de armazenagem a 

pesquisa com o uso de biopolímeros tem sido efetiva em no cultivo de microrganismos 

para uso como inoculante (Souza et al., 2022). 

Inoculantes a base de microrganismos, como as bactérias promotoras de 

crescimento vegetal (BPCP) já são relatados comumente na literatura (Pagnussat et al., 

2016; Maroniche et al., 2018; Kadmiri et al., 2021). As rizobactérias encontradas na 

rizosfera de muitas plantas, são capazes de induzir aumento no crescimento vegetal, assim 

como a absorção de nutrientes, como o fósforo, através da solubilização de fosfatos; a 

síntese de fito-hormônios; e a fixação de nitrogênio (Contreras-Cornejo et al., 2016). 

Entre as BPCP, Azospirillum e Pseudomonas são gêneros amplamente comercializados, 

e frequentemente encontrados na rizosfera (Maroniche et al., 2018). 

O gênero Azospirillum é uma bactéria Gram-negativa, microaerófilico, fixador de 

nitrogênio, com capacidade de produção de fito-hormônios, como o ácido 3-indol-acético 

(AIA) (Cassán et al., 2020). É uma das BPCP mais estudadas desde sua descoberta, das 

22 espécies já encontradas, a espécie Azospirillum brasilense é a mais conhecida. É 

utilizada como modelo para o entendimento das vias metabólicas do nitrogênio, tem um 

papel crucial na arquitetura radicular das plantas, seu principal resultado na inoculação, é 

a capacidade de melhorar os efeitos negativos do estresse abiótico sobre culturas, podendo 

contribuir para o aumento e estabilização da produção agrícola (Okon e Labandera-

Gonzalez, 2015; Cassán et al., 2020). 

Enquanto, o gênero Pseudomonas, também Gram-negativa, destaca-se pela se 

pela produção de diferentes metabólitos secundários, a exemplo 2,4 – 

diacetilfloroglucinol (DAPG), de propriedades antagonistas e antimicrobianas, atuando 

também como um importante agente de biocontrole (Pagnussat et al., 2016).  Dentro do 

gênero Pseudomonas a espécie Pseudomonas fluorescens é um dos mais efetivos 
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antagonistas selecionados para a supressão de doenças, possui uma alta capacidade de 

solubilização de fósforo presente no solo (Galindo et al., 2018; Moazezikho et al., 2020), 

produz pigmento fluorescentes. Os sideróforos secretados de P. fluorescens tem 

capacidade de facilitar o crescimento de algumas espécies em condições de deficiência 

de ferro, influencia na expressão de genes relacionados à patogênese e/ou promove o 

crescimento de plantas, assim como, inibem agentes causadores de podridão de algumas 

culturas, como por exemplo: Fusarium spp., Rhizoctonia spp. e Pythium spp. (Gupta et 

al., 2002; Sulochana et al., 2014; Trapet et al., 2016; Khan et al., 2022). 

A compatibilidade entre os microrganismos em inoculantes pode fornecer 

excelentes resultados para a agricultura e indústria; no entanto, não é uma tarefa fácil 

combinar microrganismos com diferentes necessidades fisiológicas e nutricionais, o que 

requer uma vasta pesquisa e desenvolvimento biotecnológico (Garcia et al., 2021). Além 

disso, existe uma grande busca por produtos multifuncionais, ou seja, microrganismos 

com diferentes modos de ação e benéficos às plantas que, além da fixação biológica do 

nitrogênio e produção de metabólitos (PHB e biofilme), possam realizar também o 

biocontrole de patógenos (Rezende et al., 2021). 

O desenvolvimento da tecnologia de co-inoculação para a soja, por exemplo, teve 

início no ano de 2013, constituído na combinação de cepas de Bradyrizobium altamente 

eficiente na fixação de nitrogênio e cepas de A. brasilense com elevada capacidade de 

produção de fito-hormônios (Hungria et al., 2013, 2015). Em cinco anos, a co-inoculação 

foi adotada em cerca de 25% dos 36 milhões de hectares cultivados com esta leguminosa 

(Santos et al., 2021). Não há dúvida de que a combinação de inoculantes microbianos 

pode fornecer excelentes resultados, justificando o seu grande potencial de utilização em 

todo o mundo (Bashan 2011; Juge et al., 2012; Malusá e Vassilevde 2014; Fukami et al., 

2017; Bellabarba et al., 2019; Santos et al., 2019, 2021). 

Um levantamento sobre formulações mistas demostra que associação de 

Azospirillum e Pseudomonas, por exemplo, tem sido amplamente estudada (Pagnussat et 

al., 2016; Prasad; Babu, 2017; Kadmiri et al., 2020; Omer et al., 2022), embora 

necessitem de atenção, ao passo em que há relatos de inibição no crescimento de cepas 

de Azospirillum quando associadas à Pseudomonas (Maroniche et al., 2018). Aumentar a 

vida útil do agente microbiano, encontrar um material transportador, aditivo adequados e 

contornar problemas no transporte, armazenamento e aplicação do bioinsumo, são os 

principais desafios no desenvolvimento de uma formulação eficiente (Bashan et al., 2014; 

Florencio et al.,2022). 
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Por conta disso, a escolha de aspectos na produção de inoculantes deve ser bem 

avaliada, a incluir: a natureza líquida ou sólida da formulação; a escolha de cepas 

possíveis de crescerem em conjunto; a escolha por protetores que, em condições ideais 

de concentração, auxiliem na viabilidade das cepas e sua vida de prateleira; além do 

método de aplicação mais eficiente e prático do inoculante (Lobo et al., 2019). 

 O desenvolvimento do inoculante envolve uma série de etapas, uma delas é 

justamente a elaboração da formulação para a fermentação e produção do inoculante, que 

leva em consideração as necessidades nutricionais dos microrganismos utilizados 

(Fereira, 2016). Dentre estas necessidades a presença de fontes como carbono, nitrogênio, 

fósforo, enxofre e oxigênio, são importantes para o crescimento celular, além de 

micronutrientes e vitaminas específicas para alguns microrganismos, antiespumante. 

Além da composição, outro fator de grande importância é o tamponamento do meio ao 

longo da fermentação (Hungria, 2001; Santos et al., 2021). 

Apesar da complexidade em lidar com diversos fatores e detalhes, é difícil manter 

a concentração celular elevada por longos períodos em inoculantes líquidos devido à 

morte precoce das células. No entanto, é possível incluir substâncias protetoras nas 

formulações líquidas dos inoculantes para melhorar o comportamento e a sobrevivência 

das células microbianas presentes (Bashan et al., 2014; Santos et al., 2021) 

Dessa forma, o presente estudo objetivou o desenvolvimento de uma formulação 

líquida para o consórcio bacteriano de A. brasilense (Ab-V5e Ab-V6) e P. fluorescens 

(ATCC 13525), com o intuito de avaliar o desempenho em conjunto dessas estirpes e o 

uso de diferentes protetores na estabilidade e viabilidade dessas cepas. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram conduzidos pelo Laboratório de Microbiologia e 

Biotecnologia – LAMIBI da UNIOESTE, campus Cascavel, Paraná, em parceria com a 

empresa NITRO1000 Inoculantes Biológicos. 
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Figura 1 – Fluxograma com etapas do estudo. 

 

2.1 Estirpes bacterianas 

As bactérias utilizadas para desenvolvimento das formulações líquidas dos 

inoculantes foram as estirpes comerciais de A. brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) provenientes 

da Coleção de Culturas de Bactérias Diazotróficas e Promotoras do Crescimento de 

Plantas da Embrapa Soja (Coleção WFCC 1213, WDCM 1054), respectivamente, e a 

estirpe de P. fluorescens (ATCC 13525) foi obtida da coleção da Fundação André 

Tosello. Todas as estirpes constam na lista de microrganismos recomendadas pelo MAPA 

(Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) Todas as cepas foram recuperadas 

conforme as recomendações das coleções, e foram armazenadas em estoque em tubos 

cônicos tipo Falcon contendo meio sólido inclinado e recobertos com glicerol P.A. 

 

2.2 Preparo dos inóculos de A. brasilienses e P. fluorescens 

Em ensaios prévios foram realizadas as curvas de crescimento por 48 horas de A. 

brasilienses e P. fluorescens para avaliação dos parâmetros de densidade óptica, pH e 

UFC/mL, uma vez que estas estirpes apresentam velocidade de crescimento e 

metabolismos distintos.  

Para promover o consórcio bacteriano entre as estirpes, e a padronização nos 

ensaios, o inóculo foi preparado em frascos de 250 mL contendo 100 mL de meio de 

cultura líquido Rojo Congo (RC) (Cassán et al., 2010). Para P. fluorescens foi utilizado 
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Caldo Nutriente (NB) (Robert Koch, 1881).  A incubação foi realizada em incubadora 

com agitação orbital de 180 rpm à 30 °C por 48 horas para A. brasilense e 24 horas para 

P. fluorescens. Os frascos de 250 mL foram inoculados em fluxo laminar com auxílio de 

alça de inoculação a partir de repiques do estoque (item 2.1). O tempo de cultivo dos 

inóculos foram determinados por uma curva de crescimento realizada previamente no 

laboratório, considerando estes resultados foi determinado o tempo de cultivo suficiente 

para obtenção de UFC/mL satisfatória para padronização do inóculo. Todas as estirpes 

foram cultivadas de forma isolada e em duplicata. 

Todos os ensaios e, após o crescimento foram ajustados a concentração ideal  para 

serem inoculados nas formulações. Diante dos resultados obtidos em ensaios prévios para 

A. brasilense e P. fluorescens, foi padronizado 1,0x108 UFC/mL, esta padronização foi 

necessária para obtenção de células em fase log ou exponencial. Além disso, foram 

realizadas avaliações de células viáveis por meio da contagem dos inóculos segundo a 

metodologia estabelecida pelo MAPA (Instrução Normativa, N°30 de 2010). 

 

2.3 Compatibilidade entre estirpes A. brasilense e P. fluorescens 

Em placas de Petri contendo RC e AN sólidos foram inoculados tanto A. brasilense 

quanto P. fluorescens, para avaliação morfológica das bactérias em ambos os meios de 

cultura. 

O teste de compatibilidade entre os isolados de A. brasilense e P. fluorescens, foi 

realizado utilizando o método de antagonismo direto e indireto (Stockwell et al., 1996; 

Santos, 2014). Para avaliação foi realizada a inoculação em estrias contínuas de A. 

brasilense (Ab-V5) em metade de uma placa contendo meio de cultivo RC (Figura 2). Na 

outra metade foram realizadas estrias perpendiculares de Ab-V6 e P. fluorescens. O 

inóculo de todas as estirpes foi realizado da extremidade da placa em direção ao centro 

(06 cm de comprimento) e incubadas de 24h a 72h a 30 ºC, respeitando o tempo de 

crescimento de cada estirpe. O mesmo procedimento foi realizado em meio de cultivo 

AN e em diferentes ordens de estriamento para que todas as estirpes fossem estriadas e 

testadas independente da ordem e meio de cultivo.  
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Figura 2 - Representação esquemática da compatibilidade entre A. brasilense e P. fluorescens através de 

da técnica de antagonismo direto, realizado por confronto entre as estirpes (streak cross). Indicativo 1 estria 

descontinua de A. brasilense Ab-V5, indicativo 2 estria perpendicular de A. brasilense Ab-V6 e indicativo 

3 estria perpendicular de P. fluorescens. 

 

A segunda metodologia de avaliação de antagonismo direto entre as estirpes foi 

realizada por meio de disco-difusão, conforme metodologia de Bauer e 

colaboradores (1966) adaptado por Santos (2014). Foi espalhado 100µL da cultura celular 

de A. brasilense com auxílio de alça de Drigalski em placas de Petri contendo meio sólido 

RC (1 da Figura 3). Discos estéreis de 06 mm foram embebidos no sobrenadante, obtido 

pelo cultivo de P. fluorescens após a centrifugação à 10.000 rpm por 15 min e filtragem 

em filtros de 0,2 µm. Estes discos foram depositados sobre o meio (2 da Figura 3) 

contendo o espalhamento da cultura celular de A. brasilense. O mesmo foi realizado em 

meio de cultivo AN e em diferentes ordens para que todas as estirpes fossem testadas. 
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Figura 3 - Representação esquemática da compatibilidade entre A. brasilense indicativo 1 e P. fluorescens 

indicativo 2 através de da técnica de suscetibilidade. 

 

A terceira metodologia para avaliação do antagonismo foi o teste indireto. As 

estirpes de A. brasiliense Ab-V5 / Ab-V6 e P. fluorescens foram cultivados em meio 

líquido seguindo o item 2.2 e após o cultivo, foram centrifugados à 10.000 rpm por 15 

min, o sobrenadante foi filtrado em filtros de 0,2 µm. A estirpe Ab-V5 de A. brasilense 

foi espalhada em meio sólido RC (1 da Figura 4), em seguida, foram realizadas estrias 

descontínuas de P. fluorescens (2) e A. brasilense Ab-V6 (3). O mesmo foi realizado em 

meio de cultivo AN em diferentes ordens para que todas as estirpes fossem testadas. 

 

 

Figura 4 - Representação esquemática da compatibilidade entre A. brasilense Ab-V5 indicativo 1 P. 

fluorescens indicativo 2 e A. brasilense Ab-V6 indicativo 3 através da técnica Spread plate.  

 

2.4 Desenvolvimento de formulações líquidas para A. brasiliensis e P. fluorescens 

Foram elaboradas cinco formulações líquidas denominadas F1, F2, F3, F4 e F5, 

testadas associadas a duas formulações controle (F6-RC e F7-Nfb) (Tabela 1). Para todas 

as formulações foram ajustados pH 6,8 – 7,2.  As formulações (F1, F2, F3 e F4) foram 

suplementadas com 2 mL/L da solução de micronutrientes 1. A F5 foi suplementada com 

10 mL/L da solução de micronutrientes 2 (Tabela 2) e as formulações controles não foram 

suplementadas com soluções de micronutrientes ou vitaminas.  

 

Tabela 1 - Composição química das formulações e meios utilizados.  

Reagentes 
Formulações (%) 

F 1 F2 F3 F4 F5 F6-RC F7-Nfb 

Carbono 0,00% 58,35% 59,94% 44,02% 32,27% 68,35% 51,92% 

Nitrogênio 12,98% 15,91% 10,90% 16,77% 9,68% 6,84% 0,00% 
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Sais 34,80% 7,11% 7,30% 5,62% 4,32% 4,31% 1,25% 

Micronutrientes 0,28% 0,06% 0,06% 0,05% 0,15% 0,00% 0,11% 

Tampão 25,97% 5,30% 5,45% 20,96% 32,27% 6,84% 5,19% 

Quelante 0% 7,96% 10,90% 8,39% 18,07% 0,00% 41,53% 

Antiespumante 

Century ®️  
26% 5,30% 5,45% 4,19% 3,23% 13,67% 0,00% 

 

Tabela 2 - Composição das soluções de micronutrientes. 

Solução de Micronutrientes (Reagentes) 
Formulações g/L 

Solução 1 Solução 2 

Molibdato de Sódio - NaMoO4.2H2O  1 1 

Sulfato de Manganês - MnSO4.H2O  1,8 1,175 

Sulfato de Zinco - ZnSO4.7H2O      1,2 1,2 

Sulfato de Cobre - CuSO4.2H2O                                0,004 0,004 

Ácido Bórico - H3BO3                                          1,4 1,4 

 

2.4.1 Avaliação do crescimento das estirpes nas formulações e meios controles RC e 

Nfb 

Para validação das formulações líquidas foram realizados ensaios em escala 

laboratorial, em frascos de 250 mL sendo preparado 100 mL de cada formulação (Tabela 

1), na qual foram transferidos 0,5% de inóculo bacteriano para cada estirpe. A 

padronização do inóculo e a avaliação da biomassa celular após 24h e 48h da 

transferência, foi realizada como descrito no item 2.2. O primeiro ensaio foi realizado 

com o cultivo de forma separada para Ab-V5 e Ab-V6 nas sete formulações, destes 

ensaios foram selecionadas três formulações, F2, F3 e F4, que apresentaram maior 

desempenho. Os ensaios restantes foram conduzidos utilizando A. brasilense Ab-V5 

associado a Ab-V6, o cultivo isolado de P. fluorescens e o consórcio entre as três estirpes, 

nas três formulações pré-selecionadas. 

Os ensaios do consórcio bacteriano entre as três estirpes, foram realizados de duas 

maneiras: 1) Cultivo simultâneo das três estirpes por 48h e 2) Cultivo com intervalo de 

tempo de crescimento, sendo cultivo prévio de A. brasilense por 24h e em seguida, 

acrescentado a P. fluorescense e em associação foram crescidos por mais 24h, totalizando 

48h. A avaliação da concentração celular presente nas amostras coletadas (UFC/mL), foi 

realizada através da técnica de espalhamento, segundo a metodologia estabelecida pelo 

MAPA (IN 30-2010). Foram realizados o espalhamento em dois meios de cultivo, AN 

para quantificação de P. fluorescens e RC acrescido de 50 µL a cada 100 mL de meio de 

cultivo do antibiótico estreptomicina na concentração de 0,04 mg/mL para a quantificação 
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de A. brasilense. Ambos foram incubados em estufa de crescimento microbiológico à 

30°C.  

Devido ao tempo de crescimento destas estirpes serem diferentes, a contagem e 

avaliação de células viáveis de P. fluorescens ocorreu logo após 24 horas de incubação, 

por se tratar de um microrganismo de crescimento rápido e apresentar fluorescência bem 

característica nas colônias. Para A. brasilense por se tratar de um microrganismo de 

crescimento lento, foi adicionada estreptomicina, em concentração definida por ensaios 

prévios a esta pesquisa para a inibição de P. fluorescens sem prejudicar o crescimento de 

A. brasilense, por sua vez avaliado após 72h. 

 

2.5 Análise do tempo de viabilidade da F4 com diferentes protetores em escala 

semi-piloto 

Foram realizadas a avaliação da viabilidade celular e vida útil dos microrganismos 

na formulação F4 com a adição de cinco protetores em diferentes concentrações (shelf-

life).  

O ensaio de escala semi-piloto foi dividido em três etapas, ETAPA I, ETAPA II e 

ETAPA III devido ao número de balões que ultrapassaria a quantidade disponível para 

execução do experimento. Os experimentos foram conduzidos em duplicata, em balões 

com volume de 10L contento 8 litros de F4 acrescido dos protetores; polivinilpirrolidona 

(PVP), álcool polivinílico (PVA), Trealose, Ácido Málico e Ácido Cítrico, em diferentes 

concentrações (Tabela 3). A F4 sem adição de protetores foi utilizada como controle. A 

inoculação dos balões com as estirpes ocorreu respeitando o intervalo de cultivo prévio 

de A. brasilense por 24h, e após este período P. fluorescens foi adicionada e cultivada por 

24h, totalizando 48h de cultivo de A. brasiliense e 24h de cultivo de P. fluorescens.  

Para a inoculação dos balões, os inóculos foram preparados e analisados como 

descrito no item 2.2. Cerca de 1,87% de A. brasilense foi inoculado nos balões, estes 

foram incubados em sala climatizada com temperatura de 30 °C, por 24h.  Após este 

período, 1,87% de P. fluorescens foi inoculado nos balões e mantidos em sala de 

crescimento sob os mesmos parâmetros por mais 24h, totalizando 48h de cultivo.  

Após o período de cultivo, foi coletada uma amostra de cada balão para análises 

de pureza e quantificação de células viáveis, conforme descrito no item 2.3. Após as 

análises de liberação serem realizadas (pureza, coloração de Gram, D.O e pH), os balões 

foram liberados para envase. Em fluxo laminar, realizou-se a transferência do líquido do 

cultivo contido no balão para bolsas plásticas “bags” de 1,5L utilizando uma bomba 
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peristáltica. As bolsas foram dispostas em um suporte de aço inoxidável e pesadas em 

uma balança analítica, estabelecendo um critério para encerrar o enchimento entre as 

bolsas à medida que atingiam aproximadamente 1,5 kg. Após o enchimento, as amostras 

foram acondicionadas em caixas e armazenadas em uma sala com temperatura ambiente. 

Após o envase as amostras foram acomodadas em caixas e armazenadas em uma 

sala com temperatura ambiente.  

 

Tabela 3 - Formulação 4 (F4) acrescida dos protetores Álcool polivinílico (PVA), Polivinilpirrolidona 

(PVP) Trealose, Ácido Cítrico e Ácido málico em diferentes concentrações.  

 

F4 + Protetores (mM ou %)  Identificação dos protetores  

Álcool polivinílico PVA 0,15% - (C2H4O) n (g) P1 

Álcool polivinílico PVA 0,25% - (C2H4O) n (g) P2 

Álcool polivinílico PVA 0,5% - (C2H4O) n (g) P3 

Polivinilpirrolidona (PVP) 0,10% - (C6H9NO) (g) P4 

Polivinilpirrolidona (PVP) PVP 0,5% - (C6H9NO) (g) P5 

Polivinilpirrolidona (PVP) PVP 1% - (C6H9NO) (g) P6 

Trealose 5mM - C12H22O11 (g) P7 

Trealose 10mM - C12H22O11 (g) P8 

Trealose 20mM - C12H22O11 (g) P9 

Ácido Cítrico 5mM - C₆H₈O₇ (g) P10 

Ácido Cítrico 10mM - C₆H₈O₇ (g) P11 

Ácido Cítrico 15mM - C₆H₈O₇ (g) P12 

Ácido Málico 0,15% - C4H6O5 (g) P13 

Ácido Málico 0,25% - C4H6O5 (g) P14 

Ácido Málico 0,5% - C4H6O5 (g) P15 

F4 - Sem protetor  F4 

 

2.5.1 Avaliação da estabilidade e viabilidade celular em função da adição de 

protetores 

Após o envase (AE) foram realizadas análises de controle de qualidade conforme 

descrito na Instrução Normativa, N°30 de 2010 (MAPA, 2011) com modificações 

conforme descrito no item 2.5.1. As embalagens plásticas (bags) foram homogeneizadas 

vigorosamente e coletadas assepticamente uma alíquota de 10 mL sendo transferida para 

um tubo cônico estéril. Em seguida, foram realizadas diluições seriadas de 10-1 a 10-6. 

Foram plaqueados 0,1 mL das diluições 10-5 e 10-6 na superfície dos meios de cultura em 

placas de Petri com auxílio da alça de Drigalski. As placas foram incubadas em estufa à 

30 °C por 24h para P. fluorescens e 72h para A. brasilense. 
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As avaliações foram realizadas nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias após o envase para 

quantificação de células viáveis (UFC/mL), estabilidade (shelf-life) e viabilidade do 

consórcio bacteriano. Isso se deve ao fato da maioria dos inoculantes comerciais com 

estas estirpes apresentarem concentração de registro igual ou superior a 2,0x108 UFC/ 

mL com validade de seis meses a um ano. Em todas as avaliações foram feitas análises 

de pureza, e para tal detecção foi utilizado a técnica de estria por esgotamento, em meio 

BDA, TSA e AN para P. fluorescens e em RC com antimicrobiano estreptomicina para 

A. brasilense. O objetivo desta avaliação foi verificar a pureza do material e, caso 

houvesse alguma contaminação, identificá-la. Além disso, para a confirmação de pureza 

das amostras foi realizada a coloração de Gram.  

 

2.5.2 Quantificação de células viáveis por PCR em tempo real qPCR  

Após 90 dias de avaliação das células viáveis em F4 com a adição dos protetores 

pelo método convencional mencionado na seção 2.2, optou-se por selecionar alguns 

tratamentos (F4 sem adição de protetor, PVA 0,25%, PVP 0,5%, Trealose 5mM, Trealose 

20mM, Ácido Cítrico 5mM, Ácido Málico 0,15%, Ácido Málico 0,5%) cuja concentração 

estivesse acima de2,0x108 UFC/mL para serem quantificados por qPCR de células viáveis 

com kit GoFluorescens e GoAzo, conforme as instruções do fabricante. O objetivo deste 

ensaio foi avaliar a aplicabilidade da técnica qPCR na quantificação de células viáveis de 

bioinsumos, especialmente de inoculantes, com o intuito de otimizar as atividades de 

controle de qualidade e Pesquisa e Desenvolvimento, uma vez que a técnica convencional 

requer tempo, mão de obra e uso excessivo de materiais, como placas de Petri. Além 

disso, devido ao custo elevado associado à técnica convencional, selecionamos alguns 

tratamentos para os quais realizamos apenas a avaliação aos 90 dias, com o objetivo de 

comparar com a avaliação convencional de 90 dias.  

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A combinação de microrganismos com diferentes necessidades fisiológicas e 

nutricionais exige um desenvolvimento biotecnológico específico devido à interação 

entre esses microrganismos, que frequentemente competem entre si. No decorrer deste 

estudo, foi elaborada uma formulação capaz de suprir as exigências metabólicas das 

estirpes de A. brasiliense e P. fluorescens para que ambas se mantenham estáveis e viáveis 

até aplicação nas culturas como soja e milho. 
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 A avaliação das formulações indicou diferenças entre as espécies avaliadas. A. 

brasiliense demostrou um melhor crescimento na presença de ácido málico, e sacarose, 

enquanto P. fluorescens, com sua habilidade de colonizar diferentes ambientes e a 

versatilidade nutricional, apresentou um elevado crescimento em todas as formulações 

testada, possibilitando assim o desenvolvimento de uma formulação adequada para a co-

cultura, como será demostrado nos resultados obtidos a seguir.  

 

3.1 Compatibilidade entre as estirpes de A. brasilienses e P. fluorescens 

Nos testes de compatibilidade entre as estirpes, observou-se que todas apresentam 

compatibilidade entre si, sendo verificado crescimento de A. brasilense submetido a 

diferentes metodologias de confrontos com P. fluorescens (Figura 5). 

 

 

Figura 5 – Compatibilidade entre as estirpes de A. brasilienses e P. fluorescens através de ensaios de 

antagonismo direto (A) e (C), e indireto (B).  

  

 Embora a eficácia da associação de bactérias seja amplamente reconhecida, é 

crucial para a pesquisa garantir a compatibilidade entre microrganismos, para assegurar 

que não haja incertezas quanto ao comportamento destas cepas quando combinadas. Díaz 

e colaboradores (2023) destacam esta importância da realização de testes de 

compatibilidade in vitro de estirpes bacterianas antes da co-inoculação. Os mesmos 

autores, destacaram o papel fundamental dos efeitos benéficos do inoculante nas plantas, 

como foi o caso bem-sucedido da co-inoculação de Azospirillum argentinense (Az39) e 

P. fluorescens (A506), que resultou em no aumento do crescimento da alface.  

Em contrapartida, para algumas cepas, efeitos inibitórios de Pseudomonas sobre 

o crescimento de Azospirillum também são observados em meios sólidos (AN e King’s 

B), os quais são favoráveis à produção de metabólitos, através de vias regulatórias 

específicas (Maroniche et al., 2018). Por essa razão, além da compatibilidade bacteriana, 

a dinâmica de interação Azospirillum – Pseudomonas também depende de aspectos 

A 

 

B C 
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fisiológicos, genéticos e ambientais, nos quais esse consórcio será explorado (Díaz et al., 

2022).  

Em meio RC, por exemplo, já foram relatados menores impactos sobre o 

crescimento de A. brasilense, provavelmente pela baixa produção de metabólitos neste 

meio (Maroniche et al., 2018), ou ainda, pode-se também considerar que a presença de 

nitratos no meio, seja capaz de atenuar os efeitos fisiológicos inibitórios de Pseudomonas 

sobre Azospirillum (Díaz et al., 2022). 

 

3.2 Comparação do crescimento celular de Azospirillum brasilense Ab-V5 de forma 

isolada nas diferentes formulações 

Neste ensaio, foram avaliadas cinco formulações de meio de cultura (F1, F2, F3, 

F4, F5), incluindo duas formulações de controle (RC e Nfb), com o objetivo de determinar 

quais delas promovem a maior concentração celular da estirpe A. brasilense Ab-V5. 

 Após 24 horas de cultivo, a formulação F4 resultou na maior concentração 

celular, com uma média de 9,25x108 UFC/mL. Esta concentração permaneceu elevada 

após 48 horas, atingindo uma média de 2,30x109 UFC/mL. Em contraste, a formulação 

controle Nfb apresentou a menor concentração celular em ambos os períodos de 24 e 48 

horas avaliados, sem nenhuma UFC/mL detectada.  

Ao avaliarmos tanto o período de 24 horas quanto o de 48 horas de cultivo, 

observou-se que a formulação F4 apresentou diferenças estatísticas superiores em 

comparação com as formulações controle RC e Nfb. 

As formulações F3 e F5 após 48 horas de cultivo não apresentaram diferença 

estatística em relação a F4, por outro lado, apresentaram diferenças estatísticas 

significativas em comparação com Rc e Nfb (Figura 6). 
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Figura 6 - Concentração celular em UFC/mL de A. brasilense estirpe Ab-V5 cultivada de forma isolada 

nas diferentes formulações (F1, F2, F3, F4, F5, Nfb e Rc) em 24 horas e 48 horas de cultivo. Representação 

da média e erro padrão (barras acima e abaixo da média). Diferentes letras indicam diferenças significativas 

entre os grupos (p<0,05). 

 

 Uma estratégia utilizada para a otimização da produtividade bacteriana, tanto para 

cepas isoladas ou associadas é a utilização de diferentes fontes de carbono, 

micronutrientes, protetores (Carrasco-Espinosa et al., 2015; Garcia et al., 2021). Neste 

estudo, as formulações F3, F4 e F5 apresentaram crescimento satisfatório em relação as 

demais, essas formulações continham fontes de carbono como manitol (F3), sacarose 

(F4), glicerol (F4 e F5) e ácido DL-málico (F4), respectivamente.  

Estudos demonstram que o ácido málico é considerado uma das fontes de carbono 

(C) mais comum no crescimento de A. brasilense (Bashan et al., 2011; Garcia et al., 

2021). Meios de cultivo contendo manitol e sacarose, favorecem de forma positiva o 

crescimento de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6, mesmo em consórcio com outras bactérias 

como Bradyrhizobium. Este favorecimento pode ser influenciado pela presença da 

enzima manitol desidrogenase, que converte o manitol em outras formas mais utilizáveis 

de energia. Em relação a sacarose, o A. brasilense, apresenta enzimas como sacarase e 

invertase, que quebram a sacarose em glicose e frutose que são então utilizados nas vias 

metabólicas, para obtenção de energia e metabólicos intermediários (Garcia et al., 2021). 

O glicerol além de servir como protetor celular (Lobo et al., 2019), também já foi 

utilizado para substituir as fontes de carbono mais comuns para Azospirillum (Bashan et 

al., 2011). Espécies como A. brasilense possuem vias específicas e eficazes na utilização 

deste composto orgânico (Singh et al., 2017). A associação de diferentes fontes de 
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carbono, principalmente em F4 (sacarose, glicerol, ácido málico), demonstra a capacidade 

da estirpe em utilizá-las para promoção de seu crescimento e viabilidade durante 48 horas.  

Em relação aos resultados dos parâmetros pH e D.O de A.  brasiliense Ab-V5, 

apresentou resultados semelhantes em todas as formulações, exceto na F2, que em 48h 

observou-se uma D.O menor (0,886) que em 24h (1,012), e F3 que apresentou uma 

acidificação do pH, de 6,98 (24h) para 5,71 com 48 horas de cultivo (tabela em material 

suplementar). O que pode ser justificado pelas diferentes fontes de carbono e nitrogênio 

presentes nas formulações (Tabela 1). 

 

3.3 Comparação do crescimento celular de Azospirillum brasilense Ab-V6 de forma 

isolada nas diferentes formulações  

Após 24 e 48 horas de cultivo, as formulações F1, F2, F3, F4 e F5 apresentaram 

diferenças estatísticas significativas em relação à formulação controle Nfb. Em contraste, 

as formulações F1, F2, F3, F4 e F5 não apresentaram diferenças estatísticas quando 

comparadas ao controle RC no tempo de 24 horas.  

As formulações testadas F1, F2, F3, F4 e F5 não exibiram diferenças estatísticas 

significativas entre si nos períodos de 24 e 48 horas. Esses resultados estão representados 

na Figura 7. 

Ao longo de 24 horas, a estirpe Ab-V6 atingiu seu pico de crescimento celular na 

formulação F4, com uma média de 2,25x109 UFC/mL. No entanto, após 48 horas, a 

formulação F3 apresentou a maior média entre as formulações avaliadas, alcançando 

4,70x109 UFC/mL, seguida pela F4 com uma média de 3,50x109 UFC/mL. Em contraste, 

a formulação Nfb apresentou a menor concentração ao longo do estudo, sem nenhuma 

UFC/mL detectada após 48 horas. 
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Figura 7 - Concentração celular em UFC/mL de A. brasilense estirpe Ab-V6 cultivada de forma isolada 

nas diferentes formulações (F1, F2, F3, F4, F5, Nfb e Rc) em 24 horas e 48 horas de cultivo. Representação 

da média e erro padrão (barras acima e abaixo da média). Diferentes letras indicam diferenças significativas 

entre os grupos (p<0,05). 

 

Uma informação qualitativa importante a ser ressaltada em relação a F3 e F5 

contendo Ab-V6, que apesar de não apresentarem diferença estatística em relação as 

demais formulações, as mesmas apresentaram floculações nas primeiras 24 horas de 

cultivo (Figura 8). Este fator pode estar relacionado aos altos níveis de glicerol (1%) 

presentes no meio cultivo, corroborando com os trabalhos de Dias (1988) e Barreto e 

colaboradores (2009) que obtiveram os mesmos padrões de floculação. 

 

 

Figura 8 – Floculação na (A) formulação 5; (B) formulação 3. 

 

A 

 

B 
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Esse processo de floculação está associado a ambientes nutricionalmente 

estressantes, como altas taxas de relação carbono e nitrogênio (Souza, 2018), o que pode 

decorrer da associação de excesso de fontes de nutrientes, como o glicerol, manitol (fonte 

de carbono) e extrato de levedura (consumo de substâncias nitrogenadas) no meio 

(Baretto et al., 2009). 

A formulação F5 foi excluída dos ensaios subsequentes devido à presença de 

filamentos que aderiram às paredes, o que se acredita ter causado uma superestimação na 

quantificação de células viáveis. Além disso, em termos de aplicabilidade e 

comercialização, a presença de filamentos deve ser considerada devido às possíveis 

interferências na aplicação do biofertilizante nos sulcos, através de bicos de pulverização. 

Considerando o potencial biotecnológico, a formulação F3 continuou sendo avaliada nos 

ensaios subsequentes, uma vez que poderia ser incorporada ao consórcio bacteriano com 

Bradyrhizobium japonicum, devido à afinidade deste último com o manitol presente na 

F3. Em relação aos resultados dos parâmetros de pH e D.O obtidos em análises realizadas 

com 24h e 48h de cultivo, apresentaram resultados semelhantes em todas as formulações, 

exceto em F2, que apresentou pH (8,17) mais básico em 48h de cultivo. O que pode ser 

justificado pela competição do H+ com os nutrientes catiônicos da F2 pelos 

microrganismos. Já em F2 e F4 indicaram que estão bem ajustados promovendo uma 

maior e melhor aproveitamento dos nutrientes das formulações (Ribeiro et al., 1997) 

(tabela em material suplementar). 

 

3.4 Avaliação do cultivo de Azospirillum brasilense, estirpe Ab-V5 associada a Ab-

V6 em diferentes formulações  

As formulações F2, F3 e F4 testadas na associação das estirpes Ab-V5 e Ab-V6, 

após 24 horas de cultivo, não apresentaram diferença estatística significativa. No entanto, 

após 48 horas, observou-se que F4 apresentou diferença significativa em relação a F2 e 

F4 (Figura 9).  

No cultivo em associação das estirpes Ab-V5 e Ab-V6, observou-se inicialmente 

que a formulação F4 também se destacou, atingindo uma média de 2,63×109 UFC/mL 

após 24horas, e aumentando para 5,25×109 UFC/mL após 48 horas. Em contraste, a 

menor média foi observada na formulação F3 (2,25×108 UFC/mL), seguida por F2 

(9,25×108 UFC/mL) após 48 horas (Figura 9).  
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Figura 9 - Concentração celular em UFC/mL do cultivo associado de A. brasilense, estirpe Ab-V5 e Ab-

V6 nas diferentes formulações (F2, F3 e F4) em intervalos de 24 horas e 48 horas de cultivo. Representação 

da média e erro padrão (barras acima e abaixo da média). Diferentes letras indicam diferenças significativas 

entre os grupos (p<0,05). 

 

Na literatura já foi demonstrado que espécies de Azospirillum são favorecidas na 

presença de ácido málico (Dôbereiner; Baldani; Baldani, 1995). Porém, estudos 

realizados por Marcelino (2012) e Garcia e colaboradores (2021) demonstraram a 

habilidade das estirpes A. brasilense em metabolizar sacarose. Nesse estudo a interação 

da sacarose com ácido málico contribui significativamente para o aumento do 

crescimento celular. Além da sacarose, a formulação de cultivo utilizado por Marcelino 

(2012) também possuía glicerol como fonte de carbono. O glicerol é um dos poucos 

substratos capazes de atravessar a membrana celular de procariotos por difusão facilitada 

(Santos et al., 2021). Após a passagem do glicerol através da membrana, Azospirillum é 

capaz de catabolizá-lo e utilizá-lo como fonte de carbono (Silva, 2006; Fernandes, 2013; 

Santos et al., 2021). O glicerol estava presente na composição das formulações F3 e F4, 

sacarose em F2 e F4, demostrando a capacidade das estirpes em utilizar essas fontes de 

carbono em seu metabolismo energético (Figura 8). 

A maior concentração celular obtida na formulação F4, em comparação as demais 

formulações, pode estar relacionada pelo equilíbrio das fontes de carbono, sacarose, 

glicerol e ácido málico (Tabela 1). 

Nota-se que na F3, (Tabela 4) o pH acidificou em relação ao pH inicial do meio 

de cultura, evidenciando uma grande produção de ácidos orgânicos como por exemplo: 

ácido acético, lático, glioxálico (Goebel; Krieg, 1984), compostos estes resultantes do 

metabolismo, decorrentes da hidrólise do glicerol.  As formulações F2 e F4 apresentaram 
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elevação do pH nas primeiras 24h de cultivo, F2 manteve a elevação, enquanto F4 

apresentou uma boa capacidade de tamponamento. E com base nesses resultados obtidos, 

a F4 foi escolhida para o cultivo simultâneo das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de Azospirillum 

brasilense. 

 

Tabela 4 - Análise de pH e D.O durante o cultivo associado de A. brasilense, estirpe Ab-V5 e Ab-V6 

em (F2, F3, F4) em 24 horas e 48 horas. 

Formulações A. brasilenseAb-V5 – Ab-V6 
D.O pH D.O pH 

 

(48h) (24h) (24h) (48h) 

F2 1,1485 7,55 1,097 7,85 

 

F3 1,332 6,97 0,95 5,86 
 

 

F4 1,3775 7,16 1,609 6,87 
 

 
 

 

3.5 Avaliação do cultivo de P. fluorescens de forma isolada em diferentes 

formulações  

Para o cultivo de P. fluorescens, observou-se que a formulação F2 apresentou 

diferenças estatísticas significativas em relação a F3 e F4 em 24 horas. Por outro lado, F3 

e F4, em 24 horas, foram estatisticamente similares. Ao analisar o período de 48 horas, 

F2 se manteve estatisticamente significativa em relação a F3 e F4.  

Na análise do cultivo isolado de P. fluorescens inferiu-se que F2 apresentou as 

maiores concentrações celulares de UFC/mL em 24 horas e em 48 horas de cultivo 

(1,45x109 e 2,48x109 UFC/mL, respectivamente), quando comparadas a F3 e F4 em 

ambos os períodos (Figura 10).  



26 
 

 

Figura 10 - Concentração celular em UFC/mL do cultivo isolado de P. fluorescens nas diferentes 

formulações (F2, F3 e F4) em intervalos de 24 horas e 48 horas de cultivo. Representação da média e erro 

padrão (barras acima e abaixo da média). Diferentes letras indicam diferenças significativas entre os grupos 

(p<0,05). 

 

O crescimento significativo de Pseudomonas em F2 parece estar diretamente 

correlacionado à presença de sacarose (1%) no meio, visto que apenas essa formulação 

continha o dissacarídeo nessa quantidade (Tabela 1). Ao que parece P. fluorescens 

utilizou de forma satisfatória esta fonte de carbono (sacarose) que já é reconhecida para 

rizobactérias, incluindo Azospirillum e Bradyrhizobium, como demonstrado em estudo 

realizado por Garcia e colaboradores (2021). Hipóteses a respeito da hidrólise de sacarose 

por íons hidrogênio liberados durante processos de autoclavagem de meio de cultivo ou 

até mesmo a capacidade desses dissacarídeos em oferecer proteção as células já foram 

verificadas em outras pesquisas (Garcia et al., 2021).  

Para o cultivo de P. fluorescens de forma isolada, os valores de pH e D.O obtidos 

em análises realizadas com 24 e 48 horas foram semelhantes, com D.O proporcional e pH 

estável em todas as formulações, ao final das 48 horas de cultivo (Tabela 5). Isto pode 

estar relacionado a quantidade semelhante da combinação de KH2PO4 e K2HPO4 (Tabela 

1), que auxiliaram durante o período de incubação em manter o sistema tampão nas 

formulações.  

 

Tabela 5 - Análise de pH e D.O durante o cultivo de forma isolada de P. fluorescens em (F2, F3, F4) em 24 

horas e 48 horas. 

Formulações P. fluorescens 
D.O   pH 

(24h) 

D.O   pH  

(24h) (48h) (48h) 
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F2 1,431 7,00 1,451 7,42 

 

F3 1,3085 6,32 1,5325 6,35 
 

 

F4 1,379 6,88 1,5405 6,95 
 

 
 

3.6 Avaliação de crescimento bacteriano de forma simultânea entre Azospirillum 

brasilense, estirpes Ab-V5 e Ab-V6 e P. fluorescens em diferentes formulações 

Na avaliação de crescimento bacteriano das três cepas de forma simultânea, os 

resultados apresentaram que para cada bactéria avaliada, uma formulação obteve maior 

desempenho. No período de 24 horas, o cultivo de A. brasilense evidenciou a maior 

concentração celular em F3, com uma média de 6,45x109 UFC/mL. Após 48 horas, a 

formulação F4 destacou-se com a maior concentração celular, atingindo uma média de 

8,35x109 UFC/mL (Figura 11 A). 

Durante a análise do crescimento bacteriano de P. fluorescens em 24 horas, 

podemos observar que a maior concentração celular ocorreu na formulação F2, que exibiu 

uma média de 2,08x109 UFC/mL. Esta medida é coerente com os valores obtidos quando 

P. fluorescens é cultivado isoladamente. Para o período de 48 horas, a formulação F3 se 

sobressaiu, apresentando a maior concentração celular com uma média de 4,15x109 

UFC/mL, apesar de não apresentar diferença estatística com F2 (Figura 11 B). 

 

 

Figura 11 - Concentração celular em UFC/mL do cultivo simultâneo entre Azospirillum brasilense estirpe 

(A) Ab-V5 e Ab-V6 e (B) P. fluorescens nas diferentes formulações em intervalos de 24 e 48 horas de 
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cultivo. Representação da média e erro padrão (barras acima e abaixo da média). Diferentes letras indicam 

diferenças significativas entre os grupos (p<0,05). 

 

Embora a F3 tenha se destacado, observou-se floculação no meio, com 

demonstrado na Figura 8, e consequentemente a acidificação de F3 após 48h (pH 5,95), a 

desqualificou para o cultivo das estirpes. De acordo com Bahat-Samet, Castro-Sowinski 

e Okon (2004), a agregação bacteriana e a floculação são de grande interesse na produção, 

armazenamento e sobrevivência bacteriana de inoculantes. Azospirillum brasilense 

apresenta a capacidade de agregação e floculação, e essas propriedades podem impactar 

significativamente sua sobrevivência no solo, tornando seus inoculantes adequados para 

aplicação na agricultura (Burdman; Okon; Jurkevitch, 2000). Embora a floculação seja 

uma propriedade benéfica dos inoculantes, favorecendo o sucesso das culturas, como por 

exemplo, através da simbiose com outros microrganismos no solo, ela pode apresentar 

desafios na contagem precisa das células. Quando as células se aglomeram, a separação 

torna-se difícil, levando a contagens imprecisas de unidades formadoras de colônias por 

mililitro (UFC/mL). Além disso, a comercialização de inoculantes floculados pode 

apresentar obstáculos devido às suas características. Visualmente, eles podem parecer 

inadequados para os agricultores, muitos dos quais têm conhecimento técnico limitado. 

Ademais, a floculação pode resultar em obstruções nos bicos de pulverização durante a 

aplicação no sulco ou foliar.  

 

3.7 Avaliação de crescimento celular bacteriano entre Azospirillum brasilense, 

estirpe Ab-V5 e Ab-V6 e P. fluorescens em diferentes formulações com intervalo no 

tempo no crescimento entre as estirpes 

Com o intuito de priorizar o crescimento e a sobrevivência do A. brasilense no 

consórcio, pelo fato de apresentar um crescimento mais lento em relação a P. fluorescens 

(Maroniche et al.,2018), optou-se por realizar adaptações nos tempos de cultivo, 

priorizando seu crescimento de forma isolada por 24 horas, e após este período adicionar 

P. fluorescens e em consórcio serem cultivados por mais 24 horas.  

Ao analisar o crescimento isolado de A. brasilense, estirpes Ab-V5 e Ab-V6, em 

48 horas (tempo total de cultivo para A. brasilense) constatou-se que F4 se sobressaiu, 

com uma concentração celular média de 2,50x1010 UFC/mL (Figura 12 A). 

Na avaliação de Pseudomonas fluorescens adicionado ao meio previamente 

inoculado com ambas as estirpes de A. brasilense por 24 horas, observou-se que a 

formulação F4 alcançou a maior concentração celular. Esta concentração atingiu uma 
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média de 2,46×1010 UFC/mL conforme observado na Figura 12 (B). Sob essas condições, 

constatou-se que tanto o crescimento de A. brasilense quanto de P. fluorescens foi 

significativamente maior na formulação F4, conforme ilustrado abaixo na Figura 12. 

 

 

Figura 11 - Avaliação da concentração celular em UFC/mL do cultivo em consórcio bacteriano com 

intervalo no tempo de crescimento, e associação de P. fluorescens após 24 horas de cultivo prévio de A. 

brasilense. (A) A. brasilense e (B) P. fluorescens. Representação da média e erro padrão (barras acima e 

abaixo da média). Diferentes letras indicam diferenças significativas entre os grupos (p<0,05). 

 

A combinação de Azospirillum com Pseudomonas, agentes de biocontrole 

antagonistas, requerem atenção especial quanto aos potenciais efeitos inibitórios de 

metabólitos antimicrobianos produzidos principalmente pela Pseudomonas, como por 

exemplo, o 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), contra Azospirillum (Couillerot et 

al.,2011).  A versatilidade catabólica do gênero Pseudomonas, a possibilita utilizar de 

uma faixa muito ampla de substratos como fonte de carbono (Pedrinho, 2009), o que 

justifica a necessidade do intervalo de crescimento (24h) de Azospirillum e Pseudomonas, 

amenizando assim, os possíveis efeitos antagonistas das estirpes. 

 

4.0 Crescimento de A. brasilense e P. fluorescens em formulação controle (F4) com 

adição dos protetores PVA, PVP, Trealose, Ácido Cítrico e Ácido Málico 

Nos ensaios anteriores, F4 se mostrou a formulação mais estável no quesito D.O 

e pH, obteve um crescimento satisfatório em UFC/mL, sem a formação de grumos ou 

filamentos. Assim, esta formulação foi escolhida para condução das três etapas de adição 

de protetores (Tabela 3). Vale ressaltar que as etapas foram realizadas utilizando o 
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consórcio bacteriano com intervalo no tempo de crescimento, com associação de P. 

fluorescens, após 24 horas de cultivo prévio das estirpes de A. brasilense. 

Para todos os protetores foram selecionadas três concentrações distintas para PVA 

0,15%, 0,25% e 0,5%, PVP 0,1%, 0,5% e 1%, Trealose 5mM,10mM e 20mM, Ácido 

Cítrico 5mM, 10mM e 15mM e Ácido Málico 0,15%, 0,25% e 0,5% e as análises de 

estabilidade celular foram avaliadas em 0, 30, 60 e 90 dias. 

 Para ambos os microrganismos A. brasilense e P. fluorescens no período de 90 

dias avaliados, a formulação F4 sem a adição de protetores (controle) exibiu o maior 

crescimento médio. Portanto, não houve nenhum protetor específico que superou a 

formulação F4 em termos de crescimento bacteriano no período de 90 dias (Tabelas 6 e 

7).  

 Entretanto, a concentração recomendada pelo MAPA, para registro de produtos 

com estas estirpes deve ser igual ou superior a 2,0x108 UFC/ mL e apesar de F4 sem 

adição de protetor apresentar o maior crescimento médio entre todos os protetores 

testados, A. brasilense não atingiu a concentração recomendada, apresentando uma média 

de crescimento de 4,52x107 UFC/mL. 

 

Tabela 6 – Quantificação do número de colônias de A. brasilense em formulação F4 com adição de PVA, 

PVP, Trealose, Ácido Cítrico e Ácido Málico e F4 (sem protetor). 

A. brasilense 

UFC/mL 

0 DIAS 
Média±Desvio padrão 

30 DIAS 
Média±Desvio padrão 

60 DIAS 
Média±Desvio padrão 

90 DIAS 
Média±Desvio padrão 

F4 
7,90x108 ± 

2,57x107 a 

1,83x108 ± 

9,69x106 a 

7,35x107± 

2,13x107 a 

4,52x107 ± 

1,01x107  a 

PVA 0,15% 
7,80x108 ± 

2,98x107 a 

2,80x108 ± 

4,85x107 a 

1,05x108± 

4,16x107 a 

3,08x107 ± 

1,03x107  a 

PVA 0,25% 
1,08x109 ± 

6,59x107 a 

3,68x108 ± 

1,10x108 a 

3,11x108± 

1,51x108 a 

6,33x107 ± 

8,17x106  a 

PVA 0,5% 
1,10x109 ± 

1,35x108 a 

2,28x108 ± 

7,97x107 a 

1,09x108± 

2,32x107 a 

4,70x107 ± 

9,01x106  a 

PVP 0,10 % 
7,13x108 ± 

1,01x108 a 

1,75x108 ± 

2,96x107 a 

4,30x107± 

1,74x107 a 

2,83x107 ± 

8,37x106  a 

PVP 0,50 % 
9,35x108 ± 

2,68x108 a 

2,15x108 ± 

3,80x107 a 

6,18x107± 

1,60x107 a 

3,70x107 ± 

1,58x107  a 

PVP 1% 
1,41x109 ± 

2,02x108 a 

3,85x108 ± 

2,20x108 a 

1,73x108± 

1,97x107 a 

4,83x107 ± 

5,82x106  a 

Trealose 5mM 
1,49x109 ± 

4,06x108 a 

5,55x107 ± 

2,19x107  a 

4,45x107± 

5,33x106 a 

1,40x107 ± 

8,08x106  b 

Trealose 10mM 
4,15x108 ± 

1,25x108 a 

3,35x108 ± 

3,88x107 a 

6,00x107± 

3,49x107 b 

6,10x107 ± 

9,43x106  a 

Trealose 20mM 
3,75x107 ± 

2,39x107 b 

5,50x108 ± 

1,05x108 a 

1,93x108± 

5,38x107 a 

3,65x107 ± 

1,01x107  a 

Ácido Cítrico 

5mM 

1,47x109 ± 

2,44x108 a 

5,20x107 ± 

1,80x107 a 

2,48x108± 

1,09x108  a 

1,43x107 ± 

7,72x106  a 
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Ácido Cítrico 

10mM 

1,36x109 ± 

1,89x108 a 

3,53x107 ± 

9,99x106  a 

3,88x107± 

6,22x106  a 

5,75x106 ± 

1,38x106  a 

Ácido Cítrico 

15mM 

1,37x109 ± 

9,29x107 a 

1,30x107 ± 

9,19x106 b 

3,40x107± 

1,05x107  a 

5,75x106 ± 

8,54x105  a 

Ácido Málico 

0,15% 

3,20x108 ± 

1,08x107 a 

3,03x108 ± 

3,68x107  a 

2,05x108± 

3,62x107  a 

4,10x107 ± 

5,85x106  a 

Ácido Málico 

0,25% 

1,22x109 ± 

2,58x108 a 

9,25x106 ± 

5,34x106  b 

3,00x107± 

6,61x106  a 

2,50x106 ± 

1,50x106  b 

Ácido Málico 

0,5% 

3,28x108 ± 

1,89x107 a 

3,38x108 ± 

1,60x107 a 

1,65x107± 

6,58x107  a 

1,73x107 ± 

1,31x106  a 

Médias seguidas por letras iguais, indicam não haver diferença significativa entre os grupos ao nível de 5% 

de significância. 

 

Tabela 7 – Quantificação do número de colônias de P. fluorescens em formulação F4 com adição de PVA, 

PVP, Trealose, Ácido Cítrico e Ácido Málico e F4 (sem protetor). 

P. fluorescens 

UFC/mL 

0 DIAS 
Média±Desvio 

padrão 

30 DIAS 
Média±Desvio padrão 

60 DIAS 
Média±Desvio padrão 

90 DIAS 
Média±Desvio padrão 

F4 
9,83x108 ± 

1,72x108 a 

2,75x108 ± 

1,82x107 a 

1,20x108 ± 

3,66X107 abc 

6,62x108 ± 8,22x107 

a 

PVA 0,15% 
6,53x108 ± 

1,72x108 a 

3,70x108 ± 

8,63x107 a 

5,23x107 ± 1,90x107 

abcdefgh 

2,23x107 ± 1,65x106 

abcdefgh 

PVA 0,25% 
9,20x108 ± 

9,35x107 a 

3,23x108 ± 

7,97x107 a 

2,81x108 ± 1,00x108 

a 

3,18x107 ± 3,68x106 

abcdefgh 

PVA 0,5% 
4,40x108 ± 

7,01x107 a 

4,00x108 ± 

1,33x108 a 

7,55x107 ± 1,47x107 

abcdef 

2,38x107 ± 1,89x106 

abcdefgh 

PVP 0,10 % 
6,13x108 ± 

9,41x107 a 

2,09x108 ± 

1,05x108 abc 

8,50x107 ± 4,97x107 

cdefgh 

1,28x108 ± 4,34x107 

abcdefgh 

PVP 0,50 % 
7,80x108 ± 

1,79x108 a 

3,50x108 ± 

5,58x107 a 

8,50x107 ± 1,85x107 

abcdef 

2,18x108 ± 9,72x107 

ab 

PVP 1% 
4,98x108 ± 

2,03x108 a 

3,56x108 ± 

1,91x108 ab 

8,18x108 ± 1,01x108 

a 

1,63x108 ± 7,67x107 

abcdefgh 

Trealose 5mM 
9,88x108 ± 

6,60x107 a 

4,80x108 ± 

1,78x108 a 

6,95x107 ± 2,28x107 

abcdefgh 

5,75x107 ± 3,57x106 

abcdefg 

Trealose 10mM 
1,00x109 ± 

1,10x108 a 

2,48x108 ± 

3,20x107 a 

6,00x107 ± 3,49x107 

fgh 

2,23x108 ± 8,54x106 

a 

Trealose 20mM 
8,10x108 ± 

2,61x108 a 

4,85x108 ± 

1,17x108 a 

1,93x108 ± 5,38x107 

ab 

1,53x108 ± 1,44x107 

ab 

Ácido Cítrico 

5mM 

1,02x109 ± 

1,89x108 a 

2,63x108 ± 

3,59x107 a 

1,06x108 ± 2,41x107 

abcd 

6,68x107 ± 4,87x106 

abcdef 

Ácido Cítrico 

10mM 

9,73x108 ± 

2,02x108 a 

1,95x108 ± 

4,73x107 ab 

1,10x108 ± 3,15x107 

abcde 

3,62x108 ± 1,67x108 

a 

Ácido Cítrico 

15mM 

6,48x108 ± 

9,54x107 a 

8,00x107 ± 

5,05x107 defgh 

8,43x107 ± 2,35x107 

abcdef 

2,28x107 ± 1,31x107 

h 

Ácido Málico 

0,15% 

1,13x109 ± 

7,53x107 a 

3,10x108 ± 

4,08x107 a 

2,05x108 ± 3,62x107 

a 

1,11x108 ± 

2,90X107 abcde 

Ácido Málico 

0,25% 

8,28x108 ± 

1,45x108 a 

7,75x107 ± 

5,01x107 efgh 

3,38x107 ± 1,89x107 

abcdefgh 

2,68x107 ± 1,55x107 

gh 

Ácido Málico 

0,5% 

1,03x109 ± 

2,50x107 a 

1,90x108 ± 

7,45x107 ab 

2,73x108 ± 1,78x108 

bcdefgh 

5,75x107 ± 3,38x107 

fgh 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais, indicam não haver diferença significativa entre os grupos ao 

nível de 5% de significância. 
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4.1 Álcool polivinílico (PVA)  

 Três concentrações distintas do protetor PVA, e F4 sem adição de protetor 

(controle), foram utilizadas para a análise da estabilidade de A. brasilense e P. 

fluorescens.  

 Ao avaliar A. brasilense no tempo 0, 30 60 e 90 dias, as três concentrações de 

PVA não apresentaram diferenças estatísticas significativas em relação ao controle (F4 

sem protetor).  

 Considerando a concentração recomendada pelo MAPA (IN 30, 2010), em 30 dias 

de avaliação, todas as concentrações de PVA se mantiveram acima de 2,0x108 UFC/mL. 

Aos 60 dias, apenas PVA 0,25% se manteve acima da concentração recomendada. E em 

90 dias, nenhuma das concentrações e controle testados apresentaram concentração 108, 

sendo PVA 0,15% a menor média de crescimento 3,08x107 UFC/mL. Na análise dos 

intervalos de tempo do crescimento celular de A. brasilense em F4, observou-se um 

declínio significativo em comparação ao tempo inicial (Figura 12 A). 

 

Figura 12 - Avaliação da concentração celular em UFC/mL de (A) Azospirillum brasilenses estirpes Ab-

V5 e Ab-V6 e (B) Pseudomonas fluorescens, sob diferentes concentrações de PVA (0,15%, 0,25% e 0,5%) 

e F4 sem adição de protetor, medidas em intervalos de 0, 30, 60 e 90 dias após o envase. 

 

 Para P. fluorescens as concentrações de PVA 0,15%, 0,25% e 0,5% não 

apresentaram diferenças estatísticas significativas em comparação ao controle no tempo 

inicial, após 30 e 60 dias. Porém, no período de 90 dias, as concentrações apresentaram 

uma redução significativa na contagem de células viáveis, em relação ao controle, 

indicando uma redução na eficácia protetora do PVA ao longo do tempo, 

independentemente da concentração, resultando em uma viabilidade celular 

comprometida em comparação com a formulação sem protetor.  

 Quando analisado em relação a UFC/mL, no tempo inicial e 30 dias de envase, as 

concentrações se mantiveram dentro de 108, em 60 dias apenas a concentração de PVA 

A 

 

B 
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0,25% com 2,81x108 UFC/mL e em 90 dias apenas o controle F4 com a concentração de 

6,62x108 UFC/mL (Figura 12 B). 

Esse resultado abre precedentes para a investigação do uso do PVA, isolado em 

uma formulação como a F4, ou em combinação a outros protetores, em diferentes 

concentrações. Estudos, como o realizado por Schuh e Sa (2005) com Bradyrhizobium, 

demonstraram que a combinação de diferentes protetores, como gomas (xantana, jataí, 

guar, arábica), CMC, PVP e PVA, resultou em um aumento no tempo de vida dos 

inoculantes. Essa combinação manteve as características de viabilidade e efetividade, 

proporcionando proteção contra altas temperaturas e dessecação celular. Portanto, ao ser 

considerado outros parâmetros, os resultados podem variar; contudo, neste ensaio, o uso 

de F4 sem a adição de nenhum protetor demonstrou ser a opção mais viável em termos 

de custo-benefício 

 

4.2 Polivinilpirrolidona (PVP) 

 A. brasilense quando exposto as três diferentes concentrações do agente protetor 

PVP em comparação ao controle F4, não apresentou diferenças estatísticas significativas 

nos períodos de 30, 60 e 90 dias em comparação ao tempo inicial (dados em material 

suplementar).  

 Considerando UFC/mL, as concentrações de PVP se mantiveram acima de 108 no 

tempo 0 e aos primeiros 30 dias de avaliação, apenas PVP 0,50% e 1% se mantiveram 

acima da dose recomendada, 2,15x108 UFC/mL e 3,85x108 UFC/mL respectivamente. 

Aos 60 e 90 dias foi observado uma queda considerável nas análises de estabilidade 

celular (Figura 13 A). 

 

 

Figura 13 - Avaliação da concentração celular em UFC/mL da estirpe (A) Azospirillum brasilense Ab-V5 

e Ab-V6 e (B) Pseudomonas fluorescens sob diferentes concentrações de PVP (0,1%, 0,5% e 1%) e F4 sem 

adição de protetor, medidas em intervalos de 0, 30, 60 e 90 dias após o envase. 

B A 
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 Para o desenvolvimento de P. fluorescens, observou-se que a concentração de 

PVP 0,1% apresentou diferença estatística aos 60 dias em relação ao controle. Aos 90 

dias as três concentrações de PVP (0,1%, 0,5% e 1%) apresentaram diferença estatística 

em relação ao controle F4 no tempo 0, mas não diferiram estatisticamente entre si no 

mesmo período. Importante ressaltar que após 90 dias, a formulação controle F4 sem 

protetor obteve a maior média em comparação com as demais formulações. 

 Em relação a recomendação do MAPA, as concentrações de PVP se mantiveram 

acima de 108 aos primeiros 30 dias de avaliação, aos 60 dias apenas a concentração de 

PVP 1% se manteve da dose recomendada (8,18x108 UFC/mL). Aos 90 dias o controle 

F4 e PVP 0,50% apresentaram uma contagem superior a 2,0x108 UFC/mL (6,62x108 

UFC/mL e 2,18x108 UFC/mL respectivamente) (Figura 13 A). 

O Polivinilpirrolidona (PVP) é um polímero de amplo interesse e utilização em 

diversas áreas, dentre elas a área biomédica, farmacêutica, e até mesmo agrícola (Deaker 

et al., 2004; Teodorescu et al., 2019). A sua ampla aplicação se deve, em grande parte, 

por oferecer biocompatibilidade e solubilidade em água (Teodorescu e Barcea, 2015). Na 

área agrícola, por exemplo, o PVP é conhecido por servir como um agente adesivo, capaz 

de formar um filme protetor sobre as células, evitando a perda de água e garantindo a 

viabilidade celular (Deaker et al., 2004); além de neutralizar compostos danosos 

produzidos na rizosfera (Oliveira et al., 2014). Utilizado também como estratégia de 

encapsulamento ou recobrimento para sementes a base do polímero (Vercelheze et al., 

2019). Estudos utilizando este polímero em inoculantes líquidos, já foram conduzidos e, 

de forma isolada ou em combinação a outros protetores, por exemplo PVA, demonstraram 

resultados promissores na vida útil de rizobactérias, incluindo Azospirillum, 

Pseudomonas, Bradyrhizobium e Bacillus (Schuh; Sa, 2005; Manikandan et al., 2010; 

Leo Daniel et al., 2013; Santos, 2017). 

 

4.3 Trealose 

 No estudo da estabilidade celular de A. brasilense, exposto a três diferentes 

concentrações de Trealose, ao analisarmos os grupos por período de cultivo, notou-se que 

a formulação F4 não exibiu variações significativas ao longo dos três intervalos de tempo 

(30,60 e 90 dias) avaliados em relação ao tempo inicial. No entanto, no período de 90 

dias, a Trealose na concentração de 5mM (P7), demonstrou diferença estatística 
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significativa em relação ao período inicial, evidenciando uma diminuição no número de 

células viáveis (Figura 14 A). 

 Em contagem de UFC/mL apenas em 30 as concentrações de Trealose de 10mM 

(3,35x108 UFC/mL) e 20mM (5,50x108 UFC/mL) mantiveram-se acima de 2,0x108 

UFC/mL. 

  

 

 

Figura 14 - Avaliação da concentração celular em UFC/mL da estirpe (A) Azospirillum brasilense Ab-V5 

e Ab-V6, (B) Pseudomonas fluorescens sob diferentes concentrações de Trealose (5mM, 10mM e 20mM) 

e F4 sem adição de protetor, medidas em intervalos de 0, 30, 60 e 90 dias após o envase. 

 

Durante a avaliação da estabilidade celular de P.  fluorescens, foi observado 

concentração mais elevada em 10mM (P8), atingindo um valor médio de 1,0x109 

UFC/mL no tempo inicial. Em contraste, a menor média de crescimento foi registrada na 

concentração de 5mM (P7) de Trealose, alcançando 6,0 x107 UFC/mL ao final de 90 dias. 

As outras associações entre grupos e períodos não apresentaram diferenças estatísticas 

significativas. É importante destacar, contudo, que a formulação sem protetor registrou 

uma média de crescimento superior ao final do período de 90 dias na avaliação do 

crescimento de P. fluorescens. (Figura 14 B). 

Apesar dos resultados de 90 dias não diferirem estatisticamente da F4, a Trealose 

é um dissacarídeo não redutor, composto por duas moléculas de glicose que interagem 

por uma ligação glicosídica do tipo α-α (Portugal, 2019). Devido à estabilidade da ligação 

e à sua natureza não redutora, a Trealose é capaz de estar presente em processos de 

estresse abiótico, como a exposição de plantas a períodos de seca (Zhao et al., 2019). 

Além de servir como fonte energética, a Trealose pode desempenhar papéis importantes 

como agente osmoprotetor e estabilizador de membrana (Abdelgawad et al., 2014; 

B A 
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Acosta-Pérez et al., 2020). Assim, é sugerido que a Trealose atue principalmente durante 

o período inicial, servindo como uma excelente fonte de carbono.  

 

4.4 Ácido Cítrico 

 Ao analisar as concentrações de Ácido Cítrico foi observado os mesmos padrões 

de crescimento para A. brasilense e P. fluorescens, onde foi possível notar que a 

concentração celular mais alta ocorreu em 5mM no tempo inicial para ambas, e as 

menores médias de crescimento foram registradas na concentração de 15 mM, atingindo 

5,75x106 UFC/mL e 2,28x107 UFC/mL respectivamente.  

 Ao decorrer do tempo as concentrações de Ácido Cítrico apresentaram algumas 

diferenças estatísticas, como por exemplo, Ácido Cítrico 15mM diferiu estatisticamente 

de F4 em 30 dias para ambas as estirpes. Porém, aos 90 dias não diferiu de F4 em nenhuma 

das concentrações testadas (dados suplementares). 

 Para a concentração de células viáveis, em 60 dias apenas a concentração de 5mM 

se manteve na concentração de 108 para A. brasilense (2,48x108 UFC/mL). Já para P. 

fluorescens em 30 dias F4 e a concentração de 5mM se mantiveram acima da 

concentração recomendada (2,75x108 UFC/mL e 2,63x108 UFC/mL, respectivamente). 

Em 90 dias de análise F4 e Ácido Cítrico 10mM apresentaram concentração acima de 108 

(Figura 14 A e B). 

 

 

Figura 14 - Avaliação da concentração celular em UFC/mL da estirpe (A) Azospirillum brasilense Ab-V5 

e Ab-V6, (B) Pseudomonas fluorescens sob diferentes concentrações de Ácido Cítrico (5mM, 10mM e 

15mM) e F4 sem adição de protetor, medidas em intervalos de 0, 30, 60 e 90 dias após o envase. 

 

 O Ácido Cítrico é amplamente utilizado pela indústria, principalmente de 

alimentos, como conservante e prolongando a vida útil de produtos (Al-Nabulsi et al., 

2014), tornando ele uma excelente alternativa para o uso como protetor celular, devido 

A 
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seu baixo custo como matéria prima. Porém, o ácido cítrico é um ácido tricarboxílico, e 

já se tem relatos do uso desse ácido por estirpes de Pseudomonas (Moura et al., 2015). 

  O gênero Azospirillum é conhecido, por utilizar este tipo de ácido tricarboxílico 

como única fonte de carbono (Reis; Pedraza; Teixeira, 2010), o que pode justificar a 

apresentação do maior declínio de concentrações de células viáveis entre todos os 

protetores testados, decaindo de 109 em tempo zero, para 106 em 90 dias. 

 Apesar do ácido cítrico ser uma matéria-prima de baixo custo, o melhor custo 

benefício é a utilização da F4 sem adição dos protetores.   

 

4.5 Ácido Málico 

 Na análise em relação ao crescimento de A. brasilense, submetido a três diferentes 

concentrações de Ácido Málico (Tabela 3) comparado ao controle sem adição de protetor, 

ao longo de 30, 60 e 90 dias, observou-se que não houve diferença estatística 

significativas ao tempo inicial. 

 Em relação a UFC/mL recomendada pelo MAPA, em 30 dias de avaliação as 

concentrações de Ácido Málico 0,15% e 05% mantiveram a concentração acima de 

2,0x108 UFC/mL (3,03 x108 UFC/mL e 3,38 x108 UFC/mL respectivamente) (Figura 15 

A). 

 

 

 

 Ao avaliar o crescimento de P. fluorescens no início do estudo, verificou-se que 

as concentrações de 0,15% e 0,5% Ácido Málico apresentaram diferença estatística 

significativa em comparação com a concentração de 0,25% observada aos 90 dias. Para 

as demais concentrações analisadas, não foram identificadas diferenças estatísticas 

significativas ao comparar os grupos avaliados, tanto dentro de cada período específico 

quanto entre os diferentes períodos. 

A 

 

B 
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O Ácido Málico é um ácido orgânico fraco, pertencente ao grupo dos alfa-

hidroxiácidos (AHA), e que se apresenta de duas formas: a forma natural, DL-málico; e 

a forma sintética, DL-málico (Tang; Yang, 2018). Atualmente, sua forma sintética tem 

alcançado ampla utilização nas indústrias de cosméticos, alimentícia, química, 

farmacêutica e na medicina (Calazans, 2021). Relatos na literatura já registraram 

crescimento de A. brasilense na presença de Ácido Málico (Dôbereiner et al., 1995), 

assim como a utilização do Ácido Málico, em suas duas formas, por algumas estirpes de 

Pseudomonas (Moura et al., 2015). 

 De modo geral, o ácido málico foi bem aceito pelo consórcio bacteriano, porém 

as variações no crescimento de células viáveis nos intervalos de 0, 30, 60 e 90 dias de 

cultivo não apresentaram diferença significativa com relação ao controle F4 sem adição 

protetor. Destaca-se que F4 já apresentava Ácido Málico em sua composição, o que pode 

justificar os resultados por uma superdose de matéria-prima. 

Todos os protetores utilizados com objetivo de prolongar a vida útil de 

Azospirillum e Pseudomonas, cultivados em consórcio ao final de 90 dias não 

apresentaram diferenças estatísticas superiores a F4 sem adição de protetor. Os protetores 

que apresentaram diferença estatística ao longo do período avaliado como: Ácido Cítrico 

15mM para Pseudomonas. Trealose 5mM e Ácido Málico 0,25% para Azospirillum, 

apresentaram UFC/mL estatisticamente menor que o controle F4. Por isso, considera-se 

que F4 é economicamente viável para o escalonamento industrial, Porem deve-se levar 

em consideração a adição de algum dos protetores em baixas concentrações, pensando 

nos efeitos adversos que o meio ambiente possui, como calor, chuvas, seca entre outros 

fatores que não temos controle nos campos.  

 

5.0 Comparação entre métodos de avaliação de células viáveis para Azospirillum 

brasilense e Pseudomonas fluorescens por meio da técnica convencional e por qPCR 

no período de 90 dias 

 Após um período de 90 dias de análise da estabilidade celular, foram selecionados 

sete tratamentos distintos (PVA 0,25%, PVP 0,5%, Trealose 5 mM, Trealose 20 mM, 

Ácido Cítrico 5 mM, Ácido Málico 0,15% e Ácido Málico 0,5%) além do grupo controle 

F4, desprovido de qualquer agente protetor. Esses tratamentos foram escolhidos com base 

em critérios que garantiram a proximidade ou superação da concentração celular 

recomendada pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), que é 

de 2,0x108 UFC/mL. Essa seleção permitiu a realização de uma análise quantitativa por 
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PCR em tempo real (qPCR) com o objetivo de determinar e comparar as concentrações 

de células viáveis das estirpes de A. brasilense e P. fluorescens em relação ao método 

tradicional de plaqueamento. 

 Para as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense, ao analisar os dados obtidos por 

qPCR, não foram observadas diferenças significativas entre os sete tratamentos e o grupo 

controle F4, quando utilizou o mesmo método de avaliação (Tabela 8). Mas quando se 

comparou o método convencional ao método qPCR para todos os protetores, observou-

se diferença significativa entre os métodos.  

 

Tabela 8– Quantificação do número de colônias de A. brasilense em formulação F4 com adição de PVA, 

PVP, Trealose, Ácido Cítrico e Ácido Málico utilizando os métodos Convencional e qPCR. 

A. brasilense 
UFC/mL 

Convencional qPCR 

F4 4,52x107 ± 1,01x107  cd 4,26x1010 ± 2,69x109 a 

PVA 0,25% 6,33x107 ± 8,17x106  bcd 7,23x109 ± 1,09x109 ab 

PVP 0,5% 3,70x107 ± 1,58x107  d 4,79x109 ± 2,07x108 abc 

Trealose 5mM 1,40x107 ± 8,08x106  e 4,42x1010 ± 5,81x109 a 

Trealose 20mM 3,65x107 ± 1,01x107  cd 1,52x1010 ± 1,87x109 a 

Ácido Cítrico 5mM 1,43x107 ± 7,72x106  d 2,73x1010 ± 3,49x109 a 

Ácido Málico 0,15% 4,10x107 ± 5,85x106  cd 3,08x1010 ± 8,97x109 a 

Ácido Málico 0,5% 1,73x107 ± 1,31x106  d 2,02x1010 ± 5,13x108 a 

 Médias seguidas por letras minúsculas iguais, indicam não haver diferença significativa entre os grupos ao 

nível de 5% de significância. 

 

Em relação a contagem de células viáveis, pelo método qPCR, o protetor Trealose 

5mM apresentou a maior média para A. brasilense com 4,42x1010 UFC/mL, enquanto o 

mesmo protetor no método convencional, apresentou a menor média de células viáveis 

com 1,40x107 UFC/mL. De maneira geral, para a bactéria Azospirillum brasilense, o 

método qPCR foi estatisticamente superior ao método convencional. Este fato pode estar 

relacionado a capacidade da técnica qPCR em detectar células não cultiváveis em meio 

sólido, mas viáveis na formulação (Cattani, 2012; Sampaio, 2017).  

Um número significativamente maior de bactérias (entre 105 e 107) foi observado 

ao se compararem os métodos de qPCR com o método convencional, após a inoculação 

de A. brasilense no milho, conforme descrito por Couillerot et al. (2010a). Esses 

resultados estão em consonância com as descobertas deste estudo ao comparar os 

diferentes métodos de avaliação de células viáveis. 
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Para a estirpe de P. fluorescens foram identificadas diferenças significativas 

apenas no tratamento com Ácido Málico 0,5% em comparação ao controle F4, no método 

convencional. As médias observadas em F4, PVA 0,25%, PVP 0,5%, Trealose 20mM 

(P9), Ácido Cítrico 5mM (P10) e Ácido Málico 0,15% (P13) pelo método qPCR foram 

equivalentes às médias encontradas no método convencional. Por outro lado, as médias 

de Ácido Málico 0,5% (P15) obtidas pelo método qPCR também se mostraram distintas 

em comparação ao método convencional (Tabela 9). 

 

Tabela 9 – Quantificação do número de colônias de P. fluorescens em formulação F4 com adição de PVA, 

PVP, Trealose, Ácido Cítrico e Ácido Málico utilizando os métodos Convencional e qPCR. 

P. fluorescens 
UFC/mL 

Convencional qPCR 

F4 6,62x108 ± 8,22x107 a 2,87x109 ± 1,15x108 a 

PVA 0,25% 3,18x107 ± 3,68x106 a 1,63x109 ± 5,39x107 a 

PVP 0,5% 2,18x108 ± 9,72x107 a 3,22x109 ± 1,51x108 a 

Trealose 5mM 5,75x107 ± 3,57x106 a 1,63x109 ± 1,99x108 a 

Trealose 20mM 1,53x108 ± 1,44x107 a 2,15x109 ± 4,68x108 a 

Ácido Cítrico 5mM 6,68x107 ± 4,87x106 a 3,74x109 ± 3,06x108 a 

Ácido Málico 0,15% 1,11x108 ± 2,90X107 a 4,13x109 ± 4,99x108 a 

Ácido Málico 0,5% 5,75x107 ± 3,38x107 b 5,05x109 ± 6,80x108 a 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais, indicam não haver diferença significativa entre os grupos ao  

nível de 5% de significância. 

 

Quanto a contagem de células viáveis da Pseudomonas fluorescens, no período de 

90 dias, observou-se que o protetor contendo Ácido Málico 0,5% apresentou as maiores 

médias, alcançando 5,05x109 UFC/mL., enquanto as formulações contendo PVA 0,25% 

e Trealose 5mM registraram as médias mais baixas do método (qPCR), ambas com 

1,63x109 UFC/mL. Já para o método convencional o controle F4 obteve a maior média, 

com 6,62x108 UFC/mL, enquanto a menor média foi observada no protetor PVA 0,25%, 

com 3,18x107 UFC/mL, mantendo-se este protetor com a menor quantidade de células 

viáveis em ambos os métodos avaliados.  

Considerando as normas exigidas, a menor média encontrada pelo método qPCR 

para A. brasilense, se manteve dentro da mínimo exigido pelo MAPA (2,0x108 UFC/mL), 

que foi no valor de 4,79x109 UFC/mL, no protetor PVP 0,5%. Assim como, todos os 

tratamentos para P. fluorescens, que se mantiveram na concentração de 109, tendo a menor 

média na concentração de 1,63x109 UFC/mL. Estes resultados corroboram com a 
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sensibilidade verificada pelo método de qPCR em relação ao método convencional, o que 

pode estar relacionando a capacidade da qPCR amplificar o DNA de células viáveis, 

porém não cultiváveis. Já na técnica convencional, apenas são quantificadas as células 

presentes na amostra (Mendis et al., 2018). 

De forma semelhante aos resultados observados para A. brasilense, o método 

qPCR empregado para a quantificação de P. fluorescens foi estatisticamente superior ao 

método convencional.  

Diversos estudos vêm demostrando a maior eficiência da qPCR na quantificação 

de bactérias em relação a contagem em placa. Mendis et al. (2018) quantificaram uma 

população bacteriana de Bacillus firmus (I-1582) maior, que a determinada pela contagem 

em diluição em placa, em raiz de milho inoculadas com a estirpe, em diferentes coletas. 

Da Silva (2017) comparou as técnicas de quantificação estirpe-específica por qPCR e 

contagem por microgota das bactérias diazotróficas constituintes do inoculante de cana-

de-açúcar a base de Herbaspirillum rubrisubalbicans HCC103, Herbaspirillum 

seropedicae HRC54, Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, Nitrspirillum amazonense 

CbAmc e Paraburkholderia tropica Ppe8. Foi observado um maior número de bactérias 

das estirpes de H. rubrisubalbicans HCC103 e H. seropedicae HRC54 pela técnica de 

qPCR. Ilha et al. (2016), relataram maior sensibilidade da técnica de qPCR na 

quantificação de Lactobacillus paracasei em amostras de iogurte após 28 dias de 

fabricação, apresentando diferença significativa comparada a contagem em placa.  Outros 

autores também evidenciam a eficácia do qPCR como uma ferramenta precisa e eficiente 

na quantificação de genes alvo. Isso o torna adequado para o monitoramento rápido e 

confiável de microrganismos tanto em ambientes controlados quanto em ambientes 

naturais (Sorenses et al., 2009, Couillerot et al., 2010b; Felten; Défago; Maurhofer, 

2010). 

 

 A utilização do qPCR para a quantificação absoluta apesar de ser simples, 

econômico e altamente sensível (Ahn et al., 2020) até o momento, não é aceita como 

método de controle de qualidade pelos órgãos reguladores dos bioinsumos/inoculantes 

biológicos. Porém, vem ganhando espaço em diversas áreas do conhecimento tais como: 

segurança alimentar (Rodríguez-Lázaro et al., 2013), saneamento básico (Monllor,2013), 

laticínios (Ilha et al., 2016), fitopatologia (Luchi et al., 2016), controle de qualidade de 

biofertilizantes (Stropa, 2009) dentre outras.  
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 No levantamento bibliográfico realizado, constata-se uma escassez de estudos 

relacionados à utilização da técnica de qPCR para a avaliação da estabilidade de 

inoculantes líquidos, especificamente em relação às estirpes de Azospirillum brasilense e 

Pseudomonas fluorescens. 

 No entanto, como já demostrado acima, um amplo número de estudos demonstra 

a eficácia da técnica de qPCR na quantificação de organismos que interagem de forma 

patogênica ou benéfica com as plantas. Alguns outros exemplos são: Couillerot e 

colaboradores (2010a) empregaram a qPCR para quantificar a bactéria Azospirillum 

lipoferum (estirpe CRT1) na rizosfera de plantas jovens de milho. Da mesma forma, a 

espécie bacteriana Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5T foi quantificada por qPCR 

em amostras de DNA extraídas de tecidos de cana-de-açúcar (Boa Sorte, 2013; Boa Sorte 

et al., 2014). Stets e colaboradores (2015) realizaram a quantificação da população da 

bactéria Azospirillum brasilense (estirpe FP2) em tecidos de trigo utilizando a qPCR, a 

qual demonstrou maior sensibilidade em comparação com a técnica de contagem em 

placas. Esses resultados corroboram com o presente estudo, evidenciando que a qPCR é 

uma ferramenta precisa e sensível para a quantificação de microrganismos específicos. 

 Para o método convencional foi necessário a utilização do antimicrobiano 

estreptomicina para a inibição do crescimento de P. fluorescens, em meio RC, devido a 

diferença de tempo crescimento das estirpes, o que pode ter interferido de forma indireta 

no crescimento das estirpes de A. brasilense em placa. Uma vez que, Azospirillum 

apresenta alto grau de pleomorfismo das células e variações nas colônias dentro da 

espécie, dependendo da cepa, composição do meio e condições de cultura (Becking, 

1985), reforçando o desafio encontrado na quantificação de células viáveis, utilizando o 

método convencional.  

 Outro fato sobre o gênero Azospirillum é a capacidade floculação durante seu 

cultivo. Na floculação células vegetativas desenvolvem uma camada externa de 

polissacarídeos, perdem a motilidade, assumem uma forma esférica aumentada, se 

acumulam e formam grânulos abundantes de poli-β-hidroxibutirato (Sadasivan; Neyra 

1985, 1987), dificultando a capacidade de contagem. 

 Segundo a metodologia de qPCR do fabricante os kits de extração têm o objetivo 

de detectar seletivamente o DNA de células viáveis através de agentes intercalante e 

feixes de luz. No levantamento bibliográfico, agentes intercalantes de DNA etídio 

monoazida (EMA) (Rudi; Dromtorp; Holck, 2005) e propídio moazida (PMA), tem sido 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=0c716ea82ac3e7f3JmltdHM9MTcxMjI3NTIwMCZpZ3VpZD0yMzA1NDBjZC03YjI4LTZhNzgtMTFiOC01NGMzN2E0MzZiNDAmaW5zaWQ9NTIxNw&ptn=3&ver=2&hsh=3&fclid=230540cd-7b28-6a78-11b8-54c37a436b40&psq=G.+diazotrophicus&u=a1aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvR2x1Y29uYWNldG9iYWN0ZXJfZGlhem90cm9waGljdXM&ntb=1
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associado à técnica de qPCR com o objetivo de detectar seletivamente o DNA de células 

viáveis (Nocker; Cheung; Camper, 2006, Taskin; Gozen; Duran, 2011). 

 EMA e PMA possuem a capacidade de penetrar na membrana celular 

comprometida de células mortas e se ligar covalentemente ao DNA após foto-indução do 

grupo azida, inibindo a sua am, plificação através da qPCR. Por outro lado, o DNA de 

célula viável não sofre ação do agente intercalante, uma vez que a célula possui membrana 

intacta (Nocker; Cheung; Camper, 2007, Yanez et al., 2011). Estes dois intercalantes têm-

se mostrado úteis para diferenciação de células viáveis e mortas, tanto de bactérias Gram-

positivas quanto de Gram-negativas (Nocker; Cheung; Camper, 2006). No entanto, 

estudos demonstraram que o EMA é um indicador limitado de viabilidade celular, pois é 

incorporado também em células viáveis, levando à perda substancial de detecção de DNA 

oriundo de célula viável (Cawthorn; Witthun, 2008, Flekna et al., 2007). 

 Portanto, a presença de bactérias cultiváveis e de bactérias que estejam no estado 

viável, mas não cultivável, pode ser detectada pela qPCR associada ao tratamento com 

EMA/PMA, inibindo a detecção de DNA proveniente de células mortas. Desta forma, o 

tratamento com EMA/PMA, tem o potencial de limitar a análise do DNA originário 

somente de células bacterianas com membrana celular intacta. 

 

CONCLUSÃO  

A partir dos testes de formulações concluiu-se que a F4 foi a formulação mais 

estável para consórcio bacteriano entre as estirpes de A. brasilense e P. fluorescens. 

Não foram identificadas diferenças significativas nos parâmetros avaliados entre 

o grupo controle F4 sem protetor e o grupo F4 adicionado dos diferentes protetores em 

nenhuma das concentrações testadas durante o período de 90 dias. Isso sugere a 

possibilidade de considerar o uso de F4 com a adição do protetor de menor custo e em 

baixas concentrações. Essa consideração leva em conta os potenciais efeitos adversos do 

armazenamento e das condições ambientais, tais como calor, chuva, seca, entre outros 

fatores que não são controláveis no campo. 

 A comparação entre as técnicas de quantificação convencional e de qPCR 

permitiu concluir que a utilização de técnicas de biologia molecular, incluindo a seleção 

de primers específicos para microrganismos-alvo e a construção de uma curva padrão, é 

viável para o controle de qualidade de inoculantes comerciais e em desenvolvimento. A 

técnica de qPCR demonstrou alta sensibilidade na contagem de células viáveis nos 
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inoculantes, bem como na detecção rigorosa de contaminações, sendo requisitos cruciais 

para assegurar a eficácia do produto. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 
Determinação de pH e D.O de A. brasilenses, estirpe Ab-V5 nas diferentes formulações, após o cultivo 

em 24h e 48 horas. 

Formulações A. 

brasilenseAb-V5 

D.O   pH  D.O 

(48h) 

 pH 

(48h) (24h) (24h) 

F1 0,284 6,995 0,4185 6,925 

 

F 2 1,012 7,51 0,886 8,295 

 

 

F3  1,1565 6,98 1,556 5,71 

 

 

F4 1,2735 7,025 1,5975 7,01 

 

 

F5 1,2045 7,18 1,5505 7,145 

 

 

F6-RC 1,056 8,16 1,296 8,835 

 

 

F7-NFb 0,091 7,68 0,2205 8,18 

 

 
 

Análise de pH e D.O durante o cultivo isolado de A. brasilense, estirpe Ab-V6 em diferentes 

formulações, em 24 horas e 48 horas. 

Formulações A. 

brasilenseAb-V6 

D.O   pH  D.O   pH 

(48h) (24h) (24h) (48h) 

F1 0,642 6,93 0,631 6,94 

 

F2 1,2035 7,72 1,0695 8,17 
 

 

F3  1,3815 7,58 1,634 6,50 
 

 

F4 1,429 7,00 1,6225 6,64 
 

 

F5 1,3285 7,04 1,615 6,86 
 

 

F6-RC 1,0005 8,25 1,13 8,60 
 

 

F7-NFb 0,095 7,77 0,068 8,12 
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Análise de pH e D.O durante o cultivo associado de A. brasilense, estirpe Ab-V5 e Ab-V6 em (F2, F3, 

F4) em 24 horas e 48 horas. 

Formulações A. brasilenseAb-V5 – Ab-V6 
D.O pH D.O pH 

 

(48h) (24h) (24h) (48h) 

F2 1,1485 7,55 1,097 7,85 

 

F3 1,332 6,97 0,95 5,86 
 

 

F4 1,3775 7,16 1,609 6,87 
 

 
 

 
Análise de pH e D.O durante o cultivo de forma isolada de P. fluorescens em (F2, F3, F4) em 24 horas e 48 

horas. 

Formulações P. fluorescens 
D.O   pH 

(24h) 

D.O   pH  

(24h) (48h) (48h) 

F2 1,431 7,00 1,451 7,42 

 

F3 1,3085 6,32 1,5325 6,35 
 

 

F4 1,379 6,88 1,5405 6,95 
 

 
 

Análise de pH e D.O do cultivo em consórcio bacteriano simultâneo entre A. brasilenses, estirpe Ab-

V5 e Ab-V6 e P. fluorescens (ATCC 13525) (F2, F3, F4) em 24 e 48 horas. 

Formulações A. brasilenseAb-V5 – Ab-V6 – P. fluorescens   
D.O   pH 

(24h) 

D.O   pH  

(24h) (48h) (48h) 

F2 1,481 7,12 1,474 7,45 

 

F3 1,437 6,61 1,594 5,95 
 

 

F4 1,486 7,08 1,592 7,13 
 

 
 

 
Análise de pH e D.O Consórcio bacteriano entre Azospirillum brasilense, estirpe Ab-V5 e Ab-V6 e P. 

fluorescens, em diferentes formulações. (F2, F3, F4,) com intervalo no tempo no crescimento entre as 

estirpes.  

Formulações A. brasilenseAb-V5 – Ab-V6 – P. fluorescens   
D.O   pH  

(48h) (48h) 
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F2 1,4635 7,395 

 

F3 0,8045 5,745 
 

 

F4 1,606 6,95 
 

 
 

FI 


