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TECNOLOGf A DA PRODUÇ&O DE INOCULANTE DE h d g i r k ~ ~ b ~ U t ? l  

japovcicum EM FERMENTADOR E EM TURFA 
1 

A u t o r :  Claudio Luis Crescente Frankenberg 
Orientador: Prof. 30ão Ruy Jardim Fweire 

RESUMO 

Verificou-se a i n f l u ê n c i a  da temperaturaeda agita- 
cão õtirna para o desenvolvimento da estirpe SEMIA 587 de 
h d y / ~ k z o b i u m  japonicum em fermentador de bancada. A variação 
da temperatura, nos estudos cinéticos, influenciou de forma 
mais marcante o desenvolvimento microbiano do que a varia- 
ção da agitação. Os melhores resultados a n i v e l d e r e n d i m e n -  
to foram obtidos utilizando-se uma temperatura de 28QC e uma 
agitação de 230 rpm. 

Fez-se também um estudo da competição entre as es- 
tirpes SEMIA 587 e ~~MIA5019ernfermentador ,  inoculante t u r -  
foso e por s i t i o  de nodulação. A estirpe SEMIA 5 8 7 ,  quando 
desenvolvida conjuntamente com a SEMIA 5019, atingiu apro- 
ximadamente 70% da população t o t a l  após 120 horasdepxoces- 
so, Esta mistura mais as elaboradas com 30, 50 e 7 0 %  da es- 
t i r p e  SEMIA 587,  foram utilizadas como tratamentos para a 
inoculação em soja e também para a impregnação em turfa  es- 
terilizada. Nestes experimentos observou-se uma predominân- 
cia  da estirpe SEMIA 587, em relação à SEMIA 5019, em f i x a r  
nitrogênio e competir por sítios de nodulaqão e também no 
inoculante. Os resultados confirmam a possibilidade de uti- 
lização dos cultivos mistos, desde que sejarnencontradascon- 
dições operacionais para o desenvolvimento Ótimo das duas 
estirpes.  

1) ~issertação de Mestrado em Microbiologia Agricola e do 
Ambiente - Faculdade de Agronomia, Universidade Federal 
do R i r . )  Grande do s u l ,  Porto Alegre (219p.1 -Abril, 1 9 9 0 .  



TECHMOLOGY FOR THE PRODUCTION OF INOCULANTS OF 8U- 

&kizobúun japonicum IN FERMENTOR AND IN, PEAT' 

Author: Claudio Luis Crescente Frankenberg 
Adviser: Prof. ~ o ã o  Ruy Jardim Freire 

SUMMARY 

The influente o£ temperature and agitation on the 
development of ~ y i ~ k i z o b ~  japo~cum strain SEMIA 587 was 
investigated using a bench-top fermentor. Change in 
tel#perature had a greater i n f  luence on rnicrobial developrnent 
thnn did variation of agitation rate. The best results in 
terms of yield wexe obtained using a temperatureof28QC and 
an agitation rate of 230 rpm. 

The competition between B. jap0etUtn strains SEMIA 587 
and SEMIA 5019 was studied in l i q u i d  media in a fermentor, 
in peat-based inoculant and fo r  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 containing30,  50 and 7 0 %  o£ strain 
SEMIA 587, t h e  remainder of t h e  mixture being SEMIA 5019. 
Sterilized peat was a lso  i n o c u l a t e d w i t h t h e  same proportion 
of s t ra ins .1n theseexper iment s s t ra inSEMIA587  predominated 
in termsofcompetit ion fornodule  sites, dinitrogen fixation 
and survival in s t e r i l i z e d  peat. The results indicate that it 
is possible to use rnixtures of the t w o  strains i£ growth 
conditions are selected and optimized for  both strains. 

1) M.Sc. Dissertation in Agricultuxal and Environmentai 
Microbiology- Agronomy Faculty, Federal University of 
Rio GrandedoSu1,PortoAlegre ( p . 2 1 9 )  -April, 1990. 
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E n t r e  os d i s t i n t o s  sistemas biol8gicos capazes de 

fixar n i t r o g ê n i o ,  a simbiose rhizóbio-leguminosas contribui 

com a maior quantidade de nitrogênio ao ecossistema. Calcu- 

la'-se  que a fixação do nitrogênio por leguminosas alcança 

2 0 %  da quantidade t o t a l  f ixada anualmente sobre o planeta 

(VIEIRA, 1986) . 
A indústria de inoculantes não é recente no B r a s i l .  

Em 1956 foi instalada a primeira unidade no R i o  Grande do 

S u l ,  porém somente na década de 70, a produção nacional ga- 

nhou força.  Isto é decorrente do f a t o  de que a fixação do 

I 
nitrogenio atmosféxico através de microrganismos para a 

fertilização de plantas  demonstrou enorme irnportãncia, tan- 

to no aspecto do aumentodeproduçãoe/ouprodutividade quan- 

to no aspecto de economia de insumos e de energia {DOBEREI- 

N ~ R ,  1985 e STOUT, 1980) . Atualmente existem sete empresas 

fabricantes de inoculantes no Brasil, sendo três localiza- 

das no Rio Grande do S u l ,  duas no paranã, uma em são Paulo 

e uma no Distrito Federal .  A fixação de nitrogênio, segundo 

FREIRE et a l i i  (1988), é estimada em uma média de 50 

kgN/ha/ano, significando que a simbiose rhizõbio-soja con- 

tribuiu em aproximadamente 600 mil toneladas de nitrogênio 

para 12 milhões de  hectares colhidos desta leguminosa em 

1986. C o n f o r m e  estimativa apresentada por DOBEREINER (1985), 



,- 1 (I' 

a economia de fertilizantes nitrogenados que se consegue a- 

nualmente, apenas na cultura da soja ,  é da ordem de um bi- 

lhão de dólares. 

Embora o inoculante para so ja  e s t e j a  sendo produzi- 

do industrialmente, ainda persistem diversos problemas tec- 

nológicos, principalmente a fa l ta  de conhecimento da c iné-  

tica de crescimento d e  h d ~ j h k i z u b i m  japoLcwn, impedindo, as- 

s i m ,  a otimização da produção (BONOMI et a l i i ,  1986). Desta 

forma é de fundamental importãncia para o p a í s ,  o desenvol- 

vimento de pesquisas de seleção e melhoramentogené t ico tan-  

to dos vegetais, visando a uma maior ef ic iênc ia  no processo 

de fixação do nitrogênio, bem como estudos da tecnologia de 

produção industrial desses microrganismos que serão utili- 

zados no setor agrícola. Os rngtodos utilizados paraaprodu- 

~ ã o  de i n o c u l a n t e s  são bastante d i v e r s i f i c a d o s . ~ o v a v e l m e n -  

te o que apresenta maior aplicação, principalmente a nível 

de escala industrial, é o da multiplica~ão do rh i zób io  em 

meio liquido utilizando fermentadores ou r e c i p i e n t e s  de até 

1500 litros, conforme a capacidade ou a demanda necessária 

(VIDOR et alii, 1983). Posteriormente o caldo produzido é 

impregnado em um suporte,  como por exemplo, a turfa,  para a 

partir dai ser comercializado. 

A t u r f a  empregada normalmente na produção de inocu-  

lantes para leguminosas, é finamente moída, neutralizada e 

esterilizada, sendo que esta Ú l t i m a  etapa pode ser realiza- 

da por irradiação ou autoclavagem. Mo Brasil, a irradiação 

da t u r f a  não é, atualmente, muito utilizada principalmente 



devido aos fatos desta técnica não ser amplamente difundida 

e também ao seu elevado custo. ~ r n  função disto, aautociava-  

gem supre, para pequenas produções, a esterilidade do v e i -  

culo ,  apesar de que ainda muitos inoculantes são produzidos 

com t u r £ a  não esterilizada. Muitos estudos vêm sendo reali-  

zados com a finalidade de obtenção de novos suportes ou de 

aumentar a sobrevivência das estirpes na ~rÓpria t u r f a .  

B hoje  reconhecido, também, a necessidade de se in- 

troduzir, aos solos, estirpes de 84 .ady tk i zobkm japoLcwn que 
(i 

possuam capacidade para competirem efetivamente por sitios 

de infecção nodular e para persistirem no solo, além de se- 

r e m  ef ic ientes  na fixação do nitrogênio atmosférico. A com- 

petição por s í t i o s  de infecção nodular pode ser  um fator de- 

terminante do sucesso ou insucesso da inoculação. Entretan- 

to, antes de estudar a competitividade das estirpes i n t r o -  

duzidas em solos contendo a l t a  população de BtLadyk!tizobium ja- 

poLcum, torna-se necessário o conhecimento do potencial com- 

petitivo das estirpes utilizadas como inõculo em solos com 

baixa população. 

Levando-se em conta essas considerações, desenvol- 

veu-se a presente pesquisa, objetivando avaliar-seocresci-  

rnento celular em fermentador de bancadadaest irpe  SEMIA 5 8 7  

de B i ~ a d g ~ k i z o b h m  japouLicum em diferentes temperaturas de opera- 

cão e em diferentes velocidades de agitação, com vista à 

produção industrial de inoculantes. Outro objetivo deste 

trabalho, foi o de verificar a competição entre as estirpes 

SEMIA 587 e SEMIA 5019 em fermentador, por sítios de infec- 
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. cão nodular e em turfa  esterilizada, visando ao estudo da 

utilização de cultivos mistos na produção industrial, no i- 

noculante turfoso e também a nivel de eficiência em f ixar  

o nitrogênio atmosférico. 



2.1 Fatores que afetam o estudo da c inét icade  cres- 

cimento  microbiano 

C:' . 
!C 

A aval iação dac iné t icamicrob ianaé  o primeiro passo 

a ser efetuado quando do estudo de um processo f g ~ e n t a t i -  

vo. É através dessa avaliação que se conhece o comportamen- 

to do sistema, para então poder direcioná-10 na obtenção de 

um determinado produto. Segundo BORZANI (1986), a palavra 

cinética, para os menos avisados, lembra quase sempre uma 

"ginástica matemática", realizada com o auxilio de equações 

complexas, objetivando explicar alguns resultados experimen- 

tais. Para os pesquisadores que se dedicam a esse campo de 

estudo, esta "ginásticaH é apenas um meio cujo extraordiná- 

rio po tenc ia l  já foi muitas vezes comprovado. 

Quando um microrganismo é introduzido em um meio de 

c u l t u r a  que lhe é bem conveniente, ele desenvolve ai uma a- 

t i v i d a d e  relacionada c o m  sua composi~ão e com as condições 

que o rodeiam (LEVEAU & BOUIX, 1984). Muitos autores basea- 

dos neste fato, consideram o crescimento microbiano como um 

conjunto de reações químicas em cadeia, que levam ã sintese 

dos constituintes da biomassa microbiana obtida no final da 

operação (MfNKEVICW & EROSHIN, 1973; EROSHIN, 1974; NAGAI, 

4975; COONEY et a l i i ,  1977; ERICKSON et alii, 1978 e ERICK- . + 
& 
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SON et alii, 1978). 

Globalmente, o processo microbiol8gico obedece ao 

principio de conservação da matéria. Logo, amedidade valo- 

res como a produção de biornassa, a taxa de consumo de oxi- 

gênio, a taxa de evolução de ca lor ,  a taxa de evolução do 

C02, e a taxa de utilizaqão de aqúcares redutores são usados 

para obter estimativas do rendimento energético de biomassa 

(LEVEAU & B O U I X ,  1984 e ERICKSOM et a l i i ,  1978). 

E preciso não esquecer que a re t i rada  de amostras 

pode afetar os balanços de massa de materiais consumidos ou 

produzidos durante a fermentação, conduzindo a valores de 

rendimentos e de fatores de conversão que não representam a 

real idade (BORZANI & BARALLE, 1 9 8 3 )  . BORZANI (1985) , enfa- 

t i z a  que muito raramente os artigos que relatam resultados 

experimentais, indicam a incer t eza  que afeta seus valores, 

dificultando assim a comparação adequada de resultados ob- 

tidos e m  diferentes trabalhos ,  

O estudo do crescimento microbiano só pode ser fei- 

t o  validamente se dispusermos de técnicas apropriadas de a- 

valiação da população microbiana c u j a  evolução deseja-se es- 

tudar (LEVEAU & BOUIX, 1984). A s  concentrações dos substra- 

tos envolvidos nos processos fermentativos, na maioria dos 

casos, constituem o ponto de partida para o estudo da ciné- 

t i c a  desses processos, Segundo BORZANI (1986). decorre d a i  

a importãncia da medida dessas concentrações. 

As transformações causadas pelas  células em um de- 

terminado substrato podem ser fortemente influenciadas por 

E 



muitas outras que as células microbianas realizam para se 

manterem vivas  e se xeproduzirem nas condições em que s e  

encontram. Em função disso, existe a dificuldade de prever- 

se, dentre as muitas reações provocadas pela população mi- 

crobiana em um dado processo fermentativo, quais devem ser 

consideradas para que o estudo da cinética do processo con- 

duza aos melhores resultados práticos (BORZANI, 1986). 

~ n t ã o ,  avaliar a c iné t ica  de uma fermentação requer, 

necessariamente, um embasamento sobre um considerável níime- 

ro de medidas experimentais. As conseqüências desse estudo, 

dependem dos métodos utilizados naquelas medidas. A avalia- 

ção da quantidade de microrganismo realmente responsáveis 

por uma fermentação, conforme KUBITSCHEK (1969), C A L m  

(19691, MALLATTE (1969), POSTGATE (19691, STOUTHAMER (1969) 

e BORZANI I1986), seguramente 6 uma das maiores d i f i c u l d a -  

des encontradas quando se pretende estudar a cinét ica  do 

processo. 

Existem muitas técnicas, mas nenhuma convém a todos 

os casos, e nenhuma 6 totalmente satisfatõria. LEVEAU & 

BOIUX (1984) ressaltam que os resultados dessas deverão ser 

interpretados com prudência em razão dos erros einterferêri- 

cias possíveis, e também, da distribuição que essas técni- 

cas permitem ou não fazer entre células vivas e mortas. 

A escolha do mgtodo a ser utilizado, normalmentenão 

6 uma tarefa  simples. O que ocorre, na maioria das vezes,  6 

utilizar-se metodologias convencionais e tradicionais sem 

questionar-se ã sua adoção. 

m 
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Métodos analíticos diferentes para medir o mesmo fe-

nomeno resultam em conclusões distintas, sendo isto mostra-

do pelo 1PT (1984) que examinou a medida da concentração de

ART (Açúcares Redutores Totais) em uma mesma amostra, rea-

lizada em três laboratórios, utilizando o mesmo método. Os

valores variaram em 15%, não havendo então uma harmonização

entre estes laboratórios.

A Comissão de Biotecnologia da 1UPAC (1nternational

Union of Pure and Applied Chemistry), conforme citado por

BORZAN1 (1986), preocupa-se com esta situação e desenvolve

alguns programas específicos que conduzam a métodos analí-

ticos confiáveis e com indicação da incerteza que afeta a

medida realizada.

Conforme BORZAN1 & BARALLE (1983) existem cinco fa-

tores que afetam os valores das concentrações medidas, de-

pendendo, entretanto, das condições em que estas medidas são

realizadas. Estes fatores sao:

a) evaporação da água e das substâncias voláteis

presentes na amostra a ser analisada;

b) o arraste de substâncias voláteis ou nâo, decor-

rente do borbulhamento de gases;

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

ácidos, antiespumantes, hidróxidos e outras;

d) a produção de substâncias que alteram o volume

da fase aquosa;

e) a variação do volume da fase aquosa devido ao

crescimento celular.



Das diversas substâncias consumidase produzidas pe- 

10s microrganismos, BORZANI (1975) coloca que o primeiro 

problema que surge é saber quais devem ser escolhidas para 

o estudo cinético, Uma vez identificados e s s e s  componentes 

e escolhidos os métodos analíticos adequados, o estudo ex- 

perimental irá se resumir na medida das concentrações dos 

componentes em função do tempo de duracão da fermentação 

IBORZANI, 1986). 

O crescimento microbiano é sempre caracterizado por 

um número de fatores peculiares ao processo fermentativo. 

Para cada pesquisador alguns parãmetros são mais significa- 

tivos do que outros, Em muitas fermentações, porém, é pos- 

sível i d e n t i f i c a r  alguns componentes do sistema que, segu- 

ramente, não podem deixar de serem considerados quando se 

estuda a c iné t i ca  de um processo. EROSHIN ( 1 9 7 4 ) ,  salienta 

que para a bioengenharia além da temperatura otima, o PH 

Ótimo, a constante de saturação e a taxa de crescimento es- 

pecífica máxima, a variação da concentração celular durante 

a utilização do substrato orgânico 6 o parâmetro mais im- 

por tante  no estudo de uma fermentação. 

~ a m b é m  para este Último au tor ,  a concentração celu-  

lar juntamente com a ef ic iência de utilização do oxigênio 

definem o custo t o t a l  para a produção de biomassa. THIEMANN 

(1959), evidencia a concentração de oxigênio dissolvido, o 

pH e a temperatura como os parãrnetros mais importantes que 

condicionarn o andamento de uma fermenta~ão. Para MOSSELL & 

INGRAPI (1955) ,  a condição primordial no desenvolvimento mi- 



crobiano é a presença de água no meio fermentativo, carac- 

terizado pela atividade de água (aw) da cé lu la  em estudo. 

LEFRAMCOIS & REVUZ (1973) e GURARD & SNELL (1974) 

colocam que a transferência dos nutrientes para o microrga- 

nismo, em processos fermentativos submersos, é fundamental 

para o desenvolvimento c iné t ico ,  apesar de pouco estudada. 

Conforme WANG (1979), a condução de um processo de fermen- 

tação submersa requer o estudo de vários fatores f í s i cos ,  

químicos e biológicos, Diferentes fatores,  segundo LEVEAU & 

BOUIX (1984) e SIKYTA (1983), são suceptíveis de modificar 

a distribuição de uma curva de crescimento tais como a con- 

centração dos compostos necessários ao crescimento, a t e m -  

peratura e o pH. COSTILOW (1981) es tudou  os f a to re s  b io f i -  

sicos que  afetam o crescimento como o pH, a at iv idade  de 

agua, a pressão osmótica, a temperatura, a pressão, o oxi-  

gênio dissolvido e também a taxa de absorção de oxigênio. 

Conforme BORZANX ( 1 9 8 5 1 ,  a alta complexidade de alguns sis- 

temas e tambgrn sua grande variabilidade podem d i f i c u l t a r  

sobremaneira o estudo de alguns desses fatores. 

Segundo THIEMANN (1959), o meio fermentativo junta- 

mente com a cepa de produ~ão, formam o binõmio que em gran- 

de parte condicionam o sucesso ou insucesso da operação. 

Outros fatores, naturalmente, i n f l u e m  também no andamento 

do processo fermentativo, mas não tão acentuadamente quanto 

os anter iores .  

Uma série de efeitos ambientais, podem ser condicio- 

nados em grande parte pelo ciclo de esterilização do meio. 
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THIEMANN (1959), CUNHA (19781 ,  LIMA & BORZANI (1975), DREW 

(1981) e SCHMIDELL (1976) salientam a importância e as va- 

riáveis decorrentes da esterilização (do ar, do meio e dos 

equipamentos) no processo ferrnentativo. 

Um aspecto importante a ser considerado no estudo 

da cinética das fermentaçÓes, segundo BORZANI (1975) , resi- 

de no fato de que as concentrações das enzimas não se man- 

tem constantes com o tempo, o que vem a dificultar o exame 

dos problemas envolvidos .  

Muitas variáveis podem a fe ta r  a velocidade de uma 

reação. Mos sistemas homogêneos, a i n f l u ê n c i a  da temperatu- 

ra, pressão e composição 6 ev idente ,  Nos sistemas heterogê- 

neos, com mais de uma fase envolvida, o problema torna-se 

mais complexo; assim, a t ransferência  d: massa e a transfe-  

rência de calor devem ser levadas em consideração (LEVENS- 

PIEL, 1974). Segundo BORZANI (1985), o método utilizado no 

cálculo de velocidades em um processo fermentativopodeafe- 

tar substancialmente o resultado do estudo da c iné t ica  do 

processo. 

Como já foi salientado anteriormente, muitos auto- 

res (THIEMANN, 1959; ANDREYEVA & BIRYUKOV, 1973; EROSHIN, 

1974; COONEY et a l i i ,  1977; CONCONE et a l i i ,  1978 e LEVEAU 

& B O U I X ,  1 9 8 4 1 ,  salientam que o pH 6 um dos fatores mais 

importantes no que diz respeito ao andamento de uma fermen- 

tação. 

o pH afeta no conjunto de atividades celulares e 

também na produção de metabólitos secundários, Esse efe i to ,  



'. . 
Z 

L.. 

conforme LEVEAU & BOUIX ( 1 9 8 4 1 ,  6 manifestado por um fenô- 

meno de comportamento comparável ao da temperatura. Nota- 

se que a velocidade de crescimento em função do pHatingeum 

valor máximo em um determinado valor ou zona de p ~ 8 t i m o .  De 

um lado ou de o u t r o  dessa zona elaémenor e torna-senula (o 

crescimento microbiano 6 inibido) para valores suficiente- 

mente baixos e elevados.  

O estudo c iné t ico  de um processo ferrnentativo leva 

muitas vezes ã proposição de um modelomatemático (ÃBOUTBOUL 

et a l i i ,  1988)- Segundo BORZANI (1975), muitas tentativas 

têm sido realizadas no sentido de se procurar i n t e r p r e t a r  

resultados experimentais com auxilio desses modelos. Entre- 

tanto, ABOUTBOUL et alii (1988) colocamque registram-se pou- 

cas tentativas de análise de sua sensibilidade frente aos 

parâmetros estudados. 

Os modelos matemáticos visam a colaborar naelucida- 

ção dos mecanismos envolvidos  no processo e a estabelecer 

um conjunto de equações que possibilitem o adequado contro- 

le do sistema e a sua otimização. Embora não apareça com 

muita freqfiência, pode-se associar ao modelo proposto uma 

análise da influência de cada um dos seus parámetros (BOR- 

ZANI, 1975 e ABOUTBOUL et alii, 1988). E n t r e  os trabalhos 

que retratam e s s e  assunto destacam-se: GAUDY et a l i i  (1967) ; 

RAMKRISNA et alii (1967); HAMER (1973); BIRYUKOV & TARASONA 

(1973); ANDREYEVA & BfRYUKOV (1973); BORZAPJI (1975); FRE- 

DRICKSON (1976); CONCONE et alii ( 1 9 7 8 ) ;  MACHON et alii 

(1978) ; KJAERGAARD (1978) ; WANG (1979) ; BORZANI (1980) ; BOR- 



ABOUTBOUL et alii ZANE & BARALLE (1983); BORZ-í (1985); 

(1988) e BORZANI (1988). 

É importante lembrar que modelos d i f e r e n t e s  podem 

conduzir a concordâncias razoavelmente equivalentes, quando 

comparados com um mesmo conjunto de valores experimentais. 

Durante estudos da cinética fermentativa, a estima- 

tiva de determinados parâmetros requer o cálculo de deri- 

vadas, BORZANI (1975) e SIKYTA (1983) ressaltam que a par- 

t ir  das curvas de crescimento, utilizando derivados, é pOs- 

s i v e l  a cada i n s t a n t e ,  determinar: as velocidades de consu- 

mo do substrato, de formaqão de produtos e de crescimento 

microbiano, LEDUY & ZAJIC (19731, propuzeram um programa, 

para determinação dessas derivadas, baseando-se nométodo de 

diferenciação geométrica. 

Qualquer processo industrial, e as fermentações não 

fogem à regra, inicia no laboratório ou em escala de ban- 

cada, para terminar, se resultados positivos forem alcanca- 

dos, em processos industriais freqaentemente a níveis de 

grandeza superiores ao doprocessooriginal.Durantea trans- 

fergncia de um processo em escala experimental para um em 

escala industrial, inúmeros problemas surgem e t ê m  que ser 

resolvidos, implicando, não poucas vezes ,  emalterações fun- 

damentais no processo original. 

Basicamente, o problema ;a variação de escala ou 

"scaling-up" de processos fermentativos só pode ser resol- 

vido com a devida segurança, por tentativas. Existem, con- 

tudo, algumas áreas do processo fermentativo onde se con- 



centram mais frequentemente os problemas do escalonamento: 

a) excesso de passagens até a obtenção do volume a- 

dequado do inóculo; 

b) esterilização do meio de fermentação; 

c) manutenção da geometria; 

d) constância da velocidade periférica das palhetas 

no sistema de agitação; 

f) custo dos controles; 

g )  necessidade d e  diversos  t e s t e s  antes das parti- 

das de produção. 

JACKSON ( 1 9 8 5 ) ,  c i t a  t a m b ~ m c o m o  problemas no "scale- 

up* industrial: os aspectos de engenharia bioquímica, a eco- 

nomia de escala, a agitação, a transfergncia de ca lor ,  a 

esterilização do meio, a esterilização do ar, a recuperação 

de produtos e as perdas. 

Normalmente as etapas ou estágios  de desenvolvimen- 

to da fermentação, compreendem estudos nos s e g u i n t e s  níveis: 

a) frascos agitados (100 a 1000 ml); 

b) fermentadores experimentais ( 2  a 20 litros); 

C )  fermentadores pilotos t 0 , 5  a 5 m3) ; 

d)  fermentadores industriais (25 a 1000 m3). 

Para um bom desenvolvimento do processo, THIEMANN 
r 

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

ção, os fermentadores devem apresentar varias l inhasde  adi- 

ção, como por exemplo, para: o i n ó c u l o ,  amostragens, os nu- 

trientes, descarga, saída do ar, entrada do ar, antiespuman- 



t e s ,  ácidos e á l c a l i s ,  etc .  

Apesar de todas as limitações que os experimentos a 

n i v e l  de frascos agitados apresentam, os estudos de cinéti- 

ca da fermentação (evolução do pH, crescimento, consumo de 

carboidratos, consumo de nitrogênio e f o s f a t o ,  e formação 

de metabõlitos) podem fornecer informações importantes para 

um melhor escalonamento da fermentação. Freqtientemente, a 

comparação dos dados de fermentação em frascos agitados e 

em escala piloto por exemplo, podem contribuir para a solu- 

ção de eventuais causas do insucesso no "scaling-up". 

O conf ron to  de resultados de escalas diferentes po- 

de revelar  que o processo fermentativo como um todo procede 

mais lentamente a n i v e l  p i l o t o  do que a n í v e l  de  frascos, 

indicando que possivelmente algum parãmetro seja limitante. 

Normalmente, a idoneidade dos ingredientes não é parâmetwo 

importante a nível de frascos agitados, pois, devido a sua 

escala reduzida o problema do custo da matéria prima é se- 

cundário, e por estas razões, os ingredientes utilizados 

são, as vezes, todos de grau analítico. T a l ,  porém, não é o 

caso, quando os estudos da fermentação são passados para o 

n i v e l  de fermentadores piloto ou industrial. Nestas esca- 

l as ,  as impurezas presentes nos ingredientes podem influen- 

ciar negativamente os rendimentos- fermentativos. 

Out ro  parãrnetro pouco importante a n i v e l  de frascos 

agitados é a formação de espuma, podendo ser relevante em 

escalas maiores, exigindo, para seu combate, volumes não 

insignificantes de antiespumantes, 



À medida que um processo E! escalonado a n í v e l  de 

escala piloto ou de ferrnentadores industriais, a técnica de 

preparação do inóculo sofre, por força da variação de esca- 

las, alterações profundas que compreendem não somente o an- 

damento como também a introdução do cultivo sob condições 

de agitação e aeração diversas. 

COONEY et a l i i  (1977) observam que o controle auto- 

mático de processos, na fermentação industrial, é corrente- 

mente limitado através  do c o n t r o l e  da temperatura, pH e em 

poucos casos o oxigênio dissolvido fOD). Muitos pesquisado- 

res (TRAMBOUZE & MUELLER, 1973; LEDUY & ZAJfC, 1973; COONEY 

et alii, 1977 e WANG et alii, 19771, e n t r e t a n t o ,  estão ago- 

ra examinando sistemas de controle mais sofisticados. 

KOGA & HUMPHREY I 1 9 6 7 ) ,  LEFRANCOIS & REVUIZ (1973), 

BAKER ( 1978 ) , BLAKEBROUGH (19731, BLAKEBROUGH & MORES1 ( 1981 ) , 

JACKSON (19851, entre outros autores, alem de apresentarem 

os problemas de "scale-up" , também propõem condições favo- 

ráveis para o funcionamento dos fermentadores, tanto expe- 

rimentais quanto i n d u s t r i a i s .  

Conforme DIAS et alii (1988) , a de£ i n i ç ã o  do proces- 

so industrial para a produção de microrganismos, simultanea- 

mente ao desenvolvimento da tecnologia para sua utilização, 

poderá evitar futuras lacunas no conhecimento que reverte- 

riam, de um lado, no atraso da utilização da tecnologia ou, 

de out ro ,  na produção dos inoculantes  de forma empirica e 

até mesmo inadequada, Esse autor  ainda coloca queumproces- 

so fermentativo é caracterizado, principalmente por: micror- 

, . 
I - .  .. 



ganismo, meio de cultura, condições de operação e tipo de 

processo. 

Em relaeão ao desenvolvimento de inoculantes, 6 fun-  

damental a realização de estudos sobre as d i f e r e n t e s  etapas 

para a sua obtenção. LOPRETO et ali1 (1973a) colocam que um 

dos aspectos que deve ser levado em conta, em primeiro lu- 

gar, é a obtenção de c u l t i v o s  para cepas previamente sele- 

cionadas além de estabelecer as condições de operação que 

permitam alcançar elevadas concentrações celulares, em cur- 

tos tempos de processo, a fim de diminuir  os riscos de con- 

taminação e reduzir os custos de produção. Para BALATTI 

(1985) o processo fermentativo para obtenção de uma alta 

concentração celular da suspensão de rhizõbio depende da 

preparação do meio de cul tura ,  da esterilização, do desen- 

volvimento do inõculo e do processo fermentativo propria- 

mente d i t o .  

i - ~  crescimento do rhizõbio em meio líquido, deve 

r e u n i r  certos requisitos para que os inoculantes obtidos, 

resultem de a l t a  qualidade e que seu custo s e j a  razoável .  

Isto é possivel através da obtenção de cultivos c o m  altas 

concentrações em cur tos  espaços de tempo e empregando-se 

técnicas simples (BERGERSEN, 1961; LOPRETO et a l i i ,  1972; 

MAZZA et a l i i ,  1 9 7 6 ;  FANTI et a l i i ,  1977 e COZZI et alii, 

1985). 

Entre os inúmeros fatores que afetam o comporta- 

mento e a vida Ú t i l  dos inoculantes para leguminosas, se- 

gundo BOIARDI et alii (1983), o principal 6 o número de 



rhizóbios viáveis por gramadepreparado. Logo, é importante 

se dispor de caldos com a l t a s  concentrações celulares, sem 

que isto signifique um incremento  nos custos de produção. 

Essas dificuldades impulsionam o i n i c i o  de programas de 

pesquisa que objetivem responder as questões colocadas (30- 
'4 

NOMI, 1985). A Argentina, por exemplo, vem nos ÚItinos anos 

realizando uma série de estudos referentes ãs distintas con- 

dições de cultivo e de operação para a produçáodeinoculan-  

t e s  (LEIDERMAN, 1969; ERTOLA, 1969; LOPRETO et alii, 1972; 

LOPRETO et a l i i ,  1974; COLOMIZO, 1974 e LOPRETO et a l i i ,  

1975). 

O IPT, em conjunto com outras instituições de pes-  

quisa, conforme citado pox BONOMI (1986) e BONOMI et alii 

(1986), v e r i f i c o u  que embora o inoculante este ja  sendo pro- 

duzido industrialmente, ainda persistem diversos problemas 

tecnológicos, como: 

a) longo tempo de fermentação para o R6tizobium japovLi- 

cwn, e a existência  de grande n b e r o  d e t a n q u e s d e  

fermentação (em muitos casos não adequados) re- 

sultando em produtos de baixa homogeneidade e 

qualidade; 

b) sérias dificuldades em manter as condições as- 

sépticas, especialmente quando o processo é con- 

duzido em grandes tanques - a l t a s  taxas  de fluxo 

de ar, longo tempo de ferrnentaçãoeexcessivo nÚ- 

mero de operações no processo industrial são al- 

gumas das razões que justificam esse problema; 



c ]  f a l t a  de conhecimento da c iné t ica  do crescimento 

do rhizóbio (especialmente os recomendados no 

Brasil) impedindo a otimização da produção; 

d)  falta de informação relativa ao veículo utiliza- 

do na produção do inoculante - fa l ta  de caracte- 

r í s t icas  da t u r f a  (quimicas, físicas e biolbgi- 

caç), sérias dificuldades em d e f i n i r  um adequado 

método para esterilização do v e i c u l o  do que o 

tradicional raio gama e finalmente a f a l t a d e i n -  

formação do crescimento e sobrevivência em tur- 

fa; 

e )  métodos ineficientes e demorados (consumindo mé- 

todos de controle de qualidade) durante a produ- 

ção do inoculante e de sua estocagem. 

Muitos pesquisadores, como já foi salientado, preo- 

cuparam-se em estudar os diversos fatores que i n f l u e m n a c f -  
-: I 

nética de crescimento de rhizõbio ou ainda caracterizá-los. 

BONOMI et a l i i  ( 1 9 8 7 )  estudaram n í v e i s  de aeração necessá- 

rios para o crescimento de R k i z o b h  japovLicwri, indicando a im- 

portância deste fator nos custos operacionais além de inci- 

d i r  fortemente no risco de contaminação da cultura e também 

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

mento. ~ l é m  da escolha do meio adequado para o desmvolv i -  

mento de cada cepa em particular, BALATTI ( 1 9 7 6 )  salienta a 

necessidade de estudo de ou t r a s  variáveis como: quantidade e 

qualidade de inõculo , propriedades f 2s ico-químicas do meio 

e condições operativas. 



Com o propósito de estudarem o efe i todofornecimen-  

to de oxigênio sobre a velocidade de crecimento de uma cepa 

de R k i z o b h  japonicwn, LOPRETO et alii (1973b) realizaram en- 

saios para distintas condições de  aeração ( 9 4 , 5  a 1 5 8 0  ml 

de Os/l.h), obtendo valores similares da velocidade decres- 

cimento ( P  = 0,067 a 0,080 hml). Para valores inferiores a 

3 1 , 2  ml de Q2/1.h foi notada uma marcante diminuição no cres- 

cimento.  MAZZA & BALATTI (1984) estudaram a i n f l u g n c i a  da 

quantidade de i n Ó c u l o  e do pH inicial, na obtenção de c u l -  

tivos em meio liquido de R k i z o b h  rnt?.&Xo;t;i, colocando que o 

melhor pH inicial é o de 6,5 que permitiu alcançar concen- 

tracões de até 2 , 5  x 10'' células/rnl em 36  horas de proces- 

so.  ERTOLA et alii (1969) avaliaram o e fe i to  da C O ~ ~ O S ~ L ~ O  

do meio e a taxa de fornecimento de O2 para o crescimento 

deste microrganismo, 

COZZI et alii (1985) estudaram o crescimento de vá- 

rias cepas de R h i z o b h  &eguminobahum biovar p h a e o t i  e m m e i o s  nu- 

t r i t i v o s  liquidas, fixando parãmetros de produção que per- 

mitiram obter suspensões celulares aptas para a 

de inoculantes de feijão. CRUZ et alii (1988) 

preparação 

avaliaram o 

crescimento celular de variedades desse microrganismo e se- 

lecionaram aquela mais produtiva para ser utilizada em en- 

saios fermentativos com vista ã produção industrial. 

No momento em que se ressaltam dados sobre concen- 

t r ação  ce lu la r ,  é b o m  lembrar que o método de transmitância 

(normalmente utilizado para e s t a  medida) apesar de oferecer 

informações rápidas, não é concordante, n e s t e  caso, com a 



multiplicação bacteriana (CRUZ et alii, 1988). A explicação 

fica por conta da elaboração de um polimero extracelular de 

natureza polissacaridea, pois tornam o meio viscoso e nem 

sempre homoggneo (MORT & BANER, 1980). 

Em relação ao Bhadytkizobium japon-icwn, BONOMI et alii 

(1986) não observaram nenhuma vantagem com a utilização do 

c o n t r o l e  automático do pH durante o processo fermentativo, 

havendo indicações de que, ao contrário, esse controle  au- 

menta a inibição do crescimento, 

Segundo LOPRETO et alii (1975), os rhizõbios não são 

exigentes quanto ãs características nutricionais do meio de 

produção, entretanto estes meios devem satisfazer todas suas 

necessidades, a fim de s e  obter a l t o s  rendimentos. Emfunção 

da necessidade de se desenvolver meios de cultura correta- 

mente balanceados em seus di ferentes  componentes, inúmeros 

pesquisadores vêm estudando as melhores condições n u t r i c i o -  

nais para as d i f e r e n t e s  cepas de rhizõbio. Para BALATTI 

(1976), o e x i t o  de uma fermentação depende da interaçáo mi- 

crorganismo-meio. 

Conforme DIAS et alii (1988),urnrneio de c u l t u r a  de- 

ve ser fácil de ser preparado; deve t e r  o menor número pos- 

s i v e l  de constituintes e deve-se evitar sempre que possível, 

a esterilização 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 são monopólio de uma em- 

presa ou os que historicamente apresentam grandes f lutua-  



ções de preços e/ou de oferta; e finalmente, na formulação 

de um meio de c u l t u r a  deve ser considerada a economicidade 

do processo como um todo: nem sempre o meio de c u l t u r a  tec- 

nicamente correto e mais barato leva ao processornaiseconõ- 

mico, devido ã influência na velocidade de reprodução celu- 

lar e na produtividade, e nos custos de separacão e/ou pu- 

ri£ icação (quando houver) . LOPRETO et a l i i  (1975) colocam, 

ainda, que é importante, em um processo fermentativo, se 

dispor de um meio de cultura onde possam desenvolver-se 

maior niimero de cepas com altas concentrações celulares,  

As fontes de carbono normalmente estudadas para 
a l 

produção de rhizóbio são: gl icerol ,  manitol, glicose,  saca- 

rose, galactose e lactose (LOPRETO et alii, 1972; LOPRETO 

et a l i i ,  1973a, GARAT et alii, 1980 e BOIARDI & ERTOLA, 

1985) . De uma maneira geral o glicerol parece ser a fonte  

mais conveniente de carbono. L O P R E T O e t a l i i  (1973a e 1973b) 

citam que com e s t e  nutriente f o i  possivel obter cultivos 

que apresentam altas velocidades de crescimento e que tam- 

bém foi possível alcançar elevadas concentrações celulares.  

BONOHI et a l i i  (1986) colocam que concentrações de glicerol 

de até 1,O g/l não são l i m i t a n t e s  para o crescimento da ce- 

pa C99 de Rhizobium japanicuni . Estudando nove cepas de RíÚzobhn 

japorúcum, LOPRETO et alii (19751 consideraram que o i t o  des- 

tas cepas apresentaram um bom crescimento e tempos de gera- 

ção entre 9,2 e 12,3 horas quando a f o n t e  de carbono foi o 

glicerol. 

GARAT et alii (1980) e LOPRETO et alii (19721, es- 



tudaram, além das fontes de carbono, outros fatores decres- 

cimento para o Rhizobiwn japovLicum como fon tes  de nitrogênio 

(extrato de levedura, água de levedura de uso industrial e 

£os fato de arnõnio) . 
N o s  Últimos anos, diversos pesquisadores vêm se 

preocupando com os modelos de fermentadores e também com a 

maneira de condução do processo fermentativo para a produ- 

ção de inoculantes. FANTI et alii (1976) realizaram ensaios 

em p l a n t a  p i l o to ,  determinando bases para o desenvolvimento 

de um equipamento para produção comercial de inoculantes de 

alfafa e soja, tanto no que d i z  respeito 2s  características 

do fermentador, como a dos dispositivos adequados para a 

preparação de água de levedura. 

BALATTI (1981) e MAZZA et a l i 1  (1976) estudaram a 

obtenção de caldos com alta concentração celular para cepas 

de R k i z a b L m  japovLicum tanto em fermentadores com agitação me- 

cânica quanto em fermentadores de coluna. Demonstraram que 

e s t e  Último apresentou um bom comportamento em funçzo do 

crescimento celular, atingindo concentrações superiores ã 

10" células/rnl em 40 horas de processo. Outra vantagem sa- 

lientada para o fermentador de coluna f o i  a deste ser de 

simples desenho e de fác i l  construção e que t a m b é m  pode ope- 

rar com vazões de ar relativamente baixas. Por  outro lado, 

LOPRETO et alii (1973b) mencionam a necessidade da realiza- 

ção de controles  mais rigorosos em qualquer um dos proces- 

sos. 

Normalmente, os caldos de rhizõbio utilizados na 



preparação de inoculantes, são obtidos em sistemas batelada 

(BURTON, 1967). E s t e  sistema permite, de certa forma, obter 

em cada operação, um certo volume de caldo com concentra- 

~ 6 e s  celulares fundamentalmente dependentes da composição 

do meio. De uma maneira geral, com o aumento da concentra- 

ção dos componentes nutricionais, ocorrem modificacóes em 

alguns parãmetros físico-químicos como a a t iv idade  de água, 

forças iõnicas, etc . ,  que limitam conseqfientemente o cres- 

cimento microbiano (CHRISTIAN & WALTHO, 1962 e PfRT, 1 9 7 5 ) .  

Entre as distintas soluções propostas para superar as limi- 

tações do cultivo em batelada, BOIARDI et alii (1983) estu- 

daram o comportamento do sistema de cultivo descontínuo 

alimentado, com a finalidade de obtenção de caldos de 

R k i z u b h ~  p h u e o l i  com alta concentração celular. ~ l é m  deste 4 

Último sistema, BOIARDI ( 1 9 8 5 )  sugere outros sistemas alter-  

nativos como o semicontinuo e o cont inuo.  

THOMPSON (1980) e FAO (1975)  caracterizaram as me- 

lhores condições de operação de um fermentador para a pro- 

dução de inoculantes, d i s c u t i n d o  os tipos de equipamentos, 

a aeração, a temperatura de incubação, o n í v e l  de inóculo, 

o tempo de incuba~ão, entre outros fatores. 

2.1.1 ~gitação e aeraçãa 

Considerando que a maior parte dos processos indus- 

triais, principalmente os de reprodução microbiana, neces- 

sitem de oxigênio; a agitação juntamente com a aeração tor- 



nam-se parãmetros cruciais a serem estudados. 

A literatura sobre agitação e aeração 6 bastante  

vasta. E n t r e t a n t o ,  pode-se notar  que a grande maioria des- 

t e s  trabalhos, como os de HIXSON ( 1 9 4 4 ) ,  COOPER et alii 

( 1 9 4 4 ) ,  MACK & UHL ( 1 9 4 7 ) ,  RUSHTON et alii (1950a1, RUSHTON 

et a l i i  (1950b), FINN (1954), FLYNN & LILLY (19671, FIMN 

( 1 9 6 7 ) ,  BANDYOPADHYAY et a l i i  (1967), AIBA et alii (19731 ,  

TOPIWALA & HAMER (19731, LINEK et alii (1973), BRYANT 

(19771, YAMADA et alii (1978), SINCLAIR (1984) e MAVITUNA & 

SINCLAIR ( 198 5 1 , preocupou-se em estudar determinados parã- 

metros tais como: coeficiente de t r ans fe rênc ia  de oxiggnio  

( K L a ) ;  potência de agitação; suprimento de oxigênio: movi- 

mento do fluido em função do t i p o  de agitador; transporte e 

transferência de massa; etc, Contudo, poucos dados são en- 

contrados a respeito da i n f l u ê n c i a  da agitação e aeração 

sobre o crescimento microbiano. Muitas vezes e s t e s  dados, 

segundo BRUNELLO & CONCONE (1975) ,  são bastante controver- 

t i d o s .  

A aeração e agitação dos fermentadores constituem 

uma das áxeas mais complexas das fermentações industriais 

(THXEMANN, 1959). Apesar do problema, como pôde ser visto 

anteriormente, ter sido intensamente estudado sob o s  mais 

diversos pontos de vista e com diversas metodologias, não 

e x i s t e  ainda uma técnica precisa, que permita fazer o esca- 

lonamento da aeração e agitação, 

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

tação pode afe ta r  profundamente a c iné t i ca  do processo. En- 



tre os muitos exemplos que poderiam ser apontados, BORZANI 

(1986) salienta a influência da freqfiência do agitador e da 

geometria do fermentador no andamento da fermentação. 

Conforme BRUNELLO & CONCONE ( 1 9 7 5 ) ,  a agitação e 

aeração em um processo fermentativo têm por finalidade 

a t i n g i r  uma série de objetivos: 

a )  dispersão 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 2 ou- 

tra; 

b) suspensão de partículas sólidas (microrganismos, 

substratos insolúveis, etc.); 

C )  dispersão de um líquido imiscível, de maneira 

que possa ser utilizado eficientemente pelo mi- 

crorganismo; 

d)  facilitar a troca de calor entre liquido em fer- 

mentação e o sistema de aquecimento ou resfria- 

~ l é m  desses objetivos, THIEMANN (1959) ressalta que 

a agitação pode influenciar a aeraçáo de vários modos: 

a )  aumentando a área interfacial  das bolhas (número 

maior de bolhas pequenas) ; 

b) retardar a passagem do ar pela massa do fermen- 

tador permitindo unia transferência mais eficien- 

te de oxigênio; 

c )  evitar a coalescência das bolhas, e portanto a 

tendencia de formar bolhas maiores e reduzir 



deste modo a k e a  i n t e r f a c i a l ;  

d) aumentar a turbulência do liquido; 

e) aumentar a e f i c i ê n c i a  de bombeamento do líquido 

reduzindo o tempo de mistura. 

Para garantir um perfeito desenvolvimento microbia- 

no é fundamental que os nutrientes dissolvidos no meio de 

fermentação estejam em contato continuo com os microrganis- 

mos. No processo de fermentação submersa o organismo se de- 

senvolve não na superficie de um meio líquido ou substrato 

sólido, mas sim no interior do substrato líquido, recebendo 

o seu oxigênio necessário por injeção contínua de ar esté- 

r i l  e agitação forçada, garantindo uma boa transferência de 

massa e mantendo as células  sempre em contato com o meio 

nutritivo homogêneo. 

Ao microrganismo em desenvolvimento deve ser faci- 

litado, segundo BRUNELLO b CONCONE (1975), o suprimento de 

oxigênio existente nas bolhas de ar. Experimentalmente, ob- 

serva-se ue quando se trabalha acima de uma determinada 

concentração de oxigênio dissolvido, a velocidade de r e s p i -  

ração é independente desta e proporcional ã concentracão de 

células  no meio (WINZLER, 1941). 

TAIEMANN (1959) salienta, que nem sempre é necessá- 
I 

rio ou desejável satisfazer totalmente as exigências respi- 

ratõrias do microrganismo. H& casos em que i s t o  é contra- 

indicado : 

a )  na produção de vitamina B12 pelo Paeudomonaa  de^- 

.titidicalz~ é necessário reduzir a oxigenaçãodo meio 



a f i m  de obter máxima síntese do metabólito; 

b) nas fermentações viscosas não newtonianas que 

ocorrem normalmente com microrganismos filamen- 

tosos (fungos e estreptomicetos) produtores de 

a n t i b i ó t i c o s ,  a a l t a  viscosidade do meio fermen- 

tativo torna extremamente onerosas a agitação e 

aeração . 
Em relação ao fornecimento de oxigenio aos micror- 

ganismos, FINN ( 1 9 5 4 )  considera que, devido às dimensões 

reduzidas da célula rnicrobiana, a resistência â difusão nas 

proximidades da célula seria muito pequena e que, além dis- 

so, seria pouco provável que a agitação pudesse acarretar 

uma velocidade r e l a t i v a ,  suficientemente elevada entre  cé- 

lulas e meio, para alterar substancialmente aquela resis- 

t ênc ia .  ~ ã o  há ev idênc ia s  experimentais que permitamum exa- 

me seguro desta questão (KEMPE & WEST, 1959). 

No decorrer de uma fermentação, as propriedades do 

meio alte--.m-se à medida que e l a  se processa, principalmen- 

te quandosetem agitação mecânica, e s s e s  fa tos  segundo AIBA 

et a l i i  (1973) provocam a deformação das bolhas e a varia- 

ção de seu diâmetro. 

SfKYTA (1983) ressalta que apesar dos consideráveis 

avanços per t inentes  â agitação e 5 aeração, muitas questões 

teóricas e práticas ainda necessitam de resposta. Salien- 

ta, também, a importância do uso simultâneo de ambos os pa- 

rãmetros, pois  e s t e s  afetam o njvel de oxigênio, asseguran- 

do assim uma concentração suficiente desse elemento nas cul- 



turas  microbianas submersas. Outro ponto levantado por SI- 

KYTA (1983) 6 o problema encontrado nasdeterminaçõesda ta- 

xa Ótima de fluxo de ar e da £reqUgncia Ótima do agitador, 

que, por consegtiinte, afetam a aval iaçáodaaera~ão  e o pro- 

jeto dos agitadores. 

ERTOLA et aiii ( 3 9 6 9 )  pesquisaram a relação entre a 

cornposicão do meio, a agitação e o e fe i to  das taxas de su- 

primentos  de oxigênio  para o crescimento de R k i z c b h  m w u -  

Li. Observaram que, com o aumento da agitação, ocorreu um 

aumento na taxa de oxigênio absorvido, contudo a produt iv i -  

dade diminuiu quando foi utilizada uma agitaçãoacimade 400  

rpm. Explicou-se este fato em função da variagão das carac- 

t e r í s t i cas  reolõgicas do meio, ou seja, ocorreu um aumento 

da viscosidade devido 5 formação de polissacarídeos extra- 

celulares.  BRUNELLO & CONCONE (1975) salientam que é de fun- 

damental importância ter-se conhecimento das caracteristi-  

cas reolõgicas dos liquidos de fermentação, pois in tervêm 

nas t rocas de massa e na potência necessária ã agitação. 

BALATTI (1979) reporta a existência de uma relação 

e n t r e  a composiç~o do meio de cultivo e as condições opera- 

tivas da fermentação, Trabalhando com R k i z o b h  m~~~ e 

duas  formulações IA e B), notou que no meio A ocorreu uma 

maior produção de c é l u l a s  usando uma agitação de 250 rpm. O 

meio E, que possuía uma maior concentração de sacarose e de 

água de  levedura, apresentou um rendimento maior e m 4 0 0 r p m .  

ERTOLA et a l i i  (1969) xe~acionararnascurvas de cres- 

c imento  experimentais (agitação de 250 à 1000 rpmevazão de 



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

WORTH et alii (1957) que obedece ã equação: 

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

onde : 

X = concentracão bacteriana no tempo t; 

xo = concentração bacteriana i n i c i a l ;  

G = tempo de geração. 

AS curvas experimentais foram bastante semelhantes 

às curvas teóricas. Isto significa neste caso, que a l i r n i -  

tação do crescimento pelo oxigênio não é significativa. Por 

outro lado, DUDMAN ( 1964 )  menciona que para baixas condi- 

ções de aeração, o rendimento celular 6 maior do que quando 

u t i l i z a - s e  meios altamente aerados. BURTON (1967) r e f o r ~ a  

esta  observação, salientando que apesar do rhizõbio ser um 

microrganismo obrigatoriamente aerõbio, pode-se obter um bom 

crescimento celular usando-se baixas tensões de oxigênio. 

BONOMI et alii (1987) estudaram a influência da ae- 

ração no crescimento de Rkizobium japovLicwn, identificando a 

irnpÓrtância deste parârne t r o  na otimizaqão de uma tecnologia 

de produção deste microrganismo. DATE (1976) salienta que 

as taxas de fluxo de ar, citadas na literatura, para produ- 

ção de rhizÓbio variam de 0,2  até 60 vvh (volume de ar por 

volume de meio por hora). ~xperiências recentes sugerem que 

5 vvh são satisfatórios para a produ~ão de whizóbio. 

Trabalhos realizados por VAN SCHREVEN (1958) e 



8 ROUGHLEY (1970) mostram uma variação de 1 , O  x 10 para 

3,5 x 10' células  de rh izÕbio/ rn l ,  quando do aumento de 1 

para 5 vvh. A FAO (1975) também sugere o uso de 5 vvh paxa- 

a preparação de rhizõbio em alta escala. 

Com o propósito de estudar o e f e i t o  do oxigênio for-  

nec ido  a uma cultura de R L z o b h  japonhum em fermentador, LO- 

PRETO et alii (1973a) efetuaram medidas de concentracão ce-  

lular para diferentes condi~ões de agitação, Observaram que 

a curva de crescimento, obtida com 100 rpm, mostrou limita- . . 

ções,  sendo essas atribuídas como canseqfiências de uma bai- ... 3 

xa transferência de oxigênio decorrente da baixa agitação.' 

Outro fator observado por e s s e s  autores foram que ao aumen- 

t a r  a velocidade de agitação, os cultivos tendem a alcali- 

nizar-se mais rapidamente. 

MAZZA et a l i i  (1976) estudaram a obtenção de R k i z o b h  

japonicum em um f errnentador sem agitação mecânica. Todavia, 

compararam e s s e  processo com ensaios realizados em fermen- 

tadores agitados mecanicamente', variando a agitação de 100 a 

400 rpm e mantendo a aeração cons tan te .  Relacionaramas cur- 

vas de crescimento correspondentes a esses equipamentos, ob- 

ser;kndo que os melhores resultados foram obtidos em tanques 

agitados mecanicamente. O melhor valor  da velocidade espe- 

c í f i c a  máxima obtida foi de O ,  08 h-' com uma agitação de 200 

rpm. 

BONOMI et alii (19861 ,  também trabalhando com Rhizo- 

b k m  japanicum, obtiveram urna contagem de células viáveis de 

aproximadamente 2 x 101° células/rnl, utilizando um fermen- 

1 
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tadar agitado a 300 rpm em 120 horas. 

O principal agitador utilizado nos fermentadores ex- 

perimentais e em alguns industriais é do tipo t u r b i n a  (EBO- 

LI, 1975). Segundo BRUNELLO & CONCONE (1975), as principais 

correntes produzidas por esse  tipo de agitador são radiais 

e tangenciais. Portanto, necessitam de chicanas para evitar 

a formação de  movimento c i r c u l a t Ó r i o  horizontal e de vÓrti- 

ce. Geralmente, o ar 6 borbulhado na parte i n f e r i o r  da tur-  

bina, e essa se encarrega de apanhar a s  bolhas grandes ,que-  

brã-las e dispersá-las através do liquido. MCCABE & SMITH 

(1973) ressaltam que e s s e s  tipos de agitadores são efetivos 

em líquidos cuja viscosidade varie dentro de uma f a i x a  bas- 

t a n t e  grande .  

Um o u t r o  fator importante, salientado por BRUNELLO 

e CONCONE (1975) ,éque  somente no caso de fermentadores que 

utilizam agitadores de t u r b i n a  existem resultados quantita- 

tivos, Contudo e s s e s  dados só podem s e r u t i l i z a d o s n o s  casos 

particulares em que foram obtidos. ~ ã o  existem métodos sa- 

t i s f a t õ r i o s  que prevêem a agitação e/ou aeração para outras 

dimensões de fermentadoxes, a partir de dados obtidos em um 

determinado fermentador; mesmo que existam semelhanças geo- 

métricas. 

2.1.2 Temperatura 

O u t r o  parârnetro importante nas operações fermenta- 

tivas é a temperatura. Cada microrganismo t e m  um valor Óti- 

* 



mo de temperatura, onde o desenvolvimento procede com a ve- 

locidade máxima. Contudo, nem sempre a temperatura Ótima de 

desenvolvimento é a mesma que permite omáxima de a c b u l o  do 

produto metabólico desejado. 

De acordo com a temperatura Ótima de desenvolvimen- 

to, os microrganismos podem ser classificados em: 

a) psicrofilos: Ótimo entre 5 e 20PC; 

b) mesofilos: Ótimo entre 20 e 40QC; 

c) termofilos: Ótimo e n t r e  40 e 55QC.  

Segundo LEVEAU & BOUIX (19841, osmicrorganismos me- 

sofilos preferem temperaturas intermediárias, próximas 

30QC. O crescimento da maior parte deles não ocorrerá abai- 

xo de 15QC nem acima de 45PC. O u t r o  fato salientado por e s -  

s e s  autores é que a taxa de crescimento de todos microrga- 

nismos a t i n g e  seu valor máximo em uma zona relativamente e s -  

t r e i t a ,  próxima de temperatura Ótima. Abaixo e acima desta 

temperatura, a t a x a  de crescimento diminui. 

SIKYTA (1983) evidencia que a taxa de crescimento 

especifica, depende do t i p o  de microrganisrnoedas condições 

físicas e químicas da c u l t u r a ,  como temperatura, pH,,compo- 

sição do meio, etc. A temperatura, segundo SINCLAIR (19841, 

e s t á  relacionada, entre outros fatores, com amis turade  ga- 

ses nos sistemas fermentativos, TRIBOLI (1987) salienta que 

a escolha da temperatura de operação é influenciada por £a- 

tores fisiológicos das cepas utilizadas e tambérnporproble- 

mas de perdas de volá te i s  (por evaporação) e pe la  formação 

de espuma em temperaturas elevadas. 



Como p6de-se notar a temperatura inf l uenc iá ,  além de 

outros fa tores ,  no conjunto das atividades celulares micro- 

bianas. Em baixas temperaturas essas atividades podem ser 

totalmente bloqueadas. E n t r e t a n t o ,  a partir de cer ta  tempe- 

ratura acima da Gtima, a l g u n s  constituintes ou estruturas 

celulares podem sofrer alterações ou até desnaturação. Mes- 

mo que a velocidade de crescimento con t inue  elevada, a con- 

centração c e l u l a r  não tende a atingir seu va lo r  máximo, pois 

a destruição térmica é mais significativa que o crescimento 

c e l u l a r  (LEVEAU & BOUIX, 1984). 

COSTILOW (1981) , reforça os autores  acima citados, 

ressaltando que a temperatura de incubação afeta drastica- 

mente a taxa de crescimento das bactérias, p o i s  i n f l u e n c i a  

todas as reaqões celulares.  Enfatizou, também, que a ternpe- 

ratura afeta os requisitos nutricionais, além do metabolis- 

mo e da estrutura bacteriana. A máxima temperatura para o 

crescimento microbiano é uns poucos graus ( 3  a 5QC)  acima 
C 

da temperatura Ótima de crescimento. Em contraste, a minirna: 

temperatura pode a t i n g i r  20  a 40QC abaixo da Ótima. 

Geralmente, as bactérias não somente crescem l enta-  

mente,  mas também morrem rapidamente em ternperaturasumpou- 

co acima da máxima de crescimento. Conseqilentemente, a in- 

cubação de uma c u l t u r a  bacteriana à temperaturas acima da 

Ótima, necessita de um controle preciso de temperatura. 

Segundo LEVENSPIEL ( 1 9 7 4 ) ,  para muitas reações, a 

expressão da velocidade pode ser escr i ta  como o produto das 

funções temperatura e composição do meio. Para t a i s  rea- 



ç Ó e s ,  a temperatura e a constante de velocidade ( K )  da rea- 

ção podem ser expressas ,  praticamente em todos os casos, pe- 

la l e i  de Arrhenius: 

onde K~ é chamado fa tor  de freqfiência, e E a energia de a t i -  

vação da reação, BORZANI (1975) caracteriza a i n f l u ê n c i a  da 

temperatura na constante de velocidade ( K )  decrescimentode 

um microrganismo. Evidencia, também, que essa constante es- 

tá relacionada com as reações enzimáticas. Logo, a uma dada 

temperatura, o efe i to  da decomposição da enzima começa a se 

fazer sentir, diminuindo o va lo r  de u quando atemperatura 

aumenta. 

LEVENSPIEL (1974) avalia como o equilibrio, a veio-  

cidade de reação e a distribuição de produtos são afetados 

por mudanças nas temperaturas e pressÕesdeoperação, permi- 

tindo com isso determinar  o perfil de temperaturas Ótimas: 

ao longo do tempo para reatores descontinuos, ao longo da 

comprimento para reatores contínuos, e de reator para rea- 

tor em uma série de reatores. 

Alguns autores ressaltam a importância dos equipa- 

mentos de medida e de fornecimento de calor aos fermentado- 

res. A maior parte dos fermentadores comerciais e mesmo os 

de escala laboxatorial são equipamentos com controle inter- 

no de temperatura, pois conforme DREW (1981) a temperatura 

da água de circulação (ou ou t ro  líquido) deve ser avaliada 



Po- 

por uma unidade de controle colocada no meio fermentat ivo.  

Por sua vez SIKYTA (1983) salienta a importância de se co- 

nhecer o t i p o  de equipamento usado para as medidas de tem- 

peratura, indicando os melhores, conforme o uso e como es-  

ses influenciam nos erros opexacionais. 

MONZONI (1975) e v i d e n c i a q u e a  rnanutençãode uma tem- 

peratura adequada é imprescindível nas fermentações indus- 

triais. Esse controle  é normalmente automático e ,  em alguns 

casos, o instrumento é dimensionado para não permitir des-  

vios  maiores do que 0 ,5QC,  po i s  algumas cepas industriais 

são extremamente sensiveis a variações de temperatura, 

dendo sofrer altexações em suas caractexisticas. 

A FAO (19751, em relação a produçãodeinoculante  de 

rhizóbio, propõe que quando o fermentador utilizado não a- 

p r e s e n t a r  um controle  termostático de temperatura deve-se 

incubar  o caldo nutritivo em salas onde a temperatura s e j a  

contro lada ,  ou ainda utilizar a aeraçáo, conduz indoa rquen -  

te que pode ser aquecido eletronicamente. 

A literatura sobre a i n f l u ê n c i a  da temperatura no 

desenvolvimento de rhizÓbio é escassa e muitas vezes con- 

traditória. Segundo VIERA (1986), o rhiz8bio 6 uma bactér ia  

quirniorganotr8fica e cresce melhor em meios complexos entre 

25 e 30QC, especialmente com extrato de levedura. BALATTI 

(1976) e JORDAN (19 83 1 , salientam respectivamente que essa 

faixa de temperatura é favorável para o desenvolvimento de 

r h i z õ b i o  em caldo nutritivo e especialmente para o gênero 

%~adyt l&zu b h  . 



Por sua vez, THOMPSON (1980) e BALATTI (1981) enfa- 

tizam que melhor fa ixa  de temperatura de incubação para o 

desenvolvimento de todas as espécies de rhizõbio com fins 

comerciais é usualmente entre 2 6  e 30QC. 

Segundo DATE (1976) e VIDOR et a l i i  (1983), a t e m -  

peratura de incubação para rhizõbio não é c r í t i c a ,  e geral- 

mente experiências sugerem a faixa de 26 até  28QC como con- 

veniente para todas as cepas, Entretanto BURTON (1967) pre- 

fere 30 - 32QC como a melhor faixa de temperatura para o 

crescimento de rhizõbio. Posteriormente, esse autor (BURTON, 

1 9 7 9 ) ,  indicou 2 8  - 30QC como sendo a fa ixa  Ótima de tempe- 

ratura para o crescimento. 

VINCENT (1974), salientando que os rhizõbios sãoor- 

ganismos mesofllos, que a fa ixa  Ótima de temperatura 

é de 20 a 30QC,  lembrando que esses rnicrorganismosnãotole- 

r a m  temperaturas altas (a fa ixa  máxima recomendada que per- 

mite o crescimento é de 30 a 4 2 , 5 Q C )  perdendo rapidamente 

i 
sua v i a b i l i d a d e  a 40QC {tempo de redução decimal de duas a 

quatro horas de acordo com as espécies) ,  

Estudando o e f e i t o  da temperatura em nove cepas de 

rhizõbio, ALLISON & MINOR (1940)  citados por BURRIS & WIL- 

SON (1945), conclui ram que a melhor fa ixa  para e s s e s  orga- 

nismos 6 entre 29 e 31QC, sendo que 28QC foi indicada como 

temperatura ideal  para incubação. A FAO (1975), também pro- 

põe 28QC como Ótima para todas as cepas de rhizõbio. 

A variação na temperatura Ótima de crescimento é 

mais significativa que a variação na temperatura ótima para 



respiração; seis espécies de rhizóbio mostraram que a rnáxi- 

ma trans~ergncia de oxigênio em glicose foi em 3 7 , 5  2 1QC 

(BURRIS & WILSON, 1939 citados em BURRIS & WILSON, 1945). 

O rhizóbio de crescimento rápido caracterizado c u l -  
.I' 

turalmente por KEYSER et alii ( 1 9 8 5 ) ,  apresentou um tempo 

de geração de 2 , 9  horas no meio extrato de levedura-manitol 

2 uma temperatura de 28QC em comparação com rhizÓbio de 

crescimento lento que possue um tempo de geração de 6 ho- 

ras ou mais, nas mesmas condições. ROUGHLEY (1970) enfatiza 

que colônias de rhizõbio pertencentes ao grupo de cresci- 

mento rápido podem atingir uma concentração de 5 x 10 8 

células  viáveis por mililitro em 3 a 5 dias utilizando 28QC 

e o meio proposto par FRED et alii (19321, Em relação aos 

organismos de crescimento lento ,  é possível obter-se até 10 9 

células/ml em 3 a 5 dias usando-se um meio a base de saca- 

rose-extrato de levedura e incubando-os a 28QC (DATE, 1959 

citado por ROUGHLEY, 1 9 7 0 ) .  

Alguns autores excetuam o R k i z o b h  m u o a  das 

faixas de temperatura c i tadas  anteriormente. ALLfSON& MINOR 

(19401, BURTOM (1979) e BURTDN (1967) indicam 35QC como sen- 

do a temperatura Ótima para o desenvolvimento desse micror- 

ganismo. GRAHAM & PARKER (1964) concluirarn que 39QC é idea l  

para distinguir o R h i z o b h  t n u o f i  de outras espécies de 

crescimento rápido, Entretanto, MAZZA & BALATTI ( 1 9 8 4 )  e ER- 

TOLA et alii (19691, trabalhando com essemicrorganismouti- 

lizaram respectivamente 28QC e 30QC como temperaturas de  

operação em seus experimentos, 



A maioria dos trabalhos relacionados com a produ~ão 

de rh izõb io ,  utiliza a temperatura operacional de 3OQC. 

MAZZA et a l i i  (1976), estudando o comportamento de R h L z o b h  

japovcicum em fermentadores s e m  agitação mecânica, utilizaram 

essa temperatura tanto para a preparação dos inõculos como 

para as operaçÓes fermentativas. LOPRETO et alii (1973a1, 

também trabalharam com essa temperatura para estudar a in- 

fluEncia do fornecimento do oxigênio na velocidade de cres- 

cimento de R k i z o b h m  japovc i c~ ,  produzindo os in8culos em f ras- 

tos agitados. 

BOIARDI et ali1 (1983) obtiveram, a partir de um 

inóculo com 1,5 x 1 0 8  células/ml, concentraqóes de até 

1 .2  x 10" células/ml de Rhizab ium phoneoU em frascos ag i t a -  

dos a uma temperatura de 30QC. Trabalhando nas mesmas condi- 

ções ,  CRUZ et ali1 (1986) alcançaram 1 , O  x 10 células/ml 

desses microrganismo em 1 5  horas de processo, e LOPRETO et 

a l i i  (1971) chegaram a uma concentração de 1,8 x 101° &lu- 

l a s  de R k i z o b h m  japovcicum por r n i l i l i t x o  após 140 horas. 

LOPRETO et a l i i  (1973b) e LOPRETO et alii (19751, 

trabalhando em frascos agitados, e BALATTI & MAZZA (1979) 

em fermentador de bancada, estudaram a produção de cultivos 

celulares de Rhizobium j a p o ~ c u m  para impregnação em turfa, 

utilizando 30QC como temperatura de operação. GARAT et aiii 

(1980) estudaram a melhor f o n t e  de nitroggnio para cepas de 

rhizõbio, mantendo essa temperatura em um quarto termosta- 

tizado onde foram conduzidos todos os experimentos. 

GEBHARDT et alii (1984) avaliaram o crescimento de 



cepas de R k i z o b h  s p .  em fermentador continuo, operando a 

30QC. BOIARDI & ERTOLA (19851, comparando o comportamento 

de diversas estirpes de rhizóbio em fermentação contínua e 

em batelada, obtiveram concentra~ões de até 1,l x 10'' .é- 

lulas/ml para o R k i z o b h  japo~cum usando 300 rpm; 0,3 vvm e 

30QC como parãmetros operativos; e BONOMI (1986) utilizou 

essa mesma temperatura, trabalhando também com frascos agi- 

tados. 

COZZI et alii (1985) e COZZI & BENINTEMDE (1987) 

estudaram, respectivamente, o crescimento de cepas de 

R6úzobium p h e o l i  em meio líquido e a sobrevivência de W d y -  

t ~ k z o b i u m  japoucicwn em t u r f a  não estéril, utilizando a tempera- 

t u r a  de 2 9 Q C  para produção desses organismos. GONZÁLEZ 

(1984), entretanto, trabalhou com frascos agitados a uma 

temperatura de 28OC, determinando a resistência de estirpes 

de Rkizobium japoecum a antibióticos, fungicidas e herbicidas. 

Mostrando assim, outras temperaturas de operação que foram 

utilizados com sucesso. 

2 . 2  Competitividade entre estirpes de  r h i z ó b i o  

A especificidade hospedeira de uma estirpe de rh i -  

z8bio é representada pela habilidade desta estirpe em indu- 

zir a nodulação e/ou fixar o n i t r o g ê n i o  quando ocorrer uma 

associação com cultivares ou espécies hospedeiras. Um exem- 

plo disto, são as cultivares de s o j a  que apresentam uma e s -  

pecificidade considerável em ~ e l a ~ ã o  às estirpes de k d g a i l k i -  



z o b h  j a p o ~ c u m  mesmo antes  de iniciaxern o processo de fixação 

simbiótica do nitrogênio. A especificidade pode manifestar- 

se durante o processo de infecção,  de formacão de nódulos e 

também durante o estabelecimento da fixação do nitrogênio 

(DATE, 1976). 

N e m  todas as cultivares de s o j a  nodulam eficiente- 

mente com a mesma estirpe de 8 k a d y i r & z o b h  japovLieum. Em fun-  

ção disto, vários pesquisadores ressaltam que a ef ic iência  

e a ineficiência na f ixação do nitrogênio não são relevan- 

t e s  se não f o r  levado em consideração a especificidade hoç- 

pedeira existente entre as estirpes de rhiz6bio e as espé- 

cies e/ou cultivares da leguminosa hospedeira ( D O B E R E I N E R e t  

alii, 1966; FREIRE & VIDOR, 1970; VINCENT, 1 9 7 4  e VIDOR, 

1977). 

Muitos pesquisadores têm estudado as possiveis cau- 

sas que explicariam a maior ou menor ef ic iência na fixação 

simbiótica do nitrogênio, DOBEREINER et alii (1970) eviden- 

ciaram a existência de estirpes de R k i z a b h  j a p o w  de a l t a  

eficiência as quais formaram nódulos com taxas de fixacão 

superiores das estirpes normais, entretanto, não justifi- 

caram a causa dessa eficiência. HAVELKA & HARDY (1976) ex- 

plicaram que os diferentes graus de eficiência simbiõtica 

estariam relacionados com as diferentes capacidades apresen- 

tadas pelas estirpes em utilizarem a energia proveniente de 

produtos da fotossintese por miligrama de n i t rogên io  f ixa -  

do, resultando em diferentes taxas de nitrogênio f ixado por 

unidade  de massa nodular .  



Para FREIRE & VIDOR (1971), o sucesso da simbiose 

rhizóbio-leguminosa depende de uma boa nodulação, e esta é 

influenciada por fa tores  ligados à p l a n t a ,  5 bactéria e ã 

interaçáo destes. Segundo VINCENT & WATERS (1953) , a sele- 

ção preferencial da leguminosa por determinadas estirpes e/ 

ou a indução desta seleção pela bactéria,  nem sempre é di- 

recionada para a estirpe mais efetiva, 

Em relação aos grupos de efetividade, a FAO (1984) 

cita que estes  reunem diferentes espécies pertencentes a um 

mesmo ggnero que conseqflentemente apresentam resposta posi- 

tiva à infecção e ã fixação de nitxogenio atmosf~rico por 

uma mesma estirpe de rhizóbio. 

Uma importante caxactexistica das estirpes de r h i -  

zõbio é a de competir . entre si por sítios de infecqèo 

nodular, sendo que di ferengas  significativas, como citado 

ante r io rmente ,  foram demonstradas por DATE (1976). 

TRIMICK (1982) ressalta que es ta  competição envolve 

caracteristicas da planta hospedeira e do rhizóbio, tais 

como, a i n f l u ê n c i a  da planta no processo de infecção, o nÚ- 

mero de estirpes do inoculante que vão competir na superfi -  

c ie  da raiz, o es tág io  fisiológico do rhizóbio no momento 

da inoculação, a taxa de crescimento das estirpes que estão 

competindo pelo s i t i o ,  a temperatura, a umidade e os níveis 

dos nutrientes no solo. 

Conforme inúmeros autores, a competição por sitios 

de nodulação pode ser modificada pe la  influência das culti- 

vares, das estirpes e das linhagens da leguminosa que será 



infectada (OLIVEIRA & VIDOR, 1984;  ROUGHLEY et alii, 1980; 

RUSSEL & JOEJES, 1975 e BROMFIELD & JONES, 1980) . 
Segundo os trabalhos de DATE (19761, VIDOR et a l i i  

(1986) e VIDOR (1977), a competitividade poderá ser afetada 

pela presença de uma população de rhizõbio naturalizada no 

solo inoculado. ~ s s i m ,  IRELAND & VINCENT (1968) mostraram 

que as plantas somente formaram nõdulos com estirpes intwo- 

duzidas quando a concentração do inoculante foi s ign i f i ca -  

tivamente aumentada. Outros autores, como CALDWELL & VEST 

(1970) ; HAM et a l i i  (1971) ; VEST (1973) ; BROMFIELD & JOMES 

(1980); VOSS (1981); McLAUGHLIN & DUNICAN (1981) e DIONISIO 

(1985) confirmam a superioridade das estirpes naturaliza- 

das em relação às estirpes introduzidas no sola. 

Ent re t an to ,  BROCKWELL et alii (1982) encontraram re- 

sultados contraditórios, ou seja,  as estirpes de R L z o b h  

f i h u w  introduzidas no solo predominaram sobre as estirpes 

nativas na formação dos n6duios. McLAUGHLfN&DUNiGAN (1981) 

estabelecem como causa desta contradição as diferenças entre 

os t ipos  de solo, entre  os tipos de rhizóbioeas  concentra- 

ções de células no inõculo. 

Vários t r a b ~ l h o s  atribuem ã lect ina a responsabili- 

dade pelo mecanismo de especificidade entre a planta e o 

R k i z o b k m  (MARX, 1977), caso não haja diferenças entre  as es- 

tirpes quanto ã infectividade, migração e crescimento d a r i -  

zosfera (OLIVEIRA, 1982). 

Inoculantes para soja elaborados com estirpes efi- 

cientes de R. japovcicwn, quando utilizados em concentrações 
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normalmente recomendadas I6000 a 7000 células/semente) em 

solos contendo a l t a  população de rhizóbio, demonstrarampou- 

co sucesso destas est irpes  em competirem efetivamente na 

formação de nódulos com as estirpes naturalizadas (JOHNSON 

et alii, 1965; WEAVER & FREDERICK, 1974;  DATE, 1976 e VIDOR,  

1977). VOSS (1981), avaliando a capacidade competitiva por 

s i t i o s  de infecção nodular de t rês  estirpes de Rhizubium a 

I 

p h a e o f i  em solos com população estabelecida deste micror- 

ganismo, constatou que as estirpes nativas  foram mais cam- 

petitivas que as estirpes intxoduzidas. 

JOHNSON & MEANS ( 1 9 6 4 )  avaliaram a hakilidade nodu- 

l i f e r a  de 299 estirpes de R .  japclnicum em soja cultivada em 

casa-de-vegetação. F o i  constatado que apenas 13 estirpes 

foram mais competitivas por sltios de in£ecção nodular do 

que a estirpe USDA 7 6 .  Estudando a competitividade por si- 

tios de  infecção nodular das estirpes 38,  7 6  e 110 de R .  

japoLcwn, CALDWELL (1969) observou que a estirpe 110 ocorreu 

em 9 8 %  dos nódulos  quando utilizada em mistura com a es- 

t i rpe  38  e 76% quando misturada com a estirpe 76 .  VIDOR 

( 1 9 7 7 )  também notou a dominãncia da estirpe 110 quando uti- 

lizada em mistura com as estirpes 123, 532c e 5 8 6 ,  verifi- 

+ 
cando que a competitividade por sítios de infecção nodular 

d= no campo e em câmara de crescimento foi bastante sernelhan- 

te. VIDOR et a l i i  (1978) evidenciaram a grande impoxtãncia 

da competitividade por sitios de infecção nodular,  estudan- 

do a habilidade nodulifera de seis estirpes de R. g'apoaicum 

em nove cultivares de so ja .  Constataram que a estirpe 2 9 w  

C 2 ' , . - - .. .& > ,  . - -  . -  . .  = --- . -- - L--JdAA-L.LL- - -e--;- - .  j. 
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ocorreu em mais de 98% dos nodulos em sete das cultivares, 

sendo que nas outras duas c u l t i v a r e s  e l a  ocorreu em menos 

de 9 2 %  dos nódulos. 

Estudando o efe i to  de doses e métodos de aplicação 

de inoculantes turfosos, JOHNSON et alii (1965) utilizando 

estirpes de R. japopúcwn observaram que a percentagem de nõ- 

dulos induzidos por todas ases t i rpesnon ive l  padrão (5 g/kg 

de semente) fo i  em média 5%. Aumentando 25  v e z e s o n í v e l  pa- 

drão, a recuperação das estirpes nos nódulos f o i  de aproxi- 

madamente 5 vezes superior ao nivel padrão. Avaliando a im- 

portância da relação e n t r e  a concentração de cé lu lasno ino-  

culante e a competi~ão por sítios de infecção nodular entre 

estirpes de R. japoPUcwn, FERES & VIDOR (1980) observaram que 

a utilização das estirpes na mesma concentração 1 : l  a 

percentagem de recuperação das estirpes nos nódulos foi se- 

melhante. Entretanto, a percentagem de nódulos induz idos pe- 

las duas estirpes esteve em torno de 80 e 2 0  quando a con- 

centração de uma f o i  10 vezes superior à da,outra.Apercen-  

tagem da ocorrência foi superior a 90 de uma estirpe sobre 

a outra, quando a concentração entre  as estirpes foi igual  

ou superior a 100 vezes. Em função destes resultados, os au- 

t o re s  verificaram que a competição por sítios de infecção 

nodular pode ser modificada quando se utilizam d i f e r e n t e s  

relações de concentração entre  estirpes de alta competiti- 

vidade. Segundo SKRDLETA & KARIMOVA (1969) e PEREIRA (1983), 

nem sempre a ocorrência das estirpes nos nódulos está rela- 

cionada com suas concentrações no inoculante; as estirpes 



mais competitivas tendem a dominar mesmo quando u t i l i z a d a s  

e m  concentrações m a i s  baixas do que as de menor competição. 

ELLIS et alii (1984) observaram que altas taxas da estir- 

pe USDA 110 no inoculante, não alterou significativamente a 

sua distribuição nos nõdulos de soja, por um período de 2 

anos. 

ROBINSON (1969), MARQUES PINTO et alii ( 1 9 7 4 ) ,  

LABANDERA & VINCENT (19751, RUSSEL & JONES (1975) e Mc 

LAUGHLIN & DUNICAN (1981) compararam a competitividade de 

estirpes efetivas e inefetivas de R. ~ d o l % ,  observando que 

as efe t ivas  são mais competitivas do que as inefet ivas .  

MEANS et a l i i  (1961) demonstraram que uma estirpe 

e f i c i ente  e competitiva, apresentando uma população de ape- 

nas 1,1% no inoculanteemmistura com outras estirpes, ocor- 

reu em 85% dos nódulos. Isto mostra que não só a concentra- 

ção celular de rhizÓbio no inoculante  6 responsável por di- 

ferenças na competitividade por sítios de infecção nodular, 

existindo outros fatores envolvidos n e s t e  processo, PEREIRA 

(1983) coloca que a variacão da capacidade competitiva en- 

t re  as estirpes por s í t ios  de nódulos 6 tambémdependentede 

boas condições fisiológicas apresentadas p e l a  leguminosa 

hospedeira e da influência dos fatores adversos do solo. 

Bacteriófagos podem induzir flutua~ões na popula- 

ção do rhizõbio, tendo como conseqiiência a redução na for-  

mação dos nõdulos pela estirpe introduzida no solo. Segun- 

do BRUCH & ALLEN (1975) e BARNET (1980) , existem i n d i c a ~ õ e s  

de que as estirpes apresentam sensibilidade diferencial  em 



relação a estes parasitas. 

O envolvimento do hospedeiro na competitividade por 

s i t i o s  de nódulos  tem sido ressaltado por vár ios  pesquisa- 

dores (KOSSLACK et alii, 1983; TRINICK, 1982; V f D O R e t  a l i i ,  

1986 e MOROTE, 1989). A exposição prévia de plãntulas com a 

estirpe i n f l u e n c i a  a competição. Em função disto, KOSSLACK 

& BOHLOOL (1985) verificaram que a estirpe USDA 110 aumen- 

tou  a percentagem de ocupação de nódulos de 2 para 55% e da 

USDA 123 de 7 para 3 3 %  em solos que já apresentavam ou t r a s  

estirpes, após 7 2  horas  de exposição a estas duas  est irpes .  

O fenômeno da dupla infecção nos nõdulos por es- 

t i r p e s  de r h i z õ b i o ,  em geral ,  não apresenta alta ocorrência 

em condições normais. Entretanto, é citada por ELLIS et 

ali1 ( 1 9 8 4 )  em R. jap~tIicum, LABANDERA & VINCENT ( 1 9 7 5 )  e por 

MARQUES PINTO et alii (1974)  em R. f i d o f i .  Em nódulos  de 

feijão, LOVATO (1984) sugere que as altas concentrações de 

células foram respnsáveis pe la  ocorrência de infecções du- 

plas. a 

FREIRE et alii (1983) ressaltam que na recomendação 

de estirpes de rhizóbio para a produção de inoculantes for- 

mados por duas ou mais estirpes,  ou quando o solo já possui 

uma população estabelecida, deve-se considerar além da efe- 

tividade a capacidade da estirpe de competir na formação de 

nódulos bem como colonizar e sobreviver no solo. 

. - -  
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2.3 Comportamento e sobrevivência de rhizóbio em 

t u r f a  

A utilização de um suporte adequado é fundamental 

na preparação de um inoculante de a l t a  qualidade, Conforme 

VINCENT (1970), ROUGBLEY (1976) e SICARDI (1984) para o 

inoculante ser produzido em grande escala, três pontos de- 

vem ser bem d e f i n i d o s :  a seleção da estirpe de rhizóbio; c 

crescimento desta em meio liquido e a impregnacão da cultu- 

ra no suporte previamente selecionado e tratado. 

A maioria dos inoculantes para leguminosas é com- 

posto de um cultivo rhizobiano impregnado em um suporte 

pulverulento que atua como suporte do mesmo, A turfa 6 atual-  

mente o suporte mais utilizado na elaboração deste tipo de 

produtos, devido a suas amplas vantagens em relação aos de- 

mais suportes (LOPRETO et alii, 1975; KOLLING e t a l i i ,  1984; 

STRIJDOM & DESCHODT, 1976; SPARROW & HAM; 1983; DATE, 1970; 

DATE, 1969) FREIRE, 1967; PACZKOWSKY & BERRYHILLy 1979 e 

SAITO et a f i i ,  1985). Entretanto, ARAUJO (1985)  e ROUGHLEY 

& VINCENT (1967) salientam a baixa qualidade de depósitos, 

dificultando assim a seleção da fonte  de t u r f a  a ser usada 

na produção dos inoculantes. 

Em relação às características que um bom suporte 

deve apresentar, alguns autores citam: abundãncia, baixo 

custo, favorecimento da sobrevivência do microrganismo du- 

r a n t e  o armazenarnento e distribuição do inoculante, servir 

como meio nutritivo e não apresentar elementos que possam 



i n i b i r  o crescimento (DATE & ROUGHLEY, 1977; BURTON, 1981; 

U R I O  & CHOWDHURY, 1981; SICARDI, 1984 e EL-HADDAD, 1 9 8 5 ) .  

Entre os fatores que afetam a sobrevivência do rhi- 

zõbio, a mais drástica é a temperatura (ROUGHLEY, 1968; VAN 

SCHREVEN, 1970; SOMASEGAFWN et alii, 1984;  KREMER et alii, 

1982; KREMER & PETERSON, 1983; SIMS et alii, 1984 e U R I O  & 

CHOWDHURY, 1981). ~ l é m  da temperatura, SAITO et alii (1985) 
L 
citam o conteúdo de umidade e a presença de organismos com- 

petitivos. 

Numerosos trabalhos demonstramerecomendam o empre- 

go de suportes estéreis na preparação do inoculante, sendo 

que estes  asseguram uma maior concentração c e l u l a r  em fun- 

ção do tempo de armazenamento (HEDLIN & NEWTON,1948; VAN 

SCHREVEN, 1970; ROUGHLEY, 1970; ROUGHLEY & VINCENT; 1967 e 

VINCENT, 1970). ROUGHLEY & VINCENT (1967) ressaltam que 

existem poucos dados bibliográficos sobre ensaios realiza- 

dos com inoculantes elaborados a partir de turfas não es- 

téreis. 

Após a coleta da t u r f a ,  esta deve ser drenada e se-  

ca. ROUGHLEY (1970) sugere que este processo ocorra ao am- 

b i e n t e  enquanto que DATE & ROUGHLEY ( 1 9 7 7 )  sugerem um flu- 

xo de ar forçado, Posterior a esta etapa, a turfa deve con- 

ter e n t r e  5 e 10% de umidade, sendo moída e peneirada em 

malha de 100 a 200 mesh, facilitando assim a aderência des- 

ta 5s sementes, no momento da inoculação (WEAVER, 1985 e 

VIDOR et alii, 1983). Segundo MATERSON & WEAVER (1985), se 

o suporte não fo r  esterilizado, deve então  sofrer uma matu- 



ração de 5 a 10 dias, após a impregnação. O período da ma- 

turação varia de acordo com as caracteristicas de cada es- 

t i r p e ,  como por exemplo, o tempo de geração (VIDOR et alii, 

1983). 

Em relação ao armazenamento, LOCHEAD & THEXTON 

(1947) comprovam que a melhor temperatura para a preserva- 

ção das células foi a de 4QC. NEWBOULD (1951), FREIRE & 

JONES (1963) e GUNNING (1954) indicaram 5QC como sendo su- 

perior 5 temperatura ambiente para o armazenamento do ino- 

culante,  Segundo FREIRE & JOMES (1963) o inoculante conser- 

vado sob refrigeração apresenta,  após nove meses, um ncmero 

suficiente de células para uma inoculação efet iva .  

Muitos pesquisadores têm se preocupado em estabele- 

cer a conveniência do uso da esterilização prévia da t u r f a .  

E x i s t e m  vár ios  métodos de esterilização, entre eles a a p l i -  

cação de Óxido de etileno ou brometo de metila (DESCHODT & 

STRIJDOM, 19741, radiação gama (ROUGHLEY & VINCENT, 1967) e 

autoclavagem. 

A capacidade de absorção de água do suporte afe ta  

diretamente o contecdo de umidade do inoculante. Conforme 

BURTON (1967), uma umidade relativa de 35-40% no inoculante 

seria adequada para a sobrevivência do rhizóblo. ROUGHLEY 

(1970), por sua vez, recomenda 45-50% indicando a existEn- 

c ia  de uma relação e n t r e  a perda de umidade do inoculante e 

a morte do rhizóbio. 

A qualidade dos inoculantes refere-se basicamente 

ao número de células de rhizõbio específico e e fe t ivo  no 



suporte {ROUGHLEY, 1985). Quando se trabalha com turfa es -  

terilizada, WILLIAMS ( 1 9 8 4 )  recomenda que o controle seja 

f e i t o  através de contagens do número de células  ou colônias 

em placa com meio agarizado. 

Atualmente os inoculantes comerciais utilizam, se- 

gundo BURTON (1981), DATE (1969), PACZKOWSKY & BERRYHILL 

(1979) e ROUGHLEY (1976), t u r f a  finamente moida e impregna- 

da com c u l t u r a s  de Rkizobium, com elevada concentração celu- 

8 lar ! 5 , O  x 10 ) .  



3 MATERIAIS E METODOS 

Os experimentos foram conduzidos nos ~aboratórios 

de Biotecnalogia da ~undação de ciência e Tecnologia do Es- 

tado do R i o  Grande do Sul {CIENTEC) e nos ~aboratõrios de 

Microbiologia do Solo da Faculdade de ~gronomia da Univer- 

sidade Federal do R i o  Grande do Sul (UFRGS) . Foram estuda- 
das as estirpes SEMIA 587  (isolamento 6/67-RS)  e SEMIA 5019 

(29w, EMBRAPA/CNPBS, ~eropédica, km 47-RJ) de. Bhady&zobhm 

j a p o a u m  pertencentes à coleção de culturas do Instituto de 

Pesquisa ~gronõmica (IPAGRD), Secretaria de Agricultura e 

Abastecimento do Estado do R i o  Grande do S u l .  

3 . 1    vali ação da i n f l u ê n c i a  da agitação no desen- 

volvimento da estirpe SEMIA 587 em caldo nutr i -  

tivo 

Os ensaios fermentativos foram conduzidos, com a 
w 

estirpe SEMXA 5 8 7 ,  em um fermentador New Brunswick modelo 

MF-102, de 5 litros com agitação mecânica, cedido pelo Ins- 

tituto de Ciencia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS 

(~pêndice 6). 

Estudou-se o crescimento microbiano com 2 , 5  l i t r o s  

de volume útil nas velocidades de agi taçãode  100, 150, 2 0 0 ,  



/ - -  
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230, 250, 2 7 0 ,  300, e 500 rpm (rotaçbes por minuto). U t i l i -  

zou-se o meio de c u l t i v o  recomendado por MAZZA et alii (19761, 

cuja formula~ão está descr i ta  no Apêndice 1. O pH do meio 

foi ajustado em 7 , 2  com hidróxido de sõdio e/ou ácido clo- 

ridrico 1,O N. ~ p 6 s  o a jus te  do pH, o meio foi colocado no 

vaso de fermentação e esterilizado em autoclave vert ical  à 

121% e 1 atm de pressão por 4 5  m i n u t o s .  

Em todos os ensaios  a temperatura e a aeração foram 

mantidas constantes em 28 loC e 0,5 vvm (volume de ar por 

volume de meio por m i n u t o )  , respectivamente. 

A concentração celular do i nócu lo  também f o i  manti- 

da constante. Preparou-se o i nõcu lo ,  inoculando-se com al- 

ça de platina em frascos erlenmeyers de 500 ml com 100 ml 

do mesmo meio utilizado no fermentador IBALATTI, 1981). 0s 

frascos foram colocados em agitador climatizado a 30QC, 230 

rpm e 2,5 cm de excentricidade (LOPRETO et alii, 1973) por 

96  horas.  liq quotas de 25 ml foram colocadas em tubos de 

cultura, o que corresponde a 1% do volume ú t i l  do fermenta- 

dor (THOMPSON, 1980). O s  tubos foram armazenados em freezer 

a -18QC até o momento de serem usados. Em cada ensaio  uti- 
P 

lizaram-se d o i s  tubos, um como inóculo e o outro como refe- 

rência da concentraçáo c e l u l a r .  

Para cada velocidade de agitação estudada, foram 

realizadas quatro repetições. Em espaços de tempo de 0, 6, 

12, 2 4 ,  36, 60, 7 2 ,  84,  108 e 120 horas, retiraram-se amos- 

tras para a determinagão da concentração celular e do pH. O 

pH foi determinado em p H m e t r o  d i g i t a l ,  e a concentração ce- 



l u l a r  f o i  avaliada através da contagem de células viáveis 

em placas de P e t r i  pelo método de diluições sucessivas, em- 

pregando-se solução f i s io lóg ica  como diluente (~pêndice 2 ) .  

~líquotas de 0.1 r n l  das diluições 10-I até 10 -I0 foram pia- 

queadas, em triplicata, no mesmo meio utilizado no fermen- 

tador (~pêndice l), sendo as placas incubadas a 2 8 Q C  por 8 

dias (MILIAM, 1984 e LANARA, 1981). 

Obteve-se as curvas de crescimento e a p a r t i r  des- 

tas determinou-se, para cada velocidade de agitação, o 

tempo de geração do microrganismo, aplicando-se a equação 
, 

utilizada por MURDOCK e HATCHER (1975), cuja expressão é: 

G = loq 2 . ttl - t) 
log Nl - log N 

onde : 

G = tempo de geração em horas; 

N L  = número de células no tempo tl; e 

N = número de células no tempo t. 

Para o cálculo  do tempo de geração considerou-se 

somente a fase de crescimento logarítmica ou exponencial, 

devido ao fato de que nesta fase a população microbiana du- 

plicou-se a i n t e rva lo s  constantes de tempo (MOAT, 1979). 

A duração da fase de crescimento exponencial foi de- 

terminada utilizando-se o coeficiente de correlação l inear 

como c r i t é r io  para defini-la (BONOMI et aiii, 1986). E s t e  

valor  f o i  obtido substituindo os dados até a obtenção da 

melhox correlação, em grupos iguais ou superiores a três 

pontos. A taxa de crescimento da fase exponencial  e a velo- 



cidade específ ica de crescimento máximo foram obtidas atra- 

vés do programa proposto por LEDUY & ZAJIC (1973). O erro 

experimental que afeta os valores das velocidades específi- 

cas de crescimento e da concentração celular foi calculado 

pelas equa~6es apresentadas por BORZANI (1 98 0) e descritas 

Outro parâmetro determinado para cada agitação f o i  

a produtividade máxima (LEVEAU & BOUIX, 1 9 8 4 ) ,  calculadape- 

la equação: 

onde : 

Pm = produtividade máxima; 

Nm = número máximo de células; 

No = número inicial de c é l u l a s ;  e 

tm = tempo necessários para obter-se Nm. 

g . 2  ~valiacã0 da influência da temperatura no de- 

senvolvimento da estirpe SEMIA 587 em caldo nu- 

tritivo 

Os experimentos fermentativos foram conduzidos con- 

forme descritos no item an te r io r ,  tambémuti l izando-sea es- 

tirpe SEMIA 587, realizando-se quatro repetições para cada 

ensaio, A aeração f o i  mantida constante em 0,5 vvm,aagita-  

ção em 230 rpm e variou-se a temperatura em 22, 26, 2 8 ,  3 0 ,  
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34 e 38QC. Igualmente a concentração celular do inóculo foi 

mantida constante. Sua preparação obedeceu aos mesmos cri- 

térios estabelecidos no i t e m  3.1. 

Tanto  nes ta  etapa quanto na etapa anter ior  ( in f luên -  

cia da agitação), além da determinação do pH edaconcentra-  

ção celular nos tempos de 0, 6, 12, 3 6 ,  6 0 ,  7 2 ,  8 4 ,  108, e 

120 horas, foram realizados t e s t e s  de pureza nas respecti- 

vas amostras. Utilizaram-se os t e s t e s  de coloração Gram 

(~pgndice 4 )  e o de ausência de crescimento de contaminan- 

. tes em Agar-Glicose-Peptona (~pêndice 5 ) ,  conformedescri tos  
.i3 

por MILIAN ( 1 9 8 4 ) .  

Conhecendo-se a s  curvas de crescimento para as tem- 

peraturas estudadas determinou-se, em função de cada uma 

d e l a s ,  o tempo de geração, a duração da fase de crescimento 

exponencial, a velocidade especifica de crescimento máxi- 

ma, a taxa de crescimento na fase exponencial e produtivi- 

dade máxima. 

3 . 3  Estudo da competição das estirpes SEMIA 587 e 

SEMIA 5019 em caldo nutritivo 

Antes da realização dos ensaios sobre a competição 

entre as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, foi necessário o 

estudo de cada uma dessas cepas isoladamente, Foram efetua- 

dos quatro repetições em todos os experimentos desta etapa, 

Os ensaios fermentativos foram realizados da mesma 

forma que nas etapas anteriores, A aeração f o i  mantida 



c o n s t a n t e  em 0 , 5  vvm, a temperatura em 28  4 lQC e a agita- 

ção em 2 3 0  rpm. 

A concentrasão ce lu lar  dos inÓculos também foi man- 

tida constante em todos os ensaios. Çua preparação seguiu o 

mesmo procedimento c i t a d o  no item 3.1. com o objetivo de 

comparação entre os tratamentos, os i nócu los  foram equali- 

zados medindo-se a densidade 8 t i ca  a 600 rim ( E R T O L A e t  alii, 

1965). 

Nos ensaios de competição, o inóculo utilizado f o i  

obtido misturando-se, na proporção de 1:l os in8culos das 

duas cepas produzidas isoladamente. Com isto, a concentra- 

ção celular  inicial em todos os ensaios f o i  mantida aproxi- 

madamente constante. 

Foram retiradas amostras em intervalos de 0, 2 4 ,  

48,  7 2 ,  96 e 120 horas, determinando-se o número de cé lu las  

viáveis e o pH. A l é m  destas determinações, realizaram-se as 

medidas de consumo de substrato (glicerol), segundo o mé- 

todo elaborado pelo IPT/DQEQ (1982) e descrito no ~pêndice 

7 .  Foram elaboradas as curvas de crescimento para as cepas 

cultivadasisoladamentee tambgm quandocrescidas em conjun- 

to* 

Conforme a metodologia descrita no item 3.1, deter- 

minaram-se: o tempo de duração e a taxa de crescimento da 

fase exponencial, a produtividade rnsxima e a velocidade es- 

pecif ica  de crescimento máxima. Nessa etapa calculou-setam- 

bem a conversão do substrato em produção celular, segundo a 

equação a seguir (BONOMI et a l i i .  1986) : 



* 
onde : 

Y = taxa de conversão do substrato em células; 
b 

Xf = concentração de células no tempo tf; 

Xo = concentração de células no tempo to; 

So = concentração de substrato no tempo to; e 

S f  = concentração de substrato no tempo tf, 

Utilizou-se a análise sorológica como método de de- 

terminação da proporção de  cada uma das cepas nas amostras 

estudadas, através da técnica  de aglutinação, tipifican- 

do-se as colônias obtidas. Essas c o l h i a s  foram repicadas ' 3 
para tubos  contendo o meio descri to no ~pêndice 1, acresci- 

do de 3 r n l  de uma solução alcoólica a 1,6% de púrpura de 

bromocresol por litro de meio. O corante fo i  utilizado com 

o objetivo de identificar alguns possíveis. contaminantes 

Para a realização das análises sorolÕgicas, empre- 

gou-se à metodologia comumente usada pela Seção de Micro- 

biologia do Solo do IPAGRO e descrita por VINCENT (1975) . 
Os antissoros para a identificação das estirpes SEMZA 5 8 7  e 

+ 

SEMIA 5019 foram fornecidos, também, pelo IPAGRO COA titu- 
1. .- 

10s de 1:400 e 1:800, respectivamente. . *  



3 .4  Avaliação da capacidade competitiva das estir- 

pes SEMIA 587 e SEMIA 5019 por sítios de nodu- 

lação em areia e solução nutritiva em so ja  

As estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, foram testadas 

quanto ã capacidade competitiva, em casa de vegetação, em- 

pregando-se so ja  da cultivar Bragg. Utilizaram-se vasos de 

Leonard contendo are ia  e carvão na proporção de 3:1, para 

neutralizar a t o x i d e z  de manganês da areia. Os vasos foram 

esterilizados em autoclave horizontal a 121QC e 1,5 a t m  de 

pressão por duas horas. Esse procedimento é o normalmente 

utilizado p e l o  Setor de Microbiologia do Solo do Departa- 

mento de Solos - UFRGS, 

Semearam-se cinco sementes pré-germinadas de soja 

por vaso, previamente desin£estadas em álcool etilico 95QGL 

durante  4 minutos e por 2 m i n u t o s  em uma solução aquosa (a- 

c i d i f i c a d a )  a 0,1% de cloreto de mercúrio (HgC12) efetuan- 

do-se sete lavagens posteriores com água destilada esteri- 

lizada, durante 8 horas, e após em papel toalha para germi- 

nação (ANDRADE, 1986) . 
Quinze dias após o transplante das plãntulas, fez- 

se o desbaste para duas plantas por vaso. Em todososvasos, 

adicionou-se solução nutritiva completa, sem nitrogênio, de 

SPECHT et alii (1956), descrita no ~pêndice 8.Per iodicamen-  

te a solução f o i  reposta, alternando-se com água esteril i-  

zada. 

O delineamento experimental fo i  em blocos completos 



casualizados com 5 repetições. Os seis tratamentos u t i l i z a -  

dos foram representados pelas duas estirpes citadas ante- 

riormente, inoculadas individualmente e em mistura (TF1, 

TP1, TP2 e TP3), acrescentando-se d o i s  tratamentos sem ino- 

c u l a ~ ã a  como testemunhas; um sem e out ro  com nitrogênio mi- 

neral. O nitrogênio f o i  aplicado sob a forma de uma solução 

a 2 %  de nitrato de amÔnio (NH4N03), e posteriormente mais 

700 mg distribuido em intervalos de t rês  a quatro d i a s  du- 

r an t e  o periodo experimental (DIONISIO, 1985). 

O tratamento TFI foi obtido do cultivo em conjunto 

realizado na etapa antexior após 120 horas de processo 

fermentativo. As demais misturas utilizadas como inõculos 

foram compostas a partir da mescla das cul turas  isoladas, 

produzidas em frascos erlenmeyer e agitador climatizado. Os 

tratamentos TP1, TPZ e TP3 foram elaborados, respectivamen- 

te, com: a mesma proporção de TF1, a proporção de 1: 1 e a 

proporção inversa de TF1. A rela~ão percentual de cada uma 

das estirpes, nestes tratamentos, encontra-se no ~pêndice 

9 

A concentração celular dos inõculos foi equalizada 

por turbidimetria, usando-se como parãmetro de refergncia  

o inÓculo do tratamento TF1. A inoculação dos vasos fo i  rea- 

lizada um d i a  após o p l an t i o ,  com 2 ml de inóculo por vaso.  

As plantas foram colhidas 85  dias após o plantio, 

para avaliação do número de nõdulos, peso seco da parte a& 

rea e dos n6dulos, nitxogênio t o t a l  da parte aérea e ocor- 

rência dos sorogrupos. 



A determinação do peso da matéria seca da parte aé- 

rea e dos nódulos foi realizada após secagem em estufa  a 

65QC por 72  horas. O n i t r o g s n i o  total da parte aérea foi 

avaliado pelo método do semi-micro-Kjeldahl-modificado (TE- 

DESCO et alii, 1985). A avalia~ão da ocorrência dos soro- 

grupos foi realizada através da técnica de aglutinação, ti- 

pificando-se 60 nódulos em média para cada tratamento. Os 

nódulos foram macerados em tubos contendo volume variável 

de solução fisiolÓgica (~pêndice 2 )  em função do seu tama- 

nho. Essas suspensões sofreram o mesmo tratamento que as 

suspensões produzidas com as colônias no item 3 . 3 .  

3 . 5    vali ação da competição e sobrevivência das e s -  

tirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 em t u r f a  esteri-  

lizada 

Foram avaliados quatro tratamentos, r e p r e s e n t d ~ s  

pelas estirpes SEMIA 5 8 7  e SEMIA 5019, inoculadas indivi- 

dualmente, pe la  mistura dessas estirpes na proporção de 1:l 

e pela mistura obtida na fermenta~ão em conjunto (tratamen- 

to TFI) . 
A preparação e o a j u s t e  da concentraçãocelulardes- 

s e s  inóculos foi realizada con£orme a técnica apresentada 

no item 3 . 3 .  

Utilizou-se como veiculo para a produção do inocu- 

l a n t e ,  turfa  coletada na localidade de Boa Vista, ~unicipio 

de viamão, R i o  Grande do Sul (Brasil). Esta turfa f o i  colo- 



4 

cada em casa de vegetação, onde sofreu um processo de seca- 

gem à temperatura ambiente por três semanas, conforme reco- 

mendado por ROUGHLEY & VINCENT (1967), posteriormente fo i  

moída em um moinho de martelas pe r t encen te  a Secretaria de 

Agricultura e Abastecimento do Estado do Rio Grande do S u l .  

Nos Apêndices 10 e 11 estão contidos, respectivamente, in- 

formações sobre a granulometria e a composiçáo de uma amos- 

tra da turfa moída, cujas análises foram realizadas no De- 

partamento de ~uímica da CIENTEC. 

~ p Ó s  a cominuição, a t u r f a  foi tamizada em um agi- 

tador rotatório, separando-se os finos correspondentes auma 

malha de 200 mesh (VIDOR et alii, 1983). Ajustou-se o pH em 

6,5 com carbonato de cálcio ,  de uso industrial, fornecido 

pela NITRIFLEX S.A.  Indústria e Comércio, seguindo-sea téc- 

nica descr i ta  por SOMASEGARAN & HOBEN (1985). 

A turfa já tratada foi envasada em saquinhos de po- 

lipropileno de 15 Frn de espessura que permitem, segundo 

ROUGHLEY (19681, uma boa permeabilidade ao oxiggnio, Os pa- 

cotes,  com 100 gramas de turfa cada, foram selados com re- 

sistência elétrica e posteriormente esterilizados ttindali- 

zados) em autoclave a 121QC e 1 atm de pressão por 25 minu- 

tos em três dias consecutivos, 

A n t e s  da impregnação, os inóculos foram resfriados 

a 5 0 C  para compensar o aumento de temperatura gerado n e s t e  

processo (ROUGHLEY & vIPJCENT, 1967). Para que o i n o c u l a n t e  

possuisse um conteiido final de umidade entre 40 e 50% (LO- 

PRETO et alii, 1975), o volume de caldo adicionado foi es- 



timado após a determinação da capacidade de absor~ão de 

água. Essa fo i  estimada pelo método descrito por SOMASEGA- 

RAN & HOBEN (1985), e confirmada pelo método empirico des- 

c r i t o  no ~pgndice 12. Com uma amostra do inoculante, ava- 

liou-se a perda de umidade ao longo do tempodearmazenagem. 

Conhecendo-se o seu peso inicial ( turfa  + caldo + invõlu- 

cro) foram feitas pesagens sucessivas determinando-se uma 

equação que expressa a perda de umidade em função do tempo. 

A amostra foi mantida a temperatura ambiente durante todo o 

ensaio. 

A introdução do caldo nos pacotes f o i  f e i ta  com se- 

ringa e agulha estéreis conforme descrição feita por ALVA- 

REZ (1984). Os furos originários da impregnação foram fe- 

chados com etiquetas autoadesivas, esterilizadas com radia- 

ção ultravioletas. 

Os inoculantes, após preparados, foram armazenados 

em sala com temperatura controlada. Usou-se temperaturapró- 

xima ã ambiente, entre 24 e 26QC. 

As determinações do número de células viáveis foram 

realizadas pelo método de contagem por diluições sucessivas 

em placas de P e t r y ,  Para obter-se a percentagem de cé lu la s  

viáveis da estirpe SEMIA 5 8 7  em relação ã estirpe SEMIA 

5019, nos tratamentos onde utilizou-se a mistura das cepas, 

como inóculo, empregou-se a mesma técnica de avaliação de 

sorogrupos descrita no i t e m  3 . 3 .  

As amostragens foram realizadas em intervalos de O ,  

15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias após a inoculação, Se- 



lecionou-se ao acaso, para cada tratamento, quatro pacotes 

de inoculantes obtendo-se assim quatro repeti~óes por amos- 

tragem. 



4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4 . 1    vali ação da agitação ótima para o crescimento 

da estirpe SEMIA 5 8 7  em fermentador 

A i n f l u ê n c i a  da agitação sobre o desenvolvimento da 

estirpe SEMIA 587  de 8. japovticum pode ser visualizada no 

~pêndice 13, A concentração celular foi expressa em loga- 

ritmo do número de c é l u l a s  viáveis por mililitro de m e i o ,  

nos respectivos tempos de desenvolvimento. Observou-se que 

os valores referentes à agitação 100 rprn são significativa- 

mente semelhantes aos valores encontrados para 150 r p m .  Da 

mesma forma os valores obtidos com 200, 230, 250, 2 7 0  e 300 

rpm, foram também semelhantes entre si. Em função disto, 

foram representados na Figura 1, somente as curvas de cres- 

cimento para as agitações de 100, 230 e 500 xpm. 

Analisando o comportamento destas curvas, notou-se 

que com o aumento da velocidade de agita~âo, a copcentração 

celular máxima também aumentou, até 230 rpm. A partir desta 

velocidade de agitação-  os valores da concentra~âo máxima 

dirninuiram ( F i g u r a  2 )  . 
A evolução das curvas referentes 2s agitações de 

100, 150 e 500 rpm é característica dos processos microbio- 

1Ógicos que apresentam alguma limitação para o desenvolvi- 

r ' - , --- 
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Tempo (h) 

FIGURA 1 - Curvas de crescimento em fermentador da estirpe 
SEMIA 587 de h 7 d y h k z o b h  japonicm nas agitações 
de 100, 230 e 500 rpm. ~éd iadequatrorepe t i ções .  



~gitacão (rpm) 

FIGURA 2 - Influência da agitação na concentração celular 
máxima, obtida durante as 120 horas de proces- 
so, para a estirpe SEMIA 587 de 8 k a d i j h k z o b h  ja- 
p o k 7 . i ~ .  ~ é d i a  de quatro repetições. 



mento, LOPRETO et a l i i  (1973a) atribuem, para as baixas agi- 

tações, que essas limitações se devem ã uma conseqaente di- 

minuição na transferência nutricional. ~á para a s a l t a s a g i -  

tações, BRUNELLO & CONCONE (1975) colocam que ocorre uma 

deficiência no suprimento de o x i g k i o  decorrente do vórtice 

formado, sendo isto justificado pelo fato do fermentador 

não apresentar chicanas. 

Outras suposições que podem ser levantadas, para a 

def ic iência  do crescimento a 500 r p m ,  são a formação de uma 

grande quantidade de pequenas bolhas, devido a partição des- 

tas pelas palhetas do agitador, ocasionando assim um blo- 

queio no contato dos microrganismos com os nutrientes, ou 

ainda a da oxidação destes nutrientes deco r r en t edoa l to  va- 

lor  do oxigênio  dissolvido no meio: 

Observando-se ainda os resultados do crescimentomi- 

crobiano (~pêndice 13 e Figura l), notou-se que todas as 

curvas seguiram a mesma tendência nas 12 primeiras horas de 

processo, ou seja,  atingiram concentrações ce lu la res  pró- 

ximas a 1.5 x 10' células/rnl independente da agita& u t i -  

lizada. A partir deste período (12 horas) as curvas de 2 3 0 ,  

250, 270 e 300 rpm apresentaramumcrescimento mais acentua- 

do do que as demais. 

Na Tabela 1 são apresentados os valores do tempo de 

duração da fase exponencial, para as diferentes velocidades 

de agitação estudadas, determinados a partir da correlação 

existente entre as concentraçÓes celulares e o tempo de de- 

senvolvimento. Contudo, foi observado que não ocorreram di- 



TABELA 1 - ~uração da fase de crescimento exponencial em 
horas e a t a x a  de crescimento nesta fase ( v )  em 
número de células por mililitro e por hora, da 
est i rpe SEMIA 587 de Bmdq~k i zab ium japoLcwn, em 
fermentador, para as diferentes velocidades de 
agitação estudadas. Média de quatro repetições. 

* O s  valores seguidos com a m e s m a  l e t r a  não diferem signi- 
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude 
múltipla de Duncan. As análises de variãncia encontram-se 
nas ~pêndices 14 e 15. 

**  O va lo r  do coeficiente de correlação foi utilizado como 
critério para d e f i n i r  a duração da fase de crescimento. 
(BONOMI et a l i i ,  1986). 



ferenças significativas entre a maioria dos tratamentos. Os 

valores foram menores do que os encontrados por BONOMI et 

a l i i  (1986). De uma maneira geral ,  o tempo de duração dimi- 

nuiu com o aumento da velocidade de agitação. 0 valor cor- 

respondente a 500 rpm (30 horas) pode ser explicado devido 

ao f a to  desta curva apresentar um comportamento na fase ex- 

ponencial ,  similar ao da curva de 200 rpm. 

Outro  parãmetro que pode ser observado indiretamen- 

te, na Tabela 1 E! a duração da fase de latência.  A maioria 

dos tratamentos apresentaram um pexiodo de adaptação de 

aproximadamente 8 horas. Entretanto, em baixas velocidades 

de agitação (100 e 150 rpm) a fase d e l a t ê n c i a f o i  mais lon-  

ga (20,57 e 12,00 horas). E s t e s  valores tambgm foram infe- 

r iores  aos encontrados, por BONOMI et alii (1986). 

Os valores da taxa  de crescimento ( V )  apresentados 

na Tabela 1 não mostraram diferenças significativas, apenas 

para 250 rprn obteve-se um valor bem acima dos demais 

(13,5 x 108 células/rnl.h).  I s t o  demonstra que apesar dos 

diferentes tempos de duração da fase exponencial, a t a x a  de 

crescimento manteve uma média de 3 , 3  x 108 células/rnl.h, 

(excluindo v para 2 5 0  rprn). A correlação destes dois parã- 

metros é bastante baixa quando se inclue os valores refe- 

rentes a 250 rprn (r = 0 , 0 3 0 4 ) ,  e excetuando e s t e s  valores a 

correlação aumenta (r = 0 , 6 6 8 5 ) .  

Na Tabela 2 estão representados os valores da pro- 

dutividade máxima (Pm). Estes valores foram os que apresen- 

taram maiores correlações com os demais parketros estuda- 



TABELA 2 - Produtividade máxima em número de células  por 
litro e por hora, em fermentador, da estirpe 
SEMIA 587 de h d y t l k i z o b i m  japorzicum para as d i f e -  
rentes velocidades de agitação estudadas. ~ é d i a  
de quatro repetições. 

PRODUTIVIDADE M&XIMA 

(c&lulas/l. hora) 

3 . 1 3  x 10" abc 

4.75 x 1011 ab 

* Os valores segu idos  com a mesma letra não diferem signi- 
ficativamente ( P  > O ,  051 de acordo com a prova de amplitude 
múltipla de Duncan. A análise de variãncia encontra-se no 
~ p ê n d i c e  16. 



dos: r = -0,9503 para G, r = 0,8427 para rn, r =  -0,7227 

para o tempo de duração e r = 0,5517 para V . Observou-se 
que com o aumento da velocidade de agitação, até o valor de 

230 rpm, ocorreu um incremento na produtividade máxima e a 

partir desta agitação diminuiu o valor de Pm. ~ a m b é m  obser- 

vou-se que utilizando 300 rprn a Pm apresentou um comporta- 

mento distinto da tendência  anteriormente citada, ou se ja ,  

obteve-se 4 . 9 3  x 1011 células/l. h quando o esperado era um 

valor entre 4 . 5  x 10" e 2,5 x 1011 células/l.h. Provavel- 

mente isto é devido aos valores da concentração ce lu lar  ob- 

tida após 72 horas de processo fermentativo, que se manteve 

constante a partir deste período. ConseqUentemente, o valor 

do intervalo de tempo usado no cálculo de Pm f o i  i n f e r i o r  

aos usados para as outras velocidades de agitação. 

A Figura 3 e a Tabela 3, mostram a variação da ve- 

locidade especifica de crescimento máxima (Pm) em função 

das diferentes agita~ões estudadas. O comportamento de m 6 

gemelhante ao do Pm (r = 0,84271, ou s e j a ,  com o aumento da 

agita~ão até 250 rpm ocorreu um aumento significativo em pm 

(de 0 ,044  para 0,098 horas-'). Ultrapassando-se essa agita- 

ção ocorreu uma diminuição na velocidade específica, porém 

não tão brusca quanto o crescimento descrito anteriormente 

(de 0,098 para 0,063 horas-'), apesar de que a variacão da 

agitação foi maior, Provavelmente, a partir de uma deterrni- 

nada agitação,  mantendo-se todos os demais parãmetros cons- 

tantes, prn tende a estabilizar. Os valores de Pm avaliados 

nestes ensaios mostraram-se reprodutiveis dentro de uma mar- 
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F I G U R A  3 - ~nfluência da agitação na velocidade espec i f i ca  
de crescimento máxima da estirpe SEMIA 587 de 
6tradqhkizo b ium japovúcwn. Média de quatro repetições. 



gem de erro experimental (Tabela 3 )  . 0s resultados de Cl rn pa- 
ra 100, 150, 200 e 500 rpm foram semelhantes aos encontra- 

dos por BONOMI et alii (1986), que trabalharam com 230 rpm. 

Os demais valores se aproximaram aos mostrados por LOPRETO 

et a l i i  (1973b). Os resultados obt idos  por ASTURIAS (1989) 

foram significativamente superiores aos encontrados neste 

trabalho. 

Em relação ao tempo de geração (Tabela 4 )  verifi- 

cou-se que para 100 e 150 rpm este valor  foi bastante ele- 

vado; 1 4 , 8 3  e 1 4 , 7 4  horas respectivamente. Os demais valo- 
I 

res de G foram significativamente semelhantes entre si, e 

aproximadamente i g u a i s  aos valores encontrados por LOPRETO 

et alii (1975). O menor resultado encontrado para G foi com 

250 r p m ;  6,5 horas. Constatou-se, também, que com o aumento 

da agitação ocorreu uma diminui~ão de G, sendo que aci- 

ma de 250  rpm G torna a elevar-se. O tempo de geraqão 

apresen tou  uma ótima 

(r = - 0 , 9 5 0 3 ) .  

correlação com os valores de Prn 

Algm da concentração ce lu la r ,  determinou-se também 

a evolução do pH para as di ferentes  velocidades de agita- 

ção. Os valores do pH para cada tempo de desenvolvimento 

estão mostrados no ~ p ê n d i c e  19, As variações do pH ficaram 

compreendidas entre 6,91 e 8,OQ. De uma maneira geral, ob- 

servou-se que aumentando a velocidade de agitação, os cul -  

tivos tenderam a alcalinizar-se mais rapidamente (Tabela 

5 ) ,  confirmando a afirmação f e i ta  por ~ 0 ~ ~ ~ ~ 0 e t a l i i  (1973b). 

Relacionando os valores do pH, da agitação e do 10- 



TABELA 3 - velocidade específica de crescimento máxima 
[pm), erro absoluto que afeta ( ~ p )  e erro re- 
lativo gue afeta a concentração celular (a) da 
estirpe SEMIA 587 de &adg&kizobhm j a p ~ R i ~ ,  em 
f ermentador, para as diferentes velocidades de 
agitação estudadas, 

0,0440  c* 

0 , 0 5 4 6  c 

0,0613 c 

0,0903 ab 

0,0983 a 

0,0708 abc 

0 , 0 7 2 3  abc 

0,0628 bc 

* Os valores  seguidos com a mesma letra não diferem s ign i -  
ficativamente (P> 0,051 de acordo com a prova de amplitude 
múltipla de Duncan. A análise de variância encontra-se no 
~pêndice 17. 

** Média de quatro repetições 



TABELA 4 - Tempo de geração em horas da estirpe SEMIA 587 
de B t L a d y ~ k i z o b h m  japoecum, em fermentador, para as 
diferentes velocidades de agitação estudadas. Mé- 
d i a  de quatro repetições. 

TEMPO DE GERAÇÃO 

( h )  

* O s  valores seguidos com a mesma le t ra  não diferem signi- 
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude 
múltipla de Duncan. A análise de variãncia encontra-se no 
~pêndice 18. 



garitmo da concentração celular ,  obteve-se a equação: 

onde P representa o logaritmo do número de células viáveis 

por mililitro, X' a agitação utilizada e Xn o pH encontra- 

do. E s t e s  três parâmetros apresentaram uma correlação de 

0 ,7548 ,  sendo que a diferença en tre  a soma de todos os va- 

lores da concentração celular e de todos 9 obtidos, f o i  in- 

f e r i o r  a 0,01%. A análise estatistica desta regressão está 

representada no Apzndice 21. 

O melhox desenvolvimento celular para a estirpe 

SEMIA 587 de 8. japouticum, em função dos resultados obtidos, 

f o i  alcançado quando se trabalhou com a velocidade de agi-  

tacão de 230 rpm. Nesta agitação, utilizando-se um inoculo 

com uma cgncentra~ão celular d e  8 ,O  x 108 células/rnl, pôde- 

se obter, aproximadamente, 4,Q x 101° células/rnl em 72 ho- 

ras de processo, sendo esta concentração superiorãrecomen- 

dada para a impregnação do inoculante  (VIDOR et alii, 1983). 

B importante lembrar que esta agitação é indicada 

somente para as características operacionais estudadas, ou 

seja, fermentação em batelada em um fermentador de 5 litros 

com 2,5 litros de volume útil. Possivelmente, com a varia- 

ção do volume de operação ou do modo de condução do proces- 

so, a agitacão deverá ser alterada para obter-seumbom ren- 

dimento celular. Para a otimizaqão, seria necessário o mes- 

mo estudo para diferentes volumes de operação. 



TABELA 5 - Valores de pH obtidos após 12 horas de fermenta- 
ção da est irpe SEMIA 587 de  B k a d y a k z o b h  japorticum 
para as d i f e r e n t e s  velocidades de agitação estu- 
dadas. ~ é d i a  de quatro repetições. 

* OS valores seguidos com a mesma letra não diferem signi- 
ficativamente (P>O,OS) de acordo com a prova de amplitude 
múltipla de Duncan. A análise de variãncia encontra-se no 
Apendice 20. 



4 . 2    vali ação da temperatura Ótima para o cresci- 

mento da estirpe SEMIA 587 em fermentador 
8 

O crescimento microbiano, mostrado no ~pêndice 2 2  e 

representado na Figura 4 ,  sofreu uma maior influência com a 

variação da temperatura do que com a variação da agitação 

(item 4.1). Nenhum dos tratamentos apresentou semelhan~a 

significativa entre si, com exceção das temperaturas de 28  

e 30QC. Em função desta semelhança a curva correspondente a 

temperatura de 30PC não foi representada na ~ i g u r a  4.Obser- 

vou-se que, com o aumento da temperatura até 28QC, ocorreu 

um incremento no desenvolvimento celular, e a partir dessa 

temperatura um decréscimo (Figura 5). 

Verificou-se, também, que as curvas referentes ãs 

temperaturas de 2 6 ,  28, 3 0  e 34QC (~pêndice 22  e Figura 4 1 ,  

mostraram uma evolução semelhante até 24 horas de processo. 

O mesmo ocorreu entre as curvas de 22 e 28QC.   concentração 

celular obtida após 120 horas, apresentou um coeficiente 

de variacão de 1,s x 10" células/ml, indicando assim s ig-  

nificativas diferenças na concentra~ão,  decorrido e s t e  pe- 

ríodo. A maior concentração de 8. japakcwn obtida foi de 

4,l x 10'' células/ml, para 28QC em 84 horas de fermentação. 

As curvas correspondentes ãs temperaturas de 2 2  e 

38QC, apresentaram um decl ínio  no crescimento celular nas 

primeiras horas do processo, provavelmente devido ã mudança 

drástica da temperatura entre o inõculo e o meio fermenta- 

tivo. posterior a este período de adaptação, elas demons- 



tempo (h) 

FIGURA 4 - Curvas de crescimento em fermentador da estirpe 
SEMIA 587  de Etmdyt~hizobhun japonkum para as tempe- 
raturas de 22, 26, 2 8 ,  3 4  e 38QC. Médiade quatro 
repetições. 



Temperatura (QC) -1 
GURA 5 - ~nfluência da temperatura na concentração celu- 

lar máxima, obtida durante as 120 horas de pwo- 
cesso, para n estirpe SEMIA 5 8 7  de h z d y ~ z o b h m  
japo~.icum. ~ é d i a  de quatro repetições. 



traram um comportamento semelhante 2s demais curvas, 

A produtividade máxima (Tabela 6 )  aumentou signif i- 

cativamente de 7 , 4  x 10'' para 4 , 8  x 1 0  l1  células/l.h, 

quando a temperatura passou de 22 para 28QC- A partir de 

28QC os valores de Pm diminuiram simultaneamente com o au- 

mento da temperatura. 

Os valores correspondentes à taxa de crescimento 

( v  ) da fase exponencial (Tabela 7 )  demonstraram um compor- 

tamento semelhante aos valores de Prn (r = 0,9655). Isso 

significa que com o aumento da temperatura ocorreu, pr imei-  

ramente, um aumento e depois  um decréscimo nos valores de 

V .  Entretanto, apesar de não apresentarem diferenças signi- 

ficativas, o valor máximo obtido ( 6 , l  x 108 células/ml. h)  

não foi a 28PC, como na produtividade máxima, mas sim a 

30QC. Isso se deve ao f a t o  de que, para o cálculo de v, 

utilizou-se as concentraçÓes celulares (inicial e f i n a l )  da 

fase de crescimento exponencial, sendo que a 30QC estes va- 

lo res  foram mais elevados do que a 28QC. 

A análise dos dados referentes ao tempo de  duração 

da fase de crescimento exponencial (Tabela 7 ) ,  mostrou que, 

para as temperaturas de 28,  30 e 34QC,  tanto o inicio como 

o término da fase exponencial foram significativamente se- 

melhantes, apresentando uma duração de 27 ,86  horas em mé- 

d i a .  Para 22  e 38QC, os dados também foram significativos 

entre si, Nessas duas Últimas temperaturas a fase de l a t ê n -  

cia foi mais prorrogada do que as demais, em 22  e 20 horas 

respectivamente, O valor referente ao início da fase expo- 

, .. -- * 'i,: 
. .  ..L - --o: :.L_Ic-., - ._ -  --*>'x*=! 



TABELA 6 - Produtividade máxima em número de células por 
l i t r o  e por hora da estirpe SEMIA 587 de @~udyir&- 
z o b h  japonicum para as diferentes  temperaturas de 
operação estudadas em fermentador. Média de qua- 
t r o  repetiçzes. 

4 

TEMPERATURA 

( QC 1 
PRODUTIVIDADE ~ X I M A  

(células/l. h)  

* Os valores seguidos com a mesma l e t r a  não diferem signi- 
ficativamente (P> 0,051 de acordo com a prova de amplitude 
m6ltipla de Duncan. A análise de variância encontra-se no 
~péndice 23. 



TABELA 7 - ~uração da fase de crescimento exponencial em 
horas e a taxa de crescimento nesta fase ( V )  em 
número de células por mililitro e por hora da 
estirpe SEMIA 587 de B/tadgakizobiwn japobúcum para 
as d i f e r e n t e s  temperaturas de operação estudadas 
em fermentador, Média de quatro repetições. 

v 

* Os valores seguidos com a mesma l e t r a  não diferem signi- 
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude 
múltipla de Duncan. As análises de variância encontram-se 
nos Apêndices 24 e 2 5 .  

* *  O valor do coeficiente de correlação f o i  utilizado como 
c r i t é r i o  para d e f i n i r  a duração da fase de crescimento 
exponencial (BONOMI et a l i i ,  1986). 



n e n c i a l ,  para a temperatura de operação de 26QC,  f o i  

intermediário aos valores discutidos anteriormente, entre- 

tanto, para essa temperatura o tempo de duração foi o mais 
a 

elevado ( 3 2 , 3 3  horas). 

O tempo de geração (Tabela 8) foi o parhetro que 

apresentou maiores diferenças significativas entre os tra- 

tamentos. O valor de G variou de 7,52 horas (para 2 8 Q C )  até 

10,85 horas (para 2 6 Q C ) ,  não seguindo uma tendência lógica 

para os resul tados ,  entretanto, esses valores se assemelham 

aos encontrados por LOPRETO et a l i i  (1972) e LOPRETO et 

alii ( 1 9 7 5 ) .  De uma maneira geral,  G aumentou c o m  a tempe- 

ratura, apresentando uma correlação muito baixa com o tempo 

de duraqão (r = 0 , 0 4 2 5 ) ,  e média para com os demais parâme- 

t ros:  r = -0,7957 com Pm, r = -0,8713 com Prn e r = -0,7727 

com V .  - .- 
Os resultados obtidos para a velocidade especifica 

máxima (prn), mostrados na Tabela 9, não apresentaram d i f e -  

renças significativas entre si. Foram levemente super iores  

aos encontrados por BONOMf et alii ( 1 9 8 6 ) ,  que trabalhou a 

30QC, e também aos encontrados por LOPRETO et a l i i  61973b3, 

nes ta  m e s m a  temperatura. Da mesma forma que no item 4.1, os 

valores de p m  estão limitados por uma margem de erro expe- 

rimental ( A ~ ) ,  também mostrado na Tabela 9 .  De certa forma 

p m  seguiu a mesma tendência  dos valores de V ( r  = 0,94461, 

ou s e j a ,  com o aumento da temperatura até 28QC ocorre um 

acréscimo em cim. A partir dessa temperatura RII decresce, 

porém mais lentamente (Figura 6 ) .  



TABELA 8 - Tempo de geração em horas da estirpe SEM IA^^^ de 
8 i l a d y h h z o b h  japovLicum para as diferentes tempera- 
turas de operação estudadas em fermentador. ~ 6 -  
dia de quatro repetições. 

TEMPERATURA 

( Q C )  

TEMPO DE GERAÇÃO 

(h) 

* OS valores seguidos com a mesma letra não di ferem s i g n i -  
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude 
múltipla de Duncan. A análise de variância encontra-se no 
~pêndice 26. 



TABELA 9 - Velocidade e spec i f i ca  de crescimento máxima ( c i m ) ,  
erro absoluto que afeta ( b p )  e erro relativo 
que afeta a concentração celular ( a )  da estirpe 
SEMIA 587 de hIdykkizob&m japoLcum para as dife- 
r e n t e s  temperaturas de operação estudadas, em 
fermentador. 

TEMPERATURA 

(QC) 

* Os valores seguidos com a mesma letra não diferem s i g n i -  
ficativamente (P > O ,  051 de acordo com a prova de amplitude 
múltipla de Duncan. A análise de variãncia encontra-se no 
Apêndice 27. 

* *  ~ é d i a  de quatro repetições. 



Temperatura (QC)  

FIGURA 6 - ~ n f l u ê n c i a  da temperatura na velocidade especí- 
fica de crescimento máxima da estirpe SEMLA 587 
de &udyhkizab*wn japonicwn. Média de quatro repeti- 
ções. 



Como no item an te r io r ,  também avaliou-se a compor- 

tamento do pH ao longo do processo fermentativo, para as 

d i f e r e n t e s  temperaturas estudadas (~pendice 28). O compor- 

tamento do pA em relação 2s d i f e r e n t e s  temperaturas f o i  se- 

melhante ao observado para as diferentes agitações litem 

4.1), AO aumentar a temperatura de operaqão, notou-se que 

o meio alcalinizou mais rapidamente (Tabela 10) . 
Relacionando-se o pH (X") , com a temperatura (X' ) e 

o logaritmo da concentração celular (P), obteve-se a equa- 

ção abaixo, que apresentou um coeficiente de correlação de 

0,7316: 

A variação observada entre a soma dos resultados 

experimentais da concentração ce lu l a r  e a soma dos resulta- 

dos obtidos utilizando-se a equação acima, foi i n f e r i o r  a 

0,0004'6. A análise estatística da regressão, está descrita 

no ~pêndice 30. 

 través da análise dos resultados obt idos  neste ex- 

perimento pode-se evidenciar que a melhor temperatura, para 

o desenvolvimento da estirpe SEMIA 5 8 7  de & ~ Z d y & h z o b h m  japo- 

Lcurn, foi a de 28QC. E s t e  valor  coincide com os valores 

descritos por ALLISON & MINOR (1940) citados por BURRIS & 

WILSON (19451)~ DATE (1959) citado por ROUGHLEY (1970), FAO 

( 1 9 7 5 }  , BALATTI {1976), BURTON {1979), THOMPSON (1980), BA- 

LATTI (19811, GONZALEZ (19841 ,  JORDAN (1986) e VIERA (1986) 

' m h-. , - 
4 
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TABELA 10 - Valores de pH obt idos  após 12 horas de fermen- 
tação da estirpe SEMIA 587 de fhUdy/rkizobkm japo- 
Lcwn para aç diferentes temperaturas de opera- 
qão estudadas. ~ é d i a  de quatro repetições. 

TEMPERATURA 

(QC) 

* Os valores seguidos com a mesma letra não diferem signi- 
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude 
m ú l t i p l a  de Duncan. A análise de variãncia encontra-se no 
Apgndice 29. 



Tempo (horas) 

FIGURA 7 - Curvas de crescimento em fermentador de Biradyhki- 
z o b h  japonicum correspondentes aos tratamentos 
com a estirpe SEMIA 5 8 7 ,  com a estirpe SEMIA5019 
e com a mistura (587  4- 5019). Média dequatro re- 
petições. 



para a incubação desse microrganismo, 

I 'r. . 
'v' 

? - 

4.3  Avaliação da capacidade competitiva entre as es- 

t i r p e s  SEMIA 587 e SEMIA 5019 em caldo nutriti- 

vo 

Com base nas curvas de crescimento obtidas em 120 

horas de processo fermentativo (~pêndice 31 e Figura  7) , 
observou-se que o tratamento com a estirpe SEMIA 587 apre- 

s en tou  uma maior produção celular, Esse tratamento e o t ra-  

tamento com a mistura das duas cepas não diferiram signifi- 

cativamente entre si, entretanto, mostraramresultaãos esta- 

tisticamente superiores ao tratamento com a estirpe SEMIA 

5019. pôde-se observar também, que as maiores concentrações 

foram obtidas pela estirpe SEMIA 5 8 7  (3.98 x 108 cé lu l a s  

viáveis/rnl) ,  e que o tratamento mistura mostrou valores in- 

termediários aos tratamentos com as estirpes isoladas. E s t e  

comportamento, entre os tratamentos, é também confirmado 

através dos dados expressos nas Tabelas 11, 12 e 13. 

Quanto 5 duração da fase de crescimento exponencial, 

o tratamento com a estirpe SEMIA 5 8 7  foi o queapresentouum 

menor intervalo (27,66 horas) e também a fase de latência 

mais curta {18,67 horas) .  O tratamento com a mistura apre- 

s e n t o u  valores intermediários aos tratamentos com as estir- 

p e s  isoladas. Isso indica  a i n f l u ê n c i a  da estirpe SEMIA 5 8 7  

no crescimento c e l u l a r  da mistura. 

O tratamento que apresentou a maior taxa de cresci- 



rnento correspondeu ao da estirpe SEMIA 5 8 7  (Tabela LI), não 

d i f e r i n d o  estatisticamente do tratamento mistura. Esses 

d o i s  tratamentos diferiram ao da estirpe SEMIA 5019, que 

mostrou o menor valor. 

Os valores da velocidade específica máxima (Pm), a- 

presentados na Tabela 12, mostram-se reprodutíveis dentro 

da margem de erro experimental ( A v ) .  AS di ferenças  entre os 

valores de w nos ensaios fermentativos devem-se basicamen- 

te ã existência de condições distintas entre os tratamen- 

t o s .  A estirpe SEMIA 587 demonstrou como no item 4.1 e 4 . 2 ,  

para as mesmas condições operativas (28QC; 0,5 vvm e 230 

rpm), um valor  de Pm elevado. Esse foi o ú n i c o  parâmetro em 

que não predominou o comportamento da estirpe SEMLA 587 no 

tratamento mistura. Provavelmente, p e l o  fato deste valor 

ser determinado nas primeiras horas de processo, e neste 

período a estirpe SEMIA 587 ainda não havia predominado 

sobre a estirpe SEMIA 5019 na mistura, 

Os tempos de geração (Tabela 1 3 ) ,  apesar de d i f e r i -  

rem significativamente, encontram-se dentro de uma f a i x a  de 

8,18 a l5,00 horas, A estirpe SEMIA 587 ,  novamente apresen- 

tou o melhor resul tado (8,18 horas). vários autores encon- 

traram valores semelhantes, como LOPRETO et alii (1972), 

LOPRETO et a l i i  (1973b1, LOPRETO et alii (1975) e MAZZA et 

alii (1976). 

0s d i f e r e n t e s  valores da produtividade máxima (Pm), 

encontrados neste trabalho através de medidas da concentra- 

ção celular; podem ser justificados pelo erro experimental 

& 

4 
, :-- , e-'. - . 

-. = - h .  



TABELA 11 - ~uração 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 quatro 
repetições. 

TRATAMENTOS 

MISTURA 
ÇEMIA 5 8 7  5019 (587+5019) 

I N ~  CIO (horas) 

DURAÇÃO- t horas ) 

COEFICIENTE DE 

CORRELAÇÁO~/ 

vx 10 +8 

- 
1/ O valor do coeficiente de correlação fo i  utilizado como 

c r i t é r io  para d e f i n i r  a duração da fase de crescimento 
exponencial (BONOMI, 1986). 

* ~ G d i a s  por linha, seguidas  com a mesma le t ra ,  não diferem 
significativamente (P>O,OS) de acordo com a prova de am- 1 

plitude múltipla de Duncan, As análises de variãncia en- i 

contram-se nos ~pêndices 32 e 3 3 .  d 



TABELA 12 - Velocidade específ ica de crescimento máxima 
(~rn), erro absoluto que afeta ri ( n V )  e erro re- 
lativo que afeta  a concentração celular (a ) pa- 
ra os tratamentas com as estirpes SEMIA 587 e 
SEMIA 5019 isoladamente, e com a mistura das 
duas, em fermentador. 

TRATAMENTOS 

(horas-') 

SEMIA 587 

SEMIA 5019 

MISTURA (587+50193 

1/ ~ é d i a  de quatro repetições. 

* Os valores seguidos com a mesma letra, não diferem sig- 
nificativamente (P>0,05) de acordo com a prova de ampli- 
tude rnfiltipla de Duncan. A análise de variãncia encon- 
tra-se no ~pêndice 3 4 .  



TABELA 13 - Tempo de geração (G) e produtividade máxima (Pm) 
para os tratamentos com as estirpes SEMIA 5 8 7  e 
SEMIA 5019 isoladamente, e com a mistura das 
duas, em fermentador. Média de quatro repeti- 
ções. 

TRATAMENTOS 
(horas)  

SEMIA 587 

MISTURA (587+5019) 

* As médias por coluna seguidas com a mesma l e t r a , n ã o d i f e -  
rem significativamente (P>O,O51 de acordo com a prova de 
amplitude m ú l t i p l a  de Duncan. As a n á l i s e s  de variãncia en- 
contram-se nos ~pêndices 35 e 3 6 .  



i n t r í n s e c o  a e s t a  medida (BONOMI, 1987) . A maior p r o d u t i v i -  

dade foi obtida pela estirpe SEMIA 587 ,  sendo significati- 

vamente d i f e r e n t e  dos out ros  dois tratamentos. 

O u t r o  parãmetro avaliado foi o consumo do substrato 

( g l i c e r o l ) ,  em fun~ão do tempo de desenvolvimento do pro- 

cesso (Apêndice 37 e Figura 8, 9 e 10) .   través d e l e  @de- 

se calcular o valor do rendimento celular em relação ao 

substrato (Tabela 1 4 ) .  As curvas de consumo de substrato 

mostram um comportamento inverso, mas proporcional as de 

formação de biomassa. Observa-se no ~pêndice 37, que tanto 

no tratamento com a estirpe SEMIA 587 quanto no tratamento 

com a m i s t u r a  das estirpes, o substrato foi praticamente 

todo consumido, em 120 horas de processo, Entretanto estes  

tratamentos não são significativamente semelhantes.' Isso, 

se deve ao f a t o  de que a est i rpe SEMIA 587, isoladamente, 

consumiu mais rapidamente o glicerol do que quando mistura- 

da com a estirpe SEMIA 5019 (Figuras 8 e l O ) . A  estirpe SEMIA 

5019 consumiu apenas 5 7 %  do substrato, enquantoquea est ir -  

pe SEMIA 587 e a mistura consumiram 90 e 87%,respectivamen- 

te. 

Para o cálculo  do rendimento ce lu lar  em função do 

substrato (Y), foi necessária a avaliação da concentração 

ce lu lar  i n i c i a l  e final em gramas de rhizúbio por l i t r o  de 

meio, Os valores de Y foram semelhantes aos encontrados por 

BONOMI et a l i i  (19861, 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- 



Tempo (horas) 

FIGURA 8 - Curva de crescimento celular (- ) e de consumo 
de substrato ( - - )  para o tratamento com a es- 
tirpe SEMIA 587 de k d y t ~ L z o b i u m  japovticum em fer- 
mentador. ~ é d i a  de quatro repetições. 



96 Tempo (horas) 

F I G U R A  9 - Curva de crescimento celular (- ) e de consu- 
mo de substrato ( - - )  para o tratamento com a 
es t i rpe  SEMIA 5019 de & t r a d q ~ k i z o b h  j apoG~um,  em 
fermentador. ~ é d i a  de quatro repetições. 

, "i-. 



Tempo (horas) 

FIGURA 10 - Curva de crescimento celular (- ) e de consu- 
mo de  substrato ( - - )  para o tratamento com 
a mistura ( 5 8 7  + 5019) de l 3 k a d y t l k i z o b h  japorúcwn, 
em fermentador, ~ é d i a  de quatro repetições. 



TABELA 14 - Valor inicial e f i n a l  da concentração celular em 
gramas por litro e os valores do rendimento ce- 
lular em função do substrato (Y) para os t r a t a -  
mentos com as estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019  
isoladamente, e com a mistura das duas em fer- 
mentador. ~ é d i a  de quatro repetições. 

TRATAMENTOS 
FINAL 

C 
SEMIA 587 

SEMIA 5019 

MISTURA 
(587+5019) 

* As médias por coluna seguidas com a mesma letra não dife-  
rem significativamente (P>0,05) de acordo com a prova de 
amplitude m ú l t i p l a  de Duncan. A análise de varisncia en- 
contra-se no ~pêndice 3 8 ,  



r e n c i a l  ao glicerol. Para os três t ra tamentos ,osvalores  de 

Y foram significativamente semelhantes. 

Relacionando tados e s s e s  parketros obteve-se a l tas  

correlações entre o tempo de duração da fase exponencial e 

os demais: r = - 0 , 9 3 3 3  para pm, r = 0 , 9 3 8 2  para G e 

r = - 0 , 9 9 4 4  para Pm. Outras relações que apresentaram valo- 

res elevados de correlação foram: V com Prn (r = 0 , 9 3 2 6 ) ,  V 

com o tempo de geração (r = -0,9926) e o tempo de geração 

com a produtividade máxima (r = -0,9695). E n t r e t a n t o ,  houve 

uma baixa correlação de Y com os demais parãmetros, r va- 

riou de 0,1235 até 0,6583, demonstrando que a avaliação da 

cinética de crescimento através do rendimento ce lu lar  em 

função do substrato pode induzir a erros de interpretação,  

principalmente a nível de dimensionamento do processo. 

Como nas  etapas anteriores, determinou-se também a 

variação do pH em função do tempo de processo. Os valores 

do pH para cada tratamento estão apresentados no ~pêndice 

39 e representados na Figura 11. Através do gráfico pH ver- 

sus tempo (Figura ll), 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 ferrnentativo. 

Segundo LOPRETO et alii (1972) , à medida que o processo 

avança o valor do pH tende a elevar-se, alcalinizando o 

meio. Entretanto, independente do tratamento, pôde-se ob- 

servar nas curvas de evolução do pH que os três c u l t i v o s  

tenderam a valores compreendidos entre 7,65 e 7 , 7 3  ao f i n a l  
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FIGURA 11 - Curvas de variação do pH em função do tempo de 
processamento para os tratamentos com a estir- 
pe SEMIA 587,  com a estirpe SEMIA 5019 e com 
a mistura (587+5019) de &itadqaKzobkm japuiticum em 
f ermentador. Média de quatro repetições. 



do processo. LOPRETO et alii (1975) notaram o mesmo compor- 

tamento para diversas cepas de R k i z u b ~  japovLicwn, salientan- 

do o intervalo de pH entre 7 ,6  e 7 , 8  após 100 horas de pro- 

cesso. 

A identificação sorológica, das colônias no trata- 

mento mistura das estirpes indicou que no decorrer da fer- 

mentação a estirpe SEMIA 587 sobrenumerou a estirpe SEMIA 

5019, As percentagens de cada sorogrupo em função do tempo 

de desenvolvimento estão indicadas na Tabela 15. N ~ O  real i -  

zou-se análise no i n s t a n t e  i n i c i a l  (tempo 0 )  porque a con- 

centração das duas estirpes foi ajustada em uma proporção 

de 1 : l .  Observa-se na Figura 12 que a estirpe SEMIA 587 au- 

menta sua proporção de 50 para 69,07% em 120 horas de pro- 

cesso, ao passo que a estirpe SEMIA 5019 diminuiu de 50 pa- 

ra 3 0 , 9 3 % .  O diagrama de barras mostra, para cada tempo de 

desenvolvimento, a relação percentual de cada estirpe. Cada 

oarxa corresponde a concentração 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 5 8 7 ,  descrito 

no ~pêndice 31,  

A diminuição percentual da ocorrência da estirpe 

SEMIA 5019, não significa que esta tenha reduzido sua con- 

centração celular ao longo da fermentação, indica  porém, 

que apresentou um desenvolvimento menor em relação a estir- 

pe SEMIA 587. Provavelmente este efe i to  de sobrenumera~ão 

se deve ao fato da estirpe SEMIA 587 ser mais competitiva e 



TABELA 1 5  - ~ b e r o  e percentagem de ocorrência das estir- 
pes SEMIA 5 8 7  e SEMIA 5019 nas colônias t i p i f i -  
cadas, para os respectivos tempos de desenvol- 
vimento, em fermentador. 

SOROGRUPOS 
NOMERO DE 

TEMPO COLÕNIAS 
NOMERO DE COL~NIAS % 

(h) TIPIFICA- SEMIA SEMIA SEM SEMIA SEMIA 

DAS 587 5019 REAÇÃO 587 5019 

. . 7 .  

- _ i',& &&H-[ - I L - '  .: - -, -&s'-Lm. ' -2- . 4 - 
. ,  'r* # 
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Tempo (horas)  
FIGURA 12 - ~epresentação do logaritmo da concentração ce- 

lular do tratamento mistura (587+5019) para os 
diferentes tempos de desenvolvimento em ferrnen- 
tador, indicando a percentagem da estirpe SEMIA 
5 8 7  ( ) em relação a estirpe SEMIA 5019 ( 1 .  



mais eficiente no crescimento, ou ainda devido a formação 

de alguma substância inibidora para o crescimento da estir- 

pe SEMIA 5019, também pode-se evidenciar a d i f e r e n ~ a  signi- 

ficativa entre  os tempos da geração das duas estirpes. En- 

tretanto, como já f o i  observado anteriormente, a estirpe 

SEMIA 5019 apresentou um desenvolvimento inferior ao da es- 

t irpe SEMIA 587, mesmo quando desenvolvida isoladamente. No 

~psndice 3 9  são mostrados os valores da concentwaç~ocelular 

para cada estirpe em relação ao tratamento mistura,osvalo-  

res estão expressos pelo logaritmo do nÚmerodecélulas v i s -  

veis por mililitro. As curvas referentes a estes dados es- 

tão 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 não diferem entre si. Outro ponto a ser levanta- 

do é que o comportamento das duas estirpes se mantem seme- 

lhante até atingir-se aproximadamente 55 horas de processo, 

a p a r t i r  de então a estirpe SEMIA 5 8 7  desenvolve-se rapida- 

mente enquanto que a estirpe SEMIA 5019 praticamente esta- 

biliza seu crescimento. 

4 . 4  Avaliação do potencial de fixação de ni t rogên io  

e capacidade competitiva por sítios de nodula- 

ção 

A efet ividade simbiõtica das estirpes foi determi- 

nada pelos parãmetros: produção de matéria seca na parte 



4 i) i 70 
Tempo [ho ra s )  

FIGURA 13 - Curvas de crescimento das estirpes SEMIA 587 e 
SEMIA 5019 de h a d y t l k Z ~ b &  japoLcum corresponden- 
t e s  ao percentual de cada uma em r e l açãoao t ra -  
tamento mistura (587+5019), em fermentador. 



aérea, n h e r o  de nódulos e peso de n6dulos secos, sendo os 

dados médios apresentados na Tabela 16. 

A capacidade das estirpes de f ixar n i t roggn io  

atmosférico, não correspondeu com a habilidade das mesmas 

de formar massa nodular. Estes resultados concordam com os 

obtidos i,or ANDFtADE (19861, que trabalhou com diversas ce- 

pas de Rki zobhn  tegumino~aiuun biovar, wdof.Ü, e por PERES & 

VIDOR (1980), onde a estirpe de Rkizobium japanicwn SEMIA 5 0 2 0 ,  

mesmo nodulando razoavelmente bem, em quatro cultivares de 

soja,  determinou baixo nitrogênio total e baixo peso de ma- 

tér ia  seca nas plantas inoculadas. 

O nitrogênio total apresentou alta correlação 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 correlação do peso de nódulos com esses parâ- 

metros f o i  menor, r = 0,7232 para matéria seca e r = 0,7723 

para o nitrogênio to ta l ;  demonstrando, de certamaneira,  que 

a avaliação das estirpes em f i x a r  n i t r o g ê n i o  através do peso 

de nódulos (DOBEREINER et a l i i ,  1966) pode induzir a alguns 

erros de interpretação. A correlação do número de nódulos 

com os demais parâmetros foi significativamente menor que 

as correlações anteriores,  r = 0,5647 para o nitrogênio to- 

tal, r = 0 , 4 8 2 4  para o peso de nódulos e r = 0,3670 para a 

matéria seca. 

Relacionando o número e o peso de nódulos, obser- 

va-se que para os tratamentos com as estirpes isoladas, 



TABELA 16 - ~ ú m e r o  de nódulos, peso dos nódulos,  rendimento 
de matéria seca da parte aérea e ni t rogên io  to- 
tal na p a r t e  aérea de soja, da cultivar Bragg, 
inoculada com d i f e r e n t e s  suspensões bacterianas 
das estirpes SEMIA 5 8 7  e SEMIA 5019 de 8kudykki- 
zobium japci~~icwn em areia e solução nutritiva. ~ é -  
dia de cinco repetições. 

TRATAMENTOS 

NÕMERO DE PESO DOS mTERIA NITROGENIO 
N ~ D U L O S  ~ b n v ~ o s  

Ig/vaso) 
TOTAL 

POR VASO (mg/vaso) (rng/vaso) 

SEMIA 587 

SEMIA 5019 

TP* * 

SEM INOCULA- 
Çhb E SEM N2 

SEM INOCULA- 
ÇA0 E COM N2 

* ~ é d i a s  por coluna seguidas pela mesma l e t r a  não di ferem 
significativamente (P>0,05), pelo t e s t e  de Duncan. As aná- 
l i ses  de var iância  estão apresentadas nos Apêndices 41. 
4 2 ,  4 3  e 4 4 .  

**  Especificação dos tratamentos no ~pêndice 9. 



apesar de ter-se uma nodulaçáomenos significativa com a es- 

t i r p e  SEMIA 587 ( 8 8  nódulos por vaso), esta  apresentou ren- 

dimento de 3 , 3 6  mg por nedulo ,  enquanto que a estirpe SEMIA 

5019 obteve 2,39 mg por nódulos. E s t e  fato ressalta a me- 

lhor eficiência da estirpe SEMIA 587 em relação a SEMIA 

5019, justificando também os resultados obtidos para a ma- 

t é r i a  seca e o nitrogênio total nesses dois tratamentos. 

Esses resultados mostram, tambGm, que o número de nódulos 

não é um bom parãmetro para indicação da eficiência de fi- 

xação do n i t r o g ê n i o ,  assemelhando-se as observações fe i tas  

por outros pesquisadores ( R I B E I R O  et a l i i ,  1 9 8 6 ;  VIDOR et 

alii, 1972 e MOROTE, 1989). 

Nos dados médios referentes à 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 , 5 4  g de matéria seca por vaso, respecti- 

vamente. Os menores valores foram obtidos com o tratamento 

testemunha não nitrogenada e com a mistura TP3 (30% da e s -  

t i r p e  SEMIA 5 8 7  e 70% da estirpe SEMIA 5 0 1 9 ) .  Em relação 

aos tratamentos com as estirpes isoladas, apesar de não ter 
f 

sido observado diferença estatisticamente significativa, 

houve um maior rendimento na inoculação 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 c o m  a estirpe SEMIA 

5019, 3 , 8 6  g de matéria seca por vaso. Pode-se observar, na 

Tabela 16, que o rendimento de matéria seca entre os t r a t a -  



mentos com as estirpes isoladas e nas misturas (TF1, TP1, 

TP2 e TP3}, não apresentou di ferença  significativa quando 

analisado estatisticamente. E n t r e t a n t o ,  avaliando-se o com- 

portamento dos resul tados  numéricos, nota-se que os bons 

pesos de matéria seca obtidos no tratamento com a mistura 

TF1 deveni estar relacionados com a eficiênciacompetitivada 

estirpe SEMIA 587 e t a m b e m  com o f a t o  dessa mistura ter si- 

do obtida at ravés  de uma fermentação em conjunto. Nota-se, 

também, que aumentando a concentração da estirpe SEMLA 5 8 7  

de 30 para 70% nos tratamentos TP3, TP2 e T P 1  respectivamen- 

te (obtidos sem ter havido um crescimento conjunto em fer- 

mentador, com a estirpe SEMIA 5019), aumenta também o ren- 

d i m e n t o  de matéria seca de 2 , 6 4  para 4 , 2 8  g por vaso. 

Analisado os dados sobre nitrogênio total no tecido 

(Tabela 16), verifica-se que e s s e s  apresentaram um compor- 

tamento semelhante aos da matéria seca em relação aos tra- 

tamentos efetuados. Os tratamentos com as estirpes isoladas 

e com as m i s t u r a s  TF1, TP1, TP2 e TP3 não diferiram signi- 

ficativamente entre si, somente com os tratamentos testemu- 

nhas  (nitrogenado e não n i t r o g e n a d o ) .  Apenas a mistura TP3 

( 3 0 %  SEMIA 587 + 7 0 %  SEMIA 5019) apresen tou  semelhança sig- 

n i f i c a t i v a  com a testemunha não nitrogenada. As diferenças 

no potencial das est irpes  em f i x a r  n i t r o g ê n i o  podem ser ex- 

plicadas pelas caracteristicas da pr6pria estirpe de rhi- 

zÓbio ,  como a taxa de fixação ou o período real de fixação 

do n i t r o g ê n i o  ( V O S S ,  1981). 

Como já foi visto anteriormente, o tratamento com a 



mistura TF1 obteve os melhores resultados para matéria seca 

e n i t r o g ê n i o  t o t a l  (excluindo o tratamento testemunha ni- 

t rogenado) ,  contudo e s s e  tratamento teve uma baixa relação 

entre o peso e o número de nódulos (1,87 mg por n6dulo) .  

A identifica~ão sorológica dos nõdulos  (Tabela 17) 

i n d i c o u  qile a maioria foi induzida pela  estirpe SEMIA 587, 

que ocupou um minimo de 42,21% no tratamento com a m i s t u r a  

TP3 e um máximo de 97,678 com a mistura TFL, enquanto que a 

estirpe SEMIA 5019 obteve um máximo de 5 7 , 7 9 8  com a mistura 

TP3. A alta percentagem de ocupação dos nódulos p e l a  es t ir -  

pe SEMIA 5 8 7 ,  no tratamento TF1, explicaria a semelhança de 

rendimentos de  matéria seca e n i t r o g ê n i o  total ao obtido 

com a inoculacão individualizada da est irpe  SEMIA 587, Po- 

de-se observar, também na Tabela 17, que existe uma relação 

e n t r e  a concentração das estirpes nos inÓculos  e o e f e i t o  

de nodulação. Ocupações de  7 5 %  dos nódulos, segundo SINGLE- 

TON e STOCKINGER (1983) citado por MOROTE I1989), pela es- 

tirpe e f e t i va  é s u f i c i e n t e  para proporcionar até 9 5 % d e a c u -  

mulação de nitrogênio pela planta .  Comparando-se os resu l -  

i tados dos tratamentos TFI e TPl, a percentagem da estirpe 

SEMfA 5 8 7  foi superior no primeiro, provavelmente devido ao 

fato d e s t e  i nõcu lo  t e r  sido produzido em uma fermentação 

conjunta, possibilitando uma maior adaptabilidade da estir-  

pe SEMIA 5 8 7  sobre a estirpe SEMIA ,5019. 

A presença de mais de um sorogrupo de rhizóbio no 

mesmo nódulo, t e m  sido demonstrada por vários trabalhos 

(BROCKWELL et alii, 1977; BROMFIELD & JONES, 1980; PEREIRA, 



TABELA 17 - ~ Ú m e r o  e percentagem de ocorrência das estirpes 
de B t l a d y h k i z u b h  japunicum nos nódulos de s o j a ,  da 
cultivar Bragg, semeada em areia e caldo nutri- 
tivo, em resposta ã inoculação com as estirpes 
SEMIA 587 e SEMIA 5019 individualmente e com a 
mistura destas ITF1, TP1, TP2 e TP3). 

TRATAMENTOS 

SOROGRUPOS NUMERO DE 

TIPIFICADOS SEMIA SEMIA SEM SEMIA SEMIA 

SEMIA 5 8 7  

SEMIA 5019 

TFl* 

TPI* 

TP2 * 

* Especificação dos inóculos nos tratamentos TF1, TP1, TP2 
e TP3, encontra-se no ~pêndice 9 .  



1983; LOVATO, 1984 e LINDEMANN et alii, 1974), entretanto 

não foram considerados nos cálculos pois a percentagem de 

infecções múltiplas f o i  muito pequena, na ordem de 1,9% com 

a mistura TP1. O s  demais tratamentos não apresentaram e s s e  

t i p o  de comportamento. 

A mistura TFl, se não fo r  considerada a análise 

estatística, f o i  o tratamento que apresentou maior e f e t i v i -  

dade, mas foi menos significativo na formação de nódulos. A 

estirpe SEMIA 587 apresentou uma boa competitividade quando 

misturada com a estirpe SEMIA 5019, e uma boa capacidade de 

f i x a r  n i t r o g g n i o  tanto isoladamente quanto emmistura  (Tabe- 

la 16 e 17). Estatisticamente os tratamentos TF1,  TP1, TP2 

e TP3 não apresentaram diferenças significativas quanto ao 

peso de matéria seca e ao nitrogênio t o t a l .  

4.5   vali ação da sobrevivência e competição em t u r -  

fa  esterilizada 

A capacidade de absorção de água, na turfa  já t ra-  

I *  i tada, foi de aproximadamente 65%. t a n t o  utilizando-se o mé- 

todo proposto por SOMASEGARAN & HOBEN ( 1 9 8 5 )  , ou p e l o  méto- 

do empírico descrito no Apendice 12.  través deste resulta- 

do e do valor da umidade contida na t u r f a  ( 9 , 8 % )  determi- 

nou-se o volume de i n ó c u l o  necessário para se obterumaumi- 

dade f i n a l  próxima à 4 0 % .  Outro parâmetro importante a ser 

discutido, é a perda de umidade do inoculante armazenado, A 

Figura 1 4  mostra uma curva que relaciona esse parâmetro com 
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FIGURA 14 - Curva representativa da perda de umidade em função
do tempo de armazenamento, à temperatura ambiente,
do inoculante à base de turfa esterilizada.
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o tempo de armazenamento. Pode-se notar trEs regiões distin- 

t a s  nessa curva: uma queda acentuada da umidade n o s  quatro 

primeiros dias, um período de decréscimo linear de 4 7  dias 

e uma de estabilização após 51 dias de arrnazenamento. A fa- 

se linear pode ser representada pe la  equação: 

onde y é a umidade em percentagem e x o tempo de arrnazena- 

mento em dias. Para os dados analisados obteve-se uma cor- 

relação bastante significativa (r = 0,9989), acarretando em 

uma perda de umidade semanal de 0,3818. 

O s  dados de sobrevivência do rhizóbio em turfa 

e s t ér i l  encontram-se no ~pgndice 4 5  e estão plotados na Fi- 

gura 15. O tratamento TF1 (69,07% SEMIA 587 + 3 0 , 9 3 8  SEMIA 

5019) não d i f e r i u  significativamente do tratamento com a 

es t i rpe  SEMIA 587 isolada, entretanto e s s e s  difer i ram dos 

demais (TP2 e SEMIA 5019) , que por sua vez não diferiram 

e n t r e  si. O s  declinios mais acentuados da população de €3. 

japonicum foram obtidos no tratamento com a estirpe SEMIA 

5019 e com o inõculo TP2, observando-se em 180 dias, um de- 

créscimo em relaqão 5 população inicial de 8 9  e 8 2 %  res- 

pectivamente. O tratamento TF1 decresceu 4 6 % ,  enquantoa es- 

t i r p e  SEMIA 587 ocasionou apenas um decréscimo de 3 7 % .  Con- 1 
tudo, nenhum dos tratamentos mostrou um dec l in iodrás t icona  * I 
populaCáo, e a menor concentra~áo ce lu l a r  obtida foi de 1 

8 3.5 x 10 ce l /g  para o tratarngnto com a estirpe SEMIA 5019. 

i * . .  I 
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Como conseqilência, a taxa de multiplicação não é muito in- 

ferior 2 taxa de mortalidade, provocando declinios pouco 

acentuados da população microbiana, 

Considerando-se ainda a Figura 15, observa-se que 

para todos os tratamentos, de um modo geral, ocorre um au- 

mento na zoncentraçáo celular no primeiro 6 s  de incubação, 

um decréscimo acentuado nos do i s  meses seguintes  e um de- 

créscimo suave durante os outros trgs meses. A est irpe 

SEMIA 5 8 7  f o i  a que mais aumentou a população no primeiro 

mês de armazenagem, sendo este comportamento visivelmente 

significativo, 

Para melhor avaliação desses resultados, os dados 

foram representados na Tabela 18 sob a forma de taxa sema- 

n a l  de mortalidade. Comparando-se esses resultados com os 

obtidos por FREIRE & JOMES ( 1 9 6 4 1 ,  FREIRE & JONES (1963) , 

VINCENT (1958) e DATE (1976), verif ica-se que a taxa de 

mortalidade para os tratamentos TP2 e SEMLA 5019 foram s ig -  

n i f  icativamente maiores que os retratados na l i teratura.  En- 

t r e t a n t o ,  os valores da t a x a  d e  mortalidade (r ) para os 

tratamentos TF1 e SEMIA 587 foram bastante condizentes com 

os obtidos pelos pesquisadores anteriormente citados. 

O s  resultados da taxa de mortalidade acentuam o 

comportamento, já mencionado, da estirpe SEMIA 5019, ou se- 

ja, esta apresentou um maior declínio no número de c é l u l a s  

por grama de inoculante do que os outros tratamentos. Se- 

gundo DANSO & ALEXAMDER ( 1 9 7 4 1  es tas  diferen~as podem estar 

relacionadas com poss íveis  efeftos protetores exercidos pe- 
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FIGURA 15 - Curvas de zobrevivência de B r t a d y h k i z o b h  japo~cum 
em turfa esterilizada, impregnada com os t r a ta -  
mentos TFI, (69% SEMIA 5 8 7  a 31% SEMIA 5019) 
TP2 (50% SEMIA 5 8 7  + 50% SEMIA 5019) e com as 
estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 isoladamente. 
~ é d i a  de quatro repetições. 
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la t u r f a  sobre a sobrevivência do ~ d y h k i z o b i m  , em função do 

seu a l t o  percentual de matéria orgânica,  

Os dados referentes a competição das estirpes SEMIA 

5 8 7  e SEMIA 5019 nos tratamentos TF1 e TP2 estão represen- 

tados nas Tabelas 19 e 20, nas Figuras 16. 17. 18 e 19 e 

nos ~pênuices 4 9  e 50. 

Em relação ao tratamento TF1, observou-se que a es- 

t i rpe  SEMIA 5 8 7  praticamente dominou a concentração ce lu lar  

no i n o c u l a n t e ,  apõs os seis meses de incubação.. No trata- 

mento TP2, essa estirpe também sobrenumerou a estirpe SEMIA 

5019, porém não tão significativamente como no tratamento 

TF1. O p e r c e n t u a l  de cada estirpe em cada período de incu-  

bação está mostrado nas Figuras 16 e 17, sobre a forma de 

diagrama de blocos. A estirpe SEMIA 5019 apresentou um de- 

crGscimo de 8 2 8  na sua concentração c e l u l a r  pa rao t ra tamen-  

to TF1 e de 8 8 %  no tratamento TP2. Aparentemente essa ava- 

liação contradiz o que foi citado anteriormente, entretanto 

apesar de  ter ocorrido um maior declínio da concentração no 

tratamento TP2, a relação entre esta w t i r p e  (SEMIA 5019) e 

a SEMIA 587 não é significativa (Tabela 19). F O ~  bastante 

similar, o comportamento das curvas de sobrevivência (Figu- 

ras 18 e 19) para as estirpes consideradas isoladamente, em 

relação ã curva total dos respectivos tratamentos, Issos ig-  

nifica que além da competição já demonstrada, existe uma a- 

dequação das estirpes ao meio ( turfa)  e também ao próprio 

e f e i t o  competitivo. 

Pode-se, a partir dos resultados sobre a competição 



TABELA 18 - Taxa semanal de mortalidade (K ) dos i n o c u l a n t e s  
com B m d y r r k i z o b h i  japoecum para os tratamentos com 
as estirpes SEMTA 5 8 7  e SEMIA 5019 isoladarnen- 
te, e as misturas TF1(69% S E M f A 5 8 7  + 31% SEMIA 
5019) e TP2 (50% SEMIA 587 + 5 0 %  SEMIA 5019). 
~ é d i a  de quatro repetições. 

TRATAMENTOS 
TAXA DE MORTALIDADE 

(semanas 

SEMIA 5 8 7  

SEMIA 5019 

TF 1 

TP2 

* Os valores seguidos com a mesma letra não diferem s i g n i -  
ficativamente (P>0,05) de acordo com a prova de amplitude 
m ú l t i p l a  de Duncan. A análise de variância encontra-se no 
Apêndice 4 6 .  



TABELA 19 - Percentagem de ocorrência das estirpes SEMXA 
5 8 7  e SEMIA 5019 de BtLadyhkizobhim japobúcum nas co- 
l ô n i a s  tipificadas para o tratamento TF1 (69% 
SEMIA 587 + 31% SEMIA 5019) nos respectivos pe- 
riodos de incubação, 

PERTODO DE 

INCUBAÇÃO 

(dias) 

SOROGRUPOS 

COLÕNI AS 
SEMIA SEPIIA SEM SEMIA SEMIA 

TIPIFI CADAS 



TABELA 20 - Percentagem de ocorrência das estirpes SEMIA 
587 e SEMIA 5019 de % k a d y & k i r o b h  japoLcum nas co- 
lônias tipificadas para o tratamento TP2 ( 5 0 %  
SEMIA 587 + 50% SEMIA 5019)  nos respectivos pe- 
ríodos de incubação. 

SOROGRUPOS 

PERf ODO DE 

INCUBAÇÃO 

(df a s )  TIPIFICADAS 

SEMIA 
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período de incubacão (dias) 

FIGURA 18 - Curvas de sobrevivência das estirpes SEMIA 587 
e SEMIA 5019 de Biradyidzizo~um japokücum correspon- 
,dentes ao percentual de cada uma em relação ao 
tratamento TF1 ( 6 9 %  SEMIA 5 8 7  + 31% S E M I A 5 0 1 9 ) .  



Per iodo  de incubaçao ( d i a s )  

FIGURA 19 - Curvas de sobrevivência das estirpes SEMLA 5 8 7  
e SEMIA 5019 de g i~ady r r k i zobhn  jap0kI.icWn correspon- 
dentes  ao percentual de cada uma em relação ao 
t r a t a m e n t o T P 2  ( 50% SEMIA 587 + 50% SEMIA 5019). 



no inoculante, j u s t i f i c a r  os valores encontrados para a ta- 

xa de mortalidade (Tabela 18) . Como a estirpe SEMIA 587 pre- 

dominou no tratamento TF1, este apresentou um valor de 

~róxirno ao da estirpe SEMIA 587 quando i nocu l ada  isolada- 

mente. Ma t ra tamento TP2, essa es t i rpe  também predominou, 

porém a ~ i f e r e n ç a  entre e la  e a e s t i r p e  ÇEMIA 5019 f o i  bem 

menor, prevalecendo, então, o comportamento desta última 

estirpe.  Logo a avaliação da taxa de mortalidade é s i g n i f i -  

cativa na análise da sobrevivência de Ehadyirkizobiwn em turfa 

es té r i l .  

Um outro ponto importante, a ser comentado, foi a 

ef ic iênc ia  da tindalização como método de esterilização da 

t u r f a .  O uso des ta  técnica proporcionou uma perda, por con- 

taminação, i n f e r i o r  a 1% (dos inoculantes produzidos} . 



Com base n o s  resultados e nas condições em que a 

pesquisa foi conduzida, pode-se c o n c l u i r  que: 

1, O melhor desenvolvimento c e l u l a r  para a estirpe SEMIA 

587 de E h ~ d y & k i z o b h  japorticum, ocorreu quando utilizou-se 

2 8 Q C  como temperatura de operação e 230 rpm como veloci- 

dade de agitação. 

2, Aumentando-se a velocidade de agitação até 250 rpm ocor- 

r e u  um acréscimo no crescimento celular da est irpe SEMIA 

587 em fermentador, sendo que acima d e s t e  valor de agi- 

tação o crescimento é reduzido significativamente. 

3 .  Acima e abaixo de 2 8 - 3 0 Q C i  o crescimento celular da e s -  

tirpe SEMIA 587 é prejudicado, diminuindo consequente- 

mente a produção de biornassa. 

4 .  Os valores da taxa de crescimento ( v  ) , da produtividade 

máxima (Pm) e da velocidade especif ica máxima ( ~ m )  apre- 

sentaram a m e s m a  t endênc ia  do crescimento celular tanto 

com a variação da agitação quanto com a variação da tem- 

peratura. O tempo de geração (G) e tempo de duração da 

fase exponenc ia l  apresentaram, por sua vez, um comporta- 

mento inverso. 

5 .  A variação da temperatura afetou mais significativamente 



o crescimento celular da estirpe SEMIA 5 8 7 ,  no processo 

fermentativo, do que a variação da velocidade de agita- 

ção. 

6. Tanto com o aumento da velocidade como com a aumento da 

temperatura, ocorre uma alcalinização mais rápida do 

meio iermentativo- 

7. Existe uma boa correlação entre os valores obtidos para 

o logaritmo da concentração celular, o pH e a velocidade 

de agitação. 

8. Existe, também, uma boa correlação e n t r e  os valores e x -  

perimentais do logaritmo da concentração celular, o PH e 

a temperatura de operação. 

9 .  O crescimento conjunto das est irpes  SEMIA 5 8 7  e SEMIA 

5019 em caldo nutritivo 6 favorável 2 estirpe SEMIA 587  

(705  da concentração ce lu la r  em 120 horas de processo). 

10. A s  condições Ótimas de temperatura e agitação, para a 

estirpe SEMIA 587, aparentemente não são as mais i n d i -  

cadas para o crescimento da estirpe SEMIA 5019. 

11. Em relação a competição por sítios de nodulação, a es- 

t i r p e  SEMIA 587 foi mais competitiva, ocorrendo em 42- 

9 8 %  dos nódulos, em relaçãoa2-58% de ocupação p e l a  es- 

tirpe SEMIA 5019, em t o d o s  os tratamentos mistos,  ape- 

sar que no tratamento TP2 ( 5 0 %  de cada urnadasestirpes) 

e no tratamento TP3 (70% da estirpe SEMIA 5019 e 30% da 

estirpe SEMIA 587) as di ferenças  não foram estatistica- 

mente significativas, 

12 .  Os pesos de nódulos  secos, da matéria seca da parte aé- 



rea e do nitrogênio total do tecido foramsuperiores nos 

tratamentos inoculados com a mistura das estirpes SEMLA 

587 e SEMIA 5019, obt ida  no fermentador após 120 horas 

de processo, sendo que estatisticamente todos os trata- 

mentos mistos com exeção do TP3 apresentaramvalores su- 

perir,res aos das estirpes inoculadas isoladamente. 

13. Aos seis meses, o inoculante  de 8 .  japovLicwn, elaborado com 

t u r f a  esterilizada e conservado 2 temperatura ambiente, 

apresentou número s u f i c i e n t e  de cé lu las ,  superando a po- 

pulaaão mínima de 1.0 x lo7 células/g de i n o c u l a n t e ,  re- 

querida por l e i .  

14. A estirpe SEMIA 587 predominou mais no i n o c u l a n t e ,  do 

que a estirpe SEHIA- 5019, atingindo até 90% da concen- 

tração celular no tratamento mistura obtido no fermen- 

tador após 120 horas de operação. 
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APENDICE 1. ~ormulação do meio de cultivo utilizado nos 
ensaios fermentativos (MAZZA et alii, 1976). 

SOLUÇAO A: Solução a 10% de MnS04 

Agua destilada 

SOLUÇÁO B: solução a 10% de FeC13 

Agua destilada 

Meio de Cultivo: 

Extrato de levedura 

Água destilada 

10 gramas 

100 mililitros 

10 gramas 

100 mililitros 

gramas (8,13 ml) 

gramas 

gramas 

gramas 

grama 

gramas 

gramas 

gotas 

gotas 

litro 

Observação: Para produção do meio sólido, acrescentar 20 
gramas de Agar por litro de meio liquido. 
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APENDICE 2. composição do soro fisiolõgico utilizado como 
diluente (MILIAN, 1984). 

MATERIAL 

Água destilada 

NaC1 

1 , O  litro 

8,5 gramas 

PREPARAÇAO 

Agregar o cloreto de sódio (NaC1) 2 água. Dissol- 

ver e repartir em tubos, cada um com 9 , O  ml. Au- 

toclavar a 121QC e 1 atm de pressão por 20 rninu- 

tos. 



APENDICE 3 .  E ~ U ~ Ç Õ ~ S  para determinação do erro que afeta o 
valor da velocidade e s p e ~ c f i c a  de crescimento 
máxima (BORZANI, 1980). '7' 

1 x2 ,= - .  ln- 
b t  x1 
1 X2 ' p , =  - . ln 
At Xl 

1 X2 " = - . ln -7 
b t  Xl 

X1" = (1 + a )  , X1 

X2n  = (1 + P )  . X2 
X1' = 11 - a )  . Xl 
X2'= (1 - a )  . X2 

1 1 + o  np = p  - p , = p , - p  = - .  ln 
t 1 - a  

NOMENCLATURA 

x1 = concentração celular do in i c iodafasedecres -  
cimento exponencial;  

X1' = o menor valor de X1 decorrente do erro expe- 
rimental; 

Xln = o maior valor de X 1  decorrente do erro expe- 
rimental; 

X2 = concentracão celular do f ina lda  fase de cres- 
cimento  exponencial; 

X2' = o menor valor de X2 decorrente do erro expe- 
rimental; 

X2' = O maior valor de X2 decorrente do erro expe- 
r i m e n t a l ;  

= erro relat ivo que afeta a concentração celu- 
l a r ;  

= velocidadeespecífica de crescimentom~xima; 



continuação ... 

n t  = duração do crescimento exponencial; 

h y  = erro absoluto que afe ta  ; 

V ,  = menor va lor  de decorrente do erro experirnen- 
t a l ;  

P, = maior valor de decorrente do erro experimen- 
t a l .  



APENDICE 4 .   olora ação de Gram (COLLINS, 1969). 

MATERIAIS 

A. solução de vio le ta  genciana 

Violeta genciana 

Acido fênico  

Álcool etilico ( 9 6  QGL) 

hgua destilada 

B, solução de Lugol 

Iodo 

lodeto de potássio 

Água destilada 

C .  solu~ão de álcool-acetona 

Álcool et i l i co  ( 9 6  QGL) 

Acetona 

D. ~ o l u q ã o  de Fucsina de Ziehl 

Fucsina 

Acido fênico 

Álcool etílico (96 QGL) 

Água destilada 

PROCEDIMENTO 

Preparar a lâmina e fixar o microrganismo por es- 

fregaço. Tingir a lâmina com a Solução A durante 30 



continuação ... 

segundos. Lavar e escorrer com a Solução B, deixan- 

do-se em repouso par 1 minuto. Retirar a solução 8 ,  

lavando a lãmina com a Solução C e deixando-a atuar 

somente alguns segundos. Lavar com água. Contratin- 

g i r  com a ~olução D. Observar ao micxoscÓpio. 



APENDICE 5. Meio Agar-Glicose-Peptona IMILIAN, 1984). 

COMPONENTES 

Glicose 

Peptona bacteriológica 

Agar  

Água d e s t i l a d a  

~olução alcoõlica de púrpura 

de bromocresol à 1,6% 

PROCEDIMENTO 

Misturar a água, a peptona e o agar. Autoclavar 

a 121QC e 1 atm de pressão durante 5 minutos. 

Misturar a glicose na solução indicada, e repar- 

tir em tubos. Autoclavar os tubos a 1 2 1 Q C e 1  atm 

de pressão durante 10 minutos, A gl icose  não de- 

ve ser autoclavada duas vezes. 



APENDICE 6 .  Equipamentos de fermentação. 

EX- 
MA- 

NEW 



APENDICE 7 .  ~eterminação de Glicerol (IPT/DQEQ, 1982). 

PROCEDIMENTO 

1. Pesar a amostra em pesa - f i l t r o ,  conforme tabela abaixo: 

CONCENTRAÇ~O ESPERADA 

DE GLICEROL NA AMOSTRA 

19/11 

PESO DA 

A L ~  QUOTA 

(9 1 

2. Transferir a amostra a um bequer de 2 5 0  m1,lavandoo re- 

c i p i e n t e  usado para a pesagem com água destilada algumas 

vezes; 

3 .  D i l u i r  a amostra a 50 ml; 

4 .  Adicionar H2S04 0 , 2  N até que o pH se torne igual ou in- 

ferior a 3,O; 

3 -  Adicionar NaOH 0 , 0 5  N a t é o p ~ a t i n g i r o v a l o r d e  8,l f 0 , l  

(no f i n a l  pode ser usado NaOH mais di luido para f a c i l i t a r  

esse acerto) ; 

6. Preparar um branco contendo 50 ml de água destilada, e 

proceder ao mesmo a j u s t e  de pH; 



continuação,.. 

7 .  Adicionar 10 ml (p ipeta  volumétrica) de  solução de perio- 

dato de sódio, rodar o conteúdo para homogeneizar, cobrir 

com vidro de rel6gio e colocar em repouso por 30 minutos  

no escuro 2 temperatura i n f e r i o r  a 35QC; 

8 .  Adicionar 2 ml de solução de etilenoglicol 50% (pipeta 

volumétrica) e deixar em repouso por 2 0  minutos; 

9. Diluir a aproximadamente 1 0 0 m l e t i t u l a r  comNaOh 0,145 K, 

usando medidor de pH 6,5 2 O,lparaobranco, pH 8,l f 0,1 

para a amostra. Perto do ponto f i n a l ,  colocar umagota ou 

fração de gota de cada vez; 

1 0 ,  Cálculo 

Glicerol ( g / l )  = (Va - Vb) . N . 92,095 
rn 

onde : 

Va = volume de NaOH gasto paxa titular a amostra 

I m l )  ; 

iib = volume de NaOHgastoparatitularobranco ( r n i ) ;  

N = normalidade do NaOH; 

m = massa da aliquota ( g ) .  



APENDICE 8. ~ a l u ç ã o  nutritiva para vasos Leonard (SPECHT 
et alii, 1 9 5 6 )  

SOLUÇAO ESTOQUE A: Usar 1 r n l  por litro da solução final. 

MgC12. 6H20 1 7 8 , 2  g 

MgS04.7Hs0 256,5 g 

Agua destilada estéril 1000,O ml 

SOLUÇÃO ESTOQUE £3: Usar 1 r n l  por l i t r o  da solução final. 

K2HP04 164,7 g 

K2S04 8 2 , 4  g 

hgua destilada estéril 1000,O r n l  

SOLUÇAO ESTOQUE C: Usar 10 ml por litro da solução f i n a l .  

NaEDTA 3,72 g 

FeS04.7H20 3 , 7 8  g 

Água destilada estéri l  

Dissolver o NaEDTA + FeS04.7H20 em 900 r n l  de água 

destilada, aquecendo a 80QC até dissolução total. 

Completar o volume com água. 

SOLUÇÃO ESTOQUE D: Usar 3 r n l  por litro da solução f i n a l .  

CaS04.2H20 6 3 , 3 3  g 

Água destilada estéril 1000,OO ml 

SOLUÇÃO ESTOQUE E: Usar 0 , 5  ml por litro da so lução  f i n a l .  

MnC12. 2H20 7 , 2 4  g 

H3B03 5 , 7 2  g 

CuSOq.7H20 9,32 g 



continuação ... 

ZnS04,7Hs0 

NaMoO4.2H2O 

Agua d e s t i l a d a  estér i l  

. . 
. . e , -  . . - L .  I L-. 



b 
C. 

APENDICE 9. Quadro simplificado das características dos 
I 

inóculos utilizados n o s  experimentos descritos 
nos i t e n s  3 . 4  e 3 . 5 .  I 

TRATAMENTOS CARACTER~STICAS DOS IN~CULOS 

, Tratamento obtido em fermen- 
tação conjunta, após 120 ho- 
ras de processo. . 69,07% da estirpe SEMIA 587  
e 39,93% da estirpe SEMIA 
5019.  

Tratamento obt ido  atrgvés  da 
mistura das es t i rpes  produ- 
zidas isoladamente, em fras- 
cos agitados. . 70% da estirpe SEMIA 587 e 
30% da estirpe SEMIA 5019. 

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

, 5 0 %  da estirpe SEMIA 587 e 
5 0 %  da estirpe SEMIA 5019, 

. Tratamento obtido através da 
mistura das estirpes produ- 
zidas isoladamente, em fias- 
cos agitados. . 70% da estirpe SEMIA 5019 e 
30% da estirpe SEMIA 587.  



APENDICE 10. Análise granulorn&trica da t u r f a  moída. 

EQUIPAMENTOS 

. Agitador magnético, modelo N122 - série 8503 

. Penei ras  Granutest 

PESO DA TURFA 

(9)  

PESO 

ACUMULADO 

(9) 

% 

ACUMULADA 

TOTAL 9 9 7 , s  100,OO 



APENDICE 11. Composição da turfa b r u t a .  

UNIDADE VALOR 

Cinzas 

Carbono 

potássio trocável 

* b.s. = base seca 



APENDICE 12. ~ é t o d o  empirico para determinação da capacida- 
de de absorção de água pela t u r f a .  

MATERIAL 

T u r f a  moída e tratada - 50  gramas 

Água 

PROCEDIMENTO 

Com uma pipeta de 1 ml, colocar 0,5 ml de água na 

t u r f a ,  misturar bem com as mãos. Repet ir  este pro- 

cedimento até o momento em que a turfa fique aglo- 
;% 

merada. Determinar o volume de água gasto para 5 0  g 

de t u r f a  e calcular a percentagem de absorção {ca- 

pacidade de absorção de água}. 



APENDICE 13. Crescimento expresso em log nQ c é l u l a s  por ml 
da estirpe SEMIA 587 de &tLadyk&zobiwli japovLicwn 
para diferentes velocidades de agitacão nos 
respectivos temposde desenvolvimento. Cada va- 
l o r  corresponde média de quatro observações. 

- 

TEMPO DE log no de células/ml 

DESENVOLVIMENTO 150 200 
rpm rpm 

250 270 300 
rpm rprn rpm 

(horas } a* a b b b b b C 

* Para os valores de agitação seguidos com a m e s m a  l e t ra ,  a 
média da diferença entre as curvas não diferem s ign i f i ca -  
tivamente (P>O,OS) de acordo com a prova de slgnificãncia 
de t de student. 



APENDICE 1 4 .  Anãlise de variãncia dos valores do tempo de 
duração da fase de crescimento exponencial da 
estirpe SEMIA 587 de i h a d g ~ k i z o b i w n  japanicm para 
as d i f e r e n t e s  velocidades de agitação estuda- 
das. 

CAUSA DE 

VARIAÇAO 
GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE 

QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

~esíduo 

Tota l  

**  ~ i g n i f i c â n c i a  do valor do F - t e s t e  a 1% de probabilidade 
ns ~ ã o  significativo a 5% de probabilidade 



APENDICE 15.  ~nálise de variãncia dos valores da taxa de 
crescimento na fase exponeacial ( v ) ,  da estir- 
pe SEMIA 587 de 8tradykkizcibium japcinic~m, para as 
diferentes velocidades de agitação estudadas. 

CAUSA DE 

VARIAÇAO 
GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE 

QUADRADOS 

QUADRADO 

M D I O  

Blocos 

Tratamentos 

Resíduos 

Total 3 1  7 ,46  x 1018 

**  Significãncia do valor do F-teste a 1% de probabilidade 
ns N ~ O  significativo a 5 %  de probabilidade 



APENDICE 3 6 .  ~nálise de variãncia dos valores da produ t iv i -  
dade máxima, da estirpe SEMfA 587 de h d y i r h i z o -  
b ü m  japovLicum, para as diferentes velocidades de 
agitação estudadas. 

CAUSA DE 

VARIAÇAO 

GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE 

QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Reszduo 

**  ~ i ~ n i f i c â n c i a  do valor do F-teste a 1% de probabilidade 



APENDICE 17. ~nálise de variância dos valores da velocidade 
específica de crescimento máxima (pm), da es- 
tirpe SEMIA 587 de Btadyrrkizo b h n  japouLicum para 
as diferentes velocidades de agitação estuda- 
das. 

CAUSA DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO F 

VARI AÇAO MEDIO LIBERDADE QUADRADOS 

Blocos 

Tratamentos 

Residuo 

Total 31 O ,  03754 

**  Significância do valor do F-teste a 1% de probabilidade 



APENDICE 18. ~nálise de variãncia dos valores do tempo de 
geração, da estirpe SEMIA 5 8 7  de Bhadgakizobium 
japovticum, para as diferentes velocidades de agi -  
tação estudadas. 

CAUSA DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO 

VARI AÇÃO LIBERDADE QUADRADOS MÉDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Residuo 

Total 31 3105,896 

* *  Significância do valor do F-teste a 1% de probabilidade 
ns N ~ O  significativo a 5% de probabilidade 



AP~NDICE 19. Variacão no pH do meio fermentativo, para as 
diferentes velocidades de agitacão estudadas 
e nos respectivos tempos de desenvolvimento, pa- 
ra a estirpe SEMIA 587 de Bitadyk&zobh~ japonictm. 
~ é d i a  de quatro repetições. 

AGITAÇAO I rpm) 
TEMPO 

(h )  100 150 200 230 250 2 7 0  3 0 0  500 

a* bc bc bd e bef eg eg 

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra,  a média 
da diferença entre as curvas não diferem significativa- 
mente tP> 0,05) de acordo com a prova de significãncia 
de t de student. 



APENDICE 20. ~nálise de variãncia dos valores de pH do meio 
de c u l t i v o  da estirpe SEMIA 587 de 8.japonicum 
para diferentes  velocidades de agitação após 
decorrido 12 horas de processo. 

CAUSAS DE 

VARIAÇÃO 

GRAUS DE SOMA DE 

LIBERDADE QUADRADOS 

QUADRADO 

Blocos 

Tratamentos 

~esiduo 

Tota l  

* Signif icãncia  a 5 %  de probabilidade. 

**  Significãncia a I% de probabilidade. 



APENDICE 21. ~nálise estatística da regresão obtida com a 
relacão da pH, agitação e o logaritmo da con- 
centração celular da estirpe SEMIA 587 de 8, 
japonicum. 

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO 

VARIAÇÃO LIBERDADE QUADRADOS MDIO 

Regresso 

Desvios 

Tota l  79 31,687268 

**  Significãncia do valox do F-teste a 1% de probabilidade 



APENDICE 22. Crescimento expresso em log no de células por 
ml da est irpe SEMIA 587 de Brtadytkizub&m japovcicum 
para d i f e r e n t e s  temperaturas de processo nos 

% respectivos tempos de desenvolvimento. Cada va- 
l o r  corresponde ã média de quatro observações. 

TEMPO DE l og  nQ células/ml 

DESENVOLVIMENTO 

(horas l 22QC 26QC 28QC 30QC 34QC 38QC 
b* C a a d e 

* Para os valores de temperatura seguidos com a m e s m a  letra 
a média da diferença entre as c u r v a s  não diferem signifi- 
cativamente (P>0,05) de acordo c o m  a prova de  significân- 
c i a  de t de student. 



APENDICE 23. ~nálise de variãncia dos valores da produtivi- 
dade máxima da estirpe SEMIA 587 de 8. japovcicum 
para d i f e r e n t e s  temperaturas de processo. 

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO 
F 

VARIAÇÃO LIBERDADE QUADRADOS ~ D I O  

Blocos 

Tratamentos 

~esiduo 

Total 

* ~ignificância a 5% de probabilidade. 

ns ~ ã o  significativo a 5 %  de probabilidade, 



APENDICE 2 4 .  ~nálise devar iãnc iados  valores da taxa de cres- 
cimento na fase exponencial da est irpe  SEMIA 
5 8 7  de Bkadytkczobim japoLcurn para d i f e r e n t e s  
temperaturas de operação. 

CAUSAS DE CAUSAS DE SOMA DE QUADRADO 

VARIAÇÃO LIBERDADE QUADRADOS M ~ D I O  

Blocos 

Tratamentos 

~ e s i d u o  

Total 23 1 ,553  x 10 18 

**  ~ignificãncia a 1% de probabilidade. 
ns ~ ã o  significativo a 5% de probabilidade. 



APENDICE 2 5 .  ~nãlise de variância dos valores do tempo de 
duração da fase de crescimento exponencial da 
est irpe SEMIA 587 de h d q t k i z o b i w n  japon.icum para 
as d i f e r e n t e s  temperaturas de operação. 

CAUSAS DE 

VARI AÇÃO 

GRAUS DE SOMA DE 

LIBERDADE QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Resíduo 

* ~igni£icância a 5% de probabilidade. 

**  ~ignificãncia a 1% de probabilidade. 



APÉNDICE 26. Análise de variãncia dos valores do tempo de 
geração da estirpe SEMIA 5 8 7  de N d g k k i z o b i u m  
japoLcum para diferentes temperaturas de opera- 
ção. 

CAUSAS DE 

VARI AÇÃO 

GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE 

QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Resíduo 

Total 

** ~ignificãncia a 1% de probabilidade. 

ns ~ ã o  significativo a 5% de probabilidade, 



APENDICE 2 7 .  ~nálise de variãncia dos valores da velocidade 
especif ica de crescimento máxima (pm) d a e s t i r -  
pe SEMIA 587 de & i u z d y k k i z o b h  japovúcum para di- 
ferentes temperaturas de operação, 

CAUSAS DE 

VARIAÇÃO 

GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE 

QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDIO 

Blocos 

Tra tamentas 

Res iduo 

Total 

** ~ignificãncia a 1% de probabilidade. 
ns ~ ã o  significativo a 5 %  de probabilidade. 



APENDICE 2 8 .  variação do pH para d i f e r e n t e s  temperaturas de 
operação n o s  respectivos tempos de desenvolvi- 
mento da estirpe SEMIA 5 8 7  de h d y h k i z o b i w n  japo- 
vticum. ~ é d i a  de quatro repetições, 

TEMPO DE 

DESENVOLVIMENTO 
22QC 26QC 28oC 30QC 34oC 3 8 Q C  I horas a* b C d d d 

* Para os valores de pH seguidos  com a mesma l e t r a ,  a média 
da d i f e r e n ç a  entre as curvas não diferem significativa- 
mente (P> 0,051 de acordo com a prova de significância de 
t de s t u d e n t .  



APENDICE 29.  ~nálise de vaxiãncia dos valores de pH do meio 
de cultivo da estirpe SEMIA 5 8 7  de 8. japonicum 
para di ferentes  temperaturas de operação após 
decorrido 12 horas de processo. 

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO 

VAR IAÇÃO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Residuo 

Total 

**  ~ignificãncia a 1% de probabilidade. 



APENDICE 30. ~ n á l i s e  estatistica da regresáo entre  o pH, a 
temperatura e o logaritmo da concentração ce- 
lu lar  da estirpe SEMIA 5 8 7  de 8. japovticum. 

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO 

VARIAÇÃO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO 

Regresso 

Desvio 

Total 

**  ~ignificãncia a 1% de probabilidade. 



APENDICE 31. Crescimento c e l u l a r ,  expresso em log nQ célu- 1 
l a s  por ml de 8 ~ d y i r k i z o b i m  japuvcicum nos respec- 
tivos tempos de desenvolvimento para os trata- I 

1 
mentos com as estirpes SEMIA 587,  SEMIA 5019 e ! 

com a mistura das duas, ~ é d i a  de quatro repe- i 

tições. : I  
'L fl 

TEMPO DE TRATAMENTOS 

DESENVOLVIMENTO 

(horas) 
SEMIA 5 8 7  SEMIA 5019 

a* b 

MISTURA 
(587+5019)  

* Para os tratamentos seguidos com a mesma le t ra ,  a média 
da diferença entre as curvas não diferem significativa- 
mente (P> 0,05) de acordo com a prova de s i g n i f i c â n c i a  de 
t de student. 



AP~NDICE 32 .  ~nãlise de variãncia dos valores da t a x a  
de crescimento na fase de crescimento exponen- 
c i a l  para os d i f e r e n t e s  txatamentos com e s t i r -  
pe s de B ~ a d y ~ ~ z o b ~  japorúcwn . 

CAUSA DE 

VARIAÇAO 

GRAUS DE SOMA DE 

LIBERDADE QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Residuo 

Total 

* Significãncia a 5% de probabilidade. 
** Significãncia a 1% de probabilidade. 



APENDICE 3 3 .  ~n%lise de variància dos valores de duração de 
fase de crescimento exponencial para os d i f e -  
rentes tratamentos com estirpes de E .  japmicum. 

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO 

VARIAÇAO LIBERDADE QUADMDOS MEDI O 

Blocos 

Tratamentos 

~ e s  íduo 

Total  

ns ~ ã o  significativo ã 5 %  de probabilidade. 

**  slgnificãncia ã 1% de probabilidade. 



APÊNDICE 34. ~nálise de variância dos valores da velocidade 
especifica máxima (um) para os tratamentos com 

* estirpes de Btradya&zobium japovLicum em fermenta- 
dor. 

GRAUS DE SOMA DE CAUSAS DE QUADRADO 

VARIAÇAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Resiüuo 

Tota l  

* ~ignificãncia ã 5% de probabilidade. 

ns ~ ã o  significativo a 5% de probabilidade. 



APENDICE 35. ~nálise de variãncia dos valores da p r o d u t i v i -  
dade máxima para os tratamentos com estirpes 
de B t t a d y i t k i z o b h  japovLicum em fermentadox. 

CAUSAS DE 

VARI AÇÂO 

GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE 

QUADRADOS 

QUADRADO 

~ D I O  

Blocos 

Tratamentos 

~esíduo 

Total 

**  ~i~nificãncia a 1% de probabilidade. 

ns ~ ã o  significativo ã 5% de probabilidade. 
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APENDICE 36. Análise de variãncia dos valores do tempo ge- 
r a ~ ã o  para os tratamentos com estirpes de h- 
d y t k i z o  b h  japovLicum em f ermen tador. 

CAUSAS DE GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE QUADRADO 

QUADRADOS 

Blocos 

Tratamento 

~esiduo 

Total  

** ~ignificância â 1% de probabilidade. 

ns ~ ã o  significativo 2 5 %  de probabilidade. 
a 
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APENDICE 37. concentração de substrato consumido, expresso 
em gramas de glicerol por litro de meio, para 
os tratamentos com a est irpe SEMIA 587, SEMfA 
5019 e com a mistura das duas,  nos respectivos 
tempos de desenvolvimento. Média de quatro re- 
petições. 

TEMPO DE TRATAMENTOS 

DESENVOLVIMENTO 
SEMIA 587 SEMIA 5019 MISTURA 

(horas) (587+5019) 
a* b b 

* Para os tratamentos s e g u i d o s  com a mesma letra, a média 
da di f erença  entre as curvas, não diferem significativa- 
mente (P=O,05) de acordo com a prova de significãncia de 
t de student .  

r 

r;. 



APENDICE 3 8 .  ~nálise de variãncia dos valores de rendimento 
celular em função do substrato consumido para 
os diferentes  tratamentos com estirpes de 8. 
japo vLicrun. 

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE 

LIBERDADE QUADRADOS 

QUADRADO 

MDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Resíduo 

Total 

ns ~ ã o  significativo ã 5% de probabilidade. 



APENDICE 39,  Crescimento c e l u l a r ,  expresso em l og  nQ ce i /  
ml, das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 conti- 
das no tratamento mistura nos respectivos tem- 
pos de desenvolvimento. 

log nQ cel/ml 
DFSENVOLVIMENTO 

ML STURA CONCENTRAÇ~O PARCIAL 
(horas) 

(587+5019) SEMIA 587 SEMIA 5019 
a* b b 

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a médAa 
da diferença e n t r e  as curvas não diferem significativa- 
mente (P> 0,05)  de acordo com a prova de signif icância 
de t de student. 



APENDICE 40. Valores de pH para os tratamentos isolados e 
em conjunto das estirpes SEMIA 5 8 7  e 5019  em 
função do tempo de desenvolvimento do processo 
fermentativo. ~ é d i a  de quatro repetições. 

' TEMPO DE 

DESENVOLVIMENTO 

(horas) 

TRATAMENTOS 

SEMIA 587 SEMfA 5019 MISTURA 
ab* b a 

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a mgdia 
da diferença  entre  as curvas não diferem significativa- 
mente (P>0,05) de acordo com a prova de significância 
de t de student. C '  

L,' 



APENDICE 4 1 .  ~nálise de variãncia do numero de n8dulos em 
resposta ã inoculação com estirpes de B. japuL- 
c m  em soja da cultivar Bragg, 

CAUSAS DE 

VARIAÇAO 

GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE 

QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Total 

* *  ~ignificáncia ã 1% de probabilidade. 



APENDICE 4 2 .  ~ n ã l i s e d e v a r i á n c i a  do peso de nódulos  em res- 
posta inoculação com estirpes de B. japoakum 
em s o j a  da c u l t i v a r  Bragg. 

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO 

VARIAÇÃO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Resíduo 

Tota l  2 9  6 3 9 6 15 

**  significãncia 5 1% de probabilidade, 



APENDICE 4 3 .  ~nálise de variância do rendimento de matéria 
seca da parte aérea ( g / v a s o ) ,  em resposta ã 
inoculação com estirpes de 8. japovLicum. 

CAUSAS DE GRAUS DE SOMA DE QUADRADO 

VARIAÇAO L I BERDADE QUADRADOS MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

~ e s i d u o  

Tota l  3 9  204,17 

* Significância â 5 %  de probabilidade. 

* *  signif icãncia 5 1% de probabilidade. 

e. 
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APEMDICE 4 4 .  ~nálise de variãncia do n i t r o g ê n i o  t o t a l  da 
parte aérea em resposta ã inoculaçãocornestir-  
pes de B ~ a d y k k i z o b h  japonicum em soja da culti- 
var Bxagg. 

CAUSAS DE 

VARIAÇAO 

GRAUS DE SOMA DE 

LIBERDADE QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDI O 

Blocos 

Tratamento 

Resíduo 

Total 

** ~ignificãncia ã 1% de probabilidade. 

- .  - - -  
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APENDICE 4 5 .  sobrevivência do Bt~adg tk i zob ium japouzicum em t u r f a  

estéril pra os diferentes tratamentos, expres- 
sa em log nQ células por grama de inoculante, 
durante o período de incubação. ~édiadequatro 
repetições. 

PERfODO DE 

INCUBAÇÃO 

(dias 1 

TRATAMENTOS 

SEMIA 587  SEMIA 5019 TF1 TP2 
a* b a b 

* Para os tratamentos seguidos com a m e s m a  letra, a média 
da diferença entre as curvas não diferem significativa- 
mente (P>O,OS) de acordo com a prova de significãncia 
de t de student. 



APENDICE 4 6 ,  Análise de variãncia dos valores da taxa sema- 
nal de mortalidade para os difexentes experi- 
mentos em turfa es tér i l .  

CAUSAS DE 

VARI AÇÃO 

GRAUS DE 

LIBERDADE 

SOMA DE 

QUADRADOS 

QUADRADO 

MEDIO 

Blocos 

Tratamentos 

Residuo 

Total 1 5  O ,  1007 

ns N ~ O  significativo ã 5% de probabilidade. 



APENDICE 4 7 .  sobrev ivênc ia  expressa em log nQ células/g de 
i n o c u l a n t e ,  das estirpes SEMIA 5 8 7  e S E M I A  5019 
contidas no tratamento TF1 nos respectivos 
tempos de incubação. 

P E R ~  ODO DE log nQ células/g 

INCUBAÇAO TRATAMENTO CDNCENTRAÇ~O PARCIAL 

(dias) TF1 SEMIA 587 SEMIA 5 0 1 9  
a* a b 

* Para os tratamentos seguidos com a mesma l e t r a ,  arnédia da 
di fe rença  entre as curvas não difere significativamente 
(P >O, 05) de acordo com a prova de signif icãncia de t de 
student. 

J&"&k . , -  i.. , j  4 -,. . ,  P 
! . . r . i  . I l i  , : h * .  - -- A 



APENDICE 4 8 .  sobrevivência de h d y t l k i z o b i u m  japarUcum em t u r f a  
e s t ér i l ,  expressa em log nQ células/g de ino- 
culante, das est irpes  SEMIA 587 e SEMIA 5019 
contidas no tratamento TP2 nos respectivos pe- 
ríodos de incubação. 

PERTODO DE log nQ c&lulas/g 

INCUBAÇÃO TRATAMENTO CONCENTRAÇÃO PARCIAL 

(dias) TP2 SEMIA 587 SEMIA 5019 
a* b b 

* Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a média 
da di ferença  e n t r e  as curvas não diferem significativa- 
m e n t e  (P>0,05) de acordo com a prova de significãncia 
de t de student. 



APENDICE 4 9  - sobrevivência,  expressa em log nQ células/g 
de inoculante, das estirpes SEMIA 587 e SEMIA 
contidas no tratamento TF1 nos respectivos t e m -  
pos de incubação. 

log nQ células/g 
PER~ODO DE 

t TRATAMENTO CONCENTRAÇAO PARCIAL 
INCUBAÇÃO TFI SEMIA 5 8 7  SEMIA 5019 

Ir a* a b 

* Para os tratamentos seguidos com a mesma le t ra ,  a média 
da diferença entre as curvas não diferem significativa- 
, mente (P>0,05) de acordo com a prova de significãncia 
de t de student. 



APENDICE 50. s o b r e v e n c i a  de B m d y ~ z o b i u m  j a p o h  em turfa  
C estéril, expressa em log nQ cé lu las /gde ino-  

culante, das, estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 
4 contidhs no 'tratamento TP2 nos  respectivos pe-~.&: *, 1 

riodos de incubação. ."i' 
f '  I 1i 

* L h 

log nQ células/g 

- INCUBAÇRO TRATAMENTO CONCENTRAÇAO PARCIAL 

1 (dias) 
TP2 r SEMfA 5 8 9  SEMIA 5019 

;' [ a* b b 

- r * Para os tratamentos seguidos com a mesma letra, a média 
4da  diferença ent re  as curvas não diferem significativa- 
menfe tP> 0,05) de acordo com a prma de significZncia 
de t de student  . 




