JRERt UFRGS
| Faculdade do Agronomia
y BIBLIOTECA

TECNOLOGIA DA PRODUCAO DE INOCULANTE DE Bradyrhizobium

japonicum EM FERMENTADOR E EM TURFA

Claudio Luis Crescente Frankenbergl

Dissertacado apresentada como um dos requisitos para a obten-
¢ao do grau de Mestre em Microbiologia Agricola e do Ambien-
te, Programa de Pos-Graduacao em Agronomia, Faculdade de Agro-

nomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Porto Alegre

Abril, 1990

1) Engenheiro Quimico (PUC-RS), bolsista da CAPES.



CIP - CATALOGAGAO NA PUBLICAGAO

F829t

Frankenberg, Claudio Luis Crescente
Tecnologia da produgao de inoculante de
Bradyrhizobium japonicum em fermentador e
em turfa / Claudio Luis Crescente Frankenberg.
- Porto Alegre : UFRGS, AGRP, 1990.
xiii, 206f. : il.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Fede-
ral do Rio Grande do Sul. Programa de Pos-Gra-
duacao em Agronomia - Microbiologia Agricola
e do Ambiente, Porto Alegre, 1990.

1. Bradyrhizobium japonicum : Temperatura :
Influencia da : Fermentador de bancada. 2. Bra
dyrhizobium japonicum : Agitagao : Influencia
da : Fermentador de bancada. 3. Bradyrhizobium
japonicum : Competicao : Estirpe Senia 587 :
Estirpe Senia 5019. 4. Bradyrhizobium japoni-
cum : Inoculante turfoso. 5. Bradyrhizobium
japonicum : Sitio de nodulacao. 6. Bradyrhizo-
bium japonicum : Soja : Inoculagao. I. Titulo.

CDD: 631.46
CDU: 631.461.5(043.5)

Catalogacao na publicacao: Bibliote
ca da Faculdade de Agronomia da UFRGS.

1H@RT

PP . N O - RN el LSRR



CLAUDIO LUIS CRESCENTE FRANKENBERG
Eng.Quimico (PUC/RS)

DISSERTACAO

Submetida como parte dos requisitos
para obtencao do Grau de

MESTRE EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA E DO AVBIENTE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA
FACULDADE DE AGRONOMIA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

Aprovada em: 11.04.1990 - Homologada em: 02.07.1990

Pela Banca Ex ora Por,

C“:: '
Qpe%_k_/ D ‘%\.\Mﬁ
JARDIM FREIFE CAIO VIDOR

Orientador Coordenador do Programa de

) PGs-Graduacao em Agronomia
CZ::::;;:::; QS

=T Dlldo s

EMA MAGALHAES LEROUTE
Diretora da Faculdade de

Agronomia

PASCUAL ISOLDI PINKOSKI
CIENTEC



AGRADECIMENTOS

Aos Professores Jodo Ruy Jardim Freire e Robert Tho-
mas pela orientacdo, estimulo e sugestbes no desenvolvimen-
to deste trabalho.

A CAPES pelo apoio financeiro.

Aos colegas do Departamento de Biotecnologia da
CIENTEC, em especial a Pascual Isoldi Pinkoski, pela cola-
boracao e pelas facilidades laboratoriais fornecidas duran-
te o desenvolvimento da pesquisa.

Ao Departamento de Solos (UFRGS), a Secaoc de Micro-
biologia do Solo (IPAGRO) e ao Instituto de Ciéncia e Tec-
nologia de Alimentos (UFRGS) pelo apoio no presente trabalho.

A todos os cclegas do Departamento de Engenharia
Quimica da Escola Politécnica da PUC-RS, principalmente a
Mara Lucia Fernandes Carneiro, pelo apoio, compreensao e es-
timulo constante.

Aos meus pais, Claudio Onofre Frankenberg e Olinda
Cunha Frankenberg, e a minha tia Francisca Vezzaro Cunha,
pelo apoio e estimulo constante.

Um agradecimento especial a Magda Beatriz Galant
Francois e a Sidnei Barcellos Felix, pelo carinho, incenti-

vo e paciéncia durante a realizacao deste trabalho.

i1ii



TECNOLOGIA DA PRODUGCAO DE INOCULANTE DE Bradyrhizobium

japonicum EM FERMENTADOR E EM TURFA1

Autor: Claudio Luis Crescente Frankenberg
Orientador: Prof. Jodao Ruy Jardim Freire

RESUMO

Verificou-se a influéncia da temperatura e da agita-
cao Otima para o desenvolvimento da estirpe SEMIA 587 de
Bradynhizobium japonicum em fermentador de bancada. A variacao
da temperatura, nos estudos cinéticos, influenciou de forma
mais marcante o desenvolvimento microbiano do que a varia-
cao da agitacdo. Os melhores resultados a nivel de rendimen-
to foram obtidos utilizando-se uma temperatura de 289C e uma
agitacao de 230 rpm.

Fez-se também um estudo da competigdo entre as es-
tirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 em fermentador, inoculante tur-
foso e por sitio de nodulacao. A estirpe SEMIA 587, guando
desenvolvida conjuntamente com a SEMIA 5019, atingiu apro-
Ximadamente 70% da populacao total apds 120 horas de proces-
so. Esta mistura mais as elaboradas com 30, 50 e 70% da es-
tirpe SEMIA 587, foram utilizadas como tratamentos para a
inoculacao em soja e também para a impregnacdo em turfa es-
terilizada. Nestes experimentos observou-se uma predominan-
cia da estirpe SEMIA 587, em relacao a SEMIA 5019, em fixar
nitrogénio e competir por sitios de nodulacdo e também no
inoculante. Os resultados confirmam a p0551b111dade de uti-
lizacdo dos cultivos mistos, desde que sejam encontradas con-
digOes operacionais para o desenvolvimento 6timo das duas
estirpes.

1) Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do
Ambiente - Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Riv Grande do Sul, Porto Alegre (219p.) - Abril, 1990.
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TECHNOLOGY FOR THE PRODUCTION OF INOCULANTS OF Bra-

dyrhizobium japonicum IN FERMENTOR AND IN PEAT'

Author: Claudio Luis Crescente Frankenberg
Adviser: Prof. Joao Ruy Jardim Freire

SUMMARY

The influence of temperature and agitation on the
development of Bradyrhizobium japonicum strain SEMIA 587 was
investigated using a bench-top fermentor. Change in
temperature had a greater influence on microbial development
than did variation of agitation rate. The best results in
terms of yield were obtained using a temperature of 282C and
an agitation rate of 230 rpm.

The competition between B. japonicum strains SEMIA 587
and SEMIA 5019 was studied in liquid media in a fermentor,
in peat-based inoculant and for nodule sites in soybeans.
When grown with strain SEMIA 5019, SEMIA 587 accounted for
70% of the final population after 120 hours. Soybeans was
inoculated with mixtures containing 30, 50 and 70% of strain
SEMIA 587, the remainder of the mixture being SEMIA 5019.
Sterilized peat was also inoculated with the same proportion
of strains. In these experiments strain SEMIA 587 predominated
in terms of competition for nodule sites, dinitrogen fixation
and survival in sterilized peat. The results indicate that it
is possible to use mixtures of the two strains if growth
conditions are selected and optimized for both strains.

1) M.Sc. Dissertation in Agricultural and Environmental
M}croblology-Agronomyfaculty,Federal University of
Rio Grande do Sul, Porto Alegre (p.219) - April, 1990.
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1 INTRODUCAO

Entre os distintos sistemas biologicos capazes de
fixar nitrogénio, a simbiose rhizobio-leguminosas contribui
com a maior quantidade de nitrogénio ao ecossistema. Calcu-
la-se que a fixacdo do nitrogénio por leguminosas alcancga
20% da quantidade total fixada anualmente sobre o planeta
(VIEIRA, 1986).

A indlstria de inoculantes nado é recente no Brasil.
Em 1956 foi instalada a primeira wunidade no Rio Grande do
Sul, porém somente na década de 70, a producao nacional ga-
nhou forga. Isto € decorrente do fato de que a fixacao do
nitrogénio atmosférico através de microrganismos para a
fertilizacdo de plantas demonstrou enorme importancia, tan-
to no aspecto do aumento de producao e/ou produtividade guan-
to no aspecto de economia de insumos e de energia (DOBEREI-
NER, 1985 e STOUT, 1980). Atualmente existem sete empresas
fabricantes de inoculantes no Brasil, sendo trés localiza-
das no Rio Grande do Sul, duas no Parana, uma em Sao Paulo
e uma no Distrito Federal. A fixacdo de nitrogénio, segundo
FREIRE et alii (1988), & estimada em uma média de 50
kgN/ha/ano, significando que a simbiose rhizobio-soja con-
tribuiu em aproximadamente 600 mil toneladas de nitrogénio
para 12 milhdes de hectares colhidos desta leguminosa em

1986. Conforme estimativa apresentada por DOBEREINER (1985),



a economia de fertilizantes nitrogenados gue se consegue a-
nualmente, apenas na cultura da soja, &€ da ordem de um bi-
lhdo de ddlares.

Embora o inoculante para soja esteja sendo produzi-
do industrialmente, ainda persistem diversos problemas tec~-
noldgicos, principalmente a falta de conhecimento da ciné-
tica de crescimento de Bradyrhizobiwm faponicum, impedindo, as-
sim, a otimizacdo da produgdao (BONOMI et alii, 1986). Desta
forma é de fundamental importancia para o Pais, o desenvol-
vimento de pesquisas de selecao e melhoramento genético tan-
to dos vegetais, visando a uma maior eficiéncia no processo
de fixacgdo do nitrogénio, bem como estudos da tecnologia de
producao industrial desses microrganismos que serao utili-
zados no setor agricola. Os métodos utilizados para a produ-
cao de inoculantes sao bastante diversificados.-Provavelmen-
te o que apresenta maior aplicacao, principalmente a nivel
de escala industrial, € o da multiplicacdao do rhizobio em
meio liquido utilizando fermentadores ou recipientes de até
1500 litros, conforme a capacidade ou a demanda necessaria
(VIDOR et alii, 1983). Posteriormente o caldo produzido &
impregnado em um suporte, como por exemplo, a turfa, para a
partir dai ser comercializado.

A turfa empregada normalmente na producao de inocu-
lantes para leguminosas, € finamente moida, neutralizada e
esterilizada, sendo que esta ultima etapa pode ser realiza-
da por irradiac¢ao ou autoclavagem. No Brasil, a irradiacao

da turfa nao €&, atualmente, muito wutilizada principalmente



devido aos fatos desta técnica nao ser amplamente difundida
e também ao seu elevado custo. Em funcdo disto, a autoclava-
gem supre, para pequenas producdes, a esterilidade do vei-
culo, apesar de gque ainda muitos inoculantes sao produzidos
com turfa ndo esterilizada. Muitos estudos vém sendo reali-
zados com a finalidade de obtencdao de novos suportes ou de
aumentar a sobrevivéncia das estirpes na propria turfa.

E hoje reconhecido, também, a necessidade de se in-
troduzir, aos solos, estirpes de Bradyrhizobium japonicum gue
possuam capacidade para competirem efetivamente por sitios
de infeccdo nodular e para persistirem no solo, além de se-
rem eficientes na fixacao do nitrogénio atmosférico. A com-
peticdo por sitios de infeccdo nodular pode ser um fator de-
terminante do sucesso ou insucesso da inoculacdo. Entretan-
to, antes de estudar a competitividade das estirpes intro-
duzidas em solos contendo alta populacao de Bradyrhizobium ja-
pondicum , torna-se necessario o conhecimento do potencial com-
petitivo das estirpes utilizadas como indculo em solos com
baixa populacao.

Levando-se em conta essas consideracoes, desenvol-
veu-se a presente pesquisa, objetivando avaliar-se ocresci-
mento celular em fermentador de bancada da estirpe SEMIA 587
de Bradynhizobium japonicum em diferentes temperaturas de opera-
¢ao e em diferentes velocidades de agitacdao, com vista a
producao industrial de inoculantes. Outro objetivo deste
trabalho, foi o de verificar a competicao entre as estirpes

SEMIA 587 e SEMIA 5019 em fermentador, por sitios de infec-



cao nodular e em turfa esterilizada, visando ao estudo da
utilizacdo de cultivos mistos na producdo industrial, no i-
noculante turfoso e também a nivel de eficiéncia em fixar

o0 nitrogénio atmosférico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fatores que afetam o estudo da cinética de cres-

cimento microbiano

A avaliagao da cinética microbiana é o primeiro passo
a ser efetuado quando do estudo de um processo fermentati-
vo. £ através dessa avaliagdao gue se conhece o comportamen-
to do sistema, para entdo poder direcionad-lo na obtencao de
um determinado produto. Segundo BORZANI (1986), a palavra
cinética, para os menos avisados, lembra quase sempre uma
"gindstica matematica", realizada com o auxilio de equacOes
complexas, objetivando explicar alguns resultados experimen-
tais. Para os pesquisadores que se dedicam a esse campo de
estudo, esta "ginastica" & apenas um meio cujo extraordina-
rio potencial ja foi muitas vezes comprovado.

Quando um microrganismo € introduzido em um meio de
cultura gque lhe & bem conveniente, ele desenvolve ai uma a-
tividade relacionada com sua composicdo e com as condigoes
gue o rodeiam (LEVEAU & BOUIX, 1984). Muitos autores basea-
dos neste fato, consideram o crescimento microbiano como um
conjunto de reacdes quimicas em cadeia, que levam a sintese
dos constituintes da biomassa microbiana obtida no final da
operacao (MINKEVICH & EROSHIN, 1973; EROSHIN, 1974; NAGAI,

1975; COONEY et alii, 1977; ERICKSON et alii, 1978 e ERICK-



SON et alii, 1978).

Globalmente, o processo microbioldgico obedece ao
principio de conservacdo da matéria. Logo, a medida de valo-
res como a producdao de biomassa, a taxa de consumo de oxi-
génio, a taxa de evolucdo de calor, a taxa de evolucao do
COZ’ e a taxa de utilizacdo de acucares redutores sao usados
para obter estimativas do rendimento energético de biomassa
(LEVEAU & BOUIX, 1984 e ERICKSON et alii, 1978).

E preciso ndo esquecer que a retirada de amostras
pode afetar os balancos de massa de materiais consumidos ou
produzidos durante a fermentacdo, conduzindo a valores de
rendimentos e de fatores de conversdo que ndo representam a
realidade (BORZANI & BARALLE, 1983). BORZANI (1985), enfa-
tiza que muito raramente os artigos gue relatam resultados
experimentais, indicam a incerteza que afeta seus valores,
dificultando assim a comparacao adequada de resultados ob-
tidos em diferentes trabalhos.

O estudo do crescimento microbiano s6 pode ser fei-
to validamente se dispusermos de técnicas apropriadas de a-
valiacao da populacao microbiana cuja evolucdo deseja-se es-
tudar (LEVEAU & BOUIX, 1984). As concentracoes dos substra-
tos envolvidos nos processos fermentativos, na maioria dos
casos, constituem o ponto de partida para o estudo da ciné-
tica desses processos. Segundo BORZANI (1986), decorre dai
a importancia da medida dessas concentracdes.

As transformagbes causadas pelas células em um de-

terminado substrato podem ser fortemente influenciadas por



muitas outras que as células microbianas realizam para se
manterem vivas e se reproduzirem nas condicOes em Qque se
encontram. Em funcdo disso, existe a dificuldade de prever-
se, dentre as muitas reacodoes provocadas pela populacdao mi=-
crobiana em um dado processo fermentativo, quais devem ser
consideradas para que o estudo da cinetica do processo con-
duza aos melhores resultados praticos (BORZANI, 1986).

Entdo, avaliar a cinética de uma fermentacao requer,
necessariamente, um embasamento sobre um consideravel nume-
ro de medidas experimentais. As consegliencias desse estudo,
dependem dos métodos utilizados naguelas medidas. A avalia-
¢do da quantidade de microrganismo realmente responsaveis
por uma fermentac¢do, conforme KUBITSCHEK (1969), CALAM
(1969), MALLATTE (1969), POSTGATE (1969), STOUTHAMER (1969)
e BORZANI (1986), seguramente &€ uma das maiores dificulda-
des encontradas guando se pretende estudar a cinética do
processo.

Existem muitas técnicas, mas nenhuma convém a todos
os casos, e nenhuma € totalmente satisfatoria. LEVEAU &
BOIUX (1984) ressaltam gque os resultados dessas deverao ser
interpretados com prudéncia em razao dos erros e interferén-
cias possiveis, e também, da distribui¢do que essas técni-
cas permitem ou nao fazer entre células vivas e mortas.

A escolha do método a ser utilizado, normalmente nio
€ uma tarefa simples. O gue ocorre, na maioria das vezes, &
utilizar-se metodologias convencionais e tradicionais sem

questionar-se a sua adogao.



Métodos analiticos diferentes para medir o mesmo fe-
nomeno resultam em conclusOes distintas, sendo isto mostra-
do pelo IPT (1984) que examinou a medida da concentracao de
ART (AclUcares Redutores Totais) em uma mesma amostra, rea-
lizada em trés laboratdrios, utilizando o mesmo método. Os
valores variaram em 15%, nao havendo entdao uma harmonizacgao
entre estes laboratodrios.

A Comissao de Biotecnologia da IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry), conforme citado por
BORZANI (1986), preocupa-se com esta situacdo e desenvolve
alguns programas especificos que conduzam a métodos anali-
ticos confiaveis e com indicacdo da incerteza que afeta a
medida realizada.

Conforme BORZANI & BARALLE (1983) existem cinco fa-
tores que afetam os valores das concentracoes medidas, de-
pendendo, entretanto, das condigOes em que estas medidas sao
realizadas. Estes fatores sao:

a) evaporacao da agua e das substancias volateis

presentes na amostra a ser analisada;

b) o arraste de substancias volateis ou nao, decor-

rente do borbulhamento de gases;

c) o acréscimo, durante o ensaio, de solucdes como

acidos, antiespumantes, hidrdéxidos e outras;

d) a producao de substancias gque alteram o volume

da fase aquosa;

e) a variacao do volume da fase aquosa devido ao

crescimento celular.



Das diversas substancias consumidas e produzidas pe-
los microrganismos, BORZANI (1975) coloca gque o primeiro
problema gue surge & saber quais devem ser escolhidas para
o estudo cinético. Uma vez identificados esses componentes
e escolhidos os métodos analiticos adequados, o estudo ex-
perimental ird se resumir na medida das concentracdes dos
componentes em fungao do tempo de duracao da fermentacgao
(BORZANI, 1986).

O crescimento microbiano & sempre caracterizado por
um numero de fatores peculiares ao processo fermentativo.
Para cada pesquisador alguns parametros sao mais significa-
tivos do que outros. Em muitas fermentacOes, porém, € pos-
sivel identificar alguns componentes do sistema gque, segu-
ramente, nao podem deixar de serem considerados quando se
estuda a cinética de um processo. EROSHIN (1974), salienta
que para a bioengenharia além da temperatura otima, o PH
otimo, a constante de saturacdo e a taxa de crescimento es-
pecifica maxima, a variacao da concentracdo celular durante
a utilizacao do substrato organico é o parametro mais im-
portante no estudo de uma fermentagao.

Também para este ultimo autor, a concentracao celu-
lar juntamente com a eficiéncia de utilizacdo do oxigénio
definem o custo total para a producdao de biomassa. THIEMANN
(1959), evidencia a concentracao de oxigénio dissolvido, o
PH e a temperatura como os parametros mais importantes que
condicionam o andamento de uma fermentacao. Para MOSSELL &

INGRAM (1955), a condigdo primordial no desenvolvimento mi-
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crobiano € a presenca de agua no meio fermentativo, carac-
terizado pela atividade de agua (aw) da celula em estudo.

LEFRANCOIS & REVUZ (1973) e GURARD & SNELL (1974)
colocam que a transferéncia dos nutrientes para o microrga-
nismo, em processos fermentativos submersos, €& fundamental
para o desenvolvimento cinético, apesar de pouco estudada.
Conforme WANG (1979), a conducdo de um processo de fermen-
tacdo submersa requer o estudo de varios fatores fisicos,
gquimicos e bioldgicos. Diferentes fatores, segundo LEVEAU &
BOUIX (1984) e SIKYTA (1983), sao suceptiveis de modificar
a distribuicao de uma curva de crescimento tais como a con-
centracao dos compostos necessarios ao crescimento, a tem-
peratura e o pH. COSTILOW (1981) estudou os fatores biofi-
sicos que afetam o crescimento como o pH, a atividade de
dgua, a pressao osmotica, a temperatura, a pressao, O OXi-
génio dissclvido e também a taxa de absorgdo de oxigénio.
Conforme BORZANI (1985), a alta complexidade de alguns sis-
temas e também sua grande variabilidade podem dificultar
sobremaneira o estudo de alguns desses fatores.

Segundo THIEMANN (1959), o meio fermentativo junta-
mente com a cepa de producao, formam o binOmio gue em gran-
de parte condicionam ©O sucesso ou insucesso da operagao.
Outros fatores, naturalmente, influem também no andamento
do processo fermentativo, mas nao tao acentuadamente quanto
os anteriores.

Uma série de efeitos ambientais, podem ser condicio-

nados em grande parte pelo ciclo de esterilizacao do meio.
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THIEMANN (1959), CUNHA (1978), LIMA & BORZANI (1975), DREW
(1981) e SCHMIDELL (1976) salientam a importancia e as va-
riaveis decorrentes da esterilizacao (do ar, do meio e dos
equipamentos) no processo fermentativo.

Um aspecto importante a ser considerado no estudo
da cinética das fermentacdes, segundo BORZANI (1975), resi-
de no fato de que as concentracles das enzimas nao se man-
tem constantes com o tempo, o que vem a dificultar o exame
dos problemas envolvidos.

Muitas variaveis podem afetar a velocidade de uma
reacao. Nos sistemas homogeneos, a influéncia da temperatu-
ra, pressao e composicao & evidente. Nos sistemas heterogé-
neos, com mais de uma fase envolvida, o problema torna-se
mais complexo; assim, a transferéncia ¢ massa e a transfe-
réncia de calor devem ser levadas em consideracdo (LEVENS-
PIEL, 1974). Segundo BORZANI (1985), o método utilizado no
calculo de velocidades em um processo fermentativo pode afe-
tar substancialmente o resultado do estudo da cinética do
processo.

Como ja foi salientado anteriormente, muitos auto-
res (THIEMANN, 1959; ANDREYEVA & BIRYUKOV, 1973; EROSHIN,
1974; COONEY et alii, 1977; CONCONE et alii, 1978 e LEVEAU
& BOUIX, 1984), salientam que o pH &€ um dos fatores mais
importantes no que diz respeito ao andamento de uma fermen-
tacao.

o pH afeta no conjunto de atividades celulares e

tambem na produgao de metabdlitos secundarios, Esse efeito,
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conforme LEVEAU & BOUIX (1984), é manifestado por um fendo-
meno de comportamento comparavel ao da temperatura. Nota-
se que a velocidade de crescimento em funcao do pH atinge um
valor maximo em um determinado valor ou zona de pH otimo. De
um lado ou de outro dessa zona ela émenor e torna-se nula (o
crescimento microbiano & inibido) para valores suficiente-
mente baixos e elevados.

0 estudo cinético de um processo fermentativo leva
muitas vezes a proposicdao de um modelo matematico (ABOUTBOUL
et alii, 1988). Segundo BORZANI (1975), muitas tentativas
tém sido realizadas no sentido de se procurar interpretar
resultados experimentais com auxilio desses modelos. Entre-
tanto, ABOUTBOUL et alii (1988) colocam que registram-se pou-
cas tentativas de analise de sua sensibilidade frente aos
parametros estudados.

Os modelos matematicos visam a colaborar na elucida-
cao dos mecanismos envolvidos no processo e a estabelecer
um conjunto de equacdes que possibilitem o adequado contro-
le do sistema e a sua otimizacao. Embora ndo apareca com
muita freqliéncia, pode-se associar ao modelo proposto uma
analise da influéncia de cada um dos seus parametros (BOR-
ZANI, 1975 e ABOUTBOUL et alii, 1988). Entre os trabalhos
gue retratam esse assunto destacam-se: GAUDY et alii (1967);
RAMKRISNA et alii (1967); HAMER (1973); BIRYUKOV & TARASONA
(1973) ; ANDREYEVA & BIRYUKOV (1973); BORZANI (1975); FRE-
DRICKSON (1976); CONCONE et alii (1978); MACHON et alii

(1978) ; KIJAERGAARD (1978); WANG (1979); BORZANI (1980); BOR-
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ZANE & BARALLE (1983); BORZANI (1985); ABOUTBOUL et alii
(1988) e BORZANI (1988).

E importante lembrar que modelos diferentes podem
conduzir a concordancias razoavelmente equivalentes, quando
comparados com um mesmo conjunto de valores experimentais.

Durante estudos da cinética fermentativa, a estima-
tiva de determinados parametros requer o calculo de deri-
vadas. BORZANI (1975) e SIKYTA (1983) ressaltam que a par-
tir das curvas de crescimento, utilizando derivados, & pos-
sivel a cada instante, determinar: as velocidades de consu-
mo do substrato, de formacao de produtos e de crescimento
microbiano. LEDUY & ZAJIC (1973), propuzeram um programa,
para determinacao dessas derivadas, baseando-se no método de
diferenciacdao geométrica.

Qualquer processo industrial, e as fermentacdes nao
fogem a regra, inicia no laboratdrio ou em escala de ban-
cada, para terminar, se resultados positivos forem alcanga-
dos, em processos industriais freqllentemente a niveis de
grandeza superiores ao do processo original. Durante a trans-
feréncia de um processo em escala experimental para um em
escala industrial, inUmeros problemas surgem e tém gque ser
resolvidos, implicando, nao poucas vezes, emalteracoes fun-
damentais no processo original.

Basicamente, o problema da variacao de escala ou
"scaling-up" de processos fermentativos sO0 pode ser resol-
vido com a devida seguranca, por tentativas. Existem, con-

tudo, algumas areas do processo fermentativo onde se con-
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centram mais freglientemente os problemas do escalonamento:

a)

b)
c)

a)

e)
f)

g)

excesso de passagens até a obtencao do volume a-
dequado do indculo;

esterilizacao do meio de fermentacao;

manutencao da geometria;

constancia da velocidade periferica das palhetas
no sistema de agitacao;

aeracao;

custo dos controles;

necessidade de diversos testes antes das parti-

das de producgao.

JACKSON (1985), cita também como problemas no "scale-

up" industrial: os aspectos de engenharia bioquimica, a eco-

nomia de escala, a agitac¢do, a transferéncia de calor, a

esterilizacao do meio, a esterilizacdo do ar, a recuperagao

de produtos e as perdas.

Normalmente as etapas ou estagios de desenvolvimen-

to da fermentacdo, compreendem estudos nos seguintes niveis:

a)
b)
c)

d)

frascos agitados (100 a 1000 ml);
fermentadores experimentais (2 a 20 litros):;
fermentadores pilotos (0,5 a 5 m3);

fermentadores industriais (25 a 1000 m3).

Para um bom desenvolvimento do processo, THIEMANN

(1959) salienta que, além das aberturas para carga e inspe-

cdo, os fermentadores devem apresentar varias linhas de adi-

¢do, como por exemplo, para: o indculo, amostragens, Os nu-

trientes, descarga, saida do ar, entrada do ar, antiespuman-
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tes, acidos e alcalis, etc.

Apesar de todas as limitacOes que Os experimentos a
nivel de frascos agitados apresentam, os estudos de cinéti-
ca da fermentacao (evolugdo do pH, crescimento, consumo de
carboidratos, consumo de nitrogénio e fosfato, e formacéao
de metabolitos) podem fornecer informacGes importantes para
um melhor escalonamento da fermentacao. Fregllentemente, a
comparacao dos dados de fermentacdao em frascos agitados e
em escala piloto por exemplo, podem contribuir para a solu-
¢do de eventuais causas do insucesso no "scaling-up".

O confronto de resultados de escalas diferentes po-
de revelar que o processo fermentativo como um todo procede
mais lentamente a nivel piloto do que a nivel de frascos,
indicando que possivelmente algum parametro seja limitante.
Normalmente, a idoneidade dos ingredientes nido & parametro
importante a nivel de frascos agitados, pois, devido a sua
escala reduzida o problema do custo da matéria prima é se-
cundario, e por estas razdes, os ingredientes utilizados
sao, as vezes, todos de grau analitico. Tal, porém, n3o & o
caso, quando os estudos da fermentacdo sao passados para O
nivel de fermentadores piloto ou industrial. Nestas esca-
las, as impurezas presentes nos ingredientes podem influen-
ciar negativamente os rendimentos fermentativos.

Outro parametro pouco importante a nivel de frascos
agitados € a formacao de espuma, podendo ser relevante em
escalas maiores, exigindo, para seu combate, volumes nao

insignificantes de antiespumantes.
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A medida que um processo € escalonado a nivel de
escala piloto ou de fermentadores industriais, a técnica de
preparacao do inoculo sofre, por forca da variagao de esca-
las, alteracdes profundas que compreendem nao somente o an-
damento como também a introducdo do cultivo sob condigoes
de agitacdo e aeracao diversas.

COONEY et alii (1977) observam que o controle auto-
matico de processos, na fermentacao industrial, é corrente-
mente limitado através do controle da temperatura, pH e em
poucos casos O oxigénio dissolvido (OD). Muitos pesquisado-
res (TRAMBOUZE & MUELLER, 1973; LEDUY & ZAJIC, 1973; COONEY
et alii, 1977 e WANG et alii, 1977), entretanto, estao ago-
ra examinando sistemas de controle mais sofisticados.

KOGA & HUMPHREY (1967), LEFRANCOIS & REVUIZ (1973),
BAKER (1978), BLAKEBROUGH (1973), BLAKEBROUGH & MORESI (1981),
JACKSON (1985), entre outros autores, além de apresentarem
os problemas de "scale-up", também propoem condig¢bes favo-
raveis para o funcionamento dos fermentadores, tanto expe-
rimentais quanto industriais.

Conforme DIAS et alii (1988), adefinicao do proces-
so industrial para a produc¢dao de microrganismos, simultanea-
mente ao desenvolvimento da tecnologia para sua utilizacao,
podera evitar futuras lacunas no conhecimento gque reverte-
riam, de um lado, no atraso da utilizacdo da tecnologia ou,
de outro, na producdao dos inoculantes de forma empirica e
até mesmo inadequada. Esse autor ainda coloca gque um proces-

so fermentativo é caracterizado, principalmente por: micror-
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ganismo, meio de cultura, condicOes de operagdo e tipo de
processo.

Em relacao ao desenvolvimento de inoculantes, é fun-
damental a realizacao de estudos sobre as diferentes etapas
para a sua obtencdao. LOPRETO et alii (1973a) colocam gue um
dos aspectos que deve ser levado em conta, em primeiro lu-
gar, € a obtencao de cultivos para cepas previamente sele-
cionadas além de estabelecer as condicdes de operagao que
permitam alcancar elevadas concentracoes celulares, em cur-
tos tempos de processo, a fim de diminuir os riscos de con-
taminacao e reduzir os custos de producdao. Para BALATTI
(1985) o processo fermentativo para obtencdo de uma alta
concentracao celular da suspensao de rhizobio depende da
preparacao do meio de cultura, da esterilizacdo, do desen-
volvimento do indéculo e do processo fermentativo propria-
mente dito.

O crescimento do rhizobio em meio liquido, deve
reunir certos requisitos para que os inoculantes obtidos,
resultem de alta qualidade e que seu custo seja razoavel.
Isto &€ possivel através da obtencdo de cultivos com altas
concentracoes em curtos espacos de tempo e empregando-se
técnicas simples (BERGERSEN, 1961; LOPRETO et alii, 1972;
MAZZA et alii, 1976; FANTI et alii, 1977 e CO2ZI et alii,
1.985)

Entre os intGmeros fatores que afetam o comporta-
mento e a vida Util dos inoculantes para leguminosas, se-

gundo BOIARDI et alii (1983), o principal € o numero de
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rhizébios viaveis por grama de preparado. Logo, € importante
se dispor de caldos com altas concentracoes celulares, sem
gue isto signifique um incremento nos custos de producgéao.
Essas dificuldades impulsionam o inicio de programas de
pesquisa que objetivem responder as questoes colocadas (BO-
NOMI, 1985). A Argentina, por exemplo, vem nos ultinos anos
realizando uma série de estudos referentes as distintas con-
dicoes de cultivo e de operagao para a produc¢do de inoculan-
tes (LEIDERMAN, 1969; ERTOLA, 1969; LOPRETO et alii, 1972;
LOPRETO et alii, 1974; COLOMIZO, 1974 e LOPRETO et alii,
1975) .

0 IPT, em conjunto com outras instituicOes de pes-
quisa, conforme citado por BONOMI (1986) e BONOMI et alii
(1986), verificou que embora o inoculante esteja sendo pro-
duzido industrialmente, ainda persistem diversos problemas
tecnologicos, como:

a) longo tempo de fermentacdao para o Rhizobium japoni-
cum, e a existéncia de grande numero de tangues de
fermentacao (em muitos casos ndao adequados) re-
sultando em produtos de baixa homogeneidade e
qualidade;

b) sérias dificuldades em manter as condigoes as-—
sépticas, especialmente quando o processo €& con-
duzido em grandes tanques - altas taxas de fluxo
de ar, longo tempo de fermentacgdo e excessivo nu-
mero de operagdes no processo industrial sdo al-

gumas das razdes que justificam esse problema;



c)

d)

e)
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falta de conhecimento da cinética do crescimento
do rhizobio (especialmente os recomendados no
Brasil) impedindo a otimizacao da producao;
falta de informacao relativa ao veiculo utiliza-
do na producao do inoculante - falta de caracte-
risticas da turfa (quimicas, fisicas e biologi-
cas), sérias dificuldades em definir um adequado
método para esterilizacgao do veiculo do que o
tradicional raio gama e finalmente a falta de in-
formacao do crescimento e sobrevivéncia em tur-
fa;

métodos ineficientes e demorados (consumindo mé-
todos de controle de gqualidade) durante a produ-

cao do inoculante e de sua estocagem.

Muitos pesquisadores, como ja foi salientado, preo-

cuparam-se em estudar os diversos fatores qgue influemna ci-

nética de
BONOMI et
rios para

portancia

crescimento de rhizdbio ou ainda caracteriza-los.
alii (1987) estudaram niveis de aeracao necessa-
o crescimento de Rhizobium japonicum, indicando a im-

deste fator nos custos operacionais além de inci-

dir fortemente no risco de contaminacao da cultura e também

de influenciar o pH do meio ao longo do processo de cresci-

mento. Além da escolha do meio adequado para o desenvolvi-

mento de cada cepa em particular, BALATTI (1976) salienta a

necessidade de estudo de outras variaveis como: quantidade e

qualidade

de indculo, propriedades fisico-quimicas do meio

e condig¢Oes operativas.
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Com o proposito de estudarem o efeito do fornecimen-
to de oxigénio sobre a velocidade de crecimento de uma cepa
de Rhizobdium japonicum, LOPRETO et alii (1973b) realizaram en-
saios para distintas condigOes de aeracao (94,5 a 1580 ml
de 02/l.h), obtendo valores similares da velocidade de cres-
cimento (KL = 0,067 a 0,080 hpl). Para valores inferiores a
31,2 ml de 02/1.h foi notada uma marcante diminuicao no cres-
cimento. MAZZA & BALATTI (1984) estudaram a influéncia da
quantidade de indculo e do pH inicial, na obtencdao de cul-
tivos em meio liquido de Rhizobium meliloti, colocando gue o
melhor pH inicial &€ o de 6,5 que permitiu alcancar concen-
tragbes de até 2,5 x 1010 células/ml em 36 horas de proces-
so. ERTOLA et alii (1969) avaliaram o efeito da composicao
do meio e a taxa de fornecimento de 02 para o crescimento
deste microrganismo.

CO0ZZI et alii (1985) estudaram o crescimento de va-
rias cepas de Rhizobiwm Leguminosarum biovar phasecli em meios nu-
tritivos liquidos, fixando parametros de producdo que per-
mitiram obter suspensOes celulares aptas para a preparagao
de inoculantes de feijdao. CRUZ et alii (1988) avaliaram o
crescimento celular de variedades desse microrganismo e se-
lecionaram aquela mais produtiva para ser utilizada em en-
saios fermentativos com vista a producao industrial.

No momento em que se ressaltam dados sobre concen-
tracao celular, & bom lembrar que o método de transmitancia
(normalmente utilizado para esta medida) apesar de oferecer

informacoes rapidas, ndo & concordante, neste caso, com a
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multiplicacdo bacteriana (CRUZ et alii, 1988). A explicacao
fica por conta da elaboracao de um polimero extracelular de
natureza polissacaridea, pois tornam o meio vViscoso e nem
sempre homogéneo (MORT & BANER, 1980).

Em relacao ao Bradyrhizobium japonicum, BONOMI et alii
(1986) nao observaram nenhuma vantagem com a utilizacao do
controle automatico do pH durante o processo fermentativo,
havendo indicagoes de que, ao contrario, esse controle au-
menta a inibicao do crescimento.

Segundo LOPRETO et alii (1975), os rhizobios nao sao
exigentes quanto as caracferisticas nutricionais do meio de
producao, entretanto estes meios devem satisfazer todas suas
necessidades, a fim de se obter altos rendimentos. Em funcao
da necessidade de se desenvolver meios de cultura correta-
mente balanceados em seus diferentes componentes, inGmeros
pesquisadores vem estudando as melhores condig¢des nutricio-
nais para as diferentes cepas de rhizdobio. Para BALATTI
(1976), o éxito de uma fermentacdo depende da interagdao mi-
crorganismo-meio.

Conforme DIAS et alii (1988), ummeio de cultura de-
ve ser facil de ser preparado; deve ter O menor numero pos-
sivel de constituintes e deve-se evitar sempre que possivel,
a esterilizacao de componentes em separado Ou por processos
especiais; os constituintes devem estar disponiveis com re-
lativa facilidade: devem ser evitados os produtos importa-
dos, os produtos sazonais, os que sdao monopdlio de uma em-

presa ou os que historicamente apresentam grandes flutua-
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cSes de precos e/ou de oferta; e finalmente, na formulacao
de um meio de cultura deve ser considerada a economicidade
do processo como um todo: nem sempre o meio de cultura tec-
nicamente correto e mais barato leva ao processo mais econo-
mico, devido a influéncia na velocidade de reproducao celu-
lar e na produtividade, e nos custos de separacao e/ou pu-
rificacdo (quando houver). LOPRETO et alii (1975) colocam,
ainda, que € importante, em um processo fermentativo, se
dispor de um meio de cultura onde possam desenvolver-se o
maior numero de cepas com altas concentracoes celulares.

As fontes de carbono normalmente estudadas para a
producdo de rhizdbio sao: glicerol, manitol, glicose, saca-
rose, galactose e lactose (LOPRETO et alii, 1972; LOPRETO
et alii, 1973a, GARAT et alii, 1980 e BOIARDI & ERTOLA,
1985) . De uma maneira geral o glicerol parece ser a fonte
mais ceonveniente de carbono. LOPRETO et alii (1973a e 1973b)
citam que com este nutriente foi possivel obter cultivos
que apresentam altas velocidades de crescimento e gque tam-
bém foi possivel alcancar elevadas concentracoes celulares.
BONOMI et alii (1986) colocam que concentracoes de glicerol
de até 1,0 g/l n3o sdo limitantes para o crescimento da ce-
pa C99 de Rhizobium japonicum. Estudando nove cepas de Rhizobium
japonicum, LOPRETO et alii (1975) consideraram que oito des-
tas cepas apresentaram um bom crescimento e tempos de gera-
cao entre 9,2 e 12,3 horas quando a fonte de carbono foi o

glicerol.

GARAT et alii (1980) e LOPRETO et alii (1972), es-
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tudaram, aleém das fontes de carbono, outros fatores de cres-
cimento para o Rhizobium japonicum como fontes de nitrogénio
(extrato de levedura, agua de levedura de uso industrial e
fosfato de amdonio).

Nos ultimos anos, diversos pesquisadores vém se
preocupando com os modelos de fermentadores e também com a
maneira de conducgdao do processo fermentativo para a produ-
cao de inoculantes. FANTI et alii (1976) realizaram ensaios
em planta piloto, determinando bases para o desenvolvimento
de um equipamento para produ¢dao comercial de inoculantes de
alfafa e soja, tanto no que diz respeito as caracteristicas
do fermentador, como a dos dispositivos adequados para a
preparacao de agua de levedura.

BALATTI (1981) e MAZZA et alii (1976) estudaram a
obtencdo de caldos com alta concentracdo celular para cepas
de Rhizobium japonicum tanto em fermentadores com agitacao me-
canica quanto em fermentadores de coluna. Demonstraram gue
este Ultimo apresentou um bom comportamento em funcdo do
crescimento celular, atingindo concentracdes superiores a

1010

células/ml em 40 horas de processo. Outra vantagem sa-
lientada para o fermentador de coluna foi a deste ser de
simples desenho e de facil construcdo e gque também pode ope-
rar com vazoes de ar relativamente baixas. Por outro lado,
LOPRETO et alii (1973b) mencionam a necessidade da realiza-
¢do de controles mais rigorosos em qualguer um dos proces-

SOSs.

Normalmente, os caldos de rhizobio utilizados na
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preparacdo de inoculantes, s3o obtidos em sistemas batelada
(BURTON, 1967). Este sistema permite, de certa forma, obter
em cada operagao, um certo volume de caldo com concentra-
¢Oes celulares fundamentalmente dependentes da composigao
do meio. De uma maneira geral, com o aumento da concentra-
¢do dos componentes nutricionais, ocorrem modificagbes em
alguns parametros fisico-guimicos como a atividade de agua,
forgas idonicas, etc., que limitam conseqlientemente o cres-
cimento microbiano (CHRISTIAN & WALTHO, 1962 e PIRT, 1975).
Entre as distintas solugOes propostas para superar as limi-
tacoes do cultivo em batelada, BOIARDI et alii (1983) estu-
daram o comportamento do sistema de cultivo descontinuo
alimentado, com a finalidade de obtencao de caldos de
Rhizobium phasec{L com alta concentracdo celular. Além deste
ultimo sistema, BOIARDI (1985) sugere outros sistemas alter-
nativos como o semicontinuo e o continuo.

THOMPSON (1980) e FAO (1975) caracterizaram as me-
lhores condicOes de operacac de um fermentador para a pro-
ducdo de inoculantes, discutindo os tipos de equipamentos,
a aeracao, a temperatura de incubacdo, o nivel de inoculo,

o tempo de incubag¢ao, entre outros fatores.

2.1.1 Agitacao e aeracgao

Considerando que a maior parte dos processos indus-

triais, principalmente os de reprodu¢ao microbiana, neces-

sitem de oxigénio; a agitacao juntamente com a aeracao tor-
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nam-se parametros cruciais a serem estudados.

A literatura sobre agitacdo e aeracdao € bastante
vasta. Entretanto, pode-se notar que a grande maioria des-
tes trabalhos, como os de HIXSON (1944), COOPER et alii
(1944) , MACK & UHL (1947), RUSHTON et alii (1950a), RUSHTON
et alii (1950b), FINN (1954), FLYNN & LILLY (1967), FINN
(1967) , BANDYOPADHYAY et alii (1967), AIBA et alii (1973),
TOPIWALA & HAMER (1973), LINEK et alii (1973), BRYANT
(1977), YAMADA et alii (1978), SINCLAIR (1984) e MAVITUNA &
SINCLAIR (1985), preocupou-se em estudar determinados para-
metros tais como: coeficiente de transferencia de oxigénio

(X poténcia de agitacao; suprimento de oxigénio; movi-

Lal’
mento do fluido em funcdo do tipo de agitador; transporte e
transferéncia de massa; etc. Contudo, poucos dados sao en-
contrados a respeito da influéncia da agitacdo e aeragao
sobre o crescimento microbiano. Muitas vezes estes dados,
segundo BRUNELLO & CONCONE (1975), sao bastante controver-
tidos.

A aeracdo e agitacao dos fermentadores constituem
uma das areas mais complexas das fermentacOes industriais
(THIEMANN, 1959). Apesar do problema, como pode ser visto
anteriormente, ter sido intensamente estudado sob os mais
diversos pontos de vista e com diversas metodologias, nao
existe ainda uma técnica precisa, que permita fazer o esca-
lonamento da aeracdo e agitacao.

Sabe-se que o estado de agitagao do meio em fermen-

tacao pode afetar profundamente a cinética do processo. En-
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tre os muitos exemplos que poderiam ser apontados, BORZANI
(1986) salienta a influéncia da fregliéncia do agitador e da
geometria do fermentador no andamento da fermentacgao.

Conforme BRUNELLO & CONCONE (1975), a agitacdo e

aeragao em um processo fermentativo tém por finalidade
atingir uma série de objetivos:

a) dispersdo de um ou mais gases em um liquido, na
forma de pequenas bolhas, para acelerar os pro-
cessos de transporte de massa de uma fase a ou-
tra;

b) suspensdo de particulas sb6lidas (microrganismos,
substratos insoluveis, etc.);

c) dispersao de um ligquido imiscivel, de maneira
gue possa ser utilizado eficientemente pelo mi-
crorganismo;

d) facilitar a troca de calor entre ligquido em fer-
mentacdo e o sistema de aquecimento ou resfria-
mento.

Além desses objetivos, THIEMANN (1959) ressalta que

a agitacao pode influenciar a aeracgao de varios modos:

a) aumentando a area interfacial das bolhas (numero
maior de bolhas pegquenas) ;

b) retardar a passagem do ar pela massa do fermen-
tador permitindo uma transferéncia mais eficien-
te de oxigénio;

c) evitar a coalescéncia das bolhas, e portanto a

tendéncia de formar bolhas maiores e reduzir
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deste modo a area interfacial;

d) aumentar a turbuléncia do liquido;

e) aumentar a eficiéncia de bombeamento do liquido

reduzindo o tempo de mistura. )

Para garantir um perfeito desenvolvimento microbia-
no € fundamental gque os nutrientes dissolvidos no meio de
fermentacdo estejam em contato continuo com os microrganis-
mos. No processo de fermentacao submersa o organismo se de-
senvolve ndo na superficie de um meio liguido ou substrato
s0lido, mas sim no interior do substrato liguido, recebendo
O seu oxigénio necessario por injecdo continua de ar esté-
ril e agitacao forcada, garantindo uma boa transferéncia de
massa e mantendo as células sempre em contato com o meio
nutritivo homogéneo.

Ao microrganismo em desenvolvimento deve ser faci-
litado, segundo BRUNELLO & CONCONE (1975), o suprimento de
oxigénio existente nas bolhas de ar. Experimentalmente, ob-
serva-se que quando se trabalha acima de uma determinada
concentracdo de oxigénio dissolvido, a velocidade de respi-
racao & independente desta e proporcional & concentracao de
células no meio (WINZLER, 1941).

THIEMANN (1959) salienta, gue nem sempre & necessa-
rio ou desejavel satisfazer totalmente as exigéncias respi-
ratorias do microrganismo. H3 casos em que isto & contra-
indicado:

a) na producao de vitamina B12 pelo Pseudomonas deni-

thif4icans € necessario reduzir a oxigenacdo do meio
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afim de obter maxima sintese do metabdlito;

b) nas fermentagOes viscosas nao hewtonianas que
ocorrem normalmente com microrganismos filamen-
tosos (fungos e estreptomicetos) produtores de
antibioticos, a alta viscosidade do meio fermen-
tativo torna extremamente onerosas a agitacao e
aeracao.

Em relacao ao fornecimento de oxigénio aos micror-
ganismos, FINN (1954) considera que, devido &as dimensdes
reduzidas da célula microbiana, a resisténcia a difusao nas
proximidades da célula seria muito peguena e que, além dis-
so, seria pouco provavel que a agitagao pudesse acarretar
uma velocidade relativa, suficientemente elevada entre ce-
lulas e meio, para alterar substancialmente aquela resis-
téncia. Nao ha evidéncias experimentais que permitam um exa-
me seguro desta questao (KEMPE & WEST, 1959).

No decorrer de uma fermentacao, as propriedades do
meio alteram-se a medida que ela se processa, principalmen-
te quando se tem agitacdo mecanica, esses fatos segundo AIBA
et alii (1973) provocam a deformacao das bolhas e a varia-
cao de seu diametro.

SIKYTA (1983) ressalta que apesar dos consideraveis
avangos pertinentes a agitacdo e a aeracao, muitas guestdes
tedricas e praticas ainda necessitam de resposta. Salien-
ta, também, a importdncia do uso simultdneo de ambos os pa-
rametros, pois estes afetam o nivel de oxigénio, asseguran-

do assim uma concentracao suficiente desse elemento nas cul-



29

turas microbianas submersas. Outro ponto levantado por SI-
KYTA (1983) & o problema encontrado nas determinagdes da ta-
xa Otima de fluxo de ar e da freqliéncia oOtima do agitador,
gue, por consegfiinte, afetam a avaliacdo da aeragdo e o pro-
jeto dos agitadores.

ERTOLA et alii (1969) pesquisaram a relacao entre a
composicdaoc do meio, a agitacao e o efeito das taxas de su-
primentos de oxigénio para o crescimento de Rhizcbium melillo-
Z{ . Observaram que, com o aumento da agitacao, ocorreu um
aumento na taxa de oxigénio absorvido, contudo a produtivi-
dade diminuiu quando foi utilizada uma agitacao acima de 400
rpm. Explicou-se este fato em funcdo da variacdo das carac-
teristicas reologicas do meio, ou seja, ocorreu um aumento
da viscosidade devido a formacdao de polissacarideos extra-
celulares. BRUNELLO & CONCONE (1975) salientam que &€ de fun-
damental importancia ter-se conhecimento das caracteristi-
cas reoldogicas dos liquidos de fermentacdo, pois interveém
nas trocas de massa e na poténcia necessaria a agitacdo.

BALATTI (1979) reporta a existéncia de uma relacao
entre a composicao do meio de cultivo e as condigOes opera-
tivas da fermentagao. Trabalhando com Rhizobium melilloti e
duas formulagoes (A e B), notou que no meio A ocorreu uma
maior produgao de células usando uma agitacdo de 250 rpm. O
meio B, que possula uma maior concentracao de sacarose e de
agua de levedura, apresentou um rendimento maior em 400 rpm.

ERTOLA et alii (1969) relacionaram as curvas de cres-

-

cimento experimentais (agitacdo de 250 a 1000 rpme vazao de



30

ar entre 0,7 e 1 vvm) com a curva tedrica proposta por ELS-

WORTH et alii (1957) que obedece a equacao:

log X = log Xo + (t/G).0,301

onde:

X = concentracdo bacteriana no tempo t;

Xo = concentragao bacteriana inicial;

G = tempo de geracao.

As curvas experimentais foram bastante semelhantes
as curvas teodoricas. Isto significa neste caso, que a limi-
tacdo do crescimento pelo oxigénio nao é significativa. Por
outro lado, DUDMAN (1964) menciona que para baixas condi-
¢coes de aeracao, o rendimento celular é maior do que guando
utiliza-se meios altamente aerados. BURTON (1967) reforca
esta observacao, salientando que apesar do rhizobio ser um
microrganismo obrigatoriamente aerdbio, pode-se obter um bom
crescimento celular usando-se baixas tensdOes de oxigénio.

BONOMI et alii (1987) estudaram a influéncia da ae-
racao no crescimento de Rhizobium japonicum, identificando a
importancia deste parametro na otimizacao de uma tecnologia
de producao deste microrganismo. DATE (1976) salienta gque
as taxas de fluxo de ar, citadas na literatura, para produ-
cao de rhizdbio variam de 0,2 até 60 vvh (volume de ar por
volume de meio por hora). Experiéncias recentes sugerem que
5 vvh sao satisfatorios para a producao de rhizobio.

Trabalhos realizados por VAN SCHREVEN (1958) e
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ROUGHLEY (1970) mostram uma variacao de 1,0 x 108 para

3,5 X 109

células de rhizobio/ml, quando do aumento de 1
para 5 vvh. A FAO (1975) também sugere o uso de 5 vvh para
a preparacdo de rhizobio em alta escala.

Com o propdsito de estudar o efeito do oxigénio for-
necido a uma cultura de Rhizobium japonicum em fermentador, LO-
PRETO et alii (1973a) efetuaram medidas de concentracao ce-
lular para diferentes condi¢des de agitagao. Observaram que
a curva de crescimento, obtida com 100 rpm, mostrou limita-
coes, sendo essas atribuldas como consegliéncias de uma bai-
xa transferéncia de oxigénio decorrente da baixa agitacao.
Outro fator observado por esses autores foram gue ao aumen-
tar a velocidade de agitacdo, os cultivos tendem a alcali-
nizar-se mais rapidamente.

MAZZA et alii (1976) estudaram a obtencdo de Rh{zobium
japonicum em um fermentador sem agitacao mecanica. Todavia,
compararam esse processo com ensaios realizados em fermen-
tadores agitados mecanicamente, variando a agitacaode 100 a
400 rpm e mantendo a aeracao constante. Relacionaramas cur-
vas de crescimento correspondentes a esses equipamentos, ob-
servando que os melhores resultados foram obtidos em tanques
agitados mecanicamente. O melhor valor da velocidade espe-

1

cifica maxima obtida foi de 0,08 h =~ com uma agitacgdo de 200

rpm.
BONOMI et alii (1986), também trabalhando com Rhizo-
bium japonicum , obtiveram uma contagem de células viaveis de

10

aproximadamente 2 x 10 células/ml, utilizando um fermen-
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tador agitado a 300 rpm em 120 horas.

O principal agitador utilizado nos fermentadores ex-
perimentais e em alguns industriais & do tipo turbina (EBO-
LI, 1975). Segundo BRUNELLO & CONCONE (1975), as principais
correntes produzidas por esse tipo de agitador sao radiais
e tangenciais. Portanto, necessitam de chicanas para evitar
a formacdao de movimento circulatdorio horizontal e de vorti-
ce. Geralmente, o ar & borbulhado na parte inferior da tur-
bina, e essa se encarrega de apanhar as bolhas grandes, que-
bra-las e dispersa-las através do liquido. MCCABE & SMITH
(1973) ressaltam que esses tipos de agitadores sdo efetivos
em liquidos cuja viscosidade varie dentro de uma faixa bas-
tante grande.

Um outro fator importante, salientado por BRUNELLO
e CONCONE (1975), & que somente no caso de fermentadores que
utilizam agitadores de turbina existem resultados guantita=-
tivos. Contudo esses dados sO podem ser utilizados nos casos
particulares em que foram obtidos. Nao existem métodos sa-
tisfatorios gque prevéem a agitacdao e/ou aeracao para outras
dimensdes de fermentadores, a partir de dados obtidos em um
determinado fermentador; mesmo que existam semelhangas geo-

métricas.

2.1.2 Temperatura

Outro parametro importante nas operacoes fermenta-

tivas € a temperatura. Cada microrganismo tem um valor Oti-
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mo de temperatura, onde o desenvolvimento procede com a ve-
locidade maxima. Contudo, nem sempre a temperatura Otima de
desenvolvimento &€ a mesma que permite omaximo de acumulo do
produto metabdlico desejado.

De acordo com a temperatura Otima de desenvolvimen-
to, os microrganismos podem ser classificados em:

a) psicrofilos: Otimo entre 5 e 209C;

b) mesofilos: Otimo entre 20 e 409C;

c) termofilos: otimo entre 40 e 55¢C.

Segundo LEVEAU & BOUIX (1984), os microrganismos me-
sofilos preferem temperaturas intermediarias, proximas de
309C. O crescimento da maior parte deles nao ocorrera abai-
X0 de 1592C nem acima de 4592C. Outro fato salientado por es-
ses autores € que a taxa de crescimento de todos microrga-
nismos atinge seu valor maximo em uma zona relativamente es-
treita, proxima de temperatura otima. Abaixo e acima desta
temperatura, a taxa de crescimento diminui.

SIKYTA (1983) evidencia que a taxa de crescimento
especifica, depende do tipo de microrganismo e das condic¢les
fisicas e quimicas da cultura, como temperatura, pH, compo-
sicdao do meio, etc. A temperatura, segundo SINCLAIR (1984),
esta relacionada, entre outros fatores, com a mistura de ga-
ses nos sistemas fermentativos. TRIBOLI (1987) salienta gque
a escolha da temperatura de operacao €& influenciada por fa-
tores fisiologicos das cepas utilizadas e também por proble-
mas de perdas de volateis (por evaporacao) e pela formacao

de espuma em temperaturas elevadas.
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Como pode-se notar a temperatura influencia, alémde
outros fatores, no conjunto das atividades celulares micro-
bianas. Em baixas temperaturas essas atividades podem ser
totalmente blogueadas. Entretanto, a partir de certa tempe-
ratura acima da 6tima, alguns constituintes ou estruturas
celulares podem sofrer alteracdes ou até desnaturacdo. Mes-
mo que a velocidade de crescimento continue elevada, a con-
centracio celular ndo tende a atingir seu valor maximo, pois
a destruicdo térmica & mais significativa que o crescimento
celular (LEVEAU & BOUIX, 1984).

COSTILOW (1981), reforca os autores acima citados,
ressaltando que a temperatura de incubacao afeta drastica-
mente a taxa de crescimento das bactérias, pois influencia
todas as reacoOes celulares. Enfatizou, também, que a tempe-
ratura afeta os requisitos nutricionais, além do metabolis-
mo e da estrutura bacteriana. A maxima temperatura para o
crescimento microbiano €& uns poucos graus (3 a 59C) acima
da temperatura Otima de crescimento. Em contraste, a minima
temperatura pode atingir 20 a 409C abaixo da oOtima.

Geralmente, as bactérias nao somente crescem lenta-
mente, mas também morrem rapidamente em temperaturas um pou-
co acima da maxima de crescimento. Conseglientemente, a in-
cubacdao de uma cultura bacteriana a temperaturas acima da
otima, necessita de um controle preciso de temperatura.

Segundo LEVENSPIEL (1974), para muitas reacgOes, a
expressdo da velocidade pode ser escrita como o produto das

funcoes temperatura e composicao do meio. Para tais rea-
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¢oes, a temperatura e a constante de velocidade (x) da rea-
cao podem ser expressas, praticamente em todos os casos, pe-
la lei de Arrhenius:

e—E/R.T

IC=ICU.

onde x, & chamado fator de fregfiéncia, e E a energiade ati-

0
vaciao da reacao. BORZANI (1975) caracteriza a influéncia da
temperatura na constante de velocidade (x) de crescimento de
um microrganismo. Evidencia, também, gue essa constante es-
ta relacionada com as reacoes enzimaticas. Logo, a uma dada
temperatura, o efeito da decomposicdo da enzima comega a se
fazer sentir, diminuindo o valor de « quando a temperatura
aumenta.

LEVENSPIEL (1974) avalia como o equilibrio, a velo-
cidade de reacdo e a distribuicao de produtos sdo afetados
por mudancas nas temperaturas e pressOes de operacao, permi-
tindo com isso determinar o perfil de temperaturas oOtimas:
ao longo do tempo para reatores descontinuos, ao longo do
comprimento para reatores continuos, e de reator para rea-
tor em uma série de reatores.

Alguns autores ressaltam a importancia dos equipa-
mentos de medida e de fornecimento de calor aos fermentado-
res. A maior parte dos fermentadores comercials e mesmo OS
de escala laboratorial sao equipamentos com controle inter-

no de temperatura, pois conforme DREW (1281) a temperatura

da agua de circulacao (ou outro liguido) deve ser avaliada
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por uma unidade de controle colocada no meio fermentativo.
Por sua vez SIKYTA (1983) salienta a importancia de se co-
nhecer o tipo de equipamento usado para as medidas de tem-
peratura, indicando os melhores, conforme o uso e como es-
ses influenciam nos erros operacionais.

MONZONI (1975) evidencia que a manutencao de uma tem-
peratura adequada €& imprescindivel nas fermentagbGes indus-
triais. Esse controle é normalmente automatico e, em alguns
casos, o instrumento & dimensionado para nao permitir des-
vios maiores do que 0,59C, pois algumas cepas industriais
sdao extremamente sensiveis a variagOes de temperatura, po-
dendo sofrer alteragdes em suas caracteristicas.

A FAO (1975), em relacao a producdo de inoculante de
rhizobio, propde que quando o fermentador utilizado nao a-
presentar um controle termostatico de temperatura deve-se
incubar o caldo nutritivo em salas onde a temperatura seja
controlada, ou ainda utilizar a aeracao, conduzindo ar quen-
te que pode ser aquecido eletronicamente.

A literatura sobre a influéncia da temperatura no
desenvolvimento de rhizobio & escassa e muitas vezes con-
traditdria. Segundo VIERA (1986), o rhizdbio & uma bactéria
guimiorganotrofica e cresce melhor em meios complexos entre
25 e 309C, especialmente com extrato de levedura. BALATTI
(1976) e JORDAN (1983), salientam respectivamente gue essa
faixa de temperatura € favoravel para o desenvolvimento de
rhizobio em caldo nutritivo e especialmente para o género

Bradyrhizobium,
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Por sua vez, THOMPSON (1980) e BALATTI (1981) enfa-
tizam que a melhor faixa de temperatura de incubacao para o
desenvolvimento de todas as espécies de rhizobio com fins
comerciais & usualmente entre 26 e 30¢9C.

Segundo DATE (1976) e VIDOR et alii (1983), a tem-
peratura de incubacdo para rhizdbio ndo & critica, e geral-
mente experiéncias sugerem a faixa de 26 até 289C como con-
veniente para todas as cepas. Entretanto BURTON (1967) pre-
fere 30 - 329C como a melhor faixa de temperatura para o
crescimento de rhizobio. Posteriormente, esse autor (BURTON,
1979), indicou 28 - 309C como sendo a faixa Otima de tempe-
ratura para o crescimento.

VINCENT (1974), salientando qgue os rhizdbios sdo or-
ganismos mesofilos, propoe que a faixa Otima de temperatura
€ de 20 a 309C, lembrando que esses microrganismos ndo tole-
ram temperaturas altas (a faixa maxima recomendada que per-
mite o crescimento & de 30 a 42,52C) perdendo rapidamente
sua viabilidade a 409C (tempo de reducdo decimal de duas a
quatro horas de acordo com as espécies).

Estudando o efeito da temperatura em nove cepas de
rhizobio, ALLISON & MINOR (1940) citados por BURRIS & WIL-
SON (1945), concluiram que a melhor faixa para esses orga-
nismos € entre 29 e 319C, sendo que 282C foi indicada como
temperatura ideal para incubacdao. A FAO (1975), também pro-
pde 289C como Otima para todas as cepas de rhizdbio.

A variacdo na temperatura o6tima de crescimento é

mais significativa que a variacao na temperatura otima para
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respiracdo; seis espécies de rhizObio mostraram que a maxi-
ma transferéncia de oxigénio em glicose foi em 37,5 ¥ 19oC
(BURRIS & WILSON, 1939 citados em BURRIS & WILSON, 1945).

O rhizobio de crescimento rapido caracterizado cul-
turalmente por KEYSER et alii (1985), apresentou um tempo
de geracao de 2,9 horas no meio extrato de levedura-manitol
a uma temperatura de 2892C em comparacao com rhizobio de
crescimento lento que possue um tempo de geracao de 6 ho-
ras ou mais, nas mesmas condicoes. ROUGHLEY (1970) enfatiza
gque coldonias de rhizobio pertencentes ao grupo de cresci-
mento rapido podem atingir uma concentracao de 5 X 108
células viaveis por mililitro em 3 a 5 dias utilizando 28¢9C
e o meio proposto por FRED et alii (1932). Em relacdao aos
organismos de crescimento lento, é possivel obter-se até 10°
células/ml em 3 a 5 dias usando-se um meio a base de saca-
rose-extrato de levedura e incubando-os a 289C (DATE, 1959
citado por ROUGHLEY, 1970).

Alguns autores excetuam o Rhizobium melilloil das
faixas de temperatura citadas anteriormente. ALLISON & MINOR
(1940), BURTON (1979) e BURTON (1967) indicam 359C como sen-
do a temperatura Otima para o desenvolvimento desse micror-
ganismo. GRAHAM & PARKER (1964) concluiram que 399C €& ideal
para distinguir o Rhizeobium mefifloi{ de outras espécies de
crescimento rapido. Entretanto, MAZZA & BALATTI (1984) e ER-
TOLA et alii (1969), trabalhando com esse microrganismo uti-
lizaram respectivamente 289C e 309C como temperaturas de

operacao em seus experimentos.
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A maioria dos trabalhos relacionados com a produgao
de rhizdobio, utiliza a temperatura operacional de 30¢2C.
MAZZA et alii (1976), estudando o comportamento de Rhizob{wn
japonicum em fermentadores sem agitacao mecanica, utilizaram
essa temperatura tanto para a preparacao dos indculos como
para as operacbes fermentativas. LOPRETO et alii (1973a),
também trabalharam com essa temperatura para estudar a in-
fluéncia do fornecimento do oxigénio na velocidade de cres-
cimento de Rhizobdium faponicum, produzindo os indculos em fras-
cos agitados.

BOIARDI et alii (1983) obtiveram, a partir de um

8 células/ml, concentracdoes de até

inéculo com 1,5 x 10
1;2 & 1010 células/ml de Rh{zobium phaseofd em frascos agita-
dos a uma temperatura de 302C. Trabalhando nas mesmas condi=-

9

coes, CRUZ et alii (1986) alcancaram 1,0 x 10 celulas/ml

desses microrganismo em 15 horas de processo, e LOPRETO et

10 célu-

alii (1971) chegaram a uma concentragdao de 1,8 x 10
las de Rhizebium japonicum por mililitro apos 140 horas.
LOPRETO et alii (1973b) e LOPRETO et alii (1975),
trabalhando em frascos agitados, e BALATTI & MAZZA (1979)
em fermentador de bancada, estudaram a producao de cultivos
celulares de Rhizobium japonicum para impregnacdao em turfa,
utilizando 3092C como temperatura de operacdo. GARAT et alii
(1980) estudaram a melhor fonte de nitrogénio para cepas de
rhizobio, mantendo essa temperatura em um guarto termosta-

tizado onde foram conduzidos todos 0s experimentos.

GEBHARDT et alii (1984) avaliaram o crescimento de
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cepas de Rhizobium sp. em fermentador continuo, operando a
302C. BOIARDI & ERTOLA (1985), comparando o comportamento
de diversas estirpes de rhizobio em fermentacao continua e
em batelada, obtiveram concentracdes de até 1,1 x 1010 ca-
lulas/ml para o Rhizobium japonicum usando 300 rpm; 0,3 vvm e
309C como parametros operativos; e BONOMI (1986) utilizou
essa mesma temperatura, trabalhando também com frascos agi-
tados.

CO0z2I et alii (1985) e COZZI & BENINTENDE (1987)
estudaram, respectivamente, o crescimento de <cepas de
Rhizobium phaseoli em meio liquido e a sobrevivéncia de Brady-
nhizobium faponicum em turfa nao estéril, utilizando a tempera-
tura de 299C para producdao desses organismos. GONZALEZ
(1984), entretanto, trabalhou com frascos agitados a uma
temperatura de 289C, determinando a resisténcia de estirpes
de Rhizobium japonicum a antibidticos, fungicidas e herbicidas.
Mostrando assim, outras temperaturas de operacao que foram

utilizados com sucesso.

2.2 Competitividade entre estirpes de rhizobio

A especificidade hospedeira de uma estirpe de rhi-
zObio € representada pela habilidade desta estirpe em indu-
zir a nodulacdo e/ou fixar o nitrogénio quando ocorrer uma
associacdo com cultivares ou espécies hospedeiras. Um exem-
plo disto, sdao as cultivares de soja que apresentam uma es-

pecificidade consideravel em relacdo as estirpes de Bradyrhi-
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zobdium faponicum mesmo antes de iniciarem o processo de fixacdo
simbiotica do nitrogénio. A especificidade pode manifestar-
se durante o processo de infeccdao, de formacdo de ndodulos e
também durante o estabelecimento da fixacdo do nitrogénio
(DATE, 1976).

Nem todas as cultivares de soja nodulam eficiente-
mente com a mesma estirpe de Bradyrhizobium japonicum. Em fun-
cao disto, varios pesquisadores ressaltam que a eficiéncia
e a ineficiéncia na fixacdo do nitrogénio nao sao relevan-
tes se n3o for levado em consideracdo a especificidade hos-
pedeira existente entre as estirpes de rhizdébio e as espé-
cies e/ou cultivares da leguminosa hospedeira (DOBEREINER et
alii, 1966; FREIRE & VIDOR, 1970; VINCENT, 1974 e VIDOR,
1977).

Muitos pesquisadores tém estudado as possiveis cau-
sas que explicariam a maior ou menor eficiéncia na fixacao
simbidtica do nitrogénio. DOBEREINER et alii (1970) eviden-
ciaram a existéncia de estirpes de Rhizobium faponicum de alta
eficiéncia as quais formaram nddulos com taxas de fixacéo
superiores a das estirpes normais, entretanto, ndo justifi-
caram a causa dessa eficiéncia. HAVELKA & HARDY (1976) ex-
plicaram que os diferentes graus de eficiéncia simbiotica
estariam relacionados com as diferentes capacidades apresen-
tadas pelas estirpes em utilizarem a energia proveniente de
produtos da fotossintese por miligrama de nitrogénio fixa-
do, resultando em diferentes taxas de nitrogénio fixado por

unidade de massa nodular.
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Para FREIRE & VIDOR (1971), o sucesso da simbiose
rhizobio-leguminosa depende de uma boa nodulacao, e esta €&
influenciada por fatores ligados a planta, & bactéria e a
interacdao destes. Segundo VINCENT & WATERS (1953), a sele-
cao preferencial da leguminosa por determinadas estirpes e/
ou a inducao desta selecao pela bactéria, nem sempre & di-
recionada para a estirpe mais efetiva.

Em relacao aos grupos de efetividade, a FAO (1984)
cita que estes reunem diferentes espécies pertencentes a um
mesmo género gue conseglientemente apresentam resposta posi-
tiva a infeccao e & fixagao de nitrogénio atmosférico por
uma mesma estirpe de rhizobio.

Uma importante caracteristica das estirpes de rhi-
zObio € a de competir . entre si por sitios de infeccao
nodular, sendo que diferencas significativas, como citado
anteriormente, foram demonstradas por DATE (1976).

TRINICK (1982) ressalta que esta competicdo envolve
caracteristicas da planta hospedeira e do rhizdbio, tais
como, a influéncia da planta no processo de infecg¢do, o nua-
mero de estirpes do inoculante que vao competir na superfi-
cie da raiz, o estagio fisiologico do rhizobio no momento
da inoculacado, a taxa de crescimento das estirpes que estado
competindo pelo sitio, a temperatura, a umidade e os niveis
dos nutrientes no solo.

Conforme inimeros autores, a competicdo por sitios
de nodulacao pode ser modificada pela influéncia das culti-

vares, das estirpes e das linhagens da leguminosa que sera
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infectada (OLIVEIRA & VIDOR, 1984; ROUGHLEY et alii, 1980;
RUSSEL & JONES, 1975 e BROMFIELD & JONES, 1980).

Segundo os trabalhos de DATE (1976), VIDOR et alii
(1986) e VIDOR (1977), a competitiﬁidade podera ser afetada
pela presenca de uma populacdo de rhizobio naturalizada no
solo inoculado. Assim, IRELAND & VINCENT (1968) mostraram
que as plantas somente formaram nodulos com estirpes intro-
duzidas quando a concentracao do inoculante foi significa-
tivamente aumentada. Outros autores, como CALDWELL & VEST
(1970); HAM et alii (1971); VEST (1973); BROMFIELD & JONES
(1980); VvOSS (1981); McLAUGHLIN & DUNICAN (1981) e DIONISIO
(1985) confirmam a superioridade das estirpes naturaliza-
das em relagao as estirpes introduzidas no solo.

Entretanto, BROCKWELL et alii (1982) encontraram re-
sultados contraditdorios, ou seja, as estirpes de Rhizobium
Aol introduzidas no solo predominaram sobre as estirpes
nativas na formacao dos noédulos. McLAUGHLIN & DUNIGAN (1981)
estabelecem como causa desta contradicao as diferencas entre
os tipos de solo, entre os tipos de rhizobio e as concentra-
¢oes de células no indculo.

Varios trakzlhos atribuem & lectina a responsabili-
dade pelo mecanismo de especificidade entre a planta e o
Rhizobium (MARX, 1977), caso ndo haja diferencas entre as es-
tirpes qguanto a infectividade, migracdo e crescimento da ri-
zosfera (OLIVEIRA, 1982).

Inoculantes para soja elaborados com estirpes efi-

cientes de R. japonicum, quando utilizados em concentragdes
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normalmente recomendadas (6000 a 7000 células/semente) em
solos contendo alta populacao de rhizébio, demonstraram pou-
co sucesso destas estirpes em competirem efetivamente na
formacao de nodulos com as estirpes naturalizadas (JOHNSON
et alii, 1965; WEAVER & FREDERICK, 1974; DATE, 1976 e VIDOR,
1977). VOSS (1981), avaliando a capacidade competitiva por
sitios de infecgao nodular de trés estirpes de Rhizobium
phasecfi em solos com populacdo estabelecida deste micror-
ganismo, constatou que as estirpes nativas foram mais com-
petitivas que as estirpes introduzidas.

JOHNSON & MEANS (1964) avaliaram a hakilidade nodu-
lifera de 299 estirpes de R. japonicum em soja cultivada em
casa-de-vegetacdao. Foi constatado gue apenas 13 estirpes
foram mais competitivas por sitios de infecgdao nodular do
gque a estirpe USDA 76. Estudando a competitividade por si-
tios de infecgao nodular das estirpes 38, 76 e 110 de R.
japondicum, CALDWELL (1969) observou que a estirpe 110 ocorreu
em 98% dos nodulos quando wutilizada em mistura com a es-
tirpe 38 e 76% quando misturada com a estirpe 76. VIDOR
(1977) também notou a dominancia da estirpe 110 quando uti-
lizada em mistura com as estirpes 123, 532c e 586, verifi-
cando que a competitividade por sitios de infeccdo nodular
no campo e em camara de crescimento foi bastante semelhan-
te. VIDOR et alii (1978) evidenciaram a grande importancia
da competitividade por sitios de infecg¢ao nodular, estudan-
do a habilidade nodulifera de seis estirpes de R. japonicum

em nove cultivares de soja. Constataram que a estirpe 29w
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ocorreu em mais de 98% dos nodulos em sete das cultivares,
sendo que nas outras duas cultivares ela ocorreu em menos
de 92% dos noddulos.

Estudando o efeito de doses e métodos de aplicacao
de inoculantes turfosos, JOHNSON et alii (1965) utilizando
estirpes de R. japonicum observaram que a percentagem de no-
dulos induzidos por todas as estirpes no nivel padrdo (5 g/kg
de semente) foi em média 5%. Aumentando 25 vezes o nivel pa-
drdo, a recuperacao das estirpes nos nddulos foi de aproxi-
madamente 5 vezes superior ao nivel padrao. Avaliando a im-
portancia da relacao entre a concentracao de células no ino-
culante e a competicdo por sitios de infecc¢dao nodular entre
estirpes de R. japonicum, PERES & VIDOR (1980) observaram gque
a utilizacao das estirpes na mesma concentracao (121), a
percentagem de recuperacao das estirpes nos ndodulos foi se-
melhante. Entretanto, a percentagem de nodulos induzidos pe-
las duas estirpes esteve em torno de 80 e 20 guando a con-
centracdao de uma foi 10 vezes superior & da outra. A percen-
tagem da ocorréncia foi superior a 90 de uma estirpe sobre
a outra, quando a concentracao entre as estirpes foi igual
ou superior a 100 vezes. Em funcao destes resultados, os au-
tores verificaram que a competicao por sitios de infeccgao
nodular pode ser modificada quando se utilizam diferentes
relagoes de concentracao entre estirpes de alta competiti-
vidade. Segundo SKRDLETA & KARIMOVA (1969) e PEREIRA (1983),
nem sempre a ocorréncia das estirpes nos ndédulos esta rela-

cionada com suas concentracoes no inoculante; as estirpes
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mais competitivas tendem a dominar mesmo guando utilizadas
em concentracoes mais baixas do que as de menor competigao.
ELLIS et alii (1984) observaram gue altas taxas da estir-
pe USDA 110 no inoculante, ndo alterou significativamente a
sua distribuicdo nos nddulos de soja, por um periodo de 2
anos.

ROBINSON (1969), MARQUES PINTO et alii (1974),
LABANDERA & VINCENT (1975), RUSSEL & JONES (1975) e Mc
LAUGHLIN & DUNICAN (1981) compararam a competitividade de
estirpes efetivas e inefetivas de R. tnifofli, observando que
as efetivas sao mais competitivas do que as inefetivas.

MEANS et alii (1961) demonstraram que uma estirpe
eficiente e competitiva, apresentando uma populacdo de ape-
nas 1,1% no inoculante emmistura com outras estirpes, ocor-
reu em 85% dos nédulos. Isto mostra que nao sd a concentra-
¢ao celular de rhizdébio no inoculante € responsavel por di-
ferencas na competitividade por sitios de infecgdo nodular,
existindo outros fatores envolvidos neste processo. PEREIRA
(1983) coloca que a variacao da capacidade competitiva en-
tre as estirpes por sitios de ndédulos &€ também dependente de
boas condigoes fisiolOgicas apresentadas pela leguminosa
hospedeira e da influéncia dos fatores adversos do solo.

Bacteriofagos podem induzir flutuacdes na popula-
¢ao do rhizdbio, tendo como consegliéncia a reducdo na for-
magao dos nodulos pela estirpe introduzida no solo. Segun-
do BRUCH & ALLEN (1975) e BARNET (1980), existem indicacgles

de que as estirpes apresentam sensibilidade diferencial em
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relagdo a estes parasitas.

O envolvimento do hospedeiro na competitividade por
sitios de nddulos tem sido ressaltado por varios pesquisa-
dores (KOSSLACK et alii, 1983; TRINICK, 1982; VIDORet alii,
1986 e MOROTE, 1989). A exposigao prévia de plantulas com a
estirpe influencia a competicao. Em funcao disto, KOSSLACK
& BOHLOOL (1985) verificaram que a estirpe USDA 110 aumen-
tou a percentagem de ocupagao de nddulos de 2 para 55% e da
USDA 123 de 7 para 33% em solos que ja apresentavam outras
estirpes, apdos 72 horas de exposicao a estas duas estirpes.

0 fenomeno da dupla infeccd3o nos ndédulos por es-
tirpes de rhizébio, em geral, nao apresenta alta ocorréncia
em condigdOes normais. Entretanto, €& citada por ELLIS et
alii (1984) em R. japonicum, LABANDERA & VINCENT (1975) e por
MARQUES PINTO et alii (1974) em R. tnifofii. Em nodulos de
feijao, LOVATO (1984) sugere que as altas concentracoes de
células foram respnsaveis pela ocorréncia de infecgOes du-
plas.

FREIRE et alii (1983) ressaltam gue na recomendacgao
de estirpes de rhizobio para a producao de inoculantes for-
mados por duas ou mais estirpes, ou guando o solo ja possui
uma populacdo estabelecida, deve-se considerar além da efe-
tividade a capacidade da estirpe de competir na formacao de

nodulos bem como colonizar e sobreviver no solo.
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2.3 Comportamento e sobrevivéncia de rhizdobio em

turfa

A utilizacdo de um suporte adequado & fundamental
na preparacaoc de um inoculante de alta qualidade. Conforme
VINCENT (1970), ROUGHLEY (1976) e SICARDI (1984) para o
inoculante ser produzido em grande escala, trés pontos de-
vem ser bem definidos: a selecdo da estirpe de rhizdébio; o
crescimento desta em meio liguido e a impregnacdao da cultu-
ra no suporte previamente selecionado e tratado.

A maioria dos inoculantes para leguminosas &€ com-
posto de um cultivo rhizobiano impregnado em um suporte
pulverulento gque atua como suporte do mesmo. A turfa é atual-
mente o suporte mais utilizado na elaboracao deste tipo de
produtos, devido a suas amplas vantagens em relacdo aos de-
mais suportes (LOPRETO et alii, 1975; KOLLING et alii, 1984;
STRIJDOM & DESCHODT, 1976; SPARROW & HAM; 1983; DATE, 1970;
DATE, 1969; FREIRE, 1967; PACZKOWSKY & BERRYHILL, 1979 e
SAITO et alii, 1985). Entretanto, ARAUJO (1985) e ROUGHLEY
& VINCENT (1967) salientam a baixa qualidade de depdsitos,
dificultando assim a selecdao da fonte de turfa a ser usada
na produgao dos inoculantes.

Em relagao as caracteristicas que um bom suporte
deve apresentar, alguns autores citam: abundancia, baixo
custo, favorecimento da sobrevivéncia do microrganismo du-
rante o armazenamento e distribuicdo do inoculante, servir

como meio nutritivo e nao apresentar elementos que possam
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inibir o crescimento (DATE & ROUGHLEY, 1977; BURTON, 1981;
URIO & CHOWDHURY, 1981; SICARDI, 1984 e EL-HADDAD, 1985).

Entre os fatores que afetam a sobrevivéncia do rhi-
zObio, a mais drastica & a temperatura (ROUGHLEY, 1968; VAN
SCHREVEN, 1970; SOMASEGARAN et alii, 1984; KREMER et alii,
1982; KREMER & PETERSON, 1983; SIMS et alii, 1984 e URIO &
CHOWDHURY, 1981). Além da temperatura, SAITO et alii (1985)
citam o contetdo de umidade e a presenca de organismos com-
petitivos.

Numerosos trabalhos demonstram e recomendam o empre-
go de suportes estéreis na preparacao do inoculante, sendo
que estes asseguram uma maior concentragao celular em fun-
cao do tempo de armazenamento (HEDLIN & NEWTON, 1948; VAN
SCHREVEN, 1970; ROUGHLEY, 1970; ROUGHLEY & VINCENT; 1967 e
VINCENT, 1970). ROUGHLEY & VINCENT (1967) ressaltam gue
existem poucos dados bibliograficos sobre ensaios realiza-
dos com inoculantes elaborados a partir de turfas nao es-
téreis.

ApOs a coleta da turfa, esta deve ser drenada e se-
ca. ROUGHLEY (1970) sugere que este processo ocorra ao am-
biente enguanto que DATE & ROUGHLEY (1977) sugerem um flu-
xXo de ar forcado. Posterior a esta etapa, a turfa deve con-
ter entre 5 e 10% de umidade, sendo moida e peneirada em
malha de 100 a 200 mesh, facilitando assim a aderéncia des-
ta as sementes, no momento da inoculacao (WEAVER, 1985 e
VIDOR et alii, 1983). Segundo MATERSON & WEAVER (1985), se

o suporte nao for esterilizado, deve entdo sofrer uma matu-
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racdo de 5 a 10 dias, apds a impregnacdao. O periodo da ma-
turacao varia de acordo com as caracteristicas de cada es-
tirpe, como por exemplo, o tempo de geracao (VIDOR et alii,
1983).

Em relacao ao armazenamento, LOCHEAD & THEXTON
(1947) comprovam gque a melhor temperatura para a preserva-
cdo das células foi a de 49C. NEWBOULD (1951), FREIRE &
JONES (1963) e GUNNING (1954) indicaram 5°2C como sendo su-
perior & temperatura ambiente para o armazenamento do ino-
culante. Segundo FREIRE & JONES (1963) o inoculante conser-
vado sob refrigeracdo apresenta, apds nove meses, um numero
suficiente de células para uma inoculacao efetiva.

Muitos pesquisadores tém se preocupado em estabele-
cer a conveniéncia do uso da esterilizacao prévia da turfa.
Existem varios métodos de esterilizacido, entre eles a apli-
cacao de Oxido de etileno ou brometo de metila (DESCHODT &
STRIJDOM, 1974), radiacao gama (ROUGHLEY & VINCENT, 1967) e
autoclavagem.

A capacidade de absorcdao de adgua do suporte afeta
diretamente o contetdo de umidade do inoculante. Conforme
BURTON (1967), uma umidade relativa de 35-40% no inoculante
seria adequada para a sobrevivéncia do rhizobio. ROUGHLEY
(1970), por sua vez, recomenda 45-50% indicando a existén-
cia de uma relacdo entre a perda de umidade do inoculante e
a morte do rhizdbio.

A gualidade dos inoculantes refere-se basicamente

ao numero de células de rhizdbio especifico e efetivo no
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suporte (ROUGHLEY, 1985). Quando se trabalha com turfa es-
terilizada, WILLIAMS (1984) recomenda gque o controle seja
feito através de contagens do numero de células ou colonias
em placa com meio agarizado.

Atualmente os inoculantes comerciais utilizam, se-
gundo BURTON (1981), DATE (1969), PACZKOWSKY & BERRYHILL
(1979) e ROUGHLEY (1976), turfa finamente moida e impregna-
da com culturas de Rhizobium, com elevada concentracao celu-

8

lar ( 5,0 x 107).



3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratdorios
de Biotecnologia da Fundacao de Ciéncia e Tecnologia do Es-
tado do Rio Grande do Sul (CIENTEC) e nos Laboratorios de
Microbiologia do Solo da Faculdade de Agronomia da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Foram estuda-
das as estirpes SEMIA 587 (isolamento 6/67-RS) e SEMIA 5019
(29w, EMBRAPA/CNPBS, Seropédica, km 47-RJ) de Bradyrhizobium
japenicum pertencentes a colecdo de culturas do Instituto de
Pesquisa Agrondmica (IPAGRO), Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado do Rio Grande do Sul.

3.1 Avaliacao da influéncia da agitacdo no desen-
volvimento da estirpe SEMIA 587 em caldo nutri-

tivo

Os ensaios fermentativos foram conduzidos, com a
estirpe SEMIA 587, em um fermentador New Brunswick modelo
MF-102, de 5 litros com agitacao mecanica, cedido pelo Ins-
tituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS
(Apéndice 6).

Estudou-se o crescimento microbiano com 2,5 litros

de volume Util nas velocidades de agitacdo de 100, 150, 200,
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230, 250, 270, 300, e 500 rpm (rotagOes por minuto). Utili-
zou-se o meio de cultivo recomendado por MAZZA et alii (1976),
cuja formulacdao esta descrita no Apéndice 1. O pH do meio
foi ajustado em 7,2 com hidroxido de sodio e/ou acido clo-
ridrico 1,0 N. Apds o ajuste do pH, o meio foi colocado no
vaso de fermentacao e esterilizado em autoclave vertical a
1219C e 1 atm de pressao por 45 minutos.

Em todos os ensaios a temperatura e a aeracao foram
mantidas constantes em 28 % 12C e 0,5 vvm (volume de ar por
volume de meio por minuto), respectivamente.

A concentragdo celular do indéculo também foi manti-
da constante. Preparou~se o indculo, inoculando-se com al-
ca de platina em frascos erlenmeyers de 500 ml com 100 ml
do mesmo meio utilizado no fermentador (BALATTI, 1981). Os
frascos foram colocados em agitador climatizado a 309C, 230
rpm e 2,5 cm de excentricidade (LOPRETO et alii, 1973) por
96 horas. Aliguotas de 25 ml foram colocadas em tubos de
cultura, o gue corresponde a 1% do volume util do fermenta-
dor (THOMPSON, 1980). Os tubos foram armazenados em freezer
a -1892C até o momento de serem usados. Em cada ensaio uti-
lizaram-se dois tubos, um como indculo e o outro como refe-
réncia da concentracao celular.

Para cada velocidade de agitacgdo estudada, foram
realizadas quatro repeticOes. Em espacos de tempo de 0, 6,
12, 24, 36, 60, 72, 84, 108 e 120 horas, retiraram-se amos-
tras para a determinacao da concentracao celular e do pH. O

pH foi determinado em pHmetro digital, e a concentracao ce-
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lular foi avaliada através da contagem de células viaveis
em placas de Petri pelo método de diluicOes sucessivas, em-
pregando-se solucdo fisioldgica como diluente (Apéndice 2).

10 foram pla-

Aliguotas de 0,1 ml das diluigles 10_1 até 10~
gueadas, em triplicata, no mesmo meio utilizado no fermen-
tador (Apéndice 1), sendo as placas incubadas a 289C por 8
dias (MILIAN, 1984 e LANARA, 1981).

Obteve-se as curvas de crescimento e a partir des-
tas determinou-se, para cada velocidade de agitacao, (o}
tempo de geracao do microrganismo, aplicando-se a eguagao
utilizada por MURDOCK e HATCHER (1975), cuja expressdo é:

log .2 . {tl = &)

€ = log N1 - log N

onde:

G = tempo de geracao em horas;

N1 = nimero de células no tempo tl; e

N = nimero de células no tempo t.

Para o calculo do tempo de geragdao considerou-se
somente a fase de crescimento logaritmica ou exponencial,
devido ao fato de que nesta fase a populacao microbiana du-
plicou-se a intervalos constantes de tempo (MOAT, 1979).

A duracgao da fase de crescimento exponencial foi de-
terminada utilizando-se o coeficiente de correlacido linear
como critério para defini-la (BONOMI et alii, 1986). Este
valor foi obtido substituindo os dados até a obtencado da
melhor correlacdo, em grupos iguais ou superiores a trés

pontos. A taxa de crescimento da fase exponencial e a velo-
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cidade especifica de crescimento maximo foram obtidas atra-
vés do programa proposto por LEDUY & ZAJIC (1973). O erro
experimental que afeta os valores das velocidades especifi-
cas de crescimento e da concentracao celular foi calculado
pelas equacOes apresentadas por BORZANI (1980) e descritas
no Apéndice 3.

Outro parametro determinado para cada agitacao foi
a produtividade maxima (LEVEAU & BOUIX, 1984), calculada pe-

la equacao:

Nm - No

Pm

onde:
Pm = produtividade maxima;
Nm = numero maximo de células;
No = numero inicial de células; e
tm = tempo necessarios para obter-se Nm.

3.2 Avaliacao da influéncia da temperatura no de-
senvolvimento da estirpe SEMIA 587 em caldo nu-

tritivo

Os experimentos fermentativos foram conduzidos con-
forme descritos no item anterior, tambémutilizando-se a es-
tirpe SEMIA 587, realizando-se quatro repeticdes para cada
ensaio. A aeracao foi mantida constante em 0,5 vvm, a agita-

cao em 230 rpm e variou-se a temperatura em 22, 26, 28, 30,
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34 e 389C. Igualmente a concentracao celular do indéculo foi
mantida constante. Sua preparacao obedeceu aos mesmos Cri-
térios estabelecidos no item 3.1.

Tanto nesta etapa quanto na etapa anterior (influén-
cia da agitacdo), além da determinacao do pH e da concentra-
¢do celular nos tempos de 0, 6, 12, 36, 60, 72, 84, 108, e
120 horas, foram realizados testes de pureza nas respecti-
vas amostras. Utilizaram-se os testes de coloracao Gram
(Apéndice 4) e o de auséncia de crescimento de contaminan-
tes em Agar-Glicose-Peptona (Apéndice 5), conforme descritos
por MILIAN (1984).

Conhecendo-se as curvas de crescimento para as tem-
peraturas estudadas determinou-se, em funcao de cada uma
delas, o tempo de geracao, a duracao da fase de crescimento
exponencial, a velocidade especifica de crescimento maxi-
ma, a taxa de crescimento na fase exponencial e produtivi-

dade maxima.

3.3 Estudo da competicao das estirpes SEMIA 587 e

SEMIA 5019 em caldo nutritivo

Antes da realizacao dos ensaios sobre a competicao
entre as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, foi necessario o
estudo de cada uma dessas cepas isoladamente. Foram efetua-
dos quatro repeticoes em todos os experimentos desta etapa.
Os ensaios fermentativos foram realizados da mesma

forma que nas etapas anteriores. A aeracao foi mantida
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constante em 0,5 vvm, a temperatura em 28 % 1°C e a agita-
¢ao em 230 rpm.

A concentracao celular dos inoculos também foi man-
tida constante em todos os ensaios. Sua preparacao seguiu o
mesmo procedimento citado no item 3.1. com o objetivo de
comparacdao entre os tratamentos, os inoculos foram equali-
zados medindo-se a densidade Otica a 600 nm (ERTOLA et alii,
1965).

Nos ensaios de competicao, o indoculo utilizado foi
obtido misturando-se, na proporgcao de 1:1 os indculos das
duas cepas produzidas isoladamente. Com isto, a concentra-
¢do celular inicial em todos os ensaios foi mantida aproxi-
madamente constante.

Foram retiradas amostras em intervalos de 0, 24,
48, 72, 96 e 120 horas, determinando-se o numero de células
vidveis e o pH. Além destas determina¢les, realizaram-se as
medidas de consumo de substrato (glicerol), segundo o mé-
todo elaborado pelo IPT/DQEQ (1982) e descrito no Apéndice
7. Foram elaboradas as curvas de crescimento para as cepas
cultivadas isoladamente e também gquando crescidas em conjun-
to.

Conforme a metodolcogia descrita no item 3.1, deter-
minaram-se: o tempo de duracao e a taxa de crescimento da
fase exponencial, a produtividade maxima e a velocidade es-
pecifica de crescimento maxima. Nessa etapa calculou-se tam-
bém a conversdo do substrato em producdc celular, segundo a

equacao a seguir (BONOMI et alii, 1986):
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_ Xf - Xo
¥ = 50 = s¢f
onde:
Y = taxa de conversao do substrato em células;

Xf concentracao de células no tempo tf;
Xo = concentracao de células no tempo to;

So = concentracao de substrato no tempo to; e

Sf concentracdo de substrato no tempo tf.

Utilizou-se a analise sorologica como método de de-
terminacdo da proporcao de cada uma das cepas nas amostras
estudadas, através da técnica de aglutinacao, tipifican-
do-se as coldnias obtidas. Essas colonias foram repicadas
para tubos contendo o meio descrito no Apéndice 1, acresci-
do de 3 ml de uma solugdo alcodlica a 1,6% de purpura de
bromocresol por litro de meio. O corante foi utilizado com
o objetivo de identificar alguns possiveis contaminantes
(MILIAN, 1984).

Para a realizacao das analises soroldgicas, empre-
gou-se & metodologia comumente usada pela Secdo de Micro-
biologia do Solo do IPAGRO e descrita por VINCENT (1975).
Os antissoros para a identificacao das estirpes SEMIA 587 e

SEMIA 5019 foram fornecidos, também, pelo IPAGRO com titu-

los de 1:400 e 1:800, respectivamente.
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3.4 Avaliacao da capacidade competitiva das estir-
pes SEMIA 587 e SEMIA 5019 por sitios de nodu-

lacao em areia e solugao nutritiva em soja

As estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, foram testadas
guanto a capacidade competitiva, em casa de vegetacao, em-
pregando-se soja da cultivar Bragg. Utilizaram-se vasos de
Leonard contendo areia e carvao na proporcao de 3:1, para
neutralizar a toxidez de manganés da areia. Os vasos foram
esterilizados em autoclave horizontal a 1212C e 1,5 atm de
pressao por duas horas. Esse procedimento € o normalmente
utilizado pelo Setor de Microbiologia do Solo do Departa-
mento de Solos - UFRGS.

Semearam-se cinco sementes pré-germinadas de soja
por vaso, previamente desinfestadas em alcool etilico 959GL
durante 4 minutos e por 2 minutos em uma solugao aguosa (a-
cidificada) a 0,1% de cloreto de mercurio (HgClz) efetuan-
do-se sete lavagens posteriores com agua destilada esteri-
lizada, durante 8 horas, e apdos em papel toalha para germi-
nacao (ANDRADE, 1986).

Quinze dias ap6s o transplante das plantulas, fez-
se o desbaste para duas plantas por vaso. Em todos os vasos,
adicionou-se solucao nutritiva completa, sem nitrogénio, de
SPECHT et alii (1956), descrita no Apéndice 8. Periodicamen-
te a solucao foi reposta, alternando-se com agua esterili-
zada.

O delineamento experimental foi em blocos completos
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casualizados com 5 repeticdoes. Os seis tratamentos utiliza-
dos foram representados pelas duas estirpes citadas ante-
riormente, inoculadas individualmente e em mistura (TF1,
TPl, TP2 e TP3), acrescentando-se dois tratamentos sem ino-
culacao como testemunhas; um sem e outro com nitrogénio mi-
neral. O nitrogénio foi aplicado sob a forma de uma solugao
a 2% de nitrato de amdnio (NH4NO3), e posteriormente mais
700 mg distribuido em intervalos de trés a quatro dias du-
rante o periodo experimental (DIONISIO, 1985).

O tratamento TF1 foi obtido do cultivo em conjunto
realizado na etapa anterior apdos 120 horas de processo
fermentativo. As demais misturas wutilizadas como indculos
foram compostas a partir da mescla das culturas isoladas,
produzidas em frascos erlenmeyer e agitador climatizado. Os
tratamentos TP1l, TP2 e TP3 foram elaborados, respectivamen-
te, com: a mesma proporcao de TFl, a proporcido de 1l:1 e a
proporcao inversa de TFl. A relacgao percentual de cada uma
das estirpes, nestes tratamentos, encontra-se no Apéndice
9.

A concentracao celular dos inoculos foi equalizada
por turbidimetria, usando-se como parametro de referéncia
o inb6culo do tratamento TFl. A inoculacdo dos vasos foi rea-
lizada um dia apdos o plantio, com 2 ml de inbéculo por vaso.

As plantas foram colhidas 85 dias apds o plantio,
para avaliacao do numero de ndédulos, peso seco da parte aé-
rea e dos nodulos, nitrogénio total da parte aérea e ocor-

réncia dos sorogrupos.
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A determinacdo do peso da matéria seca da parte aé-
rea e dos nédulos foi realizada apds secagem em estufa a
659C por 72 horas. O nitrogénio total da parte aérea foi
avaliado pelo método do semi-micro-Kjeldahl-modificado (TE-
DESCO et alii, 1985). A avaliacdo da ocorréncia dos soro-
grupos foi realizada através da técnica de aglutinacado, ti-
pificando-se 60 nddulos em média para cada tratamento. Os
nédulos foram macerados em tubos contendo volume variavel
de solucdo fisioldgica (Apéndice 2) em funcao do seu tama-
nho. Essas suspensoes sofreram o mesmo tratamento que as

suspensdes produzidas com as coldnias no item 3.3.

3.5 Avaliacdo da competicdao e sobrevivéncia das es-
tirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 em turfa esteri-

lizada

Foram avaliados gquatro tratamentos, representados
pelas estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, inoculadas indivi-
dualmente, pela mistura dessas estirpes na proporcao de 1l:1
e pela mistura obtida na fermentacdao em conjunto (tratamen-
to TF1).

A preparacdo e o ajuste da concentracao celular des-
ses inoculos foi realizada conforme a técnica apresentada
no item 3.3.

Utilizou-se como veiculo para a produgao do inocu-
lante, turfa coletada na localidade de Boa Vista, Municipio

de Viamao, Rio Grande do Sul (Brasil). Esta turfa foi colo-
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cada em casa de vegetacao, onde sofreu um processo de seca-
gem a temperatura ambiente por trés semanas, conforme reco-
mendado por ROUGHLEY & VINCENT (1967), posteriormente foi
moida em um moinho de martelos pertencente a Secretaria de
Agricultura e Abastecimento do Estado do Rio Grande do Sul.
Nos Apéndices 10 e 11 estdo contidos, respectivamente, in-
formacOes sobre a granulometria e a composigcao de uma amos-
tra da turfa moida, cujas analises foram realizadas no De-
partamento de Quimica da CIENTEC.

Apds a cominuicdo, a turfa foi tamizada em um agi-
tador rotatdorio, separando-se os finos correspondentes a uma
malha de 200 mesh (VIDOR et alii, 1983). Ajustou-se o pH em
6,5 com carbonato de calcio, de uso industrial, fornecido
pela NITRIFLEX S.A. Indistria e Comércio, seguindo-se a téc-
nica descrita por SOMASEGARAN & HOBEN (1985).

A turfa ja tratada foi envasada em saquinhos de po-
lipropileno de 15 um de espessura gque permitem, segundo
ROUGHLEY (1968), uma boa permeabilidade ao oxigénio. Os pa-
cotes, com 100 gramas de turfa cada, foram selados com re-
sisténcia elétrica e posteriormente esterilizados (tindali-
zados) em autoclave a 1219C e 1 atm de pressao por 25 minu-
tos em trés dias consecutivos.

Antes da impregnacao, os indoculos foram resfriados
a 59C para ccmpensar o aumento de temperatura gerado neste
processo (ROUGHLEY & VINCENT, 1967). Para gue o inoculante
possuisse um conteudo final de umidade entre 40 e 50% (LO-

PRETO et alii, 1975), o volume de caldo adicionado foi es-
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timado apés a determinacdo da capacidade de absorgdo de
agua. Essa foi estimada pelo método descrito por SOMASEGA-
RAN & HOBEN (1985), e confirmada pelo método empirico des-
crito no Apéndice 12. Com uma amostra do inoculante, ava-
liou~-se a perda de umidade ao longo do tempo de armazenagem.
Conhecendo-se o seu peso inicial (turfa + caldo + involu-
cro) foram feitas pesagens sucessivas determinando-se uma
equacdo que expressa a perda de umidade em funcao do tempo.
A amostra foi mantida a temperatura ambiente durante todo o
ensaio.

A introducao do caldo nos pacotes foi feita com se-
ringa e agulha estéreis conforme descricao feita por ALVA-
REZ (1984). Os furos originarios da impregnacao foram fe-
chados com etiquetas autoadesivas, esterilizadas com radia-
cdao ultravioletas.

Os inoculantes, apoOs preparados, foram armazenados
em sala com temperatura controlada. Usou-se temperatura pro-
xima a ambiente, entre 24 e 269C.

As determinacbOes do numero de células vidveis foram
realizadas pelo método de contagem por diluigOes sucessivas
em placas de Petry. Para obter-se a percentagem de células
viaveis da estirpe SEMIA 587 em relacdo a estirpe SEMIA
5019, nos tratamentos onde utilizou-se a mistura das cepas,
como indoculo, empregou-se a mesma técnica de avaliagao de
sorogrupos descrita no item 3.3.

As amostragens foram realizadas em intervalos de 0,

15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias apos a inoculacdo. Se-
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lecionou-se ao acaso, para cada tratamento, quatro pacotes
de inoculantes obtendo-se assim quatro repeticdes por amos-

tragem.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Avaliacdo da agitacdo Otima para o crescimento

da estirpe SEMIA 587 em fermentador

A influéncia da agitagao sobre o desenvolvimento da
estirpe SEMIA 587 de B. japonicum pode ser visualizada no
Apéndice 13. A concentracao celular foi expressa em loga-
ritmo do numero de células viaveis por mililitro de meio,
nos respectivos tempos de desenvolvimento. Observou-se que
os valores referentes a agitacdo 100 rpm sao significativa-
mente semelhantes aos valores encontrados para 150 rpm. Da
mesma forma os valores obtidos com 200, 230, 250, 270 e 300
rpm, foram também semelhantes entre si. Em funcao disto,
foram representados na Figura 1, somente as curvas de cres-
cimento para as agitacbes de 100, 230 e 500 rpm.

Analisando o comportamento destas curvas, notou-se
gue com o aumento da velocidade de agitacdo, a concentracao
celular maxima também aumentou, até 230 rpm. A partir desta
velocidade de agitacdo, os valores da concentracaoc maxima
diminuiram (Figura 2).

A evolucao das curvas referentes as agitagOes de
100, 150 e 500 rpm € caracteristica dos processos microbio-

16gicos que apresentam alguma limitacdao para o desenvolvi-
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FIGURA 1 - Curvas de crescimento em fermentador da estirpe

SEMIA 587 de Bradynhizobium japonicum nas agitacoes
de 100, 230 e 500 rpm. Média de quatro repeticdes.
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FIGURA 2 - Influéncia da agitagdo na concentracao celular
maxima, obtida durante as 120 horas de proces-

so, para a estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobdium ja-
ponicum. Média de quatro repetigoes.
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mento. LOPRETO et alii (1973a) atribuem, para as baixas agi-
tagdes, que essas limitagOes se devem a uma conseqgliente di-
minuicdo na transferéncia nutricional. Ja para as altas agi-
tagOes, BRUNELLO & CONCONE (1975) colocam gque ocorre uma
deficiéncia no suprimento de oxigénio decorrente do vortice
formado, sendo isto Jjustificado pelo fato do fermentador
nao apresentar chicanas.

Outras suposicées que podem ser levantadas, para a
deficiéncia do crescimento a 500 rpm, sdo a formacao de uma
grande quantidade de pequenas bolhas, devido a partigao des-
tas pelas palhetas do agitador, ocasionando assim um blo-
gueio no contato dos microrganismos com os nutrientes, ou
ainda a da oxidacgao destes nutrientes decorrente do alto va-
lor do oxigénio dissolvido no meio.

Observando-se ainda os resultados do crescimento mi-
crobiano (Apéndice 13 e Figura 1), notou-se que todas as
curvas seguiram a mesma tendéncia nas 12 primeiras horas de
processo, ou seja, atingiram concentracdes celulares pro-
ximas a 1,5 x 109 células/ml independente da agitacdo uti-
lizada. A partir deste periodo (12 horas) as curvas de 230,
250, 270 e 300 rpm apresentaram um crescimento mais acentua=-
do do gue as demais.

Na Tabela 1 sao apresentados os valores do tempo de
duracao da fase exponencial, para as diferentes velocidades
de agitacao estudadas, determinados a partir da correlacao
existente entre as concentracoes celulares e o tempo de de-

senvolvimento. Contudo, foi observado que n3o ocorreram di-



TABELA 1 - Duragdao da fase de crescimento
horas e a taxa de crescimento nesta fase (V)
nuamero de células por mililitro e por hora,
Bradynhizobium japonicum,

estirpe SEMIA 587
fermentador,

de

para as diferentes

exponencia

velocidades

i
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em
em
da
em
de

agitacao estudadas. Média de qguatro repeticodes.

AGITACAO INICIO TERMINO DURACAO Ch v x 108
(rpm) (h) (h) (h) (n2 cel/ml.h)
100 20,57 60,86 40,29 a* 0,9999 2,39 b*
150 12,00 45,00 33,00 ab 0,9999 1,96 b
200 7,67 37,67 30,00 ab 0,9993 3,20 b
230 8,83 36,43 27,60 ab 10,9993 4,80 b
250 9,33 42,33 33,00 ab 0,9978 13,47 a
270 6,90 27,33 20,43 bc 0,9976 2,99 b
300 15,67 30,33 14,66 ¢ 0,9973 4,85 b
500 7,29 37,29 30,00 ab 0,9999 2,60 b

* Os valores seguidos com a mesma letra ndo diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
multipla de Duncan. As analises de variancia encontram-se
nos Apéndices 14 e 15.

** 0 valor do coeficiente de correlacao foi utilizado como
critério para definir a duracdo da fase de crescimento.

(BONOMI et alii,

1986).
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ferencas significativas entre a maioria dos tratamentos. Os
valores foram menores 4o que os encontrados por BONOMI et
alii (1986). De uma maneira geral, o tempo de duracgao dimi-
nuiu com o aumento da velocidade de agitagdao. O valor cor-
respondente a 500 rpm (30 horas) pode ser explicado devido
ao fato desta curva apresentar um comportamento na fase ex-
ponencial, similar ao da curva de 200 rpm.

Outro parametro que pode ser observado indiretamen-
te, na Tabela 1 é a duracdo da fase de laténcia. A maioria
dos tratamentos apresentaram um periodo de adaptacao de
aproximadamente 8 horas. Entretanto, em baixas velocidades
de agitacdo (100 e 150 rpm) a fase de laténcia foi mais lon-
ga (20,57 e 12,00 horas). Estes valores também foram infe-
riores aos encontrados por BONOMI et alii (1986).

Os valores da taxa de crescimento (v) apresentados
na Tabela 1 nao mostraram diferencas significativas, apenas
para 250 rpm obteve-se um valor bem acima dos demais

(13,5 % 108

células/ml.h). Isto demonstra que apesar dos
diferentes tempos de duracao da fase exponencial, a taxa de
crescimento manteve uma média de 3,3 x 108 células/ml.h,
(excluindo v para 250 rpm). A correlacdo destes dois para-
metros € bastante baixa quando se inclue os valores refe-
rentes a 250 rpm (r = 0,0304), e excetuando estes valores a
correlacao aumenta (r = 0,6685).

Na Tabela 2 estdo representados os valores da pro-

dutividade maxima (Pm). Estes valores foram Oos que apresen-

taram maiores correlacOes com os demais parametros estuda-
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TABELA 2 - Produtividade maxima em numero de células por
litro e por hora, em fermentador, da estirpe
SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum para as dife-
rentes velocidades de agitacdo estudadas. Média
de quatro repeticdes.

AGITACXO PRODUTIVIDADE MAXIMA

(rpm) (células/l.hora)
100 1,52 x 1011 c*
150 1,64 x 1011 ¢
200 3,13 x 101 abc
230 4,75 x 10°1 ab
250 4,65 x 10%1 ab
270 4,53 x 1011 ab
300 4,93 x 1011 a
500 2,51 x 101 be

* Os valores seguidos com a mesma letra nao diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
multipla de Duncan. A analise de varidncia encontra-se no
Apéndice 16.
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dos: r = -0,9503 para G, r = 0,8427 para m, r= -0,7227
para o tempo de duragdao e r = 0,5517 para v. Observou-se
gque com o aumento da velocidade de agitacao, até o valor de
230 rpm, ocorreu um incremento na produtividade maxima e a
partir desta agitacao diminuiu o valor de Pm. Também obser-
vou-se que utilizando 300 rpm a Pm apresentou um comporta-
mento distinto da tendéncia anteriormente citada, ou seja,

obteve-se 4,93 x 1011 células/l.h quando o esperado era um

11 e 2,5 % 1011 células/l.h. Provavel-

valor entre 4,5 x 10
mente isto & devido aos valores da concentracao celular ob-
tida apos 72 horas de processo fermentativo, que se manteve
constante a partir deste periodo. Conseglientemente, o valor
do intervalo de tempo wusado no calculo de Pm foi inferior
aos usados para as outras velocidades de agitacao.

A Figura 3 e a Tabela 3, mostram a variacao da ve-
locidade especifica de crescimento méaxima (im) em funcgao
das diferentes agitacgdes estudadas. O comportamento de m €&
semelhante ao do Pm (r = 0,8427), ou seja, com o aumento da
agitacao até 250 rpm ocorreu um aumento significativo em pm

(de 0,044 para 0,098 horas™ 1

) . Ultrapassando-se essa agita-
cao ocorreu uma diminuicdo na velocidade especifica, porém
nao tdo brusca quanto o crescimento descrito anteriormente
(de 0,098 para 0,063 horas_l), apesar de que a variacao da
agitacgao foi maior. Provavelmente, a partir de uma determi-
nada agitacao, mantendo-se todos os demais parametros cons-

tantes, um tende a estabilizar. Os valores de Um avaliados

nestes ensaios mostraram-se reprodutiveis dentro de uma mar-
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gem de erro experimental (Tabela 3). Os resultados de i m pa-
ra 100, 150, 200 e 500 rpm foram semelhantes aos encontra-
dos por BONOMI et alii (1986), gque trabalharam com 230 rpm.
Os demais valores se aproximaram aos mostrados por LOPRETO
et alii (1973b). Os resultados obtidos por ASTURIAS (1989)
foram significativamente superiores aos encontrados neste
trabalho.

Em relacdo ao tempo de geracao (Tabela 4) verifi-
cou-se que para 100 e 150 rpm este valor foi bastante ele-
vado; 14,83 e 14,74 horas respectivamente. Os demais valo-
res de G foram significativamente semelhantes entre si, e
aproximadamente iguais aos valores encontrados por LOPRETO
et alii (1975). O menor resultado encontrado para G foi com
250 rpm; 6,5 horas. Constatou-se, também, que com o aumento
da agitacdo ocorreu uma diminuicdao de G, sendo que aci-
ma de 250 rpm G torna a elevar-se. O tempo de geracao
apresentou uma Otima correlagao com os valores de Pm
(r = -0,9503).

Além da concentracao celular, determinou-se também
a evolucao do pH para as diferentes velocidades de agita-
¢ao. Os valores do pH para cada tempo de desenvolvimento
estao mostrados no Apéndice 19. As variacdes do pH ficaram
compreendidas entre 6,91 e 8,00. De uma maneira geral, ob-
servou-se gque aumentando a velocidade de agitacao, os cul-
tivos tenderam a alcalinizar-se mais rapidamente (Tabela
5), confirmando a afirmacao feita por LOPRETO et alii (1973b).

Relacionando os valores do pH, da agitacao e do lo-
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TABELA 3 - Velocidade especifica de crescimento maxima
(km) , erro absoluto gue afeta (Ap) e erro re-
lativo que afeta a concentracdo celular (=) da
estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum, em
fermentador, para as diferentes velocidades de
agitacao estudadas.

AGITACAO Lm* * iy «
(xrpm) (n™h (h~h) (%)
100 0,0440 c* 0,0019 2.32
150 0,0546 c 0,0090 8,04
200 0,0613 ¢ 0,0048 5,78
230 0,0903 ab 0,0058 6,95
250 0,0983 a 0,0191 17,06
270 0,0708 abc 0,0163 19,33
300 0,0723 abc 0,0222 25,89
500 0,0628 bc 0,0013 17013

* 0Os valore
ficativam
maltipla
Apéndice

** Média de

s seguidos com a mesma letra nao diferem signi-
ente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
de Duncan. A analise de variancia encontra-se no
17

gquatro repetigdes
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TABELA 4 - Tempo de geracao em horas da estirpe SEMIA 587
de Bradyrhizobium japonicum, em fermentador, para as
diferentes velocidades de agitacgao estudadas. Mé-
dia de quatro repeticgdes.

AGITACAO TEMPO DE GERAGCAO
(rpm) (h)
100 14,83 a*
150 14,74 a
200 9,37 b
230 72582 b
250 6,51 b
270 1;19 b
300 7,09 b
500 9,70 ab

* Os valores seguidos com a mesma letra ndo diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
multipla de Duncan. A analise de variancia encontra-se no
Apéndice 18.
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garitmo da concentracdo celular, obteve-se a equagao:

2 6

? =4,79 x 10°° + 1,51 x 10 °.X" + 1,32.X"
onde ¥ representa o logaritmo do numero de células viaveis
por mililitro, X' a agitacgao utilizada e X" o pH encontra-
do. Estes trés parametros apresentaram uma correlacao de
0,7548, sendo gue a diferenca entre a soma de todos os va-
lores da concentracdao celular e de todos ¥ obtidos, foi in-
ferior a 0,01%. A andlise estatistica desta regressdo esta
representada no Apéndice 21.

O melhor desenvolvimento celular para a estirpe
SEMIA 587 de B. faponicum, em funcdo dos resultados obtidos,
foi alcangado quando se trabalhou com a velocidade de agi-
tacdo de 230 rpm. Nesta agitacdo, utilizando-se um inbculo
com uma concentracao celular de 8,0 x 108 células/ml, podde-

10 células/ml em 72 ho-

se obter, aproximadamente, 4,0 x 10
ras de processo, sendo esta concentragdo superior a recomen-
dada para a impregnacao do inoculante (VIDOR et alii, 1983).

£ importante lembrar gque esta agitacdao €& indicada
somente para as caracteristicas operacionais estudadas, ou
seja, fermentacdo em batelada em um fermentador de 5 litros
com 2,5 litros de volume util. Possivelmente, com a varia-
cao do volume de operagdo ou do modo de conducdo do proces-
so, a agitacao devera ser alterada para obter-se um bom ren-

dimento celular. Para a otimizacgao, seria necessario o mes-

mo estudo para diferentes volumes de operacao.
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TABELA 5 - Valores de pH obtidos apdos 12 horas de fermenta-
cao da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum
para as diferentes velocidades de agitacdo estu-
dadas. Média de guatro repetigodes.

AGITACAO

(rpm) BH
100 7,18 c*
150 7:,23 ¢
200 7,30 bc
230 7,33 bc
250 7,34 bc
270 7,47 ab
300 7,54 a
500 7,44 ab

* Os valores seguidos com a mesma letra ndo diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
multipla de Duncan. A analise de variancia encontra-se no
Apéndice 20.



9

4.2 Avaliacao da temperatura otima para o cresci-

mento da estirpe SEMIA 587 em fermentador

O crescimento microbiano, mostrado no Apéndice 22 e
representado na Figura 4, sofreu uma maior influéncia com a
variacao da temperatura do que com a variacao da agitacao
(item 4.1). Nenhum dos tratamentos apresentou semelhanca
significativa entre si, com excecao das temperaturas de 28
e 309C. Em funcdao desta semelhanca a curva correspondente a
temperatura de 309C nao foi representada na Figura 4. Obser-
vou-se que, com o aumento da temperatura até 289C, ocorreu
um incremento no desenvolvimento celular, e a partir dessa
temperatura um decréscimo (Figura 5).

Verificou-se, também, que as curvas referentes as
temperaturas de 26, 28, 30 e 349C (Apéndice 22 e Figura 4),
mostraram uma evolugdo semelhante até 24 horas de processo.
0 mesmo ocorreu entre as curvas de 22 e 289C. A concentracgao
celular obtida apds 120 horas, apresentou um coeficiente

10 células/ml, indicando assim sig-

de variacdo de * 1,5 x 10
nificativas diferencas na concentracao, decorrido este pe-
riodo. A maior concentracdo de B. japonicum obtida foi de
4,1 x 1010 células/ml, para 289C em 84 horas de fermentacao.

As curvas correspondentes as temperaturas de 22 e
3892C, apresentaram um declinio no crescimento celular nas
primeiras horas do processo, provavelmente devido & mudanca

drastica da temperatura entre o indéculo e o meio fermenta-

tivo. Posterior a este periodo de adaptacdo, elas demons-
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traram um comportamento semelhante as demais curvas.

A produtividade maxima (Tabela 6) aumentou signifi-
cativamente de 7,4 x 1010 para 4,8 x 1011 células/1l.h,
gquando a temperatura passou de 22 para 289C. A partir de
289C os valores de Pm diminuiram simultaneamente com o au-
mento da temperatura.

Os valores correspondentes a taxa de crescimento
(v) da fase exponencial (Tabela 7) demonstraram um compor-
tamento semelhante aos valores de Pm (r = 0,9655). Isso
significa que com o aumento da temperatura ocorreu, primei-
ramente, um aumento e depois um decréscimo nos valores de
v. Entretanto, apesar de nao apresentarem diferencas signi-
ficativas, o valor maximo obtido (6,1 x 108 células/ml.h)
nao foi a 289C, como na produtividade maxima, mas sim a
309C. Isso se deve ao fato de que, para o calculo de v,
utilizou-se as concentracgodoes celulares (inicial e final) da
fase de crescimento exponencial, sendo que a 309C estes va-
lores foram mais elevados do que a 28¢2C.

A analise dos dados referentes ao tempo de duracgao
da fase de crescimento exponencial (Tabela 7), mostrou que,
para as temperaturas de 28, 30 e 349C, tanto o inicio como
o término da fase exponencial foram significativamente se-
melhantes, apresentando uma duracao de 27,86 horas em mé-
dia. Para 22 e 389C, os dados também foram significativos
entre si. Nessas duas Ultimas temperaturas a fase de latén-
cia foi mais prorrogada do que as demais, em 22 e 20 horas

respectivamente. O valor referente ao inicio da fase expo-



TABELA 6 - Produtividade maxima em numero

de
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células por

litro e por hora da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhi-
zobium japonicum para as diferentes temperaturas de
operagao estudadas em fermentador. Méedia de qua-

tro repeticoes.

TEMPERATURA PRODUTIVIDADE MAXIMA
(eC) (células/1l.h)
22 7,35 x 1010 p*
26 1,33 x 162 b
28 4,75 x 101! a
30 4,64 x 10! a
34 2,41 x 10! ab
38 1,04 x 101! b

* 0Os valores seguidos com a mesma letra ndo diferem signi-

ficativamente

(P>0,05) de acordo com a prova de amplitude

multipla de Duncan. A analise de variancia encontra-se no

Apeéndice 23.



TABELA 7 - Duracao da fase
horas e a taxa de crescimento nesta fase (v) em
numero de células por mililitro e
estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum para
as diferentes temperaturas de operacao estudadas
em fermentador. Média de gquatro repeticoes.

crescimento

84

exponencial em

hora da

TEMPERATURA INICIO TERMINO DURACAO rks x 108
(eC) (h) (h) (h) (n2cel/h.ml)
27 22,00 41,33 19,33 b* 0,9792 1,47 c*
26 10,67 43,00 32,33 a 10,9978 2,27 bc
28 8,83 36,43 27,60 ab 0,9993 4,80 ab
30 9,67 39,33 29,66 a 0,9970 6,08 a
34 9,67 36,00 26,33 ab 0,9997 2,75 bc
38 20,33 40,67 20,34 b 00,9980 1,48 ¢

* Os valores seguidos com a mesma letra ndo diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
maltipla de Duncan. As analises de variancia encontram-se
nos Apéndices 24 e 25.

** 0 valor do coeficiente de correlacao foi utilizado como
critério para definir a duracao da fase de crescimento
1986) .

exponenc

ial

(BONOMI et alii,
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nencial, para a temperatura de operacao de 26°C, foi
intermediario aos valores discutidos anteriormente, entre-
tanto, para essa temperatura o tempo de duracdo foi o mais
elevado (32,33 horas).

O tempo de geracao (Tabela 8) foi o parametro que
apresentou maiores diferencas significativas entre os tra-
tamentos. O valor de G variou de 7,52 horas (para 289C) ate
10,85 horas (para 26°9C), nao seguindo uma tendéncia logica
para os resultados, entretanto, esses valores se assemelham
aos encontrados por LOPRETO et alii (1972) e LOPRETO et
alii (1975). De uma maneira geral, G aumentou com a tempe-
ratura, apresentando uma correlagao muito baixa com o tempo
de duracao (r = 0,0425), e média para com os demais parame-
tros: r = -0,7957 com Pm, r = -0,8713 comitm e r = -0,7727
com V.

Os resultados obtidos para a velocidade especifica
maxima (ym), mostrados na Tabela 9, ndo apresentaram dife-
rencas significativas entre si. Foram levemente superiores
aos encontrados por BONOMI et alii (1986), gue trabalhou a
309C, e também aos encontrados por LOPRETO et alii (1973b),
nesta mesma temperatura. Da mesma forma gue no item 4.1, oOs
valores de um estdao limitados por uma margem de erro expe-
rimental (ayu), também mostrado na Tabela 9. De certa forma
uMm seguiu a mesma tendéncia dos valores de Vv (r = 0,9446),
ou seja, com o aumento da temperatura até 289C ocorre um
acréscimo em um. A partir dessa temperatura um decresce,

porém mais lentamente (Figura 6).
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TABELA 8 - Tempo de geracdao em horas da estirpe SEMIA 587 de
Bradynhizobium japonicum para as diferentes tempera-
turas de operacéo estudadas em fermentador. Mé-
dia de quatro repetigdes.

TEMPERATURA TEMPO DE GERACAO
(eC) (h)

22 8,83 abc*
26 10,85 a

28 7.52 ¢

30 7,70 bc

34 9,89 ab

38 10,35 a

* Os valores seguidos com a mesma letra nao diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
multipla de Duncan. A analise de variancia encontra-se no
Apéndice 26.
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TABELA 9 - Velocidade especifica de crescimento maxima (ym),
erro absoluto que afeta u (ap) e erro relativo
que afeta a concentracado celular (¢) da estirpe
SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum para as dife-
rentes temperaturas de operacdo estudadas, em
fermentador.

TEMPERATURA pm * by @
(eC) ) (n™ 1 (%)
22 0,0534 a* 0,0115 20,44
26 0,0528 a 0,0057 6,85
28 0,0903 a 0,0058 6,95
30 0,0858 a 0,0159 14,21
34 0,0629 a 0,0075 6,70
38 0,0513 a 0,0129 15,45

* Os valores seguidos com a mesma letra nao diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude

multipla
Apéndice

de Duncan. A analise de variancia encontra-se no
27,

** Média de quatro repeticoes.
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Como no item anterior, também avaliou-se o compor-
tamento do pH ao longo do processo fermentativo, para as
diferentes temperaturas estudadas (Apéndice 28). O compor-
tamento do pH em relacao as diferentes temperaturas foi se-
melhante ao observado para as diferentes agitacgOes (item
4.1). Ao aumentar a temperatura de operacao, notou-se gue
o meio alcalinizou mais rapidamente (Tabela 10).

Relacionando-se o pH (X"), com a temperatura (X') e
o logaritmo da concentracdo celular (f), obteve-se a eqgua-
¢ao abaixo, que apresentou um coeficiente de correlacao de

0;7316:

2 =-4,60 - 0,04.X" + 2,09.X"

A variacao observada entre a soma dos resultados
experimentais da concentracao celular e a soma dos resulta-
dos obtidos utilizando-se a equacao acima, foi inferior a
0,0004%. A analise estatistica da regressao, esta descrita
no Apéndice 30.

Através da analise dos resultados obtidos neste ex-
perimento pode-se evidenciar que a melhor temperatura, para
o desenvolvimento da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobdium japo-
nicum, foi a de 289C. Este valor coincide com os valores
descritos por ALLISON & MINOR (1940) citados por BURRIS &
WILSON (1945), DATE (1959) citado por ROUGHLEY (1970), FAO
(1975), BALATTI (1976), BURTON (1979), THOMPSON (1980), BA-

LATTI (1981), GONZALEZ (1984), JORDAN (1986) e VIERA (1986)
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TABELA 10 - Valores de pH obtidos apds 12 horas de fermen-
tacdo da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium fapo-
nicum para as diferentes temperaturas de opera-
cdo estudadas. Média de quatro repetigoes.

TEMPERATURA pH

(eC)

22 7,16 a*
26 7:23 ¢
28 7,33 b
30 7,36 b
34 7,46 a
38 7,34 b

* Os valores seguidos com a mesma letra nao diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
miltipla de Duncan. A analise de variancia encontra-se no
Apéndice 29.
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para a incubagao desse microrganismo.

4.3 Avaliacdao da capacidade competitiva entre as es-
tirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 em caldo nutriti-

VO

Com base nas curvas de crescimento obtidas em 120
horas de processo fermentativo (Apéndice 31 e Figura 7),
observou-se que o tratamento com a estirpe SEMIA 587 apre-
sentou uma maior producéo celular. Esse tratamento e o tra-
tamento com a mistura das duas cepas ndo diferiram signifi-
cativamente entre si, entretanto, mostraramresultados esta-
tisticamente superiores ao tratamento com a estirpe SEMIA
5019. POde-se observar também, que as maiores concentracoes
foram obtidas pela estirpe SEMIA 587 (3,98 x 10° células
viaveis/ml), e gque o tratamento mistura mostrou valores in-
termediarios aos tratamentos com as estirpes isoladas. Este
comportamento, entre os tratamentos, & também confirmado
através dos dados expressos nas Tabelas 11, 12 e 13.

Quanto a duracdo da fase de crescimento exponencial,
O tratamento com a estirpe SEMIA 587 foi o que apresentou um
menor intervalo (27,66 horas) e também a fase de laténcia
mais curta (18,67 horas). O tratamento com a mistura apre-
sentou valores intermediarios aos tratamentos com as estir-
pes isoladas. Isso indica a influéncia da estirpe SEMIA 587
no crescimento celular da mistura.

O tratamento que apresentou a maior taxa de cresci-
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mento correspondeu ao da estirpe SEMIA 587 (Tabela 11), nao
diferindo estatisticamente do tratamento mistura. Esses
dois tratamentos diferiram ao da estirpe SEMIA 5019, que
mostrou o menor valor.

Os valores da velocidade especifica maxima (um), a-
presentados na Tabela 12, mostram-se reprodutiveis dentro
da margem de erro experimental (Apn). As diferencas entre os
valores de uym nos ensaios fermentativos devem-se basicamen-
te & existéencia de condigcOes distintas entre os tratamen-
tos. A estirpe SEMIA 587 demonstrou como no item 4.1 e 4.2,
para as mesmas condigOes operativas (282C; 0,5 vvm e 230
rpm), um valor de Um elevado. Esse foi o Unico parametro em
gue nao predominou o comportamento da estirpe SEMIA 587 no
tratamento mistura. Provavelmente, pelo fato deste valor
ser determinado nas primeiras horas de processo, e neste
periodo a estirpe SEMIA 587 ainda ndo havia predominado
sobre a estirpe SEMIA 5019 na mistura.

Os tempos de geragao (Tabela 13), apesar de diferi-
rem significativamente, encontram-se dentro de uma faixa de
8,18 a 15,00 horas. A estirpe SEMIA 587, novamente apresen-
tou o melhor resultado (8,18 horas). Varios autores encon-
traram valores semelhantes, como LOPRETO et alii (1972),
LOPRETO et alii (1973b), LOPRETO et alii (1975) e MAZZA et
alii (1976).

Os diferentes valores da produtividade maxima (Pm),
encontrados neste trabalho através de medidas da concentra-

cao celular, podem ser justificados pelo erro experimental
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TABELA 11 - Duracdo da fase de crescimento exponencial e
taxa de crescimento (v) para os tratamentos com
as estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019 e com a mis-
tura das duas em fermentador. Média de gquatro
repeticoes.

TRATAMENTOS
PARAMETROS M SR
SEMIA 587 SEMIA 5019 (587+5019)

INICIO (horas) 18,67 29,33 24,00
TERMINO (horas) 46,33 02,67 73,00
DURACAO (horas) 27,66 c* 63,34 a 49,00
COEFICIENTE DE

CORRELACKOY/ 0,9988 0,9961 0,9998
vX 10+8

(n® células/ml.h) 4,13 a 1,85 b 3,73 a

1/ 0 valor do coeficiente de correlacdo foi utilizado como
critério para definir a duracdo da fase de crescimento
exponencial (BONOMI, 1986).

* Médias por linha, seguidas com a mesma letra, nd3o diferem
significativamente (P>0,05) de acordo com a prova de am-
plitude miltipla de Duncan. As analises de varidncia en-
contram-se nos Apendices 32 e 33.
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TABELA 12 - Velocidade especifica de crescimento maxima
(km) , erro absoluto que afeta ¥ (ap) e erro re-
lativo que afeta a concentracgao celular (c¢) pa-
ra os tratamentos com as estirpes SEMIA 587 e
SEMIA 5019 isoladamente, € com a mistura das
duas, em fermentador.

1f

Em Au &
TRATAMENTOS (%)
(horas-l)
SEMIA 587 0,0806 a* 0,0058 13,73
SEMIA 5019 0,0337 b 0,0062 14,85
MISTURA (587+5019) 0,0360 b 9,7x10”11  2,3x10”7

1/ Média de quatro repetigdes.

* Os valores seguidos com a mesma letra, nao diferem sig-
nificativamente (P>0,05) de acordo com a prova de ampli-
tude multipla de Duncan. A analise de variancia encon-
tra-se no Apéndice 34.
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TABELA 13 - Tempo de geracgao (G) e produtividade méxima (Pm)
para os tratamentos com as estirpes SEMIA 587 e
SEMIA 5019 isoladamente, e com a mistura das

duas, em fermentador. Média de quatro repeti-
coes.

G Pm
TRATAMENTOS
(horas) (n® células/l.h)
11
SEMIA 587 8,18 c* 4,06 x 10 a
SEMIA 5019 15,00 a 1,36 x 101! ¢
MISTURA (587+5019) 10,14 b 2,69 x 101 b

* As médias por coluna seguidas com a mesma letra, nao dife-
rem significativamente (P>0,05) de acordo com a prova de
amplitude maltipla de Duncan. As andlises de variancia en-
contram-se nos Apéndices 35 e 36.
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intrinseco a esta medida (BONOMI, 1987). A maior produtivi-
dade foi obtida pela estirpe SEMIA 587, sendo significati-
vamente diferente dos outros dois tratamentos.

Outro parametro avaliado foi o consumo do substrato
(glicerol), em funcdao do tempo de desenvolvimento do pro-
cesso (Apéndice 37 e Figura 8, 9 e 10). Através dele pode-
se calcular o valor do rendimento celular em relacao ao
substrato (Tabela 14). As curvas de consumo de substrato
mostram um comportamento inverso, mas proporcional as de
formacdo de biomassa. Observa-se no Apéndice 37, que tanto
no tratamento com a estirpe SEMIA 587 quanto no tratamento
com a mistura das estirpes, o substrato foi praticamente
todo consumido, em 120 horas de processo. Entretanto estes
tratamentos ndo sdo significativamente semelhantes. Isso,
se deve ao fato de que a estirpe SEMIA 587, isoladamente,
consumiu mais rapidamente o glicerol do que quando mistura-
da com a estirpe SEMIA 5019 (Figuras 8 e 10). A estirpe SEMIA
5019 consumiu apenas 57% do substrato, enquanto que a estir-
pe SEMIA 587 e a mistura consumiram 90 e 87%, respectivamen-
te.

Para o calculo do rendimento celular em funcao do
substrato (Y), foi necessaria a avaliagao da concentracgao
celular inicial e final em gramas de rhizdébio por litro de
meio. Os valores de Y foram semelhantes aos encontrados por
BONOMI et alii (1986), que por sua vez explica que os ele-
vados valores obtidos, podem ser decorrentes do consumo do

extrato de levedura utilizado como fonte de carbono prefe-
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mentador. Média de quatro repetigoes.
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TABELA 14 - Valor inicial e final da concentracao celular em
gramas por litro e os valores do rendimento ce-
lular em funcdao do substrato (Y) para os trata-
mentos com as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019
isoladamente, e com a mistura das duas em fer-
mentador. Média de quatro repeticdes.

CONCENTRACAO (g/1) Y
TRATAMENTOS

INICIAL FINAL (g cél/g glic)
SEMIA 587 1,66 6,82 0,578 a*
SEMIA 5019 1,65 5,29 0,620 a
MISTURA
(587+5019) 1,66 6,04 0,501 a

* As médias por coluna seguidas com a mesma letra ndo dife-
rem significativamente (P>0,05) de acordo com a prova de
amplitude miltipla de Duncan. A andlise de variancia en-
contra-se no Apéndice 38.
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rencial ao glicerol. Para os trés tratamentos, os valores de
Y foram significativamente semelhantes.

Relacionando todos esses parametros obteve-se altas
correlacoes entre o tempo de duracao da fase exponencial e
os demais: r = -0,9333 para ¥m, r = 0,9382 para G e
r = -0,%%44 para Pm. Outras relagOes gque apresentaram valo-
res elevados de correlacao foram: v com Pm (r = 0,9326), v
com o tempo de geracdo (r = -0,9926) e o tempo de geragao
com a produtividade maxima (r = -0,9695). Entretanto, houve
uma baixa correlacdo de Y com os demais par@metros, r va-
riou de 0,1235 até 0,6583, demonstrando que a avaliacdo da
cinética de crescimento através do rendimento celular em
funcao do substrato pode induzir a erros de interpretacao,
principalmente a nivel de dimensionamento do processo.

Como nas etapas anteriores, determinou-se também a
variacao do pH em funcao do tempo de processo. Os valores
do pH para cada tratamento estdo apresentados no Apéndice
39 e representados na Figura 11. Através do grafico pH ver-
sus tempo (Figura 11), observou-se que a estirpe SEMIA 5019
alcalinizou mais rapidamente o meio fermentativo do que os
demais tratamentos. A mistura das estirpes proporcionou os
menores valores de pH no decorrer do processo fermentativo.
Segundo LOPRETO et alii (1972), a medida gque o© processo
avanca o valor do pH tende a elevar-se, alcalinizando o
meio. Entretanto, independente do tratamento, pode-se ob-
servar nas curvas de evolucdo do pH que os trés cultivos

tenderam a valores compreendidos entre 7,65 e 7,73 ao final
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fermentador. Média de quatro repetigoes.
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do processo. LOPRETO et alii (1975) notaram o mesmo compor-
tamento para diversas cepas de Rhizobium japonicum, salientan-
do o intervalo de pH entre 7,6 e 7,8 apos 100 horas de pro-
cesso.

A identificacdo soroldgica das colonias no trata-
mento mistura das estirpes indicou que no decorrer da fer-
mentacao a estirpe SEMIA 587 sobrenumerou a estirpe SEMIA
5019. As percentagens de cada sorogrupo em funcao do tempo
de desenvolvimento estdo indicadas na Tabela 15. Nao reali-
zou-se analise no instante inicial (tempo 0) porque a con-
centracao das duas estirpes foi ajustada em uma proporcao
de 1:1. Observa-se na Figura 12 que a estirpe SEMIA 587 au-
menta sua proporcao de 50 para 69,07% em 120 horas de pro-
cesso, ao passo que a estirpe SEMIA 5019 diminuiu de 50 pa-
ra 30,93%. 0 diagrama de barras mostra, para cada tempo de
desenvolvimento, a relacdo percentual de cada estirpe. Cada
barra corresponde a concentracao celular num dado instante,
sendo a parte escura a percentagem da estirpe SEMIA 5019 e
a clara, da estirpe SEMIA 587. Esse diagrama mostra visual-
mente o aumento crescente, da estirpe SEMIA 587, descrito
no Apéndice 31.

A diminuicdo percentual da ocorréncia da estirpe
SEMIA 5019, nao significa que esta tenha reduzido sua con-
centracao celular ao longo da fermentacdo, indica porém,
que apresentou um desenvolvimento menor em relacao a estir-
pe SEMIA 587. Provavelmente este efeito de sobrenumeracgao

se deve ao fato da estirpe SEMIA 587 ser mais competitiva e
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TABELA 15 - Numero e percentagem de ocorréncia das estir-

pes SEMIA 587 e SEMIA 5019 nas colonias tipifi-
cadas, para os respectivos tempos de desenvol-
vimento, em fermentador.

SOROGRUPOS
NOMERO DE
TEMPO COLONIAS NOMERO DE COLONIAS %

(h) TIPIFICA- SEMIA SEMIA SEM SEMIA SEMIA
DAS 587 5019 REACAO 587 5019
24 1066 565 498 3 53,15 46,85
48 694 366 320 8 53,35 46,65
72 614 356 254 4 58,36 41,64
96 940 610 328 2 65,03 34,97
120 1680 1157 518 5 69,07 30,93
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FIGURA 12 - Representacdo do logaritmo da concentracao ce-
lular do tratamento mistura (587+5019) para os
diferentes tempos de desenvolvimento em fermen-
tador, indicando a percentagem da estirpe SEMIA
587 ( ) em relacado a estirpe SEMIA 5019 ( ).
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mais eficiente no crescimento, ou ainda devido a formacéao
de alguma substancia inibidora para o crescimento da estir-
pe SEMIA 5019, também pode-se evidenciar a diferenga signi-
ficativa entre os tempos da geracao das duas estirpes. En-
tretanto, como ja foi observado anteriormente, a estirpe
SEMIA 5019 apresentou um desenvolvimento inferior ao da es-
tirpe SEMIA 587, mesmo quando desenvolvida isoladamente. No
Apéndice 39 sdao mostrados os valores da concentracao celular
para cada estirpe em relacao ao tratamento mistura, os valo-
res estdo expressos pelo logaritmo do numero de células via-
veis por mililitro. As curvas referentes a estes dados es-
tdo representadas na Figura 13. Observa-se que a curva do
tratamento mistura difere significativamente das curvas cor-
respondentes a estirpe SEMIA 587 e SEMIA 5019, entretanto,
estas duas nao diferem entre si. Outro ponto a ser levanta-
do € gque o comportamento das duas estirpes se mantem seme-
lhante até atingir-se aproximadamente 55 horas de processo,
a partir de entdo a estirpe SEMIA 587 desenvolve-se rapida-
mente enquanto que a estirpe SEMIA 5019 praticamente esta-

biliza seu crescimento.

4.4 Avaliacao do potencial de fixacdo de nitrogénio
e capacidade competitiva por sitios de nodula-

cao

A efetividade simbidtica das estirpes foi determi-

nada pelos parametros: produgao de matéria seca na parte
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aérea, numero de nodulos e peso de nddulos secos, sendo Os
dados médios apresentados na Tabela 16.

A capacidade das estirpes de fixar nitrogénio
atmosférico, ndo correspondeu com a habilidade das mesmas
de formar massa nodular. Estes resultados concordam com Os
obtidos _or ANDRADE (1986), gue trabalhou com diversas ce-
pas de Rhizobium Leguminosarum biovar, Lnifelid, e por PERES &
VIDOR (1980), onde a estirpe de Rhizobium faponicwn SEMIA 5020,
mesmo nodulando razoavelmente bem, em quatro cultivares de
soja, determinou baixo nitrogénio total e baixo peso de ma-
téria seca nas plantas inoculadas.

O nitrogénio total apresentou alta correlacdo com O
rendimento de matéria seca da parte aérea (r = 0,9881),
concordando com os resultados obtidos por LOPES et alii
(1976); OLIVEIRA (1982); PEREIRA (1983) e DIONISIO (1985).
Entretanto, a correlacdao do peso de nodulos com esses para-
metros foi menor, r = 0,7232 para matéria seca e r = 0,7723
para o nitrogénio total; demonstrando, de certa maneira, que
a avaliacdo das estirpes em fixar nitrogénio através do peso
de nddulos (DOBEREINER et alii, 1966) pode induzir a alguns
erros de interpretacao. A correlacao do numero de nodulos
com os demais parametros foi significativamente menor que
as correlacoes anteriores, r = 0,5647 para o nitrogénio to-
tal, r = 0,4824 para o peso de nodulos e r = 0,3670 para a
matéria seca.

Relacionando o numero e o peso de nodulos, obser-

va-se que para os tratamentos <com as estirpes isoladas,
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TABELA 16 - Numero de ndédulos, peso dos nddulos, rendimento

de matéria seca da parte aérea e nitrogénio to-
tal na parte aérea de soja, da cultivar Bragg,
inoculada com diferentes suspensOes bacterianas
das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 de Bradyrhi-
zobium faponicum em areia e solucdo nutritiva. Mé-
dia de cinco repetigoes.

NOMERO DE PESO DOS MATERIA SECA NITROGENIO
TRATAMENTOS NODULOS NODULOS (g/vaso) TOTAL

POR VASO (mg/vaso) (mg/vaso)
SEMIA 587 88 c* 296 ab 4,312 B 124 b
SEMIA 5019 130 ab 311 a 3,86 b 113 b
TF]1** 151 a 282 ab 4,54 b 142 b
TP** 92 ¢ 201 bc 4,28 b 126 b
TP2** 106 bc 254 ab 4,17 b 119 b
TP3** 95 ¢ 120 ¢ 2,64 bc 64 bc
SEM INOCULA-
CAO E SEM N2 0 0 1,27 ¢ 16 ¢
SEM INOCULA-
CEO E COM N, 0 0 6,69 a 251 a

* Médias por
significat

coluna seguidas pela mesma letra nao diferem
ivamente (p>0,05), pelo teste de Duncan. As ana-

lises de variancia estao apresentadas nos Apéndices 41,

42, 43 e 4

*%* Especific

4.

acao dos tratamentos no Apéndice 9.
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apesar de ter-se uma nodulac¢ao menos significativa com a es-
tirpe SEMIA 587 (88 nodulos por vaso), esta apresentou ren-
dimento de 3,36 mg por ndédulo, enquanto gue a estirpe SEMIA
5019 obteve 2,39 mg por nodulos. Este fato ressalta a me-
lhor eficiéncia da estirpe SEMIA 587 em relacdao a SEMIA
5019, justificando também os resultados obtidos para a ma-
téria seca e o nitrogénio total nesses dois tratamentos.
Esses resultados mostram, também, que o numero de noéddulos
nao € um bom parametro para indicacao da eficiéncia de fi-
xacdo do nitrogénio, assemelhando-se as observacgOes feitas
por outros pesguisadores (RIBEIRO et alii, 1986; VIDOR et
alii, 1972 e MOROTE, 1989).

Nos dados médios referentes a matéria seca da parte
aérea, os maiores resultados corresponderam ao tratamento
testemunha nitrogenada e ao tratamento com a mistura TFl
(69,07% da estirpe SEMIA 587 e 31,93% da estirpe SEMIA
5019) com 6,69 e 4,54 g de matéria seca por vaso, respecti-
vamente. Os menores valores foram obtidos com o tratamento
testemunha ndao nitrogenada e com a mistura TP3 (30% da es-
tirpe SEMIA 587 e 70% da estirpe SEMIA 5019). Em relacao
aos tratamentos com as estirpes isoladas, apesar de nao ter
sido observado diferencga estatisticamente significativa,
houve um maior rendimento na inoculacao com a estirpe SEMIA
587 do que com a SEMIA 5019. Com a estirpe SEMIA 587 obte-
ve-se 4,12 g de matéria seca por vaso e com a estirpe SEMIA
5019, 3,86 g de matéria seca por vaso. Pode-se observar, na

Tabela 16, que o rendimento de matéria seca entre os trata-
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mentos com as estirpes isoladas e nas misturas (TFl; TP1,
TP2 e TP3), ndo apresentou diferenca significativa quando
analisado estatisticamente. Entretanto, avaliando-se o com-
portamento dos resultados numéricos, nota-se gque O0s bons
pesos de matéria seca obtidos no tratamento com a mistura
TF1 devern: estar relacionados com a eficiéncia competitiva da
estirpe SEMIA 587 e também com o fato dessa mistura ter si-
do obtida através de uma fermentacao em conjunto. Nota-se,
também, que aumentando a concentracao da estirpe SEMIA 587
de 30 para 70% nos tratamentos TP3, TP2 e TPl respectivamen-
te (obtidos sem ter havido um crescimento conjunto em fer-
mentador, com a estirpe SEMIA 5019), aumenta também o ren-
dimento de matéria seca de 2,64 para 4,28 g por vaso.

Analisado os dados sobre nitrogénio total no tecido
(Tabela 16), verifica-se gque esses apresentaram um compor-
tamento semelhante aos da matéria seca em relacao aos tra-
tamentos efetuados. Os tratamentos com as estirpes isoladas
e com as misturas TF1l, TP1l, TP2 e TP3 nao diferiram signi-
ficativamente entre si, somente com os tratamentos testemu-
nhas (nitrogenado e nao nitrogenado). Apenas a mistura TP3
(30% SEMIA 587 + 70% SEMIA 5019) apresentou semelhanca sig-
nificativa com a testemunha nao nitrogenada. As diferencas
no potencial das estirpes em fixar nitrogénio podem ser ex-
plicadas pelas caracteristicas da propria estirpe de rhi-
z6bio, como a taxa de fixacdo ou o periodo real de fixagao
do nitrogenio (VOSS, 1981).

Como ja foi visto anteriormente, o tratamento com a
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mistura TF1 obteve os melhores resultados para matéria seca
e nitrogénio total (excluindo o tratamento testemunha ni-
trogenado), contudo esse tratamento teve uma baixa relacao
entre o peso e o numero de nbédulos (1,87 mg por nddulo).

A identificacdo soroldgica dos nddulos (Tabela 17)
indicou cue a maioria foi induzida pela estirpe SEMIA 587,
gue ocupou um minimo de 42,21% no tratamento com a mistura
TP3 e um maximo de 97,67% com a mistura TFl, engquanto gque a
estirpe SEMIA 5019 obteve um maximo de 57,79% com a mistura
TP3. A alta percentagem de ocupacdao dos noédulos pela estir-
pe SEMIA 587, no tratamento TF1l, explicaria a semelhanca de
rendimentos de matéria seca e nitrogénio total ao obtido
com a inoculacao individualizada da estirpe SEMIA 587. Po-
de-se observar, também na Tabela 17, gque existe uma relacao
entre a concentracdo das estirpes nos inoculos e o efeito
de nodulacdao. OcupacOes de 75% dos nddulos, segundo SINGLE-
TON e STOCKINGER (1983) citado por MOROTE (1989), pela es-
tirpe efetiva & suficiente para proporcionar até 95% de acu-
mulacao de nitrogénio pela planta. Comparando-se os resul-
tados dos tratamentos TF1l e TPl, a percentagem da estirpe
SEMIA 587 foi superior no primeiro, provavelmente devido ao
fato deste indculo ter sido produzido em uma fermentacao
conjunta, possibilitando uma maior adaptabilidade da estir-
pe SEMIA 587 sobre a estirpe SEMIA 5019.

A presenca de mais de um sorogrupo de rhizdbio no
mesmo nodulo, tem sido demonstrada por varios trabalhos

(BROCKWELL et alii, 1977; BROMFIELD & JONES, 1980; PEREIRA,
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TABELA 17 - Numero e percentagem de ocorréncia das estirpes
de Bradyrhizobium japcnicum nos ndédulos de soja, da
cultivar Bragg, semeada em areia e caldo nutri-
tivo, em resposta a inoculacdo com as estirpes
SEMIA 587 e SEMIA 5019 individualmente e com a
mistura destas (TF1l, TP1l, TP2 e TP3).

NOMERO DE SOROGRUPOS
TRATAMENTOS NODULOS OCUPACAO DOS NODULOS %
TIPIFICADOS SEMIA SEMIA SEM SEMIA SEMIA
587 5019 REACEO 587 5019

SEMIA 587 124 114 0 10 100,0 0,0

SEMIA 5019 51 0 43 8 0,0 100,0

TF1% 103 84 2 15 957 3.7 23

TP1* 140 108 24 7 81,8 18,2

TpP2* 312 176 122 14 58,1 40,9

TP3* 165 65 89 13 42,2 57,8

* Especificacdo dos indculos nos tratamentos TFl, TPl, TP2
e TP3, encontra-se no Apéndice 9.
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1983; LOVATO, 1984 e LINDEMANN et alii, 1974), entretanto
niao foram considerados nos calculos pois a percentagem de
infeccoes multiplas foi muito pequena, na ordem de 1,9% com
a mistura TPl. Os demais tratamentos nao apresentaram esse
tipo de comportamento.

A mistura TFl, se nao for considerada a analise
estatistica, foi o tratamento que apresentou maior efetivi-
dade, mas foi menos significativo na formagao de nddulos. A
estirpe SEMIA 587 apresentou uma boa competitividade quando
misturada com a estirpe SEMIA 5019, e uma boa capacidade de
fixar nitrogénio tanto isoladamente guanto em mistura (Tabe-
la 16 e 17). Estatisticamente os tratamentos TFl, TPl, TP2
e TP3 nao apresentaram diferencas significativas guanto ao

peso de matéria seca e ao nitrogénio total.

4.5 Avaliacdo da sobrevivéncia e competigcao em tur-

fa esterilizada

A capacidade de absorcgao de agua, na turfa ja tra-
tada, foi de aproximadamente 65%, tanto utilizando-se o mé-
todo proposto por SOMASEGARAN & HOBEN (1985), ou pelo méto-
do empirico descrito no Apéndice 12. Através deste resulta-
do e do valor da umidade contida na turfa (9,8%) determi-
nou-se o volume de indculo necessario para se obter uma umi-
dade final proxima a 40%. Outro parametro importante a ser
discutido, €& a perda de umidade do inoculante armazenado. A

Figura 14 mostra uma curva gue relaciona esse parametro com
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o tempo de armazenamento. Pode-se notar trés regides distin-
tas nessa curva: uma queda acentuada da umidade nos quatro
primeiros dias, um periodo de decréscimo linear de 47 dias
e uma de estabilizacgdo apds 51 dias de armazenamento. A fa-

se linear pode ser representada pela equagao:

y = -0,0636.x + 42,8092

onde y € a umidade em percentagem € X 0 tempo de armazena-
mento em dias. Para os dados analisados obteve-se uma cor-
relacao bastante significativa (r = 0,9989), acarretando em
uma perda de umidade semanal de 0,381%.

Os dados de sobrevivéncia do rhizdobio em turfa
estéril encontram-se no Apéndice 45 e estdo plotados na Fi-
gura 15. O tratamento TF1 (69,07% SEMIA 587 + 30,93% SEMIA
5019) nao diferiu significativamente do tratamento com a
estirpe SEMIA 587 isolada, entretanto esses diferiram dos
demais (TP2 e SEMIA 5019), que por sua vez nao diferiram
entre si. Os declinios mais acentuados da populacidoc de B.
japonicum foram obtidos no tratamento com a estirpe SEMIA
5019 e com o indoculec TP2, observando-se em 180 dias, um de-
créscimo em relagdo a populacao inicial de 89 e 82% res-
pectivamente. O tratamento TF1l decresceu 46%, enquanto a es-
tirpe SEMIA 587 ocasionou apenas um decréscimo de 37%. Con-
tudo, nenhum dos tratamentos mostrou um declinio drastico na
populagao, e a menor concentracao celular obtida foi de

3;5 % 108 cel/g para o tratamento com a estirpe SEMIA 5019.



118

Como consegliéncia, a taxa de multiplicacdao ndo € muito in-
ferior a taxa de mortalidade, provocando declinios pouco
acentuados da populacdo microbiana.

Considerando-se ainda a Figura 15, observa-se que
para todos os tratamentos, de um modo geral, ocorre um au-
mento na concentracao celular no primeiro més de incubacao,
um decréscimo acentuado nos dois meses seguintes e um de-
créscimo suave durante os outros trés meses. A estirpe
SEMIA 587 foi a que mais aumentou a populagaoc no primeiro
més de armazenagem, sendo este comportamento visivelmente
significativo.

Para melhor avaliacdao desses resultados, os dados
foram representados na Tabela 18 sob a forma de taxa sema-
nal de mortalidade. Comparando-se esses resultados com o©s
obtidos por FREIRE & JONES (1964), FREIRE & JONES (1963),
VINCENT (1958) e DATE (1976), verifica-se que a taxa de
mortalidade para os tratamentos TP2 e SEMIA 5019 foram sig-
nificativamente maiores gue os retratados na literatura. En-
tretanto, os valores da taxa de mortalidade (x) para os
tratamentos TF1l e SEMIA 587 foram bastante condizentes com
os obtidos pelos pesquisadores anteriormente citados.

Os resultados da taxa de mortalidade acentuam o
comportamento, ja mencionado, da estirpe SEMIA 5019, ou se-
ja, esta apresentou um maior declinio no numero de células
por grama de inoculante do que oOs outros tratamentos. Se-
gundo DANSO & ALEXANDER (1974) estas diferencas podem estar

relacionadas com possiveis efeitos protetores exercidos pe-
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la turfa sobre a sobrevivéncia do Bradyrhizobium, em funcao do
seu alto percentual de matéria orgédnica.

Os dados referentes a competicao das estirpes SEMIA
587 e SEMIA 5019 nos tratamentos TFl e TP2 estdao represen-
tados nas Tabelas 19 e 20, nas Figuras 16, 17, 18 e 19 e
nos Apéndices 49 e 50.

Em relacdo ao tratamento TFl, observou-se que a es-
tirpe SEMIA 587 praticamente dominou a concentragao celular
no inoculante, ap0s o0s seis meses de incubacdo. No trata-
mento TP2, essa estirpe também sobrenumerou a estirpe SEMIA
5019, porém nao tao significativamente como no tratamento
TFl. O percentual de cada estirpe em cada periodo de incu-
bacao esta mostrado nas Figuras 16 e 17, sobre a forma de
diagrama de blocos. A estirpe SEMIA 5019 apresentou um de-
créscimo de 82% na sua concentracao celular para o tratamen-
to TF1 e de 88% no tratamento TP2. Aparentemente essa ava-
liacao contradiz o que foi citado anteriormente, entretanto
apesar de ter ocorrido um maior declinio da concentrag¢ao no
tratamento TP2, a relagdo entre esta estirpe (SEMIA 5019) e
a SEMIA 587 nao & significativa (Tabela 19). Foi bastante
similar, o comportamento das curvas de sobrevivéncia (Figu-
ras 18 e 19) para as estirpes consideradas isoladamente, em
relagdo a curva total dos respectivos tratamentos. Isso sig-
nifica que além da competicdo ja demonstrada, existe uma a-
dequacaoc das estirpes ao meio (turfa) e também ao proprio
efeito competitivo.

Pode-se, a partir dos resultados sobre a competicgao
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TABELA 18 - Taxa semanal de mortalidade (k) dos inoculantes
com Bradyrhizobium japonicum para os tratamentos com
as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 isoladamen-
te, e as misturas TF1l (69% SEMIA 587 + 31% SEMIA
5019) e TP2 (50% SEMIA 587 + 50% SEMIA 5019).
Média de quatro repeticdes.

TAXA DE MORTALIDADE

TRATAMENTOS -
(semanas )
SEMIA 587 0,033 b*
SEMIA 5019 0,161 a
TF1 0,044 ab
TP2 0,125 ab

* Os valores seguidos com a mesma letra nao diferem signi-
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude
multipla de Duncan. A analise de variancia encontra-se no
Apéndice 46.
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TABELA 19 - Percentagem de ocorrencia das estirpes SEMIA

587 e SEMIA 5019 de Bradyrhizobium japonicum nas co-
lonias tipificadas para o tratamento TF1 (69%
SEMIA 587 + 31% SEMIA 5019) nos respectivos pe-
riodos de incubacao.

SOROGRUPOS
PERTODO BE.  NOMERD DE NOMERO DE COLONIAS 7
INCUBACAO COLONIAS SEMIA  SEMIA SEM SEMIA  SEMIA
(dias) TIPIFICADAS 587 5019  REAGAO 587 5019
0 974 680 291 3 70,03 29,97
15 768 543 220 5 71,17 28,83
30 716 520 189 7 73,34 26,66
60 1044 813 224 7 78,40 21,60
90 1168 988 174 6 85,03 14,97
120 922 817 100 5 89,09 10,91
150 1002 888 107 7 89,25 10,75
180 810 719 82 9 89,76 10,24
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TABELA 20 - Percentagem de ocorréncia das estirpes SEMIA

587 e SEMIA 5019 de Bradyrhizobium japonicum nas co-
lonias tipificadas para o tratamento TP2 (50%
SEMIA 587 + 50% SEMIA 5019) nos respectivos pe-
riodos de incubacao.

SOROGRUPOS
PERIODO DE NOMERO DE NOMERG. DE COLDNIAS g
INCUBAGCAO COLONIAS SEMIA  SEMIA SEM SEMIA  SEMIA
(dias) TIPIFICADAS 587 5019  REACAO 587 5019
0 880 442 438 0 50,23 49,77
15 840 442 396 2 52,74 47,26
30 818 472 345 1 57,77 42,23
60 1148 696 447 5 60,89 39,11
90 654 412 240 2 63,19 36,81
120 778 497 280 1 63,96 36,04
150 1310 841 466 3 64,35 35,65
180 1004 653 348 3 65,23 34,77
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7334 %
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Representacdo do logaritmo da concentracidao ce-
lular do tratamento TFl1 para os diferentes pe-
riodos de incubacao, indicando a percentagem da
estirpe SEMIA 587 (C—J) em relacao a estirpe
SEMIA 5019 (u=m).
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no inoculante, justificar os valores encontrados para a ta-
xa de mortalidade (Tabela 18). Como a estirpe SEMIA 587 pre-
dominou no tratamento TF1l, este apresentou um valor de
proximo ao da estirpe SEMIA 587 quando inoculada isolada-
mente. No tratamento TP2, essa estirpe também predominou,
porém a ciferenca entre ela e a estirpe SEMIA 5019 foi bem
menor, prevalecendo, entdo, o comportamento desta Gltima
estirpe. Logo a avaliacdo da taxa de mortalidade é signifi-
cativa na analise da sobrevivéncia de Bradyrhizobium em turfa
estéril.

Um outro ponto importante, a ser comentado, foi a
eficiéncia da tindalizacdo como método de esterilizacado da
turfa. O uso desta técnica proporcionou uma perda, por con-

taminacdo, inferior a 1% (dos inoculantes produzidos).



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados e nas condigcOes em que a

pesquisa foi conduzida, pode-se concluir que:

O melhor desenvolvimento celular para a estirpe SEMIA
587 de Bradyrhizobium japonaicum, ocorreu quando utilizou-se
282C como temperatura de operacao e 230 rpm como veloci-
dade de agitacao.

Aumentando-se a velocidade de agitacdo até 250 rpm ocor-
reu um acréscimo no crescimento celular da estirpe SEMIA
587 em fermentador, sendo que acima deste valor de agi-
tacdo o crescimento & reduzido significativamente.

Acima e abaixo de 28-309C, o crescimento celular da es-
tirpe SEMIA 587 & prejudicado, diminuindo conseqliente-
mente a producao de biomassa.

Os valores da taxa de crescimento (y), da produtividade
maxima (Pm) e da velocidade especifica maxima (:m) apre-
sentaram a mesma tendéncia do crescimento celular tanto
com a variacdo da agitagdo quanto com a variacao da tem-
peratura. O tempo de geracdo (G) e tempo de duracao da
fase exponencial apresentaram, por sua vez, um comporta-
mento inverso.

A variacao da temperatura afetou mais significativamente
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0 crescimento celular da estirpe SEMIA 587, no processo
fermentativo, do que a variacao da velocidade de agita-
gao.
6. Tanto com o aumento da velocidade como com a aumento da
temperatura, ocorre uma alcalinizacdo mais rapida do
meio iermentativo.
7. Existe uma boa correlacao entre os valores obtidos para
o logaritmo da concentracgao celular, o pH e a velocidade
de agitacao.
8. Existe, também, uma boa correlacdao entre os valores ex-
perimentais do logaritmo da concentracao celular, o pH e
a temperatura de operacao.
9. O crescimento conjunto das estirpes SEMIA 587 e SEMIA
5019 em caldo nutritivo & favoravel a estirpe SEMIA 587
(70% da concentracgao celular em 120 horas de processo).
10. As condicOes Otimas de temperatura e agitacdo, para a
estirpe SEMIA 587, aparentemente nao s3ao as mais indi-
cadas para o crescimento da estirpe SEMIA 5019.

11. Em relagao a competicdao por sitios de nodulagido, a es-
tirpe SEMIA 587 foi mais competitiva, ocorrendo em 42-
98% dos nodulos, em relacao a 2-58% de ocupacado pela es-
tirpe SEMIA 5019, em todos os tratamentos mistos, ape-
sar que no tratamento TP2 (50% de cada uma das estirpes)
e no tratamento TP3 (70% da estirpe SEMIA 5019 e 30% da
estirpe SEMIA 587) as diferencas nao foram estatistica-
mente significativas.

12, Os pesos de ndodulos secos, da matéria seca da parte aé-
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rea e do nitrogénio total do tecido foram superiores nos
tratamentos inoculados com a mistura das estirpes SEMIA
587 e SEMIA 5019, obtida no fermentador apds 120 horas
de processo, sendo que estatisticamente todos os trata-
mentos mistos com execdao do TP3 apresentaram valores su-
pericvres aos das estirpes inoculadas isoladamente.

Aos seis meses, 0 inoculante de B. faponicum, elaborado com
turfa esterilizada e conservado a temperatura ambiente,
apresentou numero suficiente de células, superando a po-
pulacao minima de 1,0 x 107 células/g de inoculante, re-

querida por lei.

14, A estirpe SEMIA 587 predominou mais no inoculante, do

que a estirpe SEMIA 5019, atingindo até 90% da concen-
tracdo celular no tratamento mistura obtido no fermen-

tador apds 120 horas de operacao.
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APENDICE 1.

SOLUCAO A:

SOLUCAQO B:

Formulacao do meio

ensaios fermentativos

Solucao a 10% de MnSO

MnSO4

Agua destilada

Solucao a 10% de FeCl3

FeCl3

Agua destilada

Meio de Cultivo:

Observacao:

Glicerol
Extrato de levedura
K2HPO4

MgSO4.?H20
NaCl

KNO3
(NH4)HP04
SOLUCAO A
SOLUCAO B

Agua destilada

Para producao do meio

cultivo
(MAZZA et alii,

10

100

10

100

solido,

153

utilizado nos

gramas

1976) .

mililitros

gramas

mililitros

gramas
gramas
gramas
gramas
grama
gramas
gramas
gotas
gotas

litro

(8,13 ml)

acrescentar 20
gramas de Agar por litro de meio liquido.
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APENDICE 2. Composicdao do soro fisioldgico utilizado como
diluente (MILIAN, 1984).

MATERIAL
Agua destilada 1,0 litro
NaCl 8,5 gramas
PREPARACAO

Agregar o cloreto de s6dio (NaCl) & agua. Dissol-
ver e repartir em tubos, cada um com 9,0 ml. Au-
toclavar a 1219C e 1 atm de pressao por 20 minu-

tos.
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EQUACOES

By

M

xllt
X2l|
X1'
X2'

Al
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Equacbes para determinacdo do erro que afeta o

valor da velocidade

maxima (BORZANI,

]

NOMENCLATURA

X1

X1'

xlll

X2

X2'

lel

E%— s 1R
—%E . 1n
_%E . 1n
(1.+%)
(1 +a)
(1 -a)
(L ~ia)

x2
1
X2'
X1
let

X1
X2
X1

X2

L = Hi=U, =N

concentracao celular do inicio da fase de
cimento exponencial;

especifica
1980) .

1 l +a

%% ° 1n T =0

o menor valor de X1 decorrente do erro

rimental;

o maior valor de X1 decorrente do erro

rimental;

concentracao celular do final da fase de
cimento exponencial;

o menor valor de X2 decorrente do erro

rimental;

o maior valor de X2 decorrente do erro

rimental;

erro relativo que afeta

lar;

a concentracao

de crescimento

cres=-

expe-

expe-

cres—

expe-

expe-

celu-

velocidade especifica de crescimento maxima;
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At

Dp,

P
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continuagao...

duracao do crescimento exponencial;
erro absoluto que afeta ;

menor valor de decorrente do erro experimen-
tal;

maior valor de decorrente do erro experimen-
tal.
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APENDICE 4. Coloracao de Gram (COLLINS, 1969).

MATERIAIS

A. Solucado de violeta genciana

Violeta genciana lg
Acido feénico 2 g
Alcool etilico (96 °GL) 10 ml
Agua destilada 100 ml

B. Solucdo de Lugol

Iodo lg
Iodeto de potassio 2 g
Agua destilada 100 ml

C. Solucido de alcool-acetona

Alcool etilico (96 ©9GL) 800 ml

Acetona 200 ml

D. Solucao de Fucsina de Ziehl

Fucsina lg

Acido fénico 549

Alcool etilico (96 2GL) 10 ml

Agua destilada 100 ml
PROCEDIMENTO

Preparar a lamina e fixar o microrganismo por es-

fregaco. Tingir a ldmina com a Solucdo A durante 30
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APENDICE 4. continuacao...

segundos. Lavar e escorrer com a Solucdo B, deixan-
do-se em repouso por 1 minuto. Retirar a Solucao B,
lavando a lamina com a Solucdo C e deixando-a atuar
somente alguns segundos. Lavar com agua. Contratin-

gir com a Solucdo D. Observar ao microscopio.
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APENDICE 5. Meio Agar-Glicose-Peptona (MILIAN, 1984).

COMPONENTES
Glicose 5g
Peptona bacterioldgica 10 g
Agar 15 g
Agqua destilada 1000 ml

Solucdo alcodlica de purpura

de bromocresol & 1,6% 10 ml

PROCEDIMENTO

Misturar a agua, a peptona e o agar. Autoclavar
a 1219C e 1 atm de pressao durante 5 minutos.
Misturar a glicose na solucac indicada, e repar-
tir em tubos. Autoclavar os tubos a 1212Cel atm
de pressao durante 10 minutos. A glicose ndo de-

ve ser autoclavada duas vezes.
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APENDICE 6. Equipamentos de fermentacao.

A ' ; * 2R
PRIMEIRD PLANO: . FERMENTADOR . EX-
PERIMENTAL ESQUEHAY}ZADO m lu-

CARY (1983). 711 = & : -“_ R
SEGUNDO PLANO: rsmsmawu new
BRUNSNICK IlODCLO llF 102.
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APENDICE 7. Determinacdo de Glicerol (IPT/DQEQ, 1982).

PROCEDIMENTO

1.

Pesar a amostra em pesa-filtro, conforme tabela abaixo:

CONCENTRACAO ESPERADA PESO DA
DE GLICEROL NA AMOSTRA ALIQUOTA
{g/1) (g)
8 - 10 5
5 - 8 10
2 - 5 15
2 20

Transferir a amostra a um bequer de 250 ml, lavando o re-

cipiente usado para a pesagem com agua destilada algumas

vezes;
Diluir a amostra a 50 ml;

Adicionar H2804

ferior a 3,0;

0,2 N até que o pH se torne igual ou in-

Adicionar NaOH 0,05 N até o pH atingir ovalorde 8,1 % o,1
(no final pode ser usado NaOH mais diluido para facilitar

esse acerto);

Preparar um branco contendo 50 ml de agua destilada, e

proceder ao mesmo ajuste de pH;
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APENDICE 7. continuacgao...

Te

10.

Adicionar 10 ml (pipeta volumétrica) de solucdo de perio-
dato de sddio, rodar o conteudo para homogeneizar, cobrir
com vidro de reldgio e colocar em repouso por 30 minutos

no escuro a temperatura inferior a 35°C;

Adicionar 2 ml de solugao de etilenoglicol 50% (pipeta

volumétrica) e deixar em repouso por 20 minutos;

Diluir a aproximadamente 100 ml e titular com NaOh 0,145 N,
usando medidor de pH 6,5 * 0,1 para o branco, pH8,1 ¥ 0,1
para a amostra. Perto do ponto final, colocar uma gota ou

fracao de gota de cada vez;

Calculo

(Va - Vb) . N . 92,095
m

Glicerol (g/1)

onde:

Va = volume de NaOH gasto para titular a amostra
(ml) ;

Vb = volume de NaOH gasto para titular o branco (ml);

N = normalidade do NaOH;

m = massa da aliguota (g).



163

APENDICE 8. Solucao nutritiva para vasos Leonard (SPECHT

SOLUCAO

SOLUCAO

SOLUCAO

SOLUCAO

SOLUGAO

et alii, 1956)

ESTOQUE A: Usar 1 ml por litro da solucao final.

MgClz.GHZO 178,2 g
MgS0, . 7H,0 256,5 g
Agua destilada estéril 1000,0 ml
ESTOQUE B: Usar 1 ml por litro da solucao final.

K2HPO4 l164,7 g
K,S0, 82,4 g
Agua destilada estéril 1000,0 ml
ESTOQUE C: Usar 10 ml por litro da solucdo final.

NaEDTA 3,72 g
FeS0,.7H,0 3,78 g
Agua destilada estéril 1000,00 ml

Dissolver o NaEDTA + FeS0,.7H,0 em 900 ml de agua

destilada, aquecendo a 809C até dissolucdo total.

Completar o volume com &gua.

ESTOQUE D: Usar 3 ml por litro da solugdo final.
Ca804.2H20 63,33 g
Agua destilada estéril 1000,00 ml
ESTOQUE E: Usar 0,5 ml por litro da solucao final.
MnC12.2H20 7,24 g
H;BO, 5,72 g
Cusoq.?Hzo 9,32 g
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APENDICE 8. continuacao...
Zn504.7H20 0,44 g
NaMoO4.2H20 D25 9
Agua destilada esteril 1000,00 ml

OBSERVACAO:

NaEDTA = Tritriplex III - C10H14N2Na208.2H20
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APENDICE 9. Quadro simplificado das caracteristicas dos
indculos utilizados nos experimentos descritos
nos itens 3.4 e 3.5.

TRATAMENTOS CARACTERISTICAS DOS INOCULOS

TF1 . Tratamento obtido em fermen-
tacdao conjunta, apos 120 ho-
ras de processo.

. 69,07% da estirpe SEMIA 587
e 39,93% da estirpe SEMIA
5019.

TP1 . Tratamento obtido através da
mistura das estirpes produ-
zidas isoladamente, em fras-
cos agitados.

. 70% da estirpe SEMIA 587 e
30% da estirpe SEMIA 5019.

TP2 . Tratamento obtido através da
mistura das estirpes produ-
zidas isoladamente, em fras-
cos agitados.

. 50% da estirpe SEMIA 587 e
50% da estirpe SEMIA 5019.

TP3 . Tratamento obtido através da
mistura das estirpes produ-
zidas isoladamente, em fras-
cos agitados.

. 70% da estirpe SEMIA 5019 e
30% da estirpe SEMIA 587.
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APENDICE 10. Andlise granulométrica da turfa moida.

EQUIPAMENTOS

. Agitador magnético, modelo N122 - Série 8503

Peneiras Granutest

ANALISE
"MESH" PESO DA TURFA % PESO %
(g) ACUMULADO ACUMULADA
(g)

- 0+ 35 54,8 5,49 54,8 5,49

- 35+ 60 280,7 28,14 335,5 33,63

- 60+ 80 110,3 11,06 445,8 44,69

- 80+100 86,2 8,64 532,0 5333

- 100+150 92,6 9,28 624,6 62,61

- 150+200 70,8 7538 695, 4 69,71
200 302,1 30,29 997,5 100,00

TOTAL 997,5 100,00
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APENDICE 11. Composicao da turfa bruta.

ANALISE UNIDADE VALOR
Cinzas b.s., & * 36,5
Carbono bisi; % 39,2
Hidrogénio b8, % 2,1
Nitrogénio b.s., % 1,5
Potassio trocavel ppm 64,0
Fosforo assimilavel ppm 12,7

* b.s. = base seca
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APENDICE 12. Método empirico para determinagao da capacida-
de de absorgao de agua pela turfa.

MATERIAL

Turfa moida e tratada - 50 gramas

Agua

PROCEDIMENTO

Com uma pipeta de 1 ml, colocar 0,5 ml de agua na
turfa, misturar bem com as maos. Repetir este pro-
cedimento até o momento em que a turfa fique aglo-
merada. Determinar o volume de agua gasto para 50 g
de turfa e calcular a percentagem de absorcao (ca-

pacidade de absorcao de agua).
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APENDICE 13. Crescimento expresso em log n? células por ml
da estirpe SEMIA
para diferentes velocidades
respectivos tempos de desenvolvimento. Cada va-
lor corresponde a média de quatro observacdes.

587

de

de Bradyrhizobium japondcum
agitacao

nos

log n? de células/ml

TEMPO DE

oo % 0 Mo B0 B0 om0 % o

(horas) a* a b b b b b c
0 8,97 8,94 8,96 8,91 8,89 8,92 8,90 8,92
6 9,00 9,08 9,03 8,97 8,96 8,98 8,96 8,98
12 9,05 9,24 9,20 9,17 9,29 9,18 9,16 9,16
24 9,31 9,49 9,61 9,68 9,80 9,72 9,71 9,53
36 9,55 9,73 9,97 10,13 10,12 10,09 10,09 9,91
60 10,04 10,08 10,40 10,53 10,52 10,50 10,49 10,27
72 10,16 10,16 10,49 10,59 10,58 10,56 10,56 10,33
84 10,21 10,21 10,53 10,61 10,60 10,59 10,56 10,34
108 10,24 10,27 10,54 10,60 10,58 10,55 10,56 10,34
120 10,24 10,26 10,52 10,59 10,54 10,51 10,51 10,33

* Para os valores de agitacao seguidos com a mesma letra, a
média da diferenga entre as curvas nado diferem significa-
tivamente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia
de t de student.
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tempo de

duracao da fase de crescimento exponencial da
estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum para
as diferentes velocidades de agitacao estuda-

das.
CAUSA DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO F
VARIACAQ LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 50,530 16,843 0,27ns
Tratamentos 7 1765,458 252,208 4,00%*
Residuo 21 1324,094 63,052
Total 31 3140,082

** Significancia do valor do F-teste a 1% de probabilidade
ns Ndo significativo a 5% de probabilidade
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Analise de variancia dos valores da taxa de
crescimento na fase exponencial (v), da estir-
pe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum, para as
diferentes velocidades de agitacao estudadas.

CAUSA DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO .
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO

Blocos 3 525 % 1017 1,75 X 101? 1,24ns
Tratamentos 7 3,96 x 1018 5,66 x 1017 3,99%%
Residuos 21 2,97 x 1028 1,42 x 1017

Total 31 7,46 x 1018

** Significancia do valor do F-teste a 1% de probabilidade
ns Nao significativo a 5% de probabilidade
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APENDICE 16. Analise de variancia dos valores da produtivi-
dade maxima, da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizo-
bium japonicum, para as diferentes velocidades de

agitacao estudadas.

CAUSA DE GRAUS DE SOMA DE

QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 5,05 x 1023 1,68 x 1023  g,14**
Tratamentos 7 5,79 x 1023 8,27 x 1022 4,00%*
Residuo 21 4,34 x 1023 2,07 x 1022

** Significancia do valor do F-teste a

1% de probabilidade
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APENDICE 17. Andlise de variancia dos valores da velocidade
especifica de crescimento maxima (um), da es-
tirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum  para
as diferentes velocidades de agitacdo estuda-

das.
CAUSA DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO F
VARIAC.KO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 0,02175 0,00725 22,50%%
Tratamentos 7 0,00902 0,00129 4,00%%
Residuo 21 0,00677 3,22 x 102
Total 31 0,03754

** Significancia do valor do F-teste a 1% de probabilidade
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APENDICE 18. Analise de variancia dos valores do tempo de
geracao, da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhdizobium
japonicum, para as diferentes velocidades de agi-
tacao estudadas.

CAUSA DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 50,9880 16,993 1,49ns
Tratamentos 7 2815,156 402,165 35,;22%%
Residuo 21 239,760 11,417
Total 31 3105,896

** Significancia do valor do F-teste a 1% de probabilidade
ns Nao significativo a 5% de probabilidade
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APENDICE 19. Variacao no pH do meio fermentativo, para as
diferentes velocidades de agitacao estudadas
e nos respectivos tempos de desenvolvimento, pa-
ra a estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum.
Média de quatro repeticdes.

AGITACAO (rpm)

TEMPO
(h) 100 150 200 230 250 270 300 500
a* bc bc bd e bef eg eg
0 T.14 714 7;19 518 Tpld 703 1320 7512
6 7,17 7,16 7,23 7,27 7,25 1,2% 7,46 7,36
12 7,18 7,23 7,30 7,33 7,34 7,47 7,54 7,44
24 7,19 7,33 7,33 7,42 7,50 7,50 7,69 7,60
36 793t 3T TA3 T3l 63 7,45 7,23 7, 43
60 6,91 7,37 T;14 731 7,83 7;36 T,59 7;01
72 7,14 7,46 7,44 7,57 7,78 7,73 8,00 7,89
84 1+53 7,67 T.,63 7,69 7,80 7,73 7,90 7,85
108 7+54 7,66 ;64 70 7,78 1,73 T;86 7,82
120 7,58 7,7 7,63 7,73 7,76 7,80 7,85 7,80

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a média
da diferenca entre as curvas nao diferem significativa-
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia
de t de student.
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Andlise de variancia dos valores de pH do meio
de cultivo da estirpe SEMIA 587 de B.japonicum
para diferentes velocidades de agitacao apods
decorrido 12 horas de processo.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO
F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS
Blocos 3 0,14725 0,04908 3,28%
Tratamentos 7 13,88315 1,98331 123 ;57%%
Residuo 21 0,31416 0,01496
Total 31 14,34456

* Significancia a 5% de probabilidade.

** gignificancia a 1% de probabilidade.
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APENDICE 21. Analise estatistica da regresao obtida com a
relacao do pH, agitacdao e o logaritmo da con-
centracao celular da estirpe SEMIA 587 de B.

faponseun,
CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO
F
VARIACRO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Regresio 2 1,46 x 107 7,2818 32,74%*
Desvios 77 1,71 x 10% 0,2224
Total 79 31,687268

** Significancia do valor do F-teste a 1% de probabilidade
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APENDICE 22. Crescimento expresso em log n? de células por
ml da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japondicum

para diferentes temperaturas

de

Processo nos

respectivos tempos de desenvolvimento. Cada va-
lor corresponde a media de gquatro observacgoes.

TEMPO DE log n2 células/ml
DESENVOLVIMENTO
ihoras) 220C 269C 28¢eC 30eC 34¢eC 38¢cC
b* c a a d e

0 8,94 8,95 8,91 8,90 8,96 8,93

6 8,87 8,99 8,97 8,96 9,02 8,81

12 8,84 9,07 9,17 9,23 9,20 8,81

24 8,97 9,41 9,68 9,74 9,58 9,12

36 9,38 9,68 10,13 10,12 9593 9,48

60 9,77 9,98 10,53 10,52 106,31 9.+91

72 9,79 10,05 10,59 10,58 3.0::37 9,96

84 9,79 10,08 10,61 10,60 10,41 9,98
108 9,75 10,08 10,60 10,59 10,43 9,97
120 9,69 10,07 10,59 10,56 10,42 9,93

* Para os valores de temperatura seguidos com a mesma letra
a média da diferenga entre as curvas nao diferem signifi-
cativamente (P>0,05) de acordo com a prova de significan-

cia de t de student.
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APENDICE 23. Analise de variancia dos valores da produtivi-
dade maxima da estirpe SEMIA 587 de B. japonicum
para diferentes temperaturas de processo.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 6,142 x 10*® 2,05 x 10'® 0,63 ns
Fratanentos & 6,529 x 10%7 1,31 x 1017 4,00*
Residio 15 4,896 x 10°7 3,26 x 101

18

Total 23 1,204 x 10

* Significancia a 5% de probabilidade.

ns Nao significativo a 5% de probabilidade.
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Analise de variancia dos valores da taxa de cres-
cimento na fase exponencial da estirpe SEMIA
587 de Bradyrhizobiwm japonicum para diferentes
temperaturas de operacao.

CAUSAS DE CAUSAS DE SOMA DE QUADRADO
F

VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO

Blocos 3 2,036 x 1017 6,788 x 10%® 1,90 ns

Tratamentos 5 8,141 x 1017 1,628 x 1017 4,56 **

Residuo 18 5,356 x 1057 3,571 x 10%®

Total 23 1.583 x 1018

** gignificancia a 1% de probabilidade.

ns Ndao significativo a 5% de probabilidade.
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APENDICE 25. Analise de variancia dos valores do tempo de
duracao da fase de crescimento exponencial da
estirpe SEMIA 587 de Bradythizcbium japonicum para
as diferentes temperaturas de operagao.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 977.,2163 325,7387 12,27%*
Tratamentos 5 530,5195 106,1039 3,99*
Residuo 15 397,8896 26,5259

* Significancia a 5% de probabilidade.

** gignificdncia a 1% de probabilidade.
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APENDICE 26. Analise de variancia dos valores do tempo de
geracdao da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium
japonicum para diferentes temperaturas de opera-

cao.
CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 18,5613 6,1871 3,18 ns
Tratamentos 5 50,2620 10,0524 517 %%
Residuo 15 29,1431 1,9429
Total 23 97,9664

** Significancia a 1% de probabilidade.

ns Nao significativo a 5% de probabilidade.
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APENDICE 27. Anadlise de variancia dos valores da velocidade
especifica de crescimento maxima (um) da estir-
pe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japonicum para di-
ferentes temperaturas de operacgao.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO
F

VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO

-4 -5
Blocos 3 1,79 x 10 5,97 x 10 0,19 ns
Tratamentos 5 6,65 x 10_3 1;33 % 10_3 4,31%%*
Reaidue 15 4,62 x 107> 3,08 x 10°%
Total 23 1,15 x 1072

** gignificancia a 1% de probabilidade.

ns Nao significativo a 5% de probabilidade.
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APENDICE 28. Variacdo do pH para diferentes temperaturas de
operacao nos respectivos tempos de desenvolvi-
mento da estirpe SEMIA 587 de Bradyrhizobium japo-
nicum. Média de quatro repeticgoOes.

TEMPO DE P
DESENVOLVIMENTO
ihiorasg) ZE:C 269C 28eC 30eC 34¢eC 38eC
a b & d a d

0 7,16 7,21 7#15 7,15 71:16 7,24
6 7,18 7,27 Te27 YT 7,41 7,40
12 1,16 7:+23 1433 736 7,46 7,34
24 1,189 Te32 7,42 7,50 7,49 1552
36 7:15 P23 7,17 7,39 7,65 7,52
60 7,01 7,14 e | 7,60 7+33 7457
72 7,03 T¢ 29 7+57 7,76 7,65 7,80
84 7,34 7,54 7,69 7,77 74+95 7,87
108 7,54 7,63 7970 7,76 7,88 7,84
120 7,56 7,63 1;73 7,78 7,83 7,81

* Para os valores de pH seguidos com a mesma letra, a média
da diferenca entre as curvas nao diferem significativa-
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia de
t de student.
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APENDICE 29. Andlise de variancia dos valores de pH do meio
de cultivo da estirpe SEMIA 587 de B. jfaponicum
para diferentes temperaturas de operacao apds
decorrido 12 horas de processo.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACEO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 0,5401 0,1800 45,00%%*
Tratamentos 5 0,2205 0,0441 11, D:i3**
Residuo 15 0,0600 0,0040
Total 23 0,8202

** gignificancia a 1% de probabilidade.
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APENDICE 30. Analise estatistica da regresdo entre o pH, a
temperatura e o logaritmo da concentracao ce-
lular da estirpe SEMIA 587 de B. japcnicum.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO
F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Regresao 2 11,9828 5,9914 33,09%%
Desvio 57 10,3213 0,1811
Total 59 22,3041

** gignificancia a 1% de probabilidade.



187

APENDICE 31. Crescimento celular, expresso em log n? célu-
las por ml de Bradyrhizobium japonicum nos respec-
tivos tempos de desenvolvimento para os trata-
mentos com as estirpes SEMIA 587, SEMIA 5019 e
com a mistura das duas. Média de guatro repe-

ticdes.
TEMPO DE TRATAMENTOS
DESENVOLVIMENTO e
{iezas) SEMiﬁ,ss? SEMIﬁ)5019 (587+5019)
a
0 8,91 8,90 8,91
24 9,68 8,94 9,08
48 10,33 9,29 3,66
72 10,59 9,78 10,27
96 10, 60 10,14 10,48
120 10,59 10,11 10,52

* Para os tratamentos segquidos com a mesma letra, a média
da diferenca entre as curvas nao diferem significativa-
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia de
t de student.
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APENDICE 32. Analise de variancia dos valores da taxa
de crescimento na fase de crescimento exponen-
cial para os diferentes tratamentos com estir-
pes de Bradyrhizobium faponicum.

CAUSA DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO
F

VARIACAO  LIBERDADE  QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 2,01 x 101® 6,70 x 101>  6,79*

17 16
Tratamentos 2 1,19 x 10 5;95 x 10 60z 31 ™%
Residuo 6 5,92 x 10%° 9,87 x 104
Total 11 1,45 % 10%7

* Significancia a 5% de probabilidade.

** gignificancia a 1% de probabilidade.
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APENDICE 33. Analise de variancia dos valores de duracao de
fase de crescimento exponencial para os dife-
rentes tratamentos com estirpes de B. japonicum.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 54,1960 18,0653 0,99 ns
Tratamentos 2 2578,7915 1289,3958 70,96%*
Residuo 6 109,0232 18,1705
Total 11 2742,0107

ns Nao significativo a 5% de probabilidade.
** gignificancia a 1% de probabilidade.



APENDICE 34.

190

Analise de variancia dos valores da velocidade
especifica maxima (um) para os tratamentos com
estirpes de Bradyrhizobium japonicum em fermenta-
dor.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 0,00188 0,00006 0,16 ns
Tratamentos 2 0,00559 0,00280 7.37 *
Residuo 6 0,00229 0,00038
Total 11 0,00977

* Significanc

ns Nao signif

ia a 5% de probabilidade.

icativo a 5% de probabilidade.
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Andlise de variancia dos valores da produtivi-
dade maxima para os tratamentos com estirpes
de Bradyrhizobium japonicum em fermentador.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 2,38 x 1022 7,93 x 101 4,13 ns
Tratamentos ? 1,46 x 1023 7,34 x 10%2 38,18 **
Residuo 6 1,15 x 10%% 1,92 x 10%!
Total 11 1,82 % 1023

** Significancia a 1% de probabilidade.

ns N3o significativo a 5% de probabilidade.
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APENDICE 36. Andlise de variancia dos valores do tempo ge-
racao para os tratamentos com estirpes de Bra-
dyrhizobium japonicum em fermentador.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 0,1888 0,0629 1,31 ns
Tratamento 2 98,6315 49,3158 1027 ,4 **
Residuo 6 0,2880 0,0480
Total 11 98,9194

** gignificancia & 1% de probabilidade.

ns Nao significativo a 5% de probabilidade.
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APENDICE 37. Concentracdao de substrato consumido, expresso
em gramas de glicerol por litro de meio, para
os tratamentos com a estirpe SEMIA 587, SEMIA
5019 e com a mistura das duas, nos respectivos
tempos de desenvolvimento. Média de quatro re-

peticdes.
TEMPO DE TRATAMENTOS
DESENVOLVIMENTO
SEMIA 587 SEMIA 5019 MISTURA
ABaERS) (587+5019)
a* b b
0 9,93 10,27 10,07
24 9,37 10,06 9,98
48 7,35 9,46 9,07
72 3,83 8,50 6,53
96 1,76 5,90 2,46
120 1,00 4,40 1,34

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a média
da diferenca entre as curvas, nao diferem significativa-
mente (P=0,05) de acordo com a prova de significancia de
t de student.
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APENDICE 38. Anadlise de variancia dos valores de rendimento
celular em funcao do substrato consumido para
os diferentes tratamentos com estirpes de B,

fapenicwn,

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO
F

VARIAGAO LIBERDADE  QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 0,0070 0,0023 0,28 ns
Tratamentos 2 0,0289 0,0145 1,76 ns
Residuo 6 0,0493 0,0082
Total 11 0,0852

ns N3o significativo a 5% de probabilidade.
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APENDICE 39. Crescimento celular, expresso em log n? cel/
ml, das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 conti-
das no tratamento mistura nos respectivos tem-
pos de desenvolvimento.

TEMPO DE log n2 cel/ml
DESENVOLVIMENTO
h : MISTURA CONCENTRACAO PARCIAL
oras
(587+5019) SEMIA 587 SEMIA 5019
ax b b

0 8,91 8,61 8,61

24 9,08 8,81 8,75

48 9,66 9,39 9,33

72 10,27 10,04 9,89

96 10,48 10,29 16,02

120 10,52 10,36 10,01

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a media
da diferenca entre as curvas nao diferem significativa-
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia
de t de student.
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APENDICE 40. Valores de pH para os tratamentos isolados e
em conjunto das estirpes SEMIA 587 e 5019 em
funcao do tempo de desenvolvimento do processo
fermentativo. Média de quatro repetigoes.

TEMPO DE TRATAMENTOS
DESENVOLVIMENTO
(KoraE) SEM§§*587 SEMI%}5019 MlszURA
0 7715 7,18 7,19
24 7,42 7. 81 732
48 7,24 7,51 7,35
12 7,57 7,60 7,46
96 7,70 7,62 7,57
120 773 Ty 12 7,65

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a média
da diferenca entre as curvas nao diferem significativa-
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia
de t de student.
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Andlise de variancia do nUmero de nodulos em
resposta a inoculacao com estirpes de B. japoni-
cum em soja da cultivar Bragg.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO

Blocos 4 13939,00 3484,75 5, 57%*%
Tratamentos 5 15646,67 3129,33 5, 00%%
Residuo 20 12517,40 625,87

Total 29 42103,07

** gignificancia a 1% de probabilidade.
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Analise de variancia do peso de nodulos em res-
posta & inoculacdo com estirpes de B. japonicum
em soja da cultivar Bragg.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 4 405957 101489,25 19,55*%
Tratamentos 5 129810 25962,00 5,00%%
Residuo 20 103848 5192,40
Total 29 639615
** gignifica@ncia a 1% de probabilidade.
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Analise de variancia do rendimento de matéria

seca da

parte aérea (g/vaso), em resposta a

inoculacdo com estirpes de B. japonicum.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 4 42,76 10,69 3.,92%
Tratamentos 7 85,01 12,14 4 gEH**
Residuo 28 76,40 2,73
Total 39 204,17

* Significdncia a 5% de probabilidade.

** Significancia a 1% de probabilidade.
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variancia do nitrogénio total da

parte aérea em resposta & inoculac¢ao comestir-
pes de Bradyrhizobium faponicum em soja da culti-

var Bragg.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 4 83544,50 20886,13 4,78%*%
Tratamento 7 158479, 37 22639,091 5,18%%
Residuo 28 122275, 44 4366,98
Total 39 364299,31

** Ggignificancia a 1% de probabilidade.
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APENDICE 45. Sobrevivéncia do Bradythizobium japonicum em turfa
estéril pra os diferentes tratamentos, expres-
sa em log n?Q células por grama de inoculante,
durante o periodo de incubagdo. Média de quatro

repeticoes.
PERIODO DE TRATAMENTOS
INCUBACAO
(@ias) SEMI%ISBY SEMIA 5019 TF1 TP2
a b a b
0 9,54 9,561 9,51 9,50
15 10,53 9,78 9,84 9,63
30 10,48 9,69 9;95 9;55
60 10,15 9,14 9,88 9,61
90 9,73 8,76 9,68 2,39
120 9,57 8,65 9,56 9,10
150 9,48 8,60 9,44 9,06
180 9,34 8,55 9,24 8,75

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a média
da diferenca entre as curvas nao diferem significativa-
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia
de t de student.
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APENDICE 46. Analise de variancia dos valores da taxa sema-
nal de mortalidade para os diferentes experi-
mentos em turfa estéril.

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO

F
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Blocos 3 0,0055 0,0018 0,33 ns
Tratamentos 3 0,0461 0,0154 2,80 ns
Residuo 9 0,0491 0,0055
Total 15 0,1007

ns Nao significativo a 5% de probabilidade.
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APENDICE 47. Sobrevivéncia expressa em log n? células/g de
inoculante, das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019
contidas no tratamento TFl nos respectivos
tempos de incubagao.

PERIODO DE log ne células/g
INCUBACAO TRATAMENTO CONCENTRACAO PARCIAL
(dias) TF1 SEMIA 587 SEMIA 5019
a* a b
0 9,51 9,36 8,99
30 9,95 9,82 9,38
60 9,88 977 9,21
90 9,68 9,61 8,86
120 9,56 9,51 8,60
150 9,44 9,39 8,47
180 9,24 9,19 8,25

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, amédia da
diferenca entre as curvas nao difere significativamente
(P>0,05) de acordo com a prova de significancia de t de
student.
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APENDICE 48. Sobrevivéncia de Bradyrhizobium japonicum em turfa
estéril, expressa em log n? células/g de ino-
culante, das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019
contidas no tratamento TP2 nos respectivos pe-
riodos de incubacao.

PERIODO DE log n?9 células/g
INCUBACAO TRATAMENTO CONCENTRACAO PARCIAL
(dias) TP2 SEMIA 587 SEMIA 5019
ax b b
0 9,50 9,20 9,20
15 9,63 9,35 9,30
30 9,55 9,31 9,18
60 9,61 9,39 9,20
90 9,39 9,19 g,96
120 9,10 8,91 8,66
150 9,06 8,87 8,61
180 8,75 8,56 8,29

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a média
da diferenca entre as curvas nao diferem significativa-
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia
de t de student.
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Sobrevivéncia, expressa em log nQ células/g
de inoculante, das estirpes SEMIA 587 e SEMIA
contidas no tratamento TF1l nos respectivos tem-
pos de incubacgao.

log n? células/g

PERIODO DE

TRATAMENTO CONCENTRACAO PARCIAL

INCUBACAO TF1 SEMIA 587 SEMIA 5019

a a b

0 9,51 9,36 8,99
15 9,84 9,69 9,30
30 9,95 9,82 9,38
60 9,88 9,77 9,21
90 9,68 9,61 8,86
120 9,56 9,51 8,60
150 9,44 9,39 8,47
180 9,24 9,19 8,25

* Para os trat
da diferenca
mente (P,0,0

amentos seguidos com a mesma letra, a média
entre as curvas nao diferem significativa-
5) de acordo com a prova de significancia

de t de student.
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APENDICE 50. Sobrevivéncia de Bradyrhizobium japonicum em turfa
estéril, expressa em log n? células/g de ino-
culante, das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019
contidas no tratamento TP2 nos respectivos pe-
riodos de incubagao.

log n? células/g

PERIODO DE T =
TRATAMENTO CONCENT O PARCI
INCUBACAO & i
: TP2 SEMIA 587 SEMIA 5019
(dias) b b
a*
0 9,50 9,20 9,20
15 9,63 9,35 9,30
30 9,55 g,31 9,18
60 9,61 9,39 9,20
90 9,39 9,19 8,96
120 9,10 8,91 8,66
150 9,06 8,87 8,61
180 8,75 8,56 8,29

* Para oOs tratamentos seguidos com a mesma letra, a média
da diferenca entre as curvas nao diferem significativa-
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significancia
de t de student.





