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Epigrafe

“Se nos tivéssemos escolhido uma posicao na vida na qual nés pudéssemos quase
que inteiramente trabalhar para a humanidade, nenhum fardo poderia nos derrubar,
porque eles sado sacrificios para o beneficio de todos; entdo nés podemos
experimentar ndo uma alegria mesquinha, limitada, egoista, mas nossa felicidade
pertencera a milhdes, nossas agdes viverdo em siléncio mas perpetuamente no
trabalho, e acima de nossas cinzas serao derramadas as lagrimas quentes das
pessoas nobres.”

Karl Marx
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Resumo

O lupulo (Humulus lupulus L.) é uma cultura de crescente relevancia agronémica e
econdmica no Brasil, impulsionada pela expanséo da industria cervejeira artesanal e
pela demanda por matérias-primas nacionais de elevada qualidade. No entanto, seu
cultivo em condigdes tropicais e em sistemas intensivos ainda apresenta desafios
relacionados ao manejo nutricional, ao desempenho fisioldgico e a qualidade
bioquimica das plantas. Nesse contexto, o0 uso de microrganismos promotores de
crescimento vegetal e microalgas surge como alternativa sustentavel para melhorar
o crescimento, a produgdo e a sintese de compostos de interesse agronémico e
industrial. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicagao isolada
e combinada de Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens e Chlorella
vulgaris sobre o crescimento, a produgao e a composi¢ao bioquimica de plantas de
[upulo cultivadas em sistema hidropénico. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo climatizada, na Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Unidade
Universitaria de Cassilandia, utilizando mudas da cultivar Southern Cross cultivadas
em sistema hidropénico de solugao estatica aerada. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, composto por seis tratamentos: controle, A. brasilense,
P. fluorescens, C. vulgaris, A. brasilense + C. vulgaris e P. fluorescens + C. vulgaris.
Foram avaliadas caracteristicas biométricas, produtivas e bioquimicas, incluindo
altura de plantas, didmetro do caule, nuUmero e massa seca de inflorescéncias,
massa seca da parte aérea, volume radicular, compostos fendlicos, flavonoides,
taninos, atividade antioxidante, fator de protecao solar, clorofilas e carotenoides. Os
resultados demonstraram que os microrganismos promoveram respostas distintas
entre os ciclos de cultivo, com efeitos mais expressivos sobre a producdo de
inflorescéncias e a modulagdo do metabolismo secundario. A aplicacdo de A.
brasilense + C. vulgaris favoreceu o acumulo de compostos fendlicos no primeiro
ciclo, enquanto P. fluorescens se destacou no segundo ciclo, especialmente nas
inflorescéncias. Nas folhas, a combinacao P. fluorescens + C. vulgaris proporcionou
maiores teores de compostos fendlicos, flavonoides e taninos. Conclui-se que a
aplicagcado de microrganismos promotores de crescimento vegetal e da microalga C.
vulgaris constitui estratégia promissora para o manejo sustentavel do Ilupulo
hidropdnico, contribuindo para a melhoria da produg¢do, da qualidade bioquimica e

da eficiéncia fisiolégica da cultura em condigdes tropicais.



Palavras-chave: Humulus lupulus L.; hidroponia; microrganismos promotores de

crescimento vegetal; bioestimulantes; Chlorella vulgaris; metabolismo secundario.

Abstract

Hop (Humulus lupulus L.) is a crop of increasing agronomic and economic relevance
in Brazil, driven by the expansion of the craft brewing industry and the growing
demand for high-quality national raw materials. However, its cultivation under tropical
conditions and intensive production systems still presents challenges related to
nutritional management, physiological performance, and biochemical quality. In this
context, the use of plant growth-promoting microorganisms and microalgae emerges
as a sustainable alternative to improve plant growth, yield, and the synthesis of
compounds of agronomic and industrial interest. Thus, this study aimed to evaluate
the effects of the isolated and combined application of Azospirillum brasilense,
Pseudomonas fluorescens, and Chlorella vulgaris on the growth, production, and
biochemical composition of hop plants cultivated in a hydroponic system. The
experiment was conducted in a climate-controlled greenhouse at the State University
of Mato Grosso do Sul, Cassilandia University Unit, using seedlings of the Southern
Cross cultivar grown in an aerated static hydroponic solution system. The
experimental design was completely randomized, consisting of six treatments:
control, A. brasilense, P. fluorescens, C. vulgaris, A. brasilense + C. vulgaris, and P,
fluorescens + C. vulgaris. Biometric, productive, and biochemical traits were
evaluated, including plant height, stem diameter, number and dry mass of
inflorescences, shoot dry mass, root volume, phenolic compounds, flavonoids,
tannins, antioxidant activity, sun protection factor, chlorophylls, and carotenoids. The
results showed that the microorganisms induced distinct responses between
cultivation cycles, with more pronounced effects on inflorescence production and
modulation of secondary metabolism. The application of A. brasilense + C. vulgaris
favored the accumulation of phenolic compounds in the first cycle, whereas P.
fluorescens stood out in the second cycle, especially in the inflorescences. In the
leaves, the combination of P. fluorescens + C. vulgaris promoted higher contents of

phenolic compounds, flavonoids, and tannins. It is concluded that the application of
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plant growth-promoting microorganisms and the microalga C. vulgaris represents a
promising strategy for the sustainable management of hydroponic hop cultivation,
contributing to improvements in production, biochemical quality, and physiological
efficiency under tropical conditions.

Keywords: Humulus lupulus L.; hydroponics; plant growth-promoting

microorganisms; biostimulants; Chlorella vulgaris; secondary metabolism.
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1. Introducgao

O Brasil € um dos maiores produtores de cerveja do mundo. Com o aumento
das cervejarias artesanais a cultura do lupulo (Humulus lupulus L.) tem se
expandido para regides onde tradicionalmente ndao havia cultivo. Impulsionado pela
demanda crescente da industria cervejeira por insumos locais e de alta qualidade
fitossanitaria e quimicas, as flores de lupulo tem altos precos, que favorece a
adogdo de sistemas de cultivo protegidos e tecnificados, como a hidroponia
(Jastrombek et al., 2022).

Embora o sistema hidropdnico tenha uma maior eficiéncia no uso da agua e
controle nutricional, exige a utilizacdo exclusiva de fertilizantes minerais soluveis,
elevando os custos de producgado, contradizendo os preceitos da intensificagcao
ecologica (Savvas & Gruda, 2018; Shareef et al., 2024). Sendo assim, buscam-se
estratégias que aliem produtividade a sustentabilidade sistémica, destacando assim
o uso de microrganismos promotores de crescimento plantas (MPCPs) como uma
alternativa viavel para otimizar a absorgdo de nutrientes e reduzir o consumo de
fertilizantes minerais durante o cultivo da cultura (Lee & Lee, 2015).

A utilizagdo de rizobactérias, dos géneros Azospirillum e Pseudomonas, vem
demonstrando resultados expressivos na agricultura moderna, atuando através de
mecanismos diretos e indiretos, como a fixagdo bioldgica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfatos e sintese de fito-hormébnios, notadamente o acido
indolacético (AIA) (Etesami & Glick, 2024; Ganusova et al., 2025) O Azospirillum
brasilense, amplamente reconhecido por sua capacidade de estimular o
desenvolvimento radicular e aumentar a eficiéncia do uso de nitrogénio, tem sido
validado em diversas culturas de interesse agronémico, promovendo incrementos
significativos na biomassa vegetal (Glick 2012; Cassan & Diaz-Zorita, 2016; Oliveira
et al., 2023). Também, as bactérias do género Pseudomonas destacam-se nao
apenas pela producédo de siderdéforos e solubilizacdo de fésforo inorgéanico, mas
também pelo seu potencial como agentes de biocontrole e indutores de resisténcia
sistémica, caracteristicas essenciais para o manejo sanitario em sistemas intensivos
(Oteino et al., 2015).

Recentemente uma microalga tem chamado a atengdo devido ao seu
potencial bioestimulante, a Chlorella vulgaris, cuja aplicagdo como bioestimulante

representa uma fronteira inovadora na promocédo de crescimento e na nutricao
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vegetal. A C. wvulgaris € rica em aminoacidos, polissacarideos, vitaminas e
reguladores de crescimento que, quando aplicados via solu¢do nutritiva ou foliar,
atuam no metabolismo primario e secundario das plantas, favorecendo a
fotossintese e a tolerancia a estresses (Ronga et al., 2019; Gonzalez-Pérez et al.,
2022). Estudos recentes indicam que extratos ou células vivas de microalgas podem
atuar como "condicionadores biologicos" da rizosfera, melhorando a disponibilidade
de nutrientes e estimulando a atividade enzimatica do sistema radicular, o que é
particularmente vantajoso em substratos inertes utilizados na hidroponia (Chanda et
al., 2020).

A presengca de C. wvulgaris na solugdo nutritiva pode liberar exsudatos
organicos que servem de substrato para Azospirilum e Pseudomonas,
potencializando sua colonizagao e atividade, enquanto as bactérias, por sua vez,
podem fornecer CO, e compostos que favorece o crescimento da microalga (Kim et
al., 2014; Ambarian et al., 2014). Trabalhos recentes sugerem que co-inoculagdes
de microalgas com rizobactérias podem superar os efeitos dos tratamentos isolados,
resultando em um efeito "biofertilizante" ampliado, capaz de sustentar o vigor
vegetativo de culturas exigentes como o lupulo, mesmo sob restricdes nutricionais
(Kopta et al., 2020; Reynolds et al., 2022).

Portanto, diante da escassez de literatura especifica sobre a interagao
desses consorcios microbianos na lupulicultura em sistema sem solo, esta pesquisa
tem como hipotese a necessidade de desenvolver protocolos de manejo bioldgico
eficientes. O presente trabalho objetivou avaliar o impacto agronémico da
inoculacdo isolada e combinada de Azospirillum brasilense, Pseudomonas sp. e
Chlorella vulgaris no desenvolvimento e qualidade do lupulo em cultivo hidropdnico,

visando consolidar tecnologias sustentaveis para a cadeia produtiva desta cultura.

2. Material e métodos

2.1. Localizagao experimental, condi¢oes de cultivo e plantio

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul (UEMS), na Unidade Universitaria de Cassilandia (UUC), localizada no
municipio de Cassilandia (latitude 19°07°21” S, longitude 51°43’15” W e altitude 516
m). De acordo com a classificagdo climatica de Kdppen, a regido apresenta clima

tropical chuvoso (Aw) com verao chuvoso e inverno seco.
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O ambiente utilizado para a condugao do experimento foi uma casa de
vegetacao climatizada de 14,64 m x 6,40 m x 3,5 m (93,70 m2), com cobertura e
lateral revestidas com filme de polietileno de baixa densidade (PEBD) de 150
microns, difusor de luz, camada dupla, com sistema de climatizagdo pad/fan Humil
Cool (CELDEX®), sendo ligada ao atingir 27 °C e possuindo o seu desligamento
ao chegar no 20 de 1,2 m x 0,15 m. Tela termorefletoras aluminizada ALUMINET®
35% (“I") de sombreamento, mével, sob o filme de polietileno, a qual permaneceu
aberta.

A propagacao das mudas de lupulo foi realizada por meio assexuado, por
estaquia, retirando-se porgdes com um no de plantas matrizes da cultivar Southern
Cross. As estacas foram enraizadas em espuma fendlica, em sistema hidropénico
e, em seguida, as mudas enraizadas foram transferidas para net pots especificos
para hidroponia e levados a vasos de 5 litros. Cada vaso foi preenchido com
solucao nutritiva, formando sistema hidropdnico do tipo solugao estatica aerada.

Para a aeracao da solugao, foi utilizado um compressor de 80w, fornecendo
80 litros de ar por minuto, conectado em uma mangueira cristal PVC de 3/8 de 6 m
conectada a mangueiras de silicone 4mm fixada por meio de cateter 18, com pedra
porosa nas extremidades, para uma melhor homogeneizagao da aeragéo.

Os microrganismos utilizados foram duas bactérias, sendo elas: Azospirillum
brasilense (estirpe Ab-V5 e AbV6, com concentragdo de 2x10® unidades
formadoras de colonias “UFC” mL™") e Pseudomonas fluorescens (estirpe CCTBO03,
com concentragdo de 2x10® UFC mL™") e a microalga Chlorella vulgaris as
utilizando de forma isolada e as bactérias em conjunto com a Chlorella vulgaris na
solucao nutritiva.

O experimento teve seu inicio no dia 21 de margo de 2025, sendo eles
passados das canaletas de enraizamento para os pots de hidroponia, para ai serem
colocados em vasos de 5L com solugao PlantPar (18% N, 8% P, 30% K, 3% S, 3%
Mg, 15% Ca, 0,14% Fe, 0,04% B, 0,04% Mn, 0,03% Cu, 0,019% Mo, 0,006% Ni e
0,002% Co) fertilizante de produgdo, com condutividade elétrica (EC) de 1,3 dS m™,
em dosagem recomendada pelo fabricante, de 62,5g para cada 100 litros, com ph

de 5,5 a 6,6 durante toda a execugao do experimento
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2.2. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
seis tratamentos e seis repeticdes. Os tratamentos foram constituidos da seguinte
maneira: Controle - sem aplicagcdo de microrganismos; Azb - Aplicacao de A.
brasilense (0,48 mL L-1); Psf - Aplicagdo de P. fluorescens (0,32 mL L-1); Chv -
Aplicacdo de C. wvulgaris (10 mL L-1); Azb+Chv - Aplicacdo de A. brasilense + C.
vulgaris; Psf+Chv - Aplicagdo de P. fluorescens + C. vulgaris. Todos os

microrganismos foram aplicados via solugéo nutritiva e reaplicados aos 14 e 21 dias.

2.3. Avaliagao biométrica

Foram realizadas avaliacbes semanais, ocorrendo durante 3 semanas apos
a realizagdo da segunda aplicacdo onde foi avaliado altura de planta (AP),
didmetro do caule (DC) e numero de nés (NN), para que se obtivesse dados
preliminares de crescimento inicial, o primeiro corte foi realizado no dia 14/08/2025,
sendo realizada uma reaplicagdo dos microrganismos na solugao.

Apods o corte foram realizadas avaliagdes da altura da planta (AP), didametro
do caule (DC), numero de inflorescéncias (NF), massa secas de inflorescéncias
(MSF) e massa seca de parte aérea (MSPA), apos as inflorescéncias foram moidas
em um triturador e enviadas para avaliacdo dos compostos presentes.

Para o segundo ciclo se repetiu as 3 avaliagbes realizadas no primeiro ciclo,
sendo a primeira avaliagdo realizada 10 dias apds o corte, sendo as seguintes
realizadas no intervalo de 7 dias cada, proximo ao final do ciclo que se seguia
ocorreu uma infestagdo de Tetranychus urticae, sendo necessaria uma colheita e
avaliacdes dos resultados antecipado.

O segundo corte foi realizado no dia 20/10/2025, sendo assim realizadas as
seguintes avaliagbes: altura da planta (AP), didmetro do caule (DC), volume de raiz
(VR), numero de inflorescéncias (NF), massa seca de inflorescéncias (MSF) e
massa seca da parte aérea (MSPA), sendo, em seguida, folhas e inflorescéncias

moidas e enviadas para analise de compostos.
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2.3. Analise de compostos organicos, fendlicos e antioxidantes

2.3.1. Obtencao dos extratos aquosos e hidroetandlicos

As inflorescéncias secas (primeiro e segundo ciclos) e folhas secas (segundo
ciclo) trituradas de lupulo (Humulus lupulus) obtidas de diferentes tratamentos foram
submetidas a duas extragdes diferentes, utilizando 2% de material vegetal, com
etanol 70%. A extragao ocorreu a temperatura ambiente (20°C) por 48 horas. Apos
esse periodo, o conteudo foi filtrado, obtendo-se o extrato hidroetandlico (EHE) de
H. lupulus. Para as analises subsequentes, os extratos em sua forma liquida foram
utilizados na andlise quimica e antioxidante, além da varredura UV/Vis para a

quantificacao de clorofilas a e 3, carotenodides e Fator de Protegcao Solar (FPS).

2.3.2. Analise quimica: conteudo de compostos fendlicos, flavonoides e

taninos

O conteudo de compostos fendlicos foi determinado utilizando o método de
Folin—Ciocalteu (Djeridane et al. 2006). Uma mistura reacional foi preparada com 1
mL da amostra, 0,5 mL do reagente de Folin—Ciocalteu e 1 mL de agua destilada.
Apds reagir por 1 minuto, adicionou-se 1,5 mL de carbonato de sédio a 20% (p/v). A
mistura foi incubada a temperatura ambiente por 120 minutos, e a absorbancia foi
medida a 760 nm utilizando um espectrofotdmetro (Global Trade Technology, Brasil).
A quantificacdo foi baseada em uma curva de calibragdo de acido galico (10-1000
pug mL™; y = 0,0015x + 0,0008, R? = 0,9875), e os resultados foram expressos como
ug de equivalente de acido galico por mL de extrato (ug EAG mL™"). O branco foi
feito substituindo a amostra pelo solvente de extragdo. O teste foi realizado em
triplicata.

O conteudo de flavondides foi determinado utilizando um ensaio com cloreto
de aluminio a 2% (p/v) (Djeridane et al. 2006). Volumes iguais (1 mL) da solugéo de
cloreto de aluminio e da amostra foram misturados. Apds 15 minutos a temperatura
ambiente, a absorbéncia foi lida a 430 nm utilizando um espectrofotdmetro. A
quantificacédo foi baseada em uma curva de calibragéo de rutina (10-50 yg mL™; y =

0,0105x + 0,0019, R? = 0,9990), e os resultados foram expressos como ug de
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equivalente de rutina por mL de extrato (ug ER mL™"). O branco foi feito substituindo
a amostra pelo solvente de extragao. O teste foi realizado em triplicata.

O conteudo de taninos foi determinado utilizando o método de Folin-Denis
(Pansera et al. 2003). Volumes iguais (0,5 mL) da solugdo de Folin-Denis e da
amostra foram misturados, e apds 3 minutos, 0,5 mL de carbonato de sodio 8% (p/v)
foram adicionados a mistura reacional. Apdés 120 minutos a temperatura ambiente, a
absorbancia foi lida a 725 nm utilizando um espectrofotdbmetro. A quantificagéo foi
baseada em uma curva de calibragao de acido tanico (0,5-80 uyg mL™; y = 0,009x +
0,03837, R? = 0,99826), e os resultados foram expressos como ug de equivalente
de acido tanico por mL de extrato (ug EAT mL"). O branco foi feito substituindo a

amostra pelo solvente de extracdo. O teste foi realizado em triplicata.

2.3.3. Anadlise por Cromatografia Liquida de Ultra Performance com
detector de arranjo de diodos (UPLC-DAD)

A analise cromatografica foi realizada por cromatografia liquida de ultra
performance (UPLC) acoplada a detector de arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu,
Japao), operando na faixa de comprimento de onda de 190 a 800 nm, com
resolucao espectral de 1,2 nm. A separacgéao foi conduzida em uma coluna de fase
reversa C18 (100 mm x 75 mm, 2,6 ym de didametro de particula; Phenomenex,
EUA), mantida a 30 °C em compartimento termostatado. A vazao do sistema foi de
0,45 mL-min™.

A fase movel foi composta por um sistema binario: solvente A (agua
acidificada com 0,1% de acido formico, v/v) e solvente B (acetonitrila). A eluicao
seguiu o seguinte gradiente: 0% de B no tempo inicial, 30% de B aos 14 minutos,
100% de B aos 24 minutos, retornando a 0% de B aos 28 minutos. O sistema
permaneceu em 0% de B por mais 2 minutos para estabilizagdo entre as injegoes.

As amostras foram previamente filtradas em filtros de seringa Millex-HV
(porosidade de 0,45 um; Merck, Alemanha), e um volume de 10 pL foi injetado em
cada corrida cromatografica.

Para a analise qualitativa, foram utilizados como padrdes de referéncia os
seguintes compostos: acido galico, catequina, acido vanilico, acido cafeico, acido
siringico, rutina, vanilina, acido p-cumarico, acido carnasoico, acido sinapico, acido

ferdlico, acido salicilico, melatonina, acido rosmarinico, acido benzoico,
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acido-3-indoleacético, luteolina, quercetina, acido cindmico, naringenina, kaempferol
carnosol (Sigma-Aldrich, EUA). Os tempos de retengdo e os espectros UV-vis
obtidos por detecgdo em arranjo de diodos (DAD) para cada padrdao foram
comparados com os dos compostos detectados nos extratos aquosos e
hidroetandlicos, em diferentes comprimentos de onda.

Apenas o acido rosmarinico e a naringenina foram identificados. Para a
quantificagcdo, foi construida uma curva de calibracdo com cada padrdo em
concentragdes de 33 a 266,4 ng (equacgao da reta para acido rosmarinico, obtida em
330 nm: y = 3083,9x + 3354,5, R* = 0,9996; equacado da reta para naringenina,
obtida em 280 nm: y = 3673,5x - 4818,7, R? = 0,9996. A quantificagao foi realizada
com base nas areas dos picos nas amostras, obtidas nos mesmos comprimentos de

onda que os padrdes, e os resultados foram expressos em ng mL™".

2.3.4. Ensaio de Inibicdo do Radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Para cada 100 uL de amostra, foram adicionados 2000 uL de uma solugao de
DPPH a 0,1 mmol L™" em metanol. A reacgdo foi conduzida por 30 minutos, protegida
da luz, seguida da leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517
nm. A porcentagem de inibigao foi calculada conforme a Equacgao: %Il = 100 x (AbsC
— AbsA) / AbsC, onde %l representa a inibicdo (%), AbsC é a absorbéancia do
controle e AbsA é a absorbancia da amostra apdés a reacdo. O controle foi feito

substituindo a amostra pelo solvente de extracdo. O teste foi realizado em triplicata.

2.3.5. Quantificagao de clorofilas a, b e carotenodides

Os extratos obtidos foram analisados usando um espectrofotbmetro em
comprimentos de onda de 470, 649 e 665 nm. A clorofila a (CA) foi calculada
usando a Equacédo 1, a clorofila b (CB) foi calculada usando a Equagédo 2 e os
carotendides (Cx+c) foram calculados usando a Equagdo 3 (Lichtenthaler e
Wellburn, 1983).

(1) CA =13.95 x Aggs — 6.88 x Agyg
(2) CB =24.96 % Agyg — 7.32 X Ages
(3) Cx+c =(1000 x A,7q — 2.05 x Ca — 114.8 x CP) / 245
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2.3.6. Fator de Protecao Solar (FPS)

As amostras foram submetidas a varredura em um espectrofotdmetro em
comprimentos de onda de 290 a 320 nm com intervalos de 5 nm. O fator de
protecado solar (FPS) foi calculado usando a equagao 4. FC representa o fator de
corregao, EE, x I, representa o espectro de eficiéncia eritemal por comprimento de
onda, e Abs, representa o espectro de absorbancia da amostra (Mansur et al.,
1986). O FC utilizado foi 10. Os valores de EE foram retirados do trabalho de Sayre

et al. (1979).

320
(4) FPS = FCx 3 EE, x I X Abs,
290

2.3.7. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise foi realizada em um espectrofotdbmetro Thermo-Nicolet Nexus 670,
acoplado a um detector fotoacustico MTEC-300. Para evitar interferéncias de vapor
d’agua e diéxido de carbono, o espectrofotdbmetro foi purgado com ar seco e, entre
as leituras, utilizou-se hélio na camara fotoacustica. Uma referéncia negra foi
empregada para calibragdo do equipamento. As leituras foram realizadas na faixa
de 4000 a 400 cm™, com 128 varreduras por amostra e resolugcao de 8 cm™. As
analises foram conduzidas utilizando as inflorescéncias secas e trituradas de H.

lupulus.

2.3.8. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

Apenas os extratos hexanicos (2%, m/v) foram submetidos o CG-EM. O
solvente de extracdo (Hexano P.A.) foi utilizado como branco.

As analises de GC-MS foram realizadas em um cromatégrafo gasoso
(GC-17A, Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com detector de espectrometria de
massas (QP 5050a), utilizando uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (J & W,
5% fenil-dimetilpolissiloxano) (30 m de comprimento x 0,25 mm de diédmetro interno,
0,25 ym de espessura do filme), sob as seguintes condi¢des: gas de arraste hélio
(99,999% e vazao de 1,0 mL/min); volume de inje¢cdo de 1 pL, razdo de divisdo
(1:20), com temperatura inicial do forno de 50 °C e aquecimento de 50 °C a 280 °C

a 4 °C/min. As temperaturas do injetor, do detector quadrupolo e da linha de
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transferéncia foram de 250 °C. Os pardmetros de varredura de MS incluiram
voltagem de ionizagdo por impacto eletrénico de 70 eV, faixa de massa de 45 a 700
m/z e intervalo de varredura de 0,5 s. As identificagdes foram concluidas
comparando os espectros de massa obtidos nas bibliotecas QP5050 (NIST21 e
WILEY?229). Os indices de retengcdo programados por temperatura (Zhao et al.,
2005) foram calculados usando uma mistura de parafina normal (C8-C28) como
referéncia externa. As identificagdes foram concluidas comparando os espectros de

massa obtidos nas bibliotecas QP5050 com dados da literatura (Adams, 2017).

2.3.9. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias dos
tratamentos foram agrupadas utilizando o algoritmo de agrupamento de Scott-Knott
com nivel de probabilidade de 5%. Todas as analises estatisticas foram realizadas

utilizando o software Sisvar, versao 5.6 para Windows (Ferreira, 2019).

3. Resultados

Constatou-se que, ao final do primeiro ciclo, o didametro de caule foi superior
em plantas dos tratamentos controle, Pseudomonas fluorescens (Psf) e Azospirillum
brasilense + Chlorella vulgaris (Azb+Chv), enquanto que, para 0 numero e a massa
seca das inflorescéncias, a superioridade foi observada nos tratamentos controle e
Azb, assim como para Chv na massa seca das inflorescéncias. Em complemento,
os tratamentos nao resultaram em diferenca na altura de planta e na massa seca da

parte aérea (Figura 1).
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Figura 1. Didmetro de caule (A), altura de planta (B), numero de inflorescéncias (C), massa
seca de inflorescéncias (D) e massa seca de parte aérea (E) de plantas de lupulo, de
primeiro ciclo, cultivadas em sistema hidropbnico e submetidas a aplicacdo de diferentes
microrganismos. Diferentes letras sobre as barras indicam diferengas entre as médias pelo
teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade + desvio padrao (n=6). Azb = Azospirillum

brasilense; Psf = Pseudomonas fluorescens; Chv = Chlorella vulgaris.

Foi verificado que o teor de compostos fendlicos foi favorecido pela aplicagao
conjunta de Azb+Chv quando comparado aos demais tratamentos (Figura 2A),
porém os teores de flavonoides foram superiores nos tratamentos controle, Azb,
Azb+Chv e Psf+Chv em relagdo aos demais (Figura 2B). Foi constatado que o uso
de microrganismos proporciona aumento nos teores de tanino e no fator de protecao
solar em comparagdo com o controle, porém, o controle obteve maior atividade

antioxidante em comparagao ao uso dos microrganismos (Figura 2C, D, E).
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Figura 2. Teor de compostos fendlicos (A), flavonoides (B), taninos (C), atividade
antioxidante (D), fator de protecéo solar (E), clorofila a (F), clorofila b (G) e carotenoides (H)
de inflorescéncias de lupulo, de primeiro ciclo, cultivadas em sistema hidropbnico e
submetidas a aplicacado de diferentes microrganismos. Diferentes letras sobre as barras
indicam diferengas entre as médias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade +
desvio padrao (n=3). Azb = Azospirillum brasilense; Psf = Pseudomonas fluorescens; Chv =

Chilorella vulgaris.
Para os teores de clorofila a e b, os tratamentos Psf e Azb+Chv e o

tratamento Chv culminaram nas maiores concentragdes para estas caracteristicas

(Figura 2F, G), portanto o tratamento Azb se destacou positivamente quando
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comparado aos demais tratamentos em relacdo aos teores de carotendides (Figura

2H).

Ao final do segundo ciclo, foi observada a similaridade entre os tratamentos

para as caracteristicas de didametro do caule, altura de plantas, volume radicular,

massa seca de parte aérea e de raiz (Figura 3), assim sendo superior 0s

tratamentos compostos pelos microrganismos sobre o niumero e a massa seca de

inflorescéncias (Figura 3C, E).
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Figura 3. Didmetro de caule (A), altura de planta (B), numero de inflorescéncias (C), volume
radicular (D), massa seca de inflorescéncias (E), massa seca de parte aérea (F) e massa
seca de raiz (G) de plantas de lupulo, de segundo ciclo, cultivadas em sistema hidrop&nico
e submetidas a aplicacdo de diferentes microrganismos. Diferentes letras sobre as barras
indicam diferencas entre as médias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade +
desvio padrao (n=5). Azb = Azospirillum brasilense; Psf = Pseudomonas fluorescens; Chv =

Chlorella vulgaris.

O tratamento Psf se destacou com médias superiores de compostos fendlicos
em flores provenientes do segundo ciclo produtivo (Figura 4A), assim como os
tratamentos Psf e Azb para os teores de flavonoides (Figura 4B). Também, para os
teores de tanino e fator de protecdo solar, com excecdo de Azb, todos os
tratamentos foram superiores ao controle (Figura 4C e E), enquanto que os
tratamentos controle e Azb foram superiores aos demais quanto a atividade
antioxidante (Figura 4D).

Os teores de clorofila a e b foram favorecidos pelos tratamentos Azb e Psf,
respectivamente (Figura 4F, G). Em contrapartida, os teores de carotenoides foram
elevados pela aplicagado dos microrganismos, com exce¢ao de Azb, que resultou em

teores inferiores ao tratamento controle (Figura 4H).
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Figura 4. Teor de compostos fendlicos (A), flavonoides (B), taninos (C), atividade
antioxidante (D), fator de protegao solar (E), clorofila a (F), clorofila B (G) e carotenoides (H)
de inflorescéncias de lupulo, de segundo ciclo, cultivadas em sistema hidropdnico e
submetidas a aplicacdo de diferentes microrganismos. Diferentes letras sobre as barras
indicam diferengas entre as médias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade +
desvio padrao (n=3). Azb = Azospirillum brasilense; Psf = Pseudomonas fluorescens; Chv =

Chilorella vulgaris.
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Para a composicao das folhas das plantas de lupulo, foi constatado que a
aplicacado de Psf+Chv resultou em teores mais elevados de compostos fendlicos,
flavonoides e taninos, sendo que, para este ultimo, também foi verificada a
superioridade de Chv (Figura 5A, B, C). Em complemento, o tratamento Psf, seguido
de Azb+Chv e Psf+Chy, resultou em maior atividade antioxidante (Figura 5D),
enquanto que o tratamento controle foi o que culminou em maior fator de protecao
solar, diferindo-se dos demais (Figura 5E).

Para os teores de pigmentos foliares, foi observado que o tratamento Psf
resultou nos menores valores para todos os pigmentos, sendo que os tratamentos
controle, Azb+Chv e Psf+Chv foram aqueles que resultaram nos maiores teores de

clorofila a, clorofila B e carotenoides, respectivamente (Figura 5F, G, H).

28



A 1000 B 160
= 900 b b 4
= - = 140 b d c d b a
T 800 = ] = 1 ]
% w00 | — d e g 10
¥ 7] ] E?ﬁ 100
= 600
@2 &0
8 500 = 80
S 400 =
2 60
S 300 s}
,g & 40
2 200 [
g 100 20
0 0
Controle Azb Psf Chv  Azb+Chv Psf+Chv Controle Azb Psf Chv  Azb+Chv Psf+Chv
C 250 D 90 c c i c i i
o 80 ] ] il
=
~ 200 c q c a b a g 70
é = - = = ',Q: 60
E 150 s 3-5'50
. 28
Z 100 Z20
@ o=
i=} <
= -.% £ 30
=
F 50 s 20
< 10
0 0
Controle Azb Psf Chv  Azb+Chv Psf+Chv Controle Azb Psf Chv  Azb+Chv Psf+Chv
E 45 F 8
40 a 2 b
] i [ c c C 7 ] [
= 35 — — — ] d a—
g 6 — R
% 30 % &
2 @5
" 25 g
% s 4 f
220 =
< %3
§ 15 8
=
K 10 2
5 1
0 0
Controle Azb Psf Chv Azb+Chv Psf+Chv Controle Azb Psf Chv Azb+Chv  Psf+Chv
G 5 N a H 25 a
4.5 = ] —
c
4 4 e = 2 ¢ b b c
—~ 1 = = ] d ] ]
TCL3.5 o0 —
of)
2 3 . E s
g P
7
?2.5 %
T 2 § 1
ke I
o LS5 5
1 0.5
0.5
0 0
Controle Azb Psf Chv  Azb+Chv Psf+Chv Controle Azb Psf Chv  Azb+Chv Psf+Chv

Figura 5. Teor de compostos fendlicos (A), flavonoides (B), taninos (C), atividade
antioxidante (D), fator de protegao solar (E), clorofila a (F), clorofila B (G) e carotenoides (H)
de folhas de lupulo, de segundo ciclo, cultivadas em sistema hidropdnico e submetidas a
aplicagdo de diferentes microrganismos. Diferentes letras sobre as barras indicam
diferengas entre as médias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade * desvio
padrdao (n=3). Azb = Azospirillum brasilense; Psf = Pseudomonas fluorescens; Chv =

Chilorella vulgaris.
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4. Discussao

Em sistemas sem solo de rucula e alface, aplicado Azb e Psf via solugao
nutritiva aumentam massa e volume de raizes, estando associado a maior massa de
parte aérea e vigor das plantas (Oliveira et al., 2023; da Silva Oliveira et al., 2023).
Para o diametro do caule obteve-se maior espessura no tratamento com Psf e
Azb+Chv no primeiro ciclo, o que indica um fortalecimento estrutural precoce. As
Pseudomonas sao reconhecidas pela sintese de sideréforos e auxinas que
promovem a expansao celular e o espessamento de tecidos vasculares (Oteino et
al., 2015; Vejan et al., 2016) E o consorcio Azb+Chv indica um efeito cumulativo e
sinérgico, onde a microalga fornece precursores metabdlicos que potencializam a
sintese de fitormbnios pela bactéria, resultando em vasos condutores mais robustos
(Kim et al.,, 2014; Pagnani et al., 2020) Essa associagdo cria um ambiente
favoravel na rizosfera liquida, onde a microalga pode atuar como um condicionador
bioldgico e fonte de carbono organico para a colonizagao bacteriana, otimizando a
eficiéncia do uso da solugdo nutritiva (De-Bashan et al., 2026)

A massa seca de inflorescéncias do primeiro ciclo no tratamento com Azb e
Chv equiparou-se ao controle, demonstrando que a bioestimulagdo potencializa a
produtividade com um melhor aproveitamento dos nutrientes. Azospirillum atua na
modulagdo do sistema radicular, aumentando a area de absorgcdo, enquanto a
Chlorella fornece aminoacidos prontamente assimilaveis (Cassan & Diaz-Zorita,
2016; Ronga et al., 2019). O Azb é amplamente reconhecido por sua capacidade de
sintetizar reguladores de crescimento vegetal, especialmente o acido indolacético,
que atua na diferenciagcdo, alongamento e divisdo celular, aumentando o
crescimento meristomatico e no balango hormonal da planta (Glick, 2012).

A maior massa seca de inflorescéncias registrada nos tratamentos controle,
Azb e Chv no primeiro ciclo sugere que a produgao reprodutiva do Iupulo ndo é
exclusivamente dependente da inoculagdo microbiana. Entretanto, a resposta
positiva associada a A. brasilense indica maior eficiéncia na alocacdao de
assimilados para as inflorescéncias, possivelmente mediada por alteragcdes
hormonais (Cassan & Diaz-Zorita, 2016) No caso de C. vulgaris, podem atuar como
bioestimulantes metabdlicos, e que compostos bioativos produzidos por microalgas

estimulam o metabolismo primario e secundario das plantas, reforcando que esses
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efeitos sdo particularmente relevantes em sistemas sem solo (Ronga et al., 2019;
Mutale-Joan et al., 2020; Gonzalez-Pérez et al., 2022)

O aumento do teor de compostos fendlicos observado no tratamento Azb
+Chv no primeiro ciclo sugere um efeito sinérgico entre bactéria e microalga
pesquisas mostram que microalgas liberam metabdlitos capazes de estimular o
metabolismo secundario vegetal (Ronga et al., 2019). A literatura demonstra que
esses compostos podem atuar como sinalizadores metabdlicos que com a
associagao entre microalgas e microrganismos benéficos intensifica a biossintese
de fendis em plantas cultivadas sob condi¢gdes controladas (Chanda et al,. 2020;
Gonzalez-Pérez et al., 2022). Esse aumento de fendlicos € uma evidéncia clara de
que a planta esta operando em um nivel de alerta fisiologico benéfico (Timmusk et
al., 2017).

Ao observar os teores elevados de flavonoides em determinados tratamentos,
incluindo o controle, indicam que esse metabolismo & parcialmente constitutivo no
l[upulo. No entanto, a presenga de microrganismos pode modular a estabilidade
desse metabolismo (Oteino et al., 2015). Visto que bioestimulantes microbianos
evitam a supressao da sintese de flavonoides em ambientes intensivos sendo a
manutengdo desses compostos indicativa de um estado fisiolégico equilibrado
(Ronga et al.,2019).

Um dos pontos de destaque foi o aumento significativo no teor de taninos
totais nos tratamentos inoculados em relagcdo ao controle. Sendo os taninos
metabdlitos secundarios, exercendo fungdes como defesa das plantas de ataques
de herbivoros e patégenos (Barbehenn & Constabel, 2011). Além disso, taninos
exibem propriedades antioxidantes significativas, contribuindo para a mitigagdo de
danos causados por espécies reativas de oxigénio (ROS) durante estresses
ambientais, como seca e radiagdo UV, integrando-se a resposta antioxidante das
plantas (Gourlay et al., 2022).

O Fator de Protegao Solar (FPS) dos extratos de lupulo apresentou um salto
significativo com a aplicacdo de todos os MPCVs, com destaque para a Chv. A
inducdo de compostos secundarios que absorvem radiacdo UV € uma resposta
clara a bioestimulagdo, conferindo maior protecao aos tecidos foliares e aos cones
(Chiaiese et al.,, 2018; Ronga et al.,, 2019). Esse beneficio € estratégico para o
cultivo de lupulo no Brasil, protegendo a cultura contra a escaldadura solar e a

degradacéao de resinas sensiveis (Afonso et al., 2021).
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Diferentemente dos fendis e taninos, a atividade antioxidante (pelo método
DPPH) foi superior no controle e inferior nos tratamentos inoculados. Esta reducéo
sugere que 0s microrganismos alteraram os antioxidantes primarios para a sintese
de compostos secundarios mais complexos e estruturais (PIEKARSKA-RADZIK &
KLEWICKA, 2020; Sallam et al., 2021). Tratando-se de uma realocacao de recursos
internos da planta: ela troca a "reserva antioxidante livre" por "defesas quimicas
prontas” como defesa contra UV-B mostrando que fenilpropanoides (flavonoides,
taninos) acumulam-se como resposta a UV, atuando como blindagem na epiderme
foliar (Singh et al., 2023).

A inoculacdo de microorganismos e algas separadamente promovem um
aumento significativo de clorofila a e 3, com a coinoculagdo potencializando ainda
mais esses efeitos especialmente sob condigbes de estresse abidticos (Guo & Tong,
2014; Hajnal-Jafari et al., 2020; Omer et al., 2022) Sendo envolvido os mecanismos
que incluem a producdo de fitormbénios como o AlA, aumentando a absorcdo de
nutrientes mitigando o estresse oxidativo e estimulando a biossintese de pigmentos
fotossintéticos (Guo & Tong, 2014; Peng et al., 2020)

Ao analisar os teores de carotenoides presentes, obteve-se um maior
aumento no tratamento inoculado com Azb, pigmento importante para a protegao
contra estresse fotooxidativo em plantas e microrganismos, sendo a biossintese de
caratenoide em Azb é regulada por multiplas cascatas de fatores sigma alternativos,
que controlam genes-chave como o crtE, essencial para a produgdo desses
pigmentos (Rai et al., 2016) Sendo a sintese de carotenoides também estando
associada a tolerancia a estresses ambientais, como altas temperaturas e agentes
antibacterianos, reforcando o papel protetor desses pigmentos com a inoculagao de
Azb (Omer et al., 2022; Ikram et al., 2025)

Ao longo do tempo com a aplicagdo de MPCP a diferenca em altura, diametro
e biomassa de parte aérea e raiz tendem a se reduzir em comparacéo ao controle,
especialmente quando ha boa nutrigdo, sendo o mesmo obtido ao final do segundo
ciclo, mas ao ser observar a época reprodutiva se obtém ganhos expressivos como
numero de flores, frutos e produtividade (Pérez-Rodriguez et al., 2020; Singh &
Srivastava, 2022; Fulaneti et al., 2025)

Ao final do segundo ciclo o tratamento de maior destaque foi o Psf,
apresentando maior conteudo de compostos fendlicos assim como ja observado em

plantas aromaticas (Cappellari et al., 2013). Assim como ocorreu no primeiro ciclo
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com maiores resultados para o tratamento de Azb+Chv comprovando o efeito
sinérgico existente entre o consorcio estimulando a produgcdo dos compostos na
fase inicial do cultivo, porém, a inoculagao da Psf favorece o acumulo dos fendlicos
em ciclo mais avangado (Cappellari et al., 2013; Wang et al., 2024).

Os MPCP tem potencial de aumento de flavonoides assim como ja observado
no primeiro ciclo, se manteve o aumento significativo do flavonoides (Wang et al.,
2021) Mantendo-se a producéo elevada de taninos em plantas com a inoculagéo
dos microrganismos com exce¢ao do Azb no segundo ciclo, consequentemente
plantas as quais possuem um maior acumulo de taninos possuem uma maior fator
de protecao solar, visto que os taninos atuam como fotoprotetores contra raios
ultravioletas (Falcao et al., 2022; Falcao et al., 2024)

Assim como observado no segundo ciclo o controle obteve o maior acumulo
de compostos antioxidante primarios, visto que o0s microorganismo alteram os
antioxidantes primarios, sendo sintetizados compostos secundarios mais completos,
assim como o Azb ndo obteve maior acumulo dos compostos anteriores sintetizando
assim compostos antioxidantes em maior acumulo, confirmando a hipétese do
primeiro ciclo (Piekarska-Radzik & Klewicka, 2020; Sallam et al., 2021).

Os tratamentos com Azb e Psf influenciam de forma distinta os teores de
pigmentos em plantas. Sendo o Azb favorece principalmente os teores de clorofila a,
enquanto Psf esta associado ao aumento da CB e dos carotenoides. No entanto, a
aplicacao de Azb pode resultar em teores de carotenoides inferiores ao controle, ao
contrario do que ocorre com Psf, que eleva esses pigmentos (Lima et al., 2020;
Pérez-Rodriguez et al., 2020; Consentino et al., 2022; Da Silva Oliveira et al., 2023).

A aplicacdo combinada de Psf+Chv promoveu um maior aumento dos
compostos fendlicos, flavonoides e taninos nas folhas do Iupulo quando comparado
com os demais tratamentos, esse aumento condiz com estudos realizados o qual
mostram que MPCP como a Psf que ativam o meio da indugdo de resisténcia
sistémicas (ISR) estimulando a biossintese fortalecendo a defesa das plantas e o
metabolismo secundario (Wang et al., 2024) Além disso, o lupulo é reconhecido por
seu alto conteudo de flavonoides e compostos fendlicos, que conferem propriedades
antioxidantes e antimicrobianas importantes para a planta e aplicagdes industriais
(Arruda et al., 2021; Kiofentzoglou et al., 2025)

O tratamento com Pseudomonas fluorescens, seguido das combinacdes

Azospirillum brasilense + Chlorella vulgaris e Pseudomonas fluorescens + Chlorella
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vulgaris, resultou em maior atividade antioxidante nas folhas de lupulo, o que esta
alinhado com o potencial antioxidante conhecido desses microrganismos e da
microalga. Sendo a Chv possui compostos fenolicos e flavonoides exibindo forte
capacidade de captura de radicais livres podendo ser potencializada pela interagao
de MPCP (Pradhan et al., 2021; Pramesti et al., 2025)

Os resultados desta dissertacdo ou pesquisa demonstram que a aplicacéo
isolada e combinada de Azospirillum brasilense, Pseudomonas fluorescens e da
microalga Chlorella vulgaris no cultivo hidropénico do lupulo (Humulus lupulus L.)
promoveu efeitos sobre o desempenho fisioldgico, reprodutivo e metabdlico das
plantas, embora os impactos sobre o crescimento vegetativo estrutural tenham sido
limitados em condigdes de elevada disponibilidade nutricional. De modo geral, os
microrganismos, favoreceram a producao e a qualidade das inflorescéncias, bem
como a modulagdo do metabolismo secundario, com aumento nos teores de
compostos fendlicos, flavonoides e taninos, refletindo uma maior eficiéncia
fisiologica e adaptativa das plantas em sistema hidropdnico.

Conclui-se, portanto, que o0 uso de microrganismos promotores de
crescimento vegetal, constitui uma estratégia promissora para a intensificagao
sustentavel da lupulicultura em sistemas sem solo, contribuindo para a melhoria da
qualidade bioquimica das plantas e para a reducdo da dependéncia de insumos
quimicos. Os resultados obtidos fornecem subsidios cientificos para o
desenvolvimento de protocolos de manejo biolégico do lupulo em condigbes
tropicais, além de abrir perspectivas para pesquisas futuras envolvendo diferentes

genotipos, doses e estratégias de aplicagdo dos microrganismos.
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