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Inoculação De Azospirillum Brasilense E Doses De Nitrogênio, Visando Produção 

De Etanol E Teor De Proteína Nos Grãos, Em Milho Cultivado Na Entressafra Sob 

Baixa Latitude. 

RESUMO 

A cultura do milho no Tocantins é de extrema importância devido a sua 

utilização em inúmeras finalidades, como por exemplo, milho verde, grão e silagem. 

Sua produção esta diretamente relacionada ao fornecimento adequado de nutrientes, 

especialmente o nitrogênio, que pode ser fornecido pela adubação ou pela fixação 

biológica de nitrogênio. Uma das bacterias fixadores de nitrogênio mais importante na 

cultura gramínea é o Azospirillum SP. Que alem de fornecer nitrogênio, melhora o 

ambiente radicular, aumentando a absorção de água e nutrientes pela planta. Objetivou o 

presente trabalho, o estudo do efeito da inoculação via sementes, da bactéria 

diazotrófica Azospirillum brasilense, associado ou não à adubação nitrogenada, nos 

teores de proteína e carboidrato dos grãos de milho cultivado no período da entressafra 

na região centro sul do estado do Tocantins. Foram realizados dois experimentos em 

Palmas -TO, em duas épocas de semeadura, 10 de julho de 2015 e outro em 01 de 

Agosto de 2015, em um delineamento experimental de blocos casualizados (DBC) com 

30 tratamentos e três repetições, dispostos em um esquema fatorial 2x3x5, representado 

por dois processos de inoculação das sementes (com e sem inoculação das sementes), 

três genótipos de milho (Al Bandeirante, variedades de polinização aberta, e os Híbrido 

Duplo Orion e AG-1051) e cinco doses de nitrogênio N (0, 50, 100, 150 e 200kg ha-1) 

realizadas em cobertura. A inoculação com Azospirillum brasilense promoveu um 

aumento no teor de proteína e nos grãos, nas duas épocas e em todas cultivares, já o teor 

de carboidrato apresentou melhor desempenho no manejo sem a inoculação. O híbrido 

AG 1051 apresentou um maior incremento no teor de proteína e carboidrato nos grãos e 

função de doses de N, nos manejos S/A e C/A. A utilização do Azospirillum brasilense, 

associada ou não à adubação nitrogenada, promoveu um aumento no teor de proteína 

nos grãos de milho, e nas menores doses de N, com ou sem a inoculação promoveu um 

aumento significativo no teor de carboidrato nos grãos de milho. Na primeira época, no 

manejo com e sem inoculação e sobre as doses de N, todas as cultivares tiveram um 

aumento significativo no teor de proteína e teor de carboidrato nos grãos de milho.  

Palavras-Chaves: Bactéria Diazotrófica, Zea mays L, Teor de Proteína nos Grãos, 

Carboidrato. 
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Inoculation Of Azospirillum Brasilense And Doses Of Nitrogen, Aiming To 

Produce Ethanol And Protein Content In Grains, In Corn Cultivated In Off - 

Season Under Low Latitude. 

ABSTRACT 

The corn crop in Tocantins is of extreme importance due to its use in innumerable 

purposes, such as green corn, grain and silage. Its production is directly related to the 

adequate supply of nutrients, especially the nitrogen, that can be supplied by the 

fertilization or the biological fixation of nitrogen. One of the most important nitrogen-

fixing bacteria in grass culture is Azospirillum SP. In addition to providing nitrogen, it 

improves the root environment, increasing the absorption of water and nutrients by the 

plant. The objective of this study was to study the effect of seed inoculation of 

Azospirillum brasilense diazotrophic bacteria, associated or not with nitrogen 

fertilization, on the protein and carbohydrate contents of maize grains cultivated in the 

mid - season period in the south central region of Tocantins State . Two experiments 

were carried out in Palmas -TO, in two sowing seasons, July 10, 2015 and another on 

August 1, 2015, in a randomized complete block design (DBC) with 30 treatments and 

three replications, arranged in a scheme (with and without seed inoculation), three 

maize genotypes (Al Bandeirante, open pollinated varieties, and the Double Orion 

Hybrid and AG-1051) and five N rates ( 0, 50, 100, 150 and 200kg ha-1) carried out in 

coverage. The inoculation with Azospirillum brasilense promoted an increase in the 

protein content and in the grains, in both seasons and in all cultivars, already the 

carbohydrate content presented better performance in the management without the 

inoculation. The AG 1051 hybrid showed a higher increase in protein and carbohydrate 

content in the grains and function of N doses in the S / A and C / A treatments. The use 

of Azospirillum brasilense, associated or not to nitrogen fertilization, promoted an 

increase in protein content in corn grains, and in the lower doses of N, with or without 

inoculation promoted a significant increase in carbohydrate content in corn grains. In 

the first season, in the management with and without inoculation and on the doses of N, 

all cultivars had a significant increase in protein content and carbohydrate content in 

corn grains. 

Key Words: Diazotrophic Bacteria, Zea mays L, Protein Content in Grains, 

Carbohydrate 
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1.INTRODUÇÃO 

O milho (Zea mays L.), um importante cereal, que apresenta várias utilizações, 

desde o consumo na alimentação humana até a produção de subprodutos por grandes 

indústrias, como: química, farmacêutica, ração animal e de combustível, contém, 

aproximadamente, 72% de amido, 9,5% proteínas, 9% fibra e 4% de óleo. (D’ARCE; 

SPOTO & CASTELLUCCI; 2015) 

Esta cultura ocupa o terceiro lugar no ranking de produtividade e o segundo lugar 

nas exportações mundiais. Na safra 2016/2017 foram totalizados 86,5 milhões de 

toneladas de milho produzidas e 28 milhões de toneladas exportadas pelo país (USDA, 

2017). 

No estado do Tocantins, a baixa produtividade do milho ocorre, dentre outros 

fatores, devido à presença de altas temperaturas, aliada ao baixo nível tecnológico 

empregado pelos produtores e a escassez de sementes melhoradas e de variedades 

adaptadas às condições de estresses abióticos, tais como as variações climáticas e 

nutricionais; neste último caso, relacionadas principalmente ao N, dentre outros fatores 

(SANTOS, 2014).  

Dentre as biomassas que podem ser utilizadas como alternativa na produção de 

etanol, destacaremos a matéria-prima amilácea, o milho (Zea mays L.), que é uma das 

culturas mais produzidas no mundo, tem participação expressiva na economia e 

apresenta expansão de área cultivada todos os anos entre os principais países produtores 

(LEFF et al., 2004; USDA, 2017). 

Os Estados Unidos produzem etanol predominantemente a partir do milho, com 

um rendimento médio de 3.500 L por hectares de álcool de milho, isso devido as suas 

ótimas condições climáticas para produção. (BORTOLETTO e ALCARDE, 2015) 

No Brasil o processamento industrial de milho para a fabricação de etanol ainda é 

muito recente no mercado. Contudo, fruto da boa estabilidade produtiva do milho e da 

inovação tecnológica a produção de etanol no país vem ganhando destaque e cresceu 

mais de 532% nos últimos 4 anos, apenas na safra 2016/2017 alcançou-se uma 

produção de 234.147 m³ de etanol do grão (CANAL – JORNAL DA BIOENERGIA, 

2017). 

A formação de grãos na cultura do milho está estreitamente relacionada com a 

translocação de açúcares, de nitrogênios e de órgãos vegetativos, onde as folhas com 
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maior teor de N apresentam uma maior capacidade de assimilar CO2 e de sintetizar 

carboidratos durante a fotossíntese (WOLSCHICK et al.; 2003). Entretanto, os solos 

brasileiros apresentam, em sua maioria, baixo teor de N disponível, tornando a 

adubação nitrogenada uma prática indispensável e, neste contexto, os fertilizantes 

inorgânicos se destacam como a principal forma de adição do nutriente ao solo. 

(DARTORA et, al; 2013) 

O manejo dos fertilizantes nitrogenados deve ser realizado de maneira adequada 

para garantir a produtividade da cultura, pois o excesso pode provocar perdas e a 

contaminação do ambiente (FERNANDES e LIBARDI, 2007) além de caracterizar um 

gasto desnecessário. Assim, a dose, a época de aplicação e as condições do solo devem 

ser avaliadas com o intuito de suprir a planta nas fases críticas, para reduzir as perdas de 

N e minimizar os custos de adubação (HOEFT, 2003).  

Neste sentido, a substituição da adubação nitrogenada por organismos biológicos 

(bactérias do gênero Azospirillum) que influenciam no desenvolvimento da planta e na 

fixação biológica do nitrogênio permitiria reduzir a contaminação do meio ambiente e 

diminuir os custos na aquisição de N, uma vez que as mesmas estimulam a produção de 

fitohormônios pelas plantas, melhoram os parâmetros fotossintéticos, a condutância 

estomática e elasticidade da parede celular, alterando as variáveis de produção (ZUFFO, 

A; 2016) 

Essas bactérias podem atuar no crescimento da planta através da produção de 

substâncias promotoras de desenvolvimento (auxinas, giberelinas e citocininas) as quais 

proporcionam melhor crescimento radicular (OKON e VANDERLEYDEN, 1997) e por 

consequência maior absorção de água e nutrientes (CORREA et al., 2008) resultando 

em uma planta mais vigorosa e produtiva (BASHAN et al., 2004; HUNGRIA, 2011) 

Há algumas indicações de que plantas inoculadas com Azospirillum brasilense 

tendem a absorver mais N após a antese, em comparação com plantas não inoculadas e 

adubadas com a mesma quantidade de N onde, normalmente, a absorção mais tardia de 

N pelas plantas resulta em incremento no teor de proteína nos grãos. (DIDONET et al; 

2000).  

Com relação à produção de etanol, tem-se verificado que a síntese de amido e de 

proteína competem por fotossintetizados durante o período de enchimento de grãos, 

sendo que na ausência de N, os fotossintetizados que seriam convertidos em proteínas 

são usados na síntese de carboidratos. Nesta condição, o Azospirillum brasilense 
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poderia aumentar a disponibilidade de N para a planta, minimizando a competição 

proteínas-carboidratos. (BASI; 2013; BÁRBARO et al 2008; DARTORA et al 2013). 

 O presente trabalho teve como principal objetivo estudar os efeitos da bactéria 

Azospirillum brasilense no teor de proteína e teor de carboidrato na cultura do milho, 

associado ou não ao uso de nitrogênio, cultivado na entressafra sob baixa latitude 
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2.OBJETIVOS 

2.1-OBJETIVO  GERAL 

 Avaliar os efeitos da inoculação de Azospirillum brasilense, em associação ou não 

ao uso de nitrogênio, no teor de proteína e de carboidratos em genótipos de milho, em 

cultivo de entressafra, sob baixa latitude.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Estudar o comportamento de genótipos de milho, em associação ou não ao uso de 

nitrogênio, em baixa latitude; 

Avaliar o efeito das épocas de semeadura nos genótipos de milho, em associação 

ou não ao uso de nitrogênio, em baixa latitude; 

Estudar o efeito da bactéria Azospirillum brasilense, em associação ou não com 

nitrogênio, em baixa latitude. 
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3.REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1-CULTURA DO MILHO: ORIGEM, EVOLUÇÃO, FISIOLOGIA E 

IMPORTÂNCIA ECONÔMICA 

O milho é originário da América, provavelmente da região onde hoje se situa o 

México, tendo sido domesticado entre o período de 7.000 a 10.000 anos atrás, é 

cultivada em muitas partes do Mundo (Estados Unidos da América, República Popular 

da China, Índia, Brasil, França, Indonésia, África do Sul, etc.). A sua grande 

adaptabilidade, representada por variados genótipos, permite o seu cultivo desde o 

Equador até ao limite das terras temperadas e desde o nível do mar até altitudes 

superiores a 3600 metros, encontrando-se, assim, em climas tropicais, subtropicais e 

temperados (BARROS & CALADO; 2014). 

Como resultado do processo de seleção natural e da domesticação ao longo dos 

anos, foi desenvolvida uma planta anual, robusta e ereta, com um a quatro metros de 

altura, que foi “construída” visando a produção de grãos (MAGALHAES P. 2002). 

De acordo com Nunes et al. (2008) e Carvalho et al. (2004) a composição 

química do milho (Tabela 1) é determinada principalmente por quatro elementos: 

amido, proteína bruta, lipídeos e fibra bruta. 

Tabela 1:Composição média do milho. 

Compostos (%) 
  

Umidade 10,93 

Proteína 9,88 

Lipídeos 4,17 

Carboidratos Total 71,95 

Fibras 1,71 

Compostos minerais 1,36 

Fonte: Belyea et al. (2004). 

 

Os primeiros trabalhos de melhoramento com milho híbrido no Brasil tiveram 

início em 1932 no Instituto Agronômico – IAC de Campinas, no Estado de São Paulo, 

sendo o Brasil o segundo país a adotar o milho híbrido (SAWAZAKI & 

PATERNINANI, 2004). No IAC, Krug e colaboradores produziram, (1932) , o primeiro 

híbrido duplo brasileiro. Segundo Souza Sobrinho (2001), por volta de 1950, as 

variedades foram substituídas pelo uso de híbridos triplos e simples.  

Com relação à fisiologia, o milho é uma das mais eficientes plantas 

armazenadoras de energia existentes na natureza, uma vez que é uma planta C4. De uma 

semente que pesa pouco mais de 0,3 g irá surgir uma planta geralmente com mais de 2,0 
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m de altura, isto dentro de um espaço de tempo de cerca de nove semanas. Nos meses 

seguintes, essa planta produz cerca de 600 a 1.000 sementes similares àquela da qual se 

originou (MAGALHAES P.; 2002). 

As plantas C4 são aquelas cujo primeiro produto estável formado na fotossíntese 

possui quatro átomos de carbono (OAA, ácido oxaloacético), e a fixação preliminar de 

CO2 ocorre através da enzima PEP-case (fosfoenolpiruvato carboxilase). Essa enzima, 

responsável pela fixação do CO2 em plantas C4, é cerca de 100 vezes mais eficiente que 

a Rubisco, única enzima de carboxilação que ocorre nas plantas C3. (MAGALHÃES et 

al, 2002)  

Várias respostas do milho aos fatores do ambiente decorrem de seu mecanismo 

fotossintético C4, resultando em elevada produtividade de grãos, quando comparado a 

outras espécies cultivadas sem o mesmo mecanismo (BERGONCI & BERGAMASCHI, 

2002). 

A grande eficiência de transformação de energia luminosa em energia química 

deve-se ao processo fotossintético do tipo C4, que favorece a concentração contínua de 

CO2 em células que circundam os feixes vasculares. Além disso, nas plantas C4 há uma 

maior proximidade entre os feixes vasculares e as células produtoras de carboidratos da 

bainha vascular das folhas, resultando em eficiente transporte de materiais produzidos e 

acumulados nas folhas em direção aos grãos em formação (DARTORA et al; 2013). 

A água desempenha importante papel na fisiologia da planta em todos os estádios 

de desenvolvimento. A exigência mínima de água pela cultura é de 350-550 mm.  

Para um eficiente manejo de irrigação, de nutrientes e de outras práticas é de suma 

importância conhecer as diferentes fases do crescimento da planta e suas demandas. Des 

da fase de germinação até a maturação. (Imagem 1). 
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Imagem 1:Fase de Crescimento da cultura do milho/ Estádios Fenológicos do Milho 

 

Fonte: DuPont Pionner 

Com o aumento gradativo do nível tecnológico da produção de milho deve-se 

entender a importância e as fases críticas desta cultura, podendo-se planejar a melhor 

época de semeadura para os diferentes tipos de híbridos, assim como suas necessidades, 

maximizando o potencial produtivo. (MULLER T.M; 2013) 

Um dos períodos mais críticos da exigência nutricional da cultura do milho ocorre 

durante o desenvolvimento vegetativo (V12 a V18), onde há maior taxa diária de 

absorção de elementos e maior acúmulo de matéria seca, quando o número potencial de 

grãos está sendo definido. (MAGALHÃES & DURÃO; 2006). 

Sua importância econômica é caracterizada pelas diversas formas de sua 

utilização, que vão desde a alimentação animal até a indústria de alta tecnologia. Na 

realidade, o uso do milho em grão como alimentação animal representa a maior parte do 

consumo desse cereal, isto é, cerca de 70% no mundo (DUARTE et al; 2010). Além 

disso, exerce importância no aspecto social, uma vez que a maioria dos produtores não 

são altamente tecnificados e não possuem grandes extensões de terras. (GUIMARAES 

P.S; 2007)  

O milho é uma das culturas mais produzidas no mundo, tem participação 

expressiva na economia e apresenta expansão de área cultivada todos os anos entre os 

principais países produtores (LEFF et al., 2004; USDA, 2017). Esse sucesso produtivo 

da cultura do milho se deve as condições climáticas favoráveis e a utilização de 



21 
 

materiais com genética de alta performance (CONAB, 2017a). O milho brasileiro ocupa 

o terceiro lugar no ranking de produtividade e o segundo lugar nas exportações 

mundiais. Na safra 2016/2017 foram totalizados 86,5 milhões de toneladas de milho 

produzidas e 28 milhões de toneladas exportadas pelo país (USDA, 2017). 

3.2 SOLOS DO CERRADO E EXIGÊNCIAS DA CULTURA 

O cerrado ocupa uma extensão de 2,04 milhões de quilômetros quadrados, sendo 

o segundo maior bioma da América do Sul, superado somente pela Amazônia, com 

localização no centro do país, engloba os estados de Goiás, Distrito Federal e parte dos 

estados do Mato grosso do Sul, Mato Grosso, Rondônia, Minas Gerais, Tocantins, 

Bahia, Maranhão, Piauí e Pará. Nesse bioma; as nascentes das três maiores bacias 

hidrográficas (Amazonica/Tocantins, São Francisco e Prata) que resulta em um grande 

potencial aquífero. (MMA; 2014). 

Segundo as projeções do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) e da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa), até a safra 

2021/22, a área total cultivada com grãos deverá atingir 7,7 milhões de hectares na 

região compreendida pelos estados do Maranhão, Piauí, Tocantins e Bahia 

(MATOPIBA), que corresponde a 10% da produção nacional. (AGUIAR; 2013). Nesta 

região, tem sido realizada práticas conservacionistas como plantio direto e adoção de 

variedades adaptadas as regiões dos climas tropicais do cerrado. 

Com precipitações pluviométricas e temperaturas altas no período de outubro a 

março, o cerrado apresenta condições favoráveis ao cultivo de grãos. O solo 

predominante neste bioma é o Latossolo, que são solos antigos, ácidos, profundos, com 

baixa fertilidade, natural bem drenados, com resistência a compactação, de relevos 

planos à levemente ondulados, propícios para a mecanização agrícola (SANTOS, 

MONTENEGRO e ALMEIDA; 2010). De modo geral, os solos apresentam baixo teor 

de N onde, geralmente, apenas 50% do N-fertilizante aplicado nesses solos é 

aproveitado pelas plantas, sendo o restante perdido por lixiviação e volatilização, entre 

outras causas. (SAIKIA & JAIN, 2007). 

3.3 INFLUÊNCIA AGROCLIMÁTICAS NO MILHO 

Várias respostas do milho aos elementos meteorológicos decorrem de seu 

mecanismo fotossintético C4, que resultam em alta produtividade e, em consequência, 
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alto rendimento de grãos, superando outras espécies cultivadas. Estes conceitos são 

fundamentais, sobretudo quanto às interações da planta e o ambiente físico, com ênfase 

para radiação solar, CO2, temperatura, água e nitrogênio. (BERGAMASCHI H. 2014) 

O milho é afetado por vários fatores climáticos, Durães (2006) sita os fatores 

primários e secundários são eles: “Primários: latitude, altitude, chuva, topografia, 

textura do solo e composição do solo. Secundários: radiação solar, comprimento do dia, 

temperatura, água no solo, aeração do solo, minerais do solo”. A interação negativa 

destes fatores ocasiona a redução na produção. (MALDONER et al; 2014) 

3.3.1 RADIAÇÃO SOLAR 

Originalmente, o milho é uma planta de dias curtos, embora os limites dessas 

horas de luz não sejam idênticos e nem bem definidos para os diferentes tipos de 

genótipo. A ocorrência de dias longos pode aumentar sua fase vegetativa e o número de 

folhas, ocasionando atraso no florescimento (FERRAZ, 1966 citado por FANCELLI & 

DOURADO NETO;2004) 

A radiação solar está associada a produção direta de massa no milho e é essencial 

para o desenvolvimento da planta, pois na sua ausência o processo fotossintético é 

inibido e, consequentemente, ocorre redução na produção dos grãos, uma vez que a 

fixação de CO2 fornece cerca de 90% da matéria seca da planta, e uma redução de 30 a 

40% da radiação por um logo período pode acarretar na redução da produção e atraso na 

maturação. Ressalta-se que o máximo aproveitamento da radiação ocorre no pré-

florescimento e no enchimento de grãos, sendo este último o período mais crítico 

(RODRIGUES, SILVA E FERREIRA, 2011) 

O aproveitamento efetivo da luz pelo milho é influenciado pela distribuição 

espacial das plantas na área, pelo arranja mento das folhas na planta e pela extensão (ou 

duração) da área foliar. Evidências experimentais têm demostrado que quando o Índice 

de área foliar (IAF) é baixo, plantas com arquitetura foliar horizontal são mais eficientes 

no acumulo de matéria seca. Em contrapartida, aquelas com folhas mais eretas podem 

contribuir significativamente para a incremento da produtividade, em razão do aumento 

da área foliar por unidade de terreno. (GALVÃO, BOREM E PIMENTEL; 2015) 
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3.3.2 ESTRESSE 

As plantas de milho estão expostas a diversos fatores bióticos e abióticos que 

podem causar perturbações no estado fisiológico normal das plantas, podendo ocasionar 

situações de estresse. Do ponto de vista agronômico, o estresse é uma condição de 

perturbação do desenvolvimento das plantas causado pelo ambiente de produção, que 

resulta em redução da produtividade. (RIBEIRO et al; 2012) 

Segundo Souza & Barbosa (2015). dentre os fatores bióticos que podem levar as 

plantas ao estresse, pode-se citar o ataque de pragas e doenças que causam grandes 

alterações nos processos fisiológicos das plantas. Os fatores que estão mais ligados à 

redução da produtividade da cultura do milho são os fatores abióticos relacionados ao 

clima (disponibilidade hídrica do solo, temperatura do ar, umidade relativa do ar e 

irradiação solar).  

Os mesmos autores relatam que no campo, as plantas nunca estão expostas 

somente a um fator de estresse, mas, sim, a uma combinação de vários fatores que as 

levam a diferentes níveis de estresse, pode –se observar na Imagem 2. 

Imagem 2: Efeito dos fatores de estresse sobre a produtividade do milho 

 

 

Fonte: Souza & Barbosa (2015) 
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Por outro lado, as plantas sempre apresentam algum nível de resposta de defesa, 

baseada em três estratégias diferentes: a primeira é a resistência ao estresse ou resposta 

homeostática, que é a tentativa de manter seu equilíbrio fisiológico. A segunda 

estratégia é a tolerância ao estresse; neste caso, a planta possui maior plasticidade, 

convivendo com os fatores de estresse com menor gasto energético. A terceira estratégia 

é a “evitância”; nesse caso, a planta evita o estresse, investindo previamente na 

formação de um sistema de raízes profundo e ramificado, que será mais eficiente na 

absorção de água e nutrientes (SOUZA & BARBOSA; 2015) 

O estresse afeta, principalmente na fase de enchimento de grãos, comprometendo 

o conteúdo proteico, classificadas em metabólicas e estruturais ou de reserva. As 

proteínas de reserva são as mais importantes para a qualidade industrial. (RIBEIRO et 

al; 2012)  

3.3.3 ESTRESSE TÉRMICO 

As condições térmicas influenciam os mais diversos processos vitais das plantas, 

desde germinação e emergência pela temperatura do solo e ar, o desenvolvimento 

fenológico e o crescimento da planta como um todo, por ambas as temperaturas do solo 

e ar. Durante o período de crescimento vegetativo, o tempo térmico decorrido entre o 

aparecimento de duas folhas sucessivas é denominado “filocrono”. Este índice permite 

estimar a duração do período vegetativo das plantas e, portanto, a época de 

florescimento em função da temperatura do ar. (BERGAMASCHI; 2014) 

A maior velocidade de crescimento dos caules e das folhas ocorre quando as 

temperaturas se situam entre os 25 e os 35 ºC, Se as temperaturas máximas durante a 

fecundação são superiores a 35 ºC causam danos na produtividade, devido a uma 

diminuição do número de grãos. (BARROS J.F.C e CALADO J.G.; 2014) 

O estresse por altas temperaturas, além de reduzir o período de florescimento, 

provoca uma redução drástica no número de perfilho por planta, que ocorre em função 

da competição pelos recursos, sendo que os carboidratos produzidos pelas plantas são 

direcionados, quase que exclusivamente, para as espigas visando à formação e o 

enchimento dos grãos. (HOSSAIN et al.;2012) 

De acordo com Rodrigues et al. (2011), caso o solo tenha umidade suficiente o 

milho se desenvolve bem em altas temperaturas. (CRUZ et al. 2010) destaca que o 

milho suporta temperaturas noturnas de até 30 ºC por longos períodos.  
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Por outro lado, altas temperaturas (sobretudo durante a noite) podem reduzir a 

assimilação líquida das plantas, devido ao aumento das perdas por respiração. Como 

consequência, ocorre redução na síntese de amido e na deposição do mesmo nos grãos, 

afetando negativamente a produtividade. A tolerância ao estresse por calor está 

associada à capacidade de genótipos em manter as taxas fotossintéticas estáveis sob 

altas temperaturas (RIBEIRO et al; 2012). Em regiões com verões quentes é frequente a 

redução do rendimento de grãos de milho em épocas tardias, devido a elevadas 

temperaturas. (BERGAMASCHI; 2014) 

3.4-NITROGENIO (N) 

O nitrogênio (N) é o elemento mais abundante da Terra e chega ao solo através de 

compostos orgânicos (restos vegetais e animais) e/ou inorgânicos, fixação biológica 

(simbiotica ou não) e fixação por descargas elétricas. No solo, o N se encontra na forma 

orgânica ou inorgânica, podendo passar de uma forma para outra através do fenômeno 

da mineralização ou imobilização. No solo, o nitrogênio pode ser perdido de várias 

formas, dentre elas, a volatilização, a lavagem (ou erosão), a lixiviação e/ou extraído 

pelas culturas. (MACHADO; 2010) 

As plantas absorvem o nitrogênio na forma de íons NO3 - (nitrato) e NH4 + 

(amônio). Primeiramente ocorre a conversão de nitrato a nitrito (NO2 -), através da ação 

da enzima nitrato redutase. Esta fase da rota de assimilação de N na planta depende da 

disponibilidade de fotoassimilados, mais especificamente de carboidratos e de 

fornecimento contínuo de NO3 - para as folhas. A segunda etapa do processo se resume 

na conversão de nitrito a amônia, pela ação da enzima nitrito redutase. (BASI et al, 

2011) 

O N é um nutriente muito importante para o milho, por ser integrante dos 

aminoácidos, bem como da molécula de clorofila, aminas, amidas, enzimas alcalóides, 

hormônios, entre outros. O fato de ser constituinte das proteínas torna-o indispensável 

aos processos vitais da planta, sendo que sua deficiência afetaria a capacidade 

fotossintética, provocaria o crescimento retardado e prejudicaria a reprodução 

(BISSANI, 2008).  

O N exerce função importante nos processos bioquímicos da planta 

(JAKELAITIS et al., 2005), influenciando o crescimento da planta mais do que 

qualquer outro nutriente (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000). O N também ‘e 
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determinante no tamanho das espigas, a baixa dose de N é uma das principias causas das 

baixas produtividades.  

As plantas, de modo geral, respondem bem a adubação nitrogenada, onde o efeito 

externo do nitrogênio mais visível é a vegetação verde e abundante. Porém, o excesso 

de N e prejudicial. Assim, a dose deste elemento, fornecida à cultura, deve ser bem 

equilibrada em relação a quantidade do outro elemento de que a planta necessita, 

principalmente, fósforo e potássio. (MACHADO; 2010) 

Na tomada de decisão sobre a necessidade de adubação nitrogenada alguns fatores 

devem ser considerados, tais como: condições edafo-climáticas, sistema de cultivo 

(plantio direto e convencional), época de semeadura (época normal e safrinha), 

responsividade do material genético, rotação de culturas, época e modo de aplicação, 

fontes de nitrogênio, aspectos econômicos e operacional. Isso enfatiza a regra de que as 

recomendações de nitrogênio devem ser cada vez mais específicas e não generalizadas. 

(COELHO E FRANÇA; 2005) 

3.4.1- ADUBAÇÃO NITROGENADA: MANEJO E APLICAÇÃO 

As recomendações para a adubação nitrogenada em cobertura são realizadas com 

base em curvas de resposta, histórico da área e produtividade esperada, mas, de modo 

geral, varia de 60 a 100 kg de N/ha. Em agricultura irrigada, onde prevalece o uso de 

alta tecnologia, para a obtenção de elevadas produtividades, esta recomendação seria 

insuficiente. Nestas condições, doses de nitrogênio variando de 120 a 160 kg/ha podem 

ser necessárias para obtenção de elevadas produtividades (COELHO e FRANÇA; 2005 

2005) 

Para o planejamento dessa adubação deve-se levar em conta que o N aplicado fica 

retido pelos microrganismos do solo por até três semanas, somente depois é liberado 

para a solução onde as plantas conseguem absorver (YAMADA, 1996 citado por BASI; 

2013). Também é importante destacar que altas doses (> 60 kg ha-1) de N na semeadura 

podem causar salinização da região próxima a raiz, que além de prejudicar a germinação 

das sementes (FANCELLI, 2001) também gera prejuízos financeiros pela necessidade 

de ressemeadura.  

Ressalta-se, ainda, que o N é um nutriente dinâmico, que sofre transformações e 

pode ser facilmente perdido por lixiviação, volatilização na forma amoniacal (N-NH3), 

nitrificação, desnitrificação, mineralização, imobililização e mobilização (RAMBO et 
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al., 2004), demonstrando que o seu parcelamento é uma alternativa para tentar diminuir 

as perdas e melhorar o fornecimento do nutriente para a cultura. (BASI; 2013) 

Gomes et al, (2007) testaram épocas de aplicação de N no milho e verificou que a 

aplicações de cobertura em dose total (30 dias após a semeadura) e o parcelamento 

(antecipada, semeadura e 30 dias após) foram as épocas que proporcionaram a maior 

massa de mil grãos e de grãos por espiga.  

Segundo Bortolini et al. (2002) a aplicação de 150 kg ha-1 de N em cobertura 

proporcionou ganho de 3030 kg ha-1 de produção de grãos em relação a testemunha (0 

kg ha-1) e ainda incrementa 38,7 g planta-1 de produção de massa seca (MS) no 

espigamento quando comparado com o tratamento controle, devido a adubação 

nitrogenada em cobertura. 

Diante da crescente demanda por fertilizantes nitrogenados, surge a necessidade 

de buscar alternativas para diminuir as perdas através do parcelamento da adubação de 

cobertura, assim como buscar alternativas de suplementação de N, sendo a fixação 

biológica de nitrogênio (FBN) uma opção para incrementar o rendimento da cultura do 

milho e sem prejuízos aos recursos naturais (BASI; 2013). 

3.5- AZOSPIRILLUM SSP :  

3.5.1- INOCULAÇÃO COM AZOSPIRILLUM 

O gênero Azospirillum abrange um grupo de bactérias promotoras de crescimento 

de plantas (BPCP) de vida livre que auxiliam por diversos mecanismos na nutrição 

nitrogenada das culturas. (HUNGRIA; 2011). Dentre esses mecanismos, destacam-se a 

produção de hormônios, que interferem no crescimento das plantas e podem alterar a 

morfologia das raízes, possibilitando a exploração de maior volume de solo (BASHAN 

e HOGUIN, 1997; ZAIED et al., 2003), o aumento do processo da redução assimilatória 

de nitrato disponível no solo (BODDEY et al., 1986) e a fixação biológica do N2 

(INIGUEZ et al., 2004). O aumento do sistema radicular, estimulado pela presença de 

bactérias, através da produção de substâncias promotoras do crescimento radicular, pode 

resultar em maior absorção de minerais e de água. (COLLING et al; 2012) 

Segundo Didonet et al. (1996), são muitas as evidências de que a inoculação das 

sementes de milho com A. brasilense seja responsável pelo aumento da taxa de acúmulo 

de matéria seca, o que parece estar relacionado com o aumento da atividade das enzimas 

fotossintéticas e de assimilação de nitrogênio. Além do efeito sobre a cultura, a bactéria 
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possui ainda os seguintes benefícios como inoculante: a bactéria é endofítica, ou seja, 

penetra na raiz das plantas; apresenta antagonismo a agentes patogênicos; produz 

fitormônios; não é muito sensível às variações de temperatura e ocorre em todos os 

tipos de solo e clima. (BARTCHECHEN et al; 2010) 

A principal barreira à utilização do Azospirillum na cultura do milho tem sido a 

inconsistência dos resultados de pesquisa, que podem variar de acordo com a cultivar, 

as condições edafoclimáticas e a metodologia de condução da pesquisa. (REPKE et al; 

2013) 

Hungria (2011) ao utilizar o Azospirillum, obteve aumentos de 31 e 26% na 

produtividade de grãos para as culturas do trigo e milho, respectivamente, porém, com 

fornecimento de parte do nitrogênio requerido pela planta pelo fertilizante mineral. 

Cabe salientar, que a bactéria Azospirillum é endofítica em gramíneas e associativa em 

culturas leguminosas. 

Com o intuito de contornar a situação de baixa produtividade por estresses 

abióticos na região do cerrado, Cohen et al (2015) utilizaram microrganismos que 

estimulam o crescimento das plantas, denominados de bactérias promotoras de 

crescimento (BPC), que conseguem colonizar a superfície das raízes; rizosfera, filosfera 

e os tecidos internos das plantas. 

Inúmeros trabalhos mostram os benefícios da utilização das bactérias na fixação 

biológica de nitrogênio, tais como o aumento da atividade da redutase do nitrato ( 

HUERGO et al; 2008); a produção de hormônios como auxinas, citocinas, giberelinas e 

etileno (CASSÁN et al; 2008), o controle biológico de patógenos (RODRIGUEZ et al 

2004) e o aumento na produtividade (CORREA et al; 2008) e na tolerância das plantas 

às condições adversas (HUNGRIA et al; 2011); na cultura do trigo, (CORREA et al; 

2008;  ZUFFO et al; 2015).  

 

3.6- COMPOSICÃO QUIMICA DOS GRÃOS 

3.6.1 CARBOIDRATOS 

Os grãos do milho tem em sua composição média em base seca 72% de amido, 

9,5% proteínas, 9% fibra (a maioria resíduo detergente neutro) e 4% de óleo (PAES; 

2006). 
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Os carboidratos são encontrados como constituintes estruturais (celulose e outros 

polissacarídeos de parede); reserva de energia, na forma de polímeros (como o amido); 

constituintes de vários metabólitos (como ácidos nucléicos e coenzimas) e numerosos 

glicosídeos; e como precursores requeridos para a síntese de outros metabólitos 

(formados a partir de dióxido de carbono e água), sendo o ponto de partida para a 

formação de todos os componentes orgânicos na natureza (BRUNETON, 1999 citado 

por MAYUMI SASAKI; 2008). 

A maioria das células vegetais tem a habilidade de sintetizar o amido, que é 

especialmente abundante em determinados órgãos como nos tubérculos da batata e em 

sementes como o milho (LEHNINGER, et al 1995; MARTIN & SMITH, 1995 citado 

por MAYUMI SASAKI; 2008).  

No milho normal, os açúcares redutores estão presentes em maior quantidade nos 

primeiros estádios de amadurecimento (CREECH,1968). Assim sendo, a composição 

em amido, polissacarídeos solúveis em água, açúcares redutores e sacarose no milho 

está intimamente relacionada com seu estádio de maturação (TSAI et al.,1970). 

Em milho verde, como em outros vegetais frescos, carboidratos simples como 

sacarose e frutose e o teor de amido definem atributos de qualidade, devendo ser 

investigados nesse estágio para melhor recomendação ao produtor e aceitação do 

consumidor. (CANIATO et al; 2004) 

Os grãos milho, quando secos, possuem aparência enrugada, isto porque os genes 

“sugary” ou “brittle” previnem a conversão dos açúcares em amido e o grão passa a 

acumular fitoglicogênio, um polissacarídeo solúvel. (PAES; 2006) 

Segundo Vieira (2013), na cultura da soja, os carboidratos desempenham um 

papel fundamental para a manutenção do ajuste osmótico e existe uma forte correlação 

entre o acúmulo de açúcares e a tolerância ao estresse osmótico em plantas. Assim, 

quando submetidas a estresse hídricos, é possível observar um aumento no acúmulo de 

carboidratos na planta, provavelmente relacionadas à taxa de translocação de 

osmossolutos para dentro dos drenos de armazenamento, visando ao restabelecimento 

do ajustamento osmótico. 

Com relação ao estresse térmico, segundo Vieira (2013), a temperatura tem 

influência direta nas taxas de translocação dos solutos orgânicos, sendo a faixa ótima 

entre 20 a 30 ºC. De modo geral, há aumento na translocação com aumentos na 

temperatura, que resultam em acúmulos significativos de carboidratos nos órgãos de 

reserva da planta, principalmente na forma de sacarose (PAULA, 2011).  
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3.7 PROTEÍNA 

O milho está entre as principais fontes de alimentos para milhões de pessoas, 

principalmente na América Latina e África, no Brasil grande parte da utilização do 

milho é destinado à alimentação animal, cerca de 75% do milho produzido é destinado a 

ração animal (BRITO et al; 2013).  

No endosperma estão também presentes as proteínas de reserva (8%) do tipo 

prolaminas, chamadas zeínas. Essas proteínas formam os corpos protéicos que 

compõem a matriz que envolve os grânulos de amido dentro das células no endosperma. 

(PAES; 2006)  

O gérmen representa 11% do grão de milho e concentra quase a totalidade dos 

lipídeos (óleo e vitamina E) (83%) e dos minerais (78%) do grão, além de conter 

quantidades importantes de proteínas (26%) e açúcares (70%) (PAES; 2006). 

A proteína do gérmen contribui com uma quantidade relativamente alta de certos 

aminoácidos, embora não forneça o bastante de proteína de alta qualidade. O gérmen 

fornece lisina e triptofano, dois aminoácidos essenciais limitantes na proteína do milho. 

A proteína do endosperma é pobre em lisina e triptofano, como a proteína do grão 

inteiro (CAPOBIANGO; 2006). 

As proteínas do grão de milho podem ser classificadas em seis frações de acordo 

com, como albumina, globulina, zeína, glutelina 1, glutelina 2 e glutelina 3. A zeína é 

caracterizada pela classe de prolaminas, que ocorre especificamente em cereais. A 

Tabela 02 a seguir demonstra a distribuição das frações de proteínas e sua solubilidade. 

(CAPOBIANGO; 2006) 

Tabela 2: Distribuição das frações de proteínas no Milho (% base seca) 

 

 

O valor proteico de um alimento é determinado pela sua composição em 

aminoácidos essenciais, sendo que o aproveitamento biológico dos aminoácidos 

(biodisponibilidade) depende também da digestibilidade da proteína. Sendo assim, o 
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perfil aminoacídico fornece boa indicação da qualidade de proteínas alimentares. 

(NAVES et al; 2004) 

As proteínas de reserva, encontradas em maior abundância no grão de milho, são 

ricas nos aminoácidos metionina e cisteína, mas são pobres em lisina e triptofano, 

essenciais à nutrição humana e de alguns monogástricos. Por esse motivo, a qualidade 

da proteína, em milhos normais, é baixa, as proteínas de reserva possuem quantidades 

elevadas dos aminoácidos glutamina, leucina, alanina e prolina, que conferem alta 

hidrofobicidade ao resíduo protéico extraído do endosperma no processo de produção 

do amido de milho (PAES; 2006 

Fatores ambientais, como a temperatura, afetam diretamente no acúmulo de 

proteínas totais da semente, possivelmente favorecendo o metabolismo no sentido de 

biossíntese de proteínas quando a temperatura se aproxima a 30 °C. (GONÇALVES et 

al; 2007) 

Sob altas temperaturas, na fase de enchimento de grãos, a conversão da sacarose 

em proteínas e lipídios é reduzida, assim como ocorre uma redução das suas atividades 

enzimáticas (FLOSS, 2011). 

A temperatura e o déficit hídrico, quando associado, restringe à transpiração e 

causa superaquecimento e agrava o estresse pelo calor. O estresse pelo calor inibe a 

fotossíntese e prejudica a função de membranas e a estabilidade proteica (MARCOS 

FILHO, 2005) 

3.8 ETANOL DE MILHO 

Produção de etanol de milho, para utilização como biocombustível de transporte, 

é considerada uma tecnologia madura, utilizada nos Estados Unidos desde meados de 

1900 (BOTHAST e SCHLICHER, 2005). 
 

EUA tiveram iniciativas para obtenção de mais combustíveis de fontes 

renováveis, aumentando o subsídio na produção de etanol de milho. Subsidiados por 

meio de políticas públicas, como o crédito de imposto especial sobre o consumo de 

etanol e do crédito fiscal do pequeno produtor de etanol (MAXSWELL e DAVISON, 

2014; USDA et al., 2002). O milho é responsável por ser a matéria-prima de mais de 

90% do etanol produzido nos EUA (MORRIS e HILL, 2006). 

De acordo com Milanez et al (2014) o ciclo de produção do milho é de 4 meses, 

sendo que possui a vantagem de armazenar os grãos, e da produção de milho safrinha. 

Mas apresenta algumas desvantagens produtivas em comparação com o etanol de cana-



32 
 

de-açúcar, no entanto, o milho consome menos água (mm) no ciclo até a colheita, além 

de que o custo de colheita é menor. 

A produção de etanol a partir de milho nos EUA atingiu 54,2 bilhões de litros no 

ano de 2014, sendo que o crescimento da produção de etanol superou o crescimento do 

milho consumido como matéria-prima. Se os rendimentos industriais de etanol tivessem 

permanecido nos níveis do ano de 1997, seria necessário moer um adicional de 7% de 

milho, para produzir a mesma quantidade de biocombustível (EIA, 2015).  

A economia da geração de etanol é significativamente influenciada pelo custo 

dos insumos, correspondendo a metade do valor do produto final. Os processos de 

produção de etanol da partir de milho possuem produtividade em área (entre 7,5 a 10 t 

ha
-1

) (Tabela 3) pouco competitiva e exigem longos tempos de fermentação. Apesar 

disso, o desenvolvimento processual e industrial potencializa a redução de custos 

(KRISHNAN, 2000). 

Tabela 3:Produtividade distintas matérias-primas  

 

O processamento industrial de milho para a fabricação de etanol no Brasil ainda é 

muito recente no mercado. O etanol a partir do milho teve seu início do Estado do Mato 

Grosso em meados do ano de 2012, pioneiro e incentivado pela indústria canavieira 

mato-grossense. As indústrias mato-grossenses, chamadas desde então de 

destilaria/usina flex. (ROSSETO et al.2017) 

Atualmente apenas dois estados produzem etanol a partir do milho no país, Goiás 

e Mato Grosso. 
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4.MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1- LOCALIZAÇÃO E CLIMA DA ÁREA EXPERIMENTAL 

Foram realizados dois experimentos com a cultura do milho, na estação 

experimental da Universidade Federal do Tocantins – UFT, campus de Palmas (220m 

de altitude, 10º45' S e 47º14' W), sendo um instalado em 10 de julho de 2015 e outro em 

01 de Agosto de 2015, em solo do tipo Latossolo Vermelho Amarelo, com histórico de 

cultivo de batata doce nos últimos dois anos, e cujo resultado da análise físico-química, 

na profundidade de 0-20cm conforme Tabela 04. 

Tabela 4: Caracterização físico-química de 0-20 cm do solo utilizado nos ensaios 2015. 

 

No gráfico 1 temos os dados da temperatura média mensal e semanal, registrados 

durante o período de condução dos ensaios experimentais (julho a dezembro de 2015), 

obtidos no laboratório de Meteorologia e Climatologia da Universidade Federal do 

Tocantins – UFT, Campus de Palmas, dados (UFT e INMET, 2015). 

O Clima na região é classificado como tropical úmido, apresentando duas estações 

bem definidas: verão quente e úmido e inverno ameno e seco, conforme classificação 

(classificação climática de Koppen-Geiger: AW), (SEPLAN, 2003). 
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Gráfico 1:Temperatura média (oC) mensais e semanais ocorridas durante a condução dos ensaios 

experimentais na entressafra 2015. 

 

4.2- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL  

O delineamento experimental utilizado em cada época de semeadura foi o de 

blocos casualizados (DBC) com 30 tratamentos e três repetições. Os tratamentos foram 

dispostos em um esquema fatorial 2x3x5, representado por dois sistemas de manejo de 

inoculação das sementes (com e sem inoculação com Azospirillum brasilense), três 

genótipos de milho e cinco doses de nitrogênio (0, 50, 100, 150 e 200kg ha-1) realizadas 

em cobertura, utilizando sulfato de amônia, em doses fracionada em partes iguais. A 

primeira metade foi aplicada no estádio V4 (quatro folhas completamente 

desenvolvidas) e a segunda metade no estádio V6 (seis folhas completamente 

desenvolvidas), conforme a escala de. (RITCHIE et al. 2003). 

A parcela experimental foi representada por duas fileiras de três metros e 

espaçadas de um metro com área útil de 6m2.  

4.2.1-CARACTERÍSTICAS DAS VARIEDADES 

As variedades utilizadas no presente trabalho foram Al Bandeirante, variedade de 

polinização aberta, e os Híbridos Duplo Orion e AG-1051) no gráfico 2 está 

representando as principais características. 
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Gráfico 2:Características dos genótipos utilizados nos ensaios experimentais na entressafra 2015. 

 

Fonte: Própria 

4.3- CONDUÇÃO DOS EXPERIMENTOS 

O preparo do solo foi realizado através de aração e gradagem niveladora 

convencional, seguida de sulcamento. A adubação de pré-plantio foi realizada 

manualmente, conforme exigências da cultura e após prévia análise do solo, utilizando 

70kg ha-1 de P2O5 no sulco de semeadura, utilizando superfosfato simples, foi também 

aplicado na adubação de base com K2O na dose de 48kg ha-1 de cloreto de potássio, 

sendo metade no sulco de semeadura, e a outra metade no estádio V6 (sexta folha 

completamente desenvolvida). 

No momento da semeadura, foi realizada inoculação das sementes com 

Azospirillum brasilense na dosagem de 400mL.ha-1 do produto comercial GRAP NO, 

estirpes AbV5 e AbV6. 

Os tratos culturais, como o controle de plantas daninhas foram realizados através 

da aplicação de herbicida Atrazina (Atrazinax®), imediatamente após a semeadura, nas 

doses recomendas para cultura do milho (receita do fabricante) e posteriormente foram 

realizadas capinas quando necessárias. Não houve necessidade de controle de doenças e 
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pragas. A irrigação suplementar foi realizada sempre que necessária, utilizando 

aspersores tipo canhão. 

A colheita foi realizada quando os grãos atingiram a maturidade fisiológica 

(plantas em estádio R6). Colhendo-se todas as espigas das duas fileiras de cada parcela 

experimental. Em seguida as espigas foram trilhadas e os grãos acondicionadas em um 

único saco de papel, identificados por tratamento e transportado para o Laboratório do 

Curso de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal do Tocantins - Campus de 

Palmas, onde foi realizada a moagem.  

4.5.- VARIÁVEIS ANALISADAS EM LABORATÓRIO 

4.5.1.-PROTEINA (%) 

No laboratório, para cada tratamento, os grãos foram moídos, sendo determinado 

o teor de proteína (%) dos grãos, utilizando o método de Kjeldahl (AOAC; 1995). Por 

este método, foram pesadas 0,5g de amostras, acrescentado em tubos, suspenso a 2g de 

mistura catalítica (Na2SO4 e CuSO4.5H2O), em seguida misturado a 10ml de ácido 

sulfúrico e colocado para digerir no bloco digestor com a chapa a 450°C levando de 3 a 

4 horas. 

Formula utilizada (VILLEGAS et al. 1985): 

Proteína total (%) = V x f x 0,0014 x 6,25 x 100 

Onde: 

V = volume gasto de HCl 0,1N 

f = fator do HCl 0,1N 

0,0014 = miliequivalente grama do nitrogênio 

6,25 = fator de conversão geral do nitrogênio em proteína 

Neste caso, as determinações foram realizadas na matéria seca, utilizando-se três 

repetições laboratoriais por amostra de cada material.  

4.5.2-CARBOIDRATO 

4.5.2.1- HIDROLISE ENZIMÁTICA 

Para o processo inicial da hidrólise, as amostras (moídas) foram suspensas em 

solução tampão (Citrato de Sódio/ Fosfato de Sódio) na proporção de 1.300 L, sendo 

que foram pesadas em um tubo de ensaio de 100 ml, 1g da amostra, e posteriormente 
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acrescentado 40 ml de solução tampão a fim de ajustar o pH do mosto em (0,05 M, pH 

5,0), então a solução foi aquecida gradualmente até atingir temperatura de 60ºC. 

Depois que a temperatura estava estabilizada foi adicionada a enzima 

liquidificante α-amilase (Liquozyme® Supra 2.2x) na concentração de 30 μl/g de 

farinha. A partir desse momento a temperatura foi elevada para 90ºC gradualmente e 

mantida por 2 horas para a ação da enzima. 

Após a ação enzimática, o meio foi resfriado até atingir a temperatura de 60ºC e a 

enzima sacarificante amiloglucosidade (AMG 300L), foi adicionada na concentração de 

40 μl/g de farinha. Para esta etapa, o tempo de atuação da enzima foi de 3 horas 

4.5.2.2-CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC) 

As amostras hidrolisadas foram filtradas em filtro de seringa, PVDF 0,22µm, 

1,5ml em tubos vial rosca, o HPLC foi realizado no equipamento Agilent modelo: 1260 

infinity II, coluna cromato-grafica: Hi-plex Ca (300x7,7 mm), detector: índice de 

refeação (RID).  

Em condições: foi injetado (volume da injeção 20µm) a amostra na coluna com 

temperatura de forno 85ºC, fluxo de injeção 0,6ml/min, temperatura do detector 45ºC, 

eluição socrática, fase móvel água deionizada (milli-Q). 

Foi realizado um calculo para transformar os dados em quantidade de carboidrato. 

Gráfico 3:Após a leitura no HPLC da amostra de milho (moída) e hidrolisada. 

 

Fonte própria. 
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4.6- ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

As médias dos tratamentos (épocas de semeadura, dos genótipos e dos processos 

com e sem inoculação), foram comparadas pelo critério de Scott Knott, ao nível de 5% 

de probabilidade. Para as doses de N, em cada genótipo, foram realizadas análises de 

regressão, através do uso de polinômios ortogonais, e uma vez estabelecida a relação 

funcional entre as doses e o genótipo foi determinada a equação de regressão. 

Os programas estatísticos utilizados foram o SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2011), e 

SIGMAPLOT software 12.5. 
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5.RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 ANALISE DE VARIÂNCIA CONJUNTA 

A análise de variância conjunta (tabela 05) para teor de proteína (%) e 

carboidratos (%), revelou efeito significativo de 5% para todos os fatores, excetuando-

se apenas para os blocos. 

A significância das interações quadrupla, indica que os efeitos dos fatores isolados 

não explicam toda a variação encontrada, sendo assim realiza-se os desdobramentos.  

Tabela 5:Analise de Variância Conjunta do teor de proteína (%) e de carboidrato (%) em três genótipos 

de milho, com e sem inoculação de Azospirillum brasilense, em diferentes doses de nitrogênio e épocas 

de semeadura, em Palmas- TO, na entressafra 2015. 

 

                                                                                                   Quadrado Médio 

FV GL Proteína 

(%) 

Carboidrato 

(%) 
ÉPOCA 1 15.0* 291.1* 

CULTIVAR 2 5.2* 1.257,0* 

PROCESSOS INOCULAÇÃO (C/A e S/A) 1 26.7* 519.1* 

NITROGÊNIO 4 12.9* 346.71* 

REPETIÇÕES (Bloco) 4 0.144ns 15.81ns 

ÉPOCAS x CULTIVAR 2 0.43* 1297.2* 

ÉPOCAS x C/A e S/A 1 7.26* 681.6* 

ÉPOCAS x NITROGÊNIO 4 0.35* 76.46* 

CULTIVAR x C/A e S/A 2 1.45* 60.96* 

CULTIVAR x NITROGÊNIO 8 0.99* 94.97* 

C/A e S/A x NITROGÊNIO 4 1.80* 33.52* 

EPOCAS x CULTIVAR x C/A e S/A 2 0.90* 121.5* 

EPOCAS x CULTIVAR x NITROGÊNIO 8 2.42* 63.69* 

CULTIVAR x C/A e S/A x NITROGÊNIO 8 1.90* 263.6* 

EPOCAS x C/A e S/A x NITROGÊNIO 4 0.40* 216.9* 

ÉPOCA x C/A e S/A x CULTIVAR x NITROGÊNIO 8 1,21* 66.44* 

Erro  116 116 

CV(%) 3,23 5.50 

Média Geral 7.50 40.56 

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ns - Nao significativo. 
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Os coeficientes de variação foram baixos, tanto para o de teor de proteína 

(3,23%), quanto para o teor de carboidrato (5,50%), indicando boa precisão no 

desenvolvimento dos experimentos.  

Segundo classificação proposta por Pimentel – (GOMES; 2009), o coeficiente de 

variação (CV) e classificado como baixo quando menor do que 10%; medio, quando de 

10 a 20%; alto, de 20 a 30%. 

5.2.-PROTEINA 

5.2.1 COMPARAÇÃO ENTRE MEDIAS 

Comparando as médias das épocas de semeaduras (1ª e 2ª) dentro do mesmo 

manejo de inoculação (com e sem), do mesmo genótipo e da mesma dose de N, revelou 

um maior conteúdo de proteico para todas as cultivares no sistema de manejo com e 

sem inoculação de Azospirillum na primeira época.  

O maior teor de proteína na primeira época de semeadura, (10/07) (gráfico 2) 

ocorreu, provavelmente, em função da ocorrência de temperaturas mais amenas nas 

fases vegetativas e reprodutivas (média de 30oC) em relação à segunda época de 

semeadura (01/08) (média de 30,2oC), que favoreceram a sobrevivência das bactérias e, 

por fim, a fixação biológica do nitrogênio. 

Segundo Dartora, et al.,(2013) em seu trabalho envolvendo doses de N e 

inoculação com  A. brasilienses e  H. seropedicae na cultura do milho, tanto a atividade 

quando a sobrevivência da bactéria são influenciadas por diversos fatores ambientais 

como temperaturas elevadas e baixa disponibilidade de agua. 

Fatores ambientais, como a temperatura, afetam diretamente no acúmulo de 

proteínas totais da semente, possivelmente favorecendo o metabolismo no sentido de 

biossíntese de proteínas quando a temperatura se aproxima a 30 °C. (GONÇALVES et 

al; 2007). Por outro lado, sob altas temperaturas, na fase de enchimento de grãos, a 

conversão da sacarose em proteínas e lipídios é reduzida, assim como ocorre uma 

redução das suas atividades enzimáticas (FLOSS, 2011). 

Segundo Prasad et al. (2001) somente um dia de estresse térmico a 40 oC, durante 

a fase mais sensível da floração, provoca redução de 90% na produtividade do grãos no 

amendoim. 
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Tabela 6:: Médias do teor de Proteína (%) em três genótipos de milho, sob cinco níveis de adubação nitrogenada e processos com e sem inoculação de Azospirillum brasilense, 

em duas épocas de semeadura, em Palmas-TO, na entressafra 2015 

 ÉPOCA 1 (10/07) ÉPOCA 2 (01/08) 

C/A S/A C/A S/A 
Orion  Al Band. AG 1051 Orion  Al Band. AG 1051 Orion  Al Band. AG 1051 Orion  Al Band. AG 1051 

0 6,81 aA2 8,77 bA1 7,58 aA2 6,43 aB2 6,46 aB1 5,11 aB2 7,26 aA1 6,66 aA2 6,86 aA2 6,40 bB2 6,03 bB2 5,33 bB1 

50 8,50 aA1 8,14 aA1 8,28 aA1 7,81 aB1 6,97 aB2 6,45 aB3 7,13bA2 7,63 bA1 6,03 bB3 6,83 bA1 7,83 bA2 6,60 bA1 

100 10,06 aA2 8,06 bA1 7,26 aA2 7,58 aB2 6,99 aB1 6,65 aB2 7,03 bA2 7,23 aA1 7,66 aA1 6,20 bB1 6,90 bA2 6,90 bB2 

150 9,37 aB3 10,10 bA1 7,55 aB2 7,16 aA1 7,74 aB2 8,45 aA3 7,70 bA1 8,16 aA1 7,63 bB1 7,60 bA1 7,63 bB1 7,50 aA1 

200 7,15 aA1 9,53 aA2 8,55 aA3 8,30 bB2 7,42 aB1 8,61 aA2 7,66 aA1 9,16 bA2 7,16 bA2 7,60 aA1 8,30 bA2 7,83 aB1 

 

1-médias dos processos de inoculação C/A E S/A dentro da mesma época, do mesmo genótipo e da mesma dose de n, seguido pela mesma letra Maiúscula, na linha pertencem ao 
mesmo grupo estatístico a 5% de significância pelo teste de scott knott a 5% de probabilidade. 
2 -médias das épocas de semeaduras (1ª e 2ª) dentro do mesmo processo, do mesmo genótipo e da mesma dose de n, seguido pela mesma letra Minúscula, na linha pertencem ao mesmo 
grupo estatístico a 5% de significância pelo teste de scott knott a 5% de probabilidade. 

3- médias dos genótipos dentro de cada processo de inoculação, da mesma época de semeadura e mesma dose de n, seguido pelo mesmo Número, na coluna pertencem ao mesmo grupo estatístico a 5% de 

significância pelo teste de scott knott a 5% de probabilidade. 
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Nas culturas do tomate (SILVA et al. 2000), feijão-caupi (NASCIMENTO et al; 

2011) e do feijoeiro (DIDONET & VITÓRIA 2006), também foram observados os 

efeitos da alta temperatura na redução de ciclo, no aumento na atividade respiratória, na 

redução na taxa de assimilação de gás carbônico, no aumento de biomassa e na redução 

na produtividade de grãos. 

Cargnin et al; (2006) observaram que a redução do rendimento de grãos de trigo, 

cultivado sob estresse térmico, pode ser causada pela acelerada fase de 

desenvolvimento, acelerada senescência, aumento na taxa respiratória, redução na 

fotossíntese e consequente inibição da síntese do amido, durante o desenvolvimento do 

grão. 

Comparando as médias dos manejos de inoculação C/A e S/A dentro da mesma 

época, do mesmo genótipo e da mesma dose de N, revelou que a inoculação com 

Azospirillum independentemente das cultivares e época, resultou em maior conteúdo 

proteico. 

As bactérias diazotróficas em plantas, a exemplo do Azospirillum. brasilense, 

dependendo do ambiente e da interação com a planta, podem converter o nitrogênio 

atmosférico e disponibilizá-lo para as plantas, resultando em alterações na composição 

do grão. (SOUZA et al; 2014). 

A inoculação com Azospirillum spp. pode resultar em variação significativa em 

parâmetros de cereais (biomassa, altura da planta, tamanho de folha, número de perfilho 

e teor de nitrogênio nos tecidos e grão), devido a melhor absorção de nutrientes, 

proporcionado pelo aumento no comprimento de raiz e volume, induzido por fito-

hormônios (auxina e giberelina) produzidos pela bactéria e liberados para a planta 

(SALANTUR; OZTURK; AKTEN, 2006). 

Os genótipos (Orion, Al Band e AG 1051) de desatacaram no manejo com 

inoculação, independente da época e da dose de N. 

Vários trabalhos mostram que o genótipo interfere na resposta á inoculação de 

diazotroficos em gramíneas, (AVIVI & FELDMAN;1982) com o trigo, (GARCIA et al; 

1996) no milho, e (BOUTON et al; 1985) no milheto.  

Estudo entre as médias dos genótipos dentro de cada manejo de inoculação da mesma 

época de semeadura e mesma dose de N. 

As médias das cultivares, dentro de cada época e em cada dose de N., revelou na 

primeira época e no manejo de inoculação, Al Band. apresentou maior teor de proteína 

(%) em todas as doses exceto na dose de N (200 kg há-1), Orion obteve um incremento 
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maior nas doses de N (50 e 200 kg há-1) , na primeira época e no manejo sem 

inoculação, as variedade Al Band. teve um aumento nas doses de N. (100 e 200 kg há -

1), Orion teve um maior de teor de proteína (%) nas doses de N (50 e 150 kg há-1). 

Na segunda época, independente do manejo e das doses de N a cultivar Orion 

obteve um maior teor de proteína (%). 

As diferenças no teor de proteína dos grãos podem estar relacionadas, entre 

outras variáveis, às práticas agronômicas empregadas no cultivo do milho. É relatado, 

na literatura, que diferentes teores de adubação nitrogenada influenciam na 

produtividade e no teor de proteína do grão.  

Ferreira et al. (2001) verificaram que, para cada dose de nitrogênio aplicada 

(entre 0 kg ha-1 e 210 kg ha-1), o teor de proteína no grão aumentava significativamente 

(39,1%), passando de 7,5 g 100 g-1 para 10,5 g 100 g-1. Em outro estudo, em que foram 

usados 180 kg ha-1 de nitrogênio, observou-se um incremento de 20% no teor de 

proteína dos grãos. (CASTRO et al; 2009). 

Segundo Dartora, et al.,(2013) em seu trabalho envolvendo doses de N e 

inoculação com  A. brasilienses e  H. seropedicae na cultura do milho, tanto a atividade 

quando a sobrevivência da bactéria são influenciadas por diversos fatores ambientais 

como temperaturas elevadas e baixa disponibilidade de agua. 

Os efeitos da adubação nitrogenada e da inoculação com Azospirillum sp. na 

nutrição e produtividade do milho dependem do cultivar utilizada e das condições 

edafoclimáticas vigentes. (DUARTE et al; 2012). 

Segundo Bashan et al. (2004), a inoculação com bactérias do gênero 

Azospirillum, resultam em plantas mais saudáveis, mais produtivas, com maior 

capacidade fotossintética. 

A resposta positiva das plantas à inoculação com bactérias diazotróficas pode ser 

atribuída a outros fatores, além da produção de substâncias promotoras do crescimento, 

tais como proteção contra fitopatógenos, alteração da atividade metabólica através de 

efeitos sobre as membranas celulares (BASHAN et al., 2004), solubilização de fosfatos, 

aumento da resistência das plantas ao estresse e a própria fixação biológica de 

nitrogênio. (DARTORA et al; 2013). 
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5.2.2 REGRESSÃO POLINOMIAL 

Para cada um dos genótipos, foi possível estabelecer uma relação funcional entre 

o teor de proteína (%) e as doses de N, para cada uma das épocas de semeadura e em 

cada um dos sistemas de manejo (C/A e S/A). 

Para a cultivar Orion, no sistema de manejo (C/A) e na 1ª época de semeadura 

(figura 1) apresentou, foi ajustado modelo quadrático com aumento no teor de proteína 

até alcançar a máxima eficiência técnica (MET) de 9,82% na dose de N de 104 kg há-1. 

A partir da dose que resultou na MET, houve uma redução percentual de proteína.  

Para esta dose que resultou na MET de cada genótipo, houve uma redução no teor 

de proteína (%), provavelmente, em função do efeito antagônico do N na absorção de 

outros elementos, principalmente o potássio, prejudicando o desenvolvimento das 

plantas (CARNICELLI et al., 2000; PERRENOUD, 1977; MALAVOLTA, 1980). 

 

Figura 1:Teor de proteína (%) em genótipos de milho, sob cinco níveis de adubação nitrogenada entre 

épocas diferentes e processos com e sem inoculação das sementes com a bactéria Azospirillum brasilense 

em Palmas – TO, entressafra 2015. *significativo a 5% de probabilidade pelo teste t, 1Maxima Eficiência 

Técnica. 

 

 

Por outro lado, para os genótipos AL Band e AG 1051, nos sistemas de manejo 

C/A e S/A, e na 1ª e 2ª épocas, e Orion no sistema de manejo S/A e na 2ª época, o 

modelo quadrático foi o mais adequado, onde as doses de N utilizadas no presente 

estudo não foram suficientes para que as mesmas alcançassem o máximo teor de 

proteína (figura 2). Neste caso, como não foi obtido o máximo teor de proteína, há a 

necessidade de que sejam realizados estudos com outras doses de nitrogênio. 
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Figura 2:Teor de proteína (%) em genótipos de milho, sob cinco níveis de adubação nitrogenada entre 

épocas diferentes em Palmas – TO, entressafra 2015. *significativo a 5% de probabilidade pelo teste t, 

¹Maxima Eficiência Técnica 
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O nitrogênio (N) é considerado um dos maiores fatores de produção 

responsáveis pelo acréscimo da produtividade e da proteína dos grãos de milho. 

(AMADO et al., 2002).  

O estimulo proporcionado pela adubação nitrogenada no desenvolvimento da 

planta como um todo é devido ao fato de N estar intimamente ligadas ao processo de 

crescimento da planta participando da constituição de proteínas, enzimas, coenzimas, 
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ácidos nucleicos, fitocromos, pigmentos fotossintéticos etc. (BULL; 1993; . 

(DARTORA et al; 2013). 

Além disto, o N favorece o crescimento do sistema radicular propiciando, a 

planta, condições para maior absorção de água e nutrientes (RAO et al., 1992). Assim, o 

crescimento da planta é favorecido e, consequentemente, promove aumento da área 

fotossinteticamente ativa da planta e síntese de fotoassimilados, que são transloucados 

para os grãos. (BÜLL, 1993).  

O teor de proteína tem relação direta com a disponibilidade de N (LEMOS, 

2011), uma vez que a formação de grãos está intimamente ligada a translocação de 

açúcares na planta. A sacarose e o nitrogênio contidos nos órgãos vegetativos são 

levados das fontes (órgãos produtores ou de armazenamento) até os drenos (partes 

vegetativas, reprodutivas e/ou em déficit fotossintético) para garantir o desenvolvimento 

das espigas e dos grãos. Assim, grande parte do N transloucado para o grão será 

armazenado na forma de proteína. (BASI; 2013). 

Mascarello & Zanão Junior (2015), ao trabalharem com três doses de N 

aplicadas em cobertura (0, 25 e 50 kg ha-1 de N) associadas à inoculação ou não das 

sementes com Azospirillum brasilens, verificaram que a adubação nitrogenada em 

cobertura influenciou de forma positiva o teor de proteína nos grãos. Por outro lado, a 

inoculação das sementes com Azospirillum brasilense não afetou significativamente o 

conteúdo de proteína. 

Amaral Filho et al. (2005), Prando et al. (2012) e Souza et al. (2014) também 

notaram aumento no teor de N nos grãos com o incremento das doses de N no plantio.  

O aumento de N nos grãos é interessante, dada sua associação com o aumento no teor 

de proteínas. 

Ferreira et al. (2001) verificaram que, para cada dose de nitrogênio aplicada 

(entre 0 kg ha-1 e 210 kg ha-1), o teor de proteína no grão aumentava significativamente 

(39,1%), passando de 7,5 g 100 g-1 para 10,5 g 100 g-1. Em outro estudo, em que foram 

usados 180 kg ha-1 de nitrogênio, observou-se um incremento de 20% no teor de 

proteína dos grãos. (CASTRO et al; 2009). 

O genótipo AG 1051, em comparação com os demais, apresentou um maior 

incremento no teor de proteína nos grãos em função de doses de N, nos manejos S/A e 

C/A. Tal fato pode ter ocorrido em virtude de o mesmo ser um hibrido duplo, ou seja, 

ser indicado para cultivo em condições onde o nível tecnológico empregado seja alto, 

respondendo sobremaneira á melhoria do ambiente.   
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Segundo Roesch et al., 2006 e Hungria, 2011, os resultados da interação 

bactérias diazotróficas e milho em termos de potencial agronômico, fixação de 

nitrogênio ou promoção do crescimento, depende de muitos fatores bióticos e 

ambientais, tais como genótipo da planta, comunidade microbiológica do solo e 

disponibilidade de nitrogênio (ROESCH et al., 2006). 

Ressalta-se, que o genótipo AL Bandeirante, nos sistemas de manejo S/A e C/A 

e na 1ª e 2ª épocas de semeadura, apresentou um maior conteúdo proteico nos grãos sob 

baixa disponibilidade de N no solo. Isso decorreu pelo fato de ser uma variedade de 

polinização aberta, que apresenta alta rusticidade, ampla adaptabilidade e estabilidade 

produtiva, sendo, portanto, recomendado para solos de baixa a até solos de alta 

fertilidade. 

5.3- CARBOIDRATO 

5.3.1- COMPARAÇÃO ENTRE MÉDIAS 

O estudo comparativo entre as médias dos manejos de inoculação C/A e S/A 

dentro da mesma época, do mesmo genótipo e da mesma dose de N, revelou que Al 

Band. apresentou maior produção no manejo sem inoculação, a cultivar Orion obteve 

melhor rendimento no manejo sem inoculação na primeira época e na segunda época no 

manejo com inoculação, com exceção da dose de N (50 kg há-1) e o hibrido AG 1051 na 

primeira e na segunda época obtiveram melhor resposta no manejo sem inoculação, 

exceto da dose de N (50 kg há-1) na primeira época e na dose de N (100 kg há-1). 

A inoculação das sementes de milho com Azospirillum brasilense pode estar 

relacionada capacidade de a bactéria disponibilizar para a planta parte do N2 fixado. Ou 

ainda, ao acesso da planta ao N disponível no solo, em virtude da mineralização da 

matéria orgânica e o N proveniente da adubação mineral; provavelmente, em função do 

aumento da atividade de enzimas fotossintéticas (QUEIROZ; 2014). No caso do 

fornecimento excessivo de N a planta aumenta a síntese de proteínas e a formação de 

novos tecidos, usando a maior parte dos carboidratos na elaboração de proteínas e 

aminoácidos. (DARTORA; 2012). 

O estudo entre as médias dos genótipos dentro de cada processo de inoculação, da 

mesma época de semeadura e mesma dose de N, observou que na primeira época 

independente do manejo com e sem inoculação a cultivar Orion obteve uma maior  
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Tabela 7 : Médias do Carboidrato (%) em três genótipos de milho, sob cinco níveis de adubação nitrogenada e processos com e sem inoculação de Azospirillum brasilense, em duas épocas de 
semeadura, em Palmas-TO, na entressafra 2015 

 

1-Médias dos processos de inoculação C/A e S/A dentro da mesma época, do mesmo genótipo e da mesma dose de n, seguido pela mesma letra Maiúscula, na linha pertencem ao 
mesmo grupo estatístico a 5% de significância pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. 
2 -Médias das épocas de semeaduras (1ª e 2ª) dentro do mesmo processo, do mesmo genótipo e da mesma dose de n, seguido pelo mesmo Número, na linha pertencem ao mesmo grupo 

estatístico a 5% de significância pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. 
3- Médias dos genótipos dentro de cada processo de inoculação, da  mesma época de semeadura e mesma dose de n, seguido pela mesma letra Minúscula, na coluna pertencem ao 
mesmo grupo estatístico a 5% de significância pelo teste de scott knott a 5% de probabilidade.  

 

 

 ÉPOCA 1 (10/07) ÉPOCA 2 (01/08) 

C/A S/A C/A S/A 
Orion Al Band. AG 1051 Orion Al Band. AG 1051 Orion Al Band. AG 1051 Orion Al Band. AG 1051 

0                                                                                                                                                                                                                                                                            39,45 Aa1 47,21 Bb1 44,80 Ab2 46,25 Bb1 32,19 Aa1 52,13 Bc2 46,79 Ab2 52,46 Bc2 35,58 Aa1 48,91 Ab1 41,07 Aa2 43,64 Ba1 

50 44,65 Bb1 33,64 Ba1 44,74 Ab2 35,21 Ab1 29,39 Aa1 50,75 Bc2 54,93 Bc2 44,67 Bb2 40,38 Ba1 48,16 Ab2 39,09 Aa2 35,83 Aa1 

100 63,46 Bb1 29,94 Aa2 55,75 Bb2 35,98 Ab1 31,74 Aa1 42,02 Ac1 45,72 Ac1 24,45 Aa1 41,97 Ab1 45,73 Aa2 43,59 Ba2 46,07 Ba2 

150 38,34 Bb1 32,67 Ba2 46,96 Bc2 31,30 Ab1 19,25 Aa1 41,49 Ac2 50,19 Bc2 28,20 Aa1 41,30 Bb1 46,43 Ab2 44,18 Bb2 25,93 Aa1 

200 37,78 Bb1 32,89 Aa1 51,81 Bc2 29,71 Ab1 23,91 Aa1 33,44 Ac1 44,95 Ac2 33,72 Aa1 38,56 Bb1 46,67 Ab2 43,28 Bb2 32,72 Aa1 
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produção, já na segunda época nos manejos com e sem inoculação as cultivares Orion e 

AG 1051 produziram mais carboidrato. 

Isso evidencia que os híbridos respondem de formas diferenciadas a produção de 

carboidratos, evidenciado pelo efeito significativo da interação tratamentos x ambientes. 

(TAUBINGER; 2012). 

Influências geográficas e ambientais podem gerar associações diferentes entre 

bactérias diazotróficas endofiticas e plantas de milho, ocasionando resultados bastante 

variáveis em relação a inoculação (ROESCH et al; 2006). 

Analisando o estudo entre as médias das épocas de semeaduras (1ª e 2ª) dentro do 

mesmo processo, do mesmo genótipo e da mesma dose de N, as cultivares Al Band. e 

Orion independente do manejo de inoculação (com ou sem), obteve melhor produção na 

primeira época, já , o hibrido AG 1051 independente do manejo de inoculação (Com e 

Sem Azospirillum) obteve maior rendimento de carboidrato na segunda época. 

Com relação ao estresse térmico, segundo Vieira (2013), a temperatura tem 

influência direta nas taxas de translocação dos solutos orgânicos, sendo a faixa ótima 

entre 20 a 30 ºC. De modo geral, há aumento na translocação com aumentos na 

temperatura, que resultam em acúmulos significativos de carboidratos nos órgãos de 

reserva da planta, principalmente na forma de sacarose (PAULA, 2011).  

Além disso, sob altas temperaturas, na fase de enchimento de grãos, a conversão 

da sacarose em proteínas e lipídios é reduzida, assim como ocorre uma redução das suas 

atividades enzimáticas (FLOSS, 2011).  

O estresse térmico na cultura do milho limita desenvolvimento da espiga e a 

translocação de carboidratos para os grãos, além de afetar a resposta da planta ao 

nitrogênio (MODESTO et al; 2016) 

5.3.2- REGRESSÃO POLINOMIAL 

Para cada um dos genótipos, foi possível estabelecer uma relação funcional entre 

o teor de carboidratos (%) e as doses de N, para cada uma das épocas de semeadura e 

em cada um dos sistemas de manejo (C/A e S/A). 

Para a cultivar Al Band. No sistema de manejo (C/A) e na 1ª época de 

semeadura (Figura 3) foi ajustado modelo quadrático com aumento no teor de 

carboidrato até alcançar a máxima eficiência técnica (MET) de 52,7 % na dose de N de 

92 kg há-1. A partir da dose que resultou a MET, houve uma redução no percentual de 

carboidrato. 
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Figura 3:Teor de proteína (%) em genótipos de milho, sob cinco níveis de adubação nitrogenada entre 

épocas diferentes e processos com e sem inoculação das sementes com a bactéria Azospirillum brasilense 

em Palmas – TO, entressafra 2015. *significativo a 5% de pro probabilidade pelo teste t, ¹Maxima 

Eficiência Técnica 

 

Para os genótipos AG 1051, nos sistemas de manejo C/A e S/A, e na 1ª e 2ª 

épocas, Al Band. no sistema de manejo S/A e na 2ª época, o modelo quadrático foi o 

mais adequado, onde as doses de N utilizadas no presente estudo não foram suficientes 

para que as mesmas alcançassem o máximo teor de carboidrato (Figura 4). Neste caso, 

como não foi obtido o máximo teor de carboidrato, há a necessidade de que sejam 

realizados estudos com outras doses de nitrogênio.  

Já 1ª época (S/A) Orion, nos apresentou um modelo linear de resposta (figura 4). 

 

Figura 4:Média de Carboidrato (%) em genótipos de milho, sob cinco níveis de adubação nitrogenada e 
processo com e sem inoculação das sementes com a bactéria Azospirillum brasilense em Palmas-TO, 

entressafra 2015. *significativo a 5% de probabilidade pelo teste 
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O nitrogênio é considerado um nutriente essencial para a planta, além de 

participar direta ou indiretamente de vários processos bioquímicos e da energia 

necessária á produção de carboidratos e esqueletos carbônicos, o que se reflete 

diretamente no desenvolvimento e rendimento da planta (CONTARDIO; 2014). 

O nitrogênio é muito demandado pela cultura do milho, , uma vez que é 

constituinte de aminoácidos, proteínas, clorofila, sua maior disponibilização para a 

cultura pode promover incrementos no acumulo de carboidratos pela planta 

(KERBAUY,2012). 

O uso de novas tecnologias e cultivares de milho com alto teor de carboidrato (%) 

no grão são desejáveis á usinas de etanol. 

Falta de nitrogênio e clorofila significa que a planta não irá utilizar a luz do sol 

como fonte de energia para funções essenciais como a absorção de nutrientes e a 

produção de carboidratos para o desenvolvimento (LIMA et al., 2001). 

Kelling & Fixen (1992) relataram que as sínteses de proteína e de amido nos 

cereais competem por fotoassimilados durante o período de enchimento de grãos e 

quando a necessidade de N para o rendimento é satisfeita, o N é usado para aumentar a 

concentração de proteína. 

Mollo (2009) sugere que parece ser necessário haver diferentes temperaturas 

dia/noite para ocorrer melhor crescimento e desenvolvimento do milho e que sob altas 

temperaturas haveria aumento da respiração e redução da absorção de CO2, resultando 

na diminuição da produção de carboidratos, inibindo o crescimento. 

O hibrido AG 1051, apresentou um maior incremento no teor de carboidrato nos 

grãos nos manejos C/A e S/A e sobre as doses de N. Por ser um hibrido ele é indicado 
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para cultivo em condições de alto nível tecnológico, respondendo sobremaneira á 

melhoria do ambiente. 

Demonstrando que a importância da introdução dessa cultura já utilizada 

energeticamente em outros países poderá ofertar uma ampla resiliência no que tange aos 

estoques do combustível nas entressafras, minimizando as variações de preço do 

produto, assim como, gerar estabilidade no mercado de etanol.  
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6.CONCLUSÃO  

A inoculação com Azospirillum brasilense promoveu um aumento no teor de 

proteína e nos grãos, nas duas épocas e em todas cultivares, já o teor de carboidrato 

apresenta melhor desempenho no manejo sem a inoculação. 

O híbrido AG 1051 apresenta um maior incremento no teor de proteína e carboidrato 

nos grãos e função de doses de N, nos manejos S/A e C/A.  

A utilização do Azospirillum brasilense, associada ou não à adubação nitrogenada, 

promove um aumento no teor de proteína nos grãos de milho, e nas menores doses de 

N, com ou sem a inoculação promove um aumento significativo no teor de carboidrato 

nos grãos de milho. 

Na primeira época, no manejo com e sem inoculação e sobre as doses de N, todas 

as cultivares apresenta um aumento significativo no teor de proteína e teor de 

carboidrato nos grãos de milho.  
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