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RESUMO

O feijao-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., é uma cultura de
importancia socioecondmica, principalmente para as populacdes das regides
Norte e Nordeste, ¢ beneficia-se da fixagdo bioldgica de nitrogénio. Mas, ¢
cultivado, em geral, com baixa tecnologia, resultando em baixa produtividade.
Existem mais de 100 estirpes microbianas aprovadas para producdo de
inoculantes, mas a industria pouco produz para outras culturas, além da soja,
como ¢ o caso do feijdo-caupi, e, cujas estirpes foram pouco estudadas com
intuito de padronizar o processo de produgdo de células. O objetivo do trabalho
foi otimizar as condi¢bes de cultivo das estirpes de Bradyrhizobium INPA 03-
11B e UFLA 3-84, inoculantes do feijao-caupi, utilizando um meio de cultura
liquido e planejamentos experimentais. Com o delineamento Plackett-Burman
avaliou-se a temperatura, agitacdo, glicerol, extrato de levedura, inéculo ¢ pH
para ambas as estirpes, € ao estudo da estirpe UFLA 3-84, foi incluida solucao
de micronutrientes. Selecionou-se a agitagdo e o extrato de levedura para INPA
3-11B, respectivamente por apresentar efeito estatisticamente significativo sobre
crescimento celular e efeito proximo da significancia e importancia no
metabolismo. Para a UFLA 3-84, selecionou-se a agitacdo por apresentar efeito
altamente significativo sobre a biomassa e contagem de células em unidade
formadora de colonias (UFC mL™") e, o glicerol e extrato de levedura, porque
foram as duas variaveis que apresentaram efeitos sobre a biomassa celular, mais
proximos da significancia. Apoés a triagem, foi utilizado o Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para estudo das variavies selecionadas
para as duas estirpes e os resultados da INPA 3-11B otimizados, empregando-se
a Metodologia de Superficie de Resposta, seguido de validag@o experimental dos
modelos. A estirpe INPA 3-11B atingiu populagdo superior a 1,0 x 10" UFC
mL" com 96 horas, prevalecendo apds 120h, utilizando o meio de cultura
liquido contendo 8,0 g L™ de glicerol, 5,0 g L™ de extrato de levedura e 4% de
inoculo. A faixa otima para biomassa, com a agitagao entre 170 ¢ 180 rpm ¢ a
concentragio de extrato de levedura de 5 g L'. A UFLA 3-84, também
apresentou crescimento populacional superior 1,0 x 10" UFC mL™" e biomassa
de 3,0 g L', com pH inicial do meio justado para 6,8, incubado a 28 °C, mas
com agitacdo de 170 rpm. As concentragdes de glicerol, extrato de levedura,
in6culo e micronutrientes, foram diferentes, respectivamente, 7,0 g L2 g L
1% e 1,0 mL L. Para as duas estirpes estudadas, a produgdo de 1 x 10° log UFC
mL"', que ¢ a densidade celular minima exigida pelo Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a produgdo de inoculantes comerciais, é
obtida em 96 horas.

Palavras-chave: Feijao-caupi. Bradyrhizobium sp. Inoculante. Plackett-Burman.
Metodologia de Superficie de Resposta.



ABSTRACT

The cowpea, Vigna unguiculata (L.) Walp., is a crop of socioeconomic
importance, especially for the populations of North and Northeast regions, and
benefits from biological fixation of nitrogen. However, it is cultivated, in
general, with low technology, resulting in low productivity. There are over 100
approved microbial strains for production of inoculants, but the industry
produces some other crops, in addition to soybeans, as is the case of cowpea,
whose strains which have been little studied in order to standardize the process
of cell production. The objective of this study was to optimize the cultivation
conditions of Bradyrhizobium strains INPA 03-11B and UFLA 3-84, inoculants
of cowpea, using a liquid culture medium and experimental design. Using
Plackett-Burman design, were evaluated the temperature, agitation, yeast extract,
inoculums and pH for both strains, and the study of strains UFLA 3-84, was
included micronutrients solution. It was selected the agitation and the yeast
extract for INPA 3-11B, respectively, by presenting statistically significant
effect on cell growth and effect close to significance and importance in
metabolism. For the UFLA 3-84, the agitation was selected for presenting highly
significant effect on biomass and cell count of rhizobia CFU mL" and the
glycerol and yeast extract, because were the two variables that had effects on
cell biomass, more close to significance. After screening, it was used a Central
Composite Rotational Design for the study of variables selected for the two
strains and the results of the INPA 3-11B were optimized, using the Response
Surface Methodology, followed by experimental validation of the models. The
strains INPA 3-11B reached a population over to 1.0 x 10'* CFU mL™" with 96
hours, prevailing after 120h, using the liquid culture medium with 8.0 g L™ of
glycerol, 5.0 g L™ of yeast extract and 4% inoculums. The optimum range for
biomass with the agitation between 170 and 180 rpm, and the concentration of
yeast extract 5 g L. The UFLA 3-84, also showed a population growth higher
than 1.0 x 10'° CFU mL" and biomass of 3.0 g L', medium initial pH adjusted
to 6.8, incubated at 28 °C, but with agitation of 170 rpm. The concentrations of
glycerol, yeast extract, inoculums and micronutrients were, different
respectively, 7.0 g L', 2 g L', 1 % and 1.0 mL L. For the two strains studied,
the production of 1 x 10° log CFU mL"', which is the minimum cell density
required by the Departament of Agriculture, Livestock and Supply for the
production of commercial inoculants was obtained in 96 hours.

Keywords: Cowpea. Bradyrhizobium sp.. Inoculant. Plackett-Burman. Response
Surface Methodology.



SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ...ttt enens s 10
LINTRODUGAO. ... 10
2 REFERENCIAL TEORICO .....oooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
2.1 FIJAO-CAUPI ..cvinveiiiee ittt nr e 14
2.2 Producao de feijao-Caupi......ccccoeiiriiiiriieeieiie s siee e sre e see s 15
2.3 Fixacao bioldgica de NItrogeNio ..........ccvoveirieiisieeeee e 17
2.4 INOCUIANTE ...ttt sre s 21
2.4.1 ASPECEOS GEIAIS ....ueveuitiiteietiete ettt sttt bbbt sr et nr e 21
2.4.2 Producao e comercializacao de inoculantes para leguminosas........... 24
2.4.3 Inoculac@o do feIJA0-CaUPI ......ccevvereeieee e 37

2.5 Caracteristicas gerais e metabdlicas das Bactérias Noduliferas de

LeguminoSas (BNL) .....ccoiiiiiieieieiecse e 41
2.6 OtiMIZACAO 0B PIOCESSOS.....vveveirreiieeireerieeteeieseesteesteesteereseeseesreesreeeeaneas 46
3 CONSIDERACOES FINAIS ... 51
REFERENCIAS ... 52
SEGUNDA PARTE ..ottt 65

ARTIGO 1 Otimizacéo do cultivo da estirpe de Bradyrhizobium INPA 03-
11B, inoculante do feijdo-caupi usando a metodologia de superficie de
FESPIOSTA ...ttt ettt ettt e et e et e et e et e e teeentaeeteeenbaesebaeenbeeesbeeetbeesaeeseaeraaans 65

ARTIGO 2 Otimizacéo do cultivo da estirpe de Bradyrhizobium UFLA 3-84,
inoculante do feiJA0-CaUPI ......c.coevviviiiicieieieee e 102



10

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A sociedade humana atingiu um nivel de conhecimento muito avancado,
que dispde de diversas tecnologias, aplicaveis em varias areas, tais como, na
industria alimenticia, pecudria, medicina e agricultura. Muitas das tecnologias
disponiveis tém seu principio basico no uso de recursos naturais, explorando
diversos tipos de ecossistemas e organismos, como animais, plantas e micro-
organismos, visando a elaboragdo de manufaturados. Dentre as diversas
tecnologias que envolvem organismos, hd aquelas em que se utilizam micro-
organismos, geneticamente modificados ou ndo, para melhorar a produgdo
agricola. Todas as tecnologias de alguma maneira sdo elaboradas mediante
estudos prévios, baseados em metodologias de trabalho que permitem a
obten¢do de resultados ¢ analises confiaveis. Gracas aos avangos cientificos, a
medida que o tempo vai passando, sdo estabelecidas e adotadas novas
metodologias, que demonstram ser mais eficientes na obtengdo dos resultados e
fornecimento de analises mais confiaveis.

Em relagdo a agricultura, observa-se um nivel de desenvolvimento
muito importante, baseando-se no uso de técnicas avancadas e busca de
inovagdes, impulsionadas por praticas e politicas agricolas que permitiram e
permitem aumentos significativos na produtividade. Em diversos casos o sistema
produtivo promove produgdo suficiente para suprir a demanda da sociedade e até
gerando excedentes. No Brasil, € evidente a importancia de diversas culturas que
produzem grdos, como arroz, feijao, feijdo-caupi, soja e milho, sendo um dos
maiores produtores e exportadores mundiais de grios. Os graos, em geral, sdo

utilizados para a alimentacdo humana, e até animal.
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Dentre as diversas espécies vegetais produtoras de graos cultivadas no
Brasil, as leguminosas exercem um papel decisivo na economia, e, em alguns
casos, de extrema importdncia para a seguranca alimentar de populagdes
humanas de varios estados brasileiros. Uma das culturas que merecem destaque
¢ o feijdo-caupi, muito cultivado e consumido nas regides Norte ¢ Nordeste,
principalmente pelas de baixa renda. E uma cultura, que também estd em
expansdo na regido Centro-Oeste. Nas duas primeiras regides, o feijdo-caupi
constitui-se como uma das principais leguminosas utilizadas na dieta alimentar
humana. Dentre as propriedades proteéicas se destaca como uma excelente fonte
de proteinas, tendo em média 25%, e apresenta todos os aminoacidos essenciais.
Os grios desta espécie sdo comercializados no local, exercendo também um
impacto socioecondomico muito importante. Além disso, o feijao-caupi ¢
utilizado como forragem, adubacdo verde, recuperagdo de pastagens e protegdo
do solo.

A espécie feijdo-caupi, apresenta algumas caracteristicas importantes,
que a torna uma cultura de ficil manejo e de baixo custo. E considerada uma
cultura rustica, apresentando baixa exigéncia hidrica e capacidade para se
desenvolver em solos com baixa fertilidade e 4cidos. Ela se beneficia do
processo de fixacdo bioldgica de nitrogé€nio atmosférico em simbiose com
bactérias do género Bradyrhizobium. A simbiose estabelecida ¢ primordial para
assegurar o desenvolvimento vegetal e a producao de graos satisfatoria. Sendo
um aspecto muito importante, uma vez que a maior parte dos solos agricultaveis
no Brasil apresenta baixa fertilidade e ¢ acida. A produtividade de feijao-caupi
inoculado com bactérias fixadoras de nitrogénio selecionadas e aprovadas pode
atingir até 2 mil kg ha' de grios. Porém, a média nacional é muito baixa, em
torno de 500 kg ha' e, o manejo é basicamente, o de baixa tecnologia.
Felizmente, o problema da baixa produtividade pode ser contornado com a

adoc¢do de conhecimento e tecnologias disponiveis. Tecnologias estas que podem
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contribuir para o aumento da produgdo e produtividade do feijao-caupi no Brasil,
assim como, contendo a expansdo do uso para novas areas e ndo causando
impactos negativos ao ambiente.

Uma das alternativas possiveis para o aumento da producdo e
produtividade do feijdo-caupi € a utilizagdo de micro-organismos que estao
associados a diversos tipos de culturas na forma de tecnologias ecologicamente
corretas ¢ economicamente viaveis, como ¢ o caso da inoculagdo com bactérias
fixadoras de N,. Essa biotecnologia baseia-se no uso de inoculante, contendo
rizdbios selecionados por instituigdes publicas de pesquisas e aprovadas pelo
Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, com comprovada
eficiéncia na fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico, em simbiose com
leguminosas especificas.

No entanto, mesmo havendo estirpes bacterianas aprovadas para cerca
de 100 leguminosas, a produ¢do de inoculante é praticamente restrita a cultura
da soja, por se tratar de uma cultura de grande impacto na balanga comercial,
principalmente por ser produzida por grandes produtores. Dessa forma, a soja
recebeu ¢ recebe investimentos de todos os setores envolvidos na linha de
produgdo, incluindo a industria de inoculantes. Ao contrario, a cultura do feijao-
caupi, que ¢ praticada, em geral, com baixa tecnologia e por pequenos
produtores de areas mais pobres do Brasil, ndo tem recebido muito investimento
governamental e privado, seja no cultivo, no consumo ou na adogdo de técnicas
modernas, principalmente as que apresentam baixo impacto negativo. Sendo
assim, a produ¢do de inoculantes para essa cultura tem sido negligenciada por
ndo se traduzirem em grandes lucros aos produtores e importadores do produto,
uma vez, que a producdo e comercializagdo ndo se baseiam em grandes volumes.

O agricultor de feijdo-caupi, portanto ndo adota a biotecnologia de
inoculagdo, seja por falta de incentivos, por falta de acesso ao produto e pelo

proprio desconhecimento de sua existéncia. Esses fatos comprometem
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negativamente os estudos e investimentos em processos fermentativos com
estirpes simbioticas de feijao-caupi. Por outro lado, essas lacunas podem ser
preenchidas pelas instituicdes de ensino e pesquisa, que ha varios anos
desenvolvem estudos com rizobios, aperfeicoam as biotecnologias de inoculagio
e ampliam suas atividades de extensdo agricola para o pequeno e médio
agricultor.

Portanto, dentro deste contexto, o objetivo do trabalho foi padronizar e
otimizar o processo de produgdo de células de Bradyrhizobium, estirpes INPA 3-
11B e UFLA 3-84, aprovadas como inoculantes de feijao-caupi, uma cultura de
grande relevancia socioecondmica para o Brasil. Este objetivo estd inter-
relacionado com a proposta do Projeto CNPg/MAPA processo 578635/2008-9,
que tem como meta 1, descrita na pagina 29: implantar na UFLA, uma
microempresa associada ao setor de microbiologia do solo para ampliar a
capacidade do setor em produzir inoculantes em pequena e média escala dentro
dos padrdes de qualidade estabelecidos pelo MAPA. Essa padronizacdo seguiu
delineamentos estatisticos sequenciais, com intuito de reduzir custos e observar
as interacdes entre as diferentes variaveis do processo. Foram utilizados o
Plackett-Burman (PB) para triagem das varidveis mais importantes e o
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para otimizagdo. Os
resultados foram analisados pela Metodologia de Superficie de Resposta (MSR),

seguido de uma validagdo experimental.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Feijdo-caupi

A leguminosa feijao-caupi, também conhecida como feijdo-de-corda,
feijjdo-macacar, feijdo-da-estrada, feijdo-de-praia, feijdo-de-rama ou feijdo-
catador ¢ uma cultura extremamente ristica, tolerante a altas temperaturas, a
seca, ¢ com grande potencial adaptativo ¢ de adaptacdo e de expansdo das areas
atualmente exploradas (CRAVO et al.,, 2009; FREIRE FILHO et al., 2005;
SINGH et al., 2002). O feijao-caupi é caracterizado como planta Dicotyledonea,
ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae,
subtribo Phaseolinea, género Vigna, subgénero Vigna, sec¢do Catiang, espécie
Vigna unguiculata (L.) Walp. E uma espécie originaria do continente Africano,
provavelmente da regido de Transval, na Republica da Africa do Sul (CRAVO
et al., 2009; PADULOSI; NG, 1997).

A introducdo do feijdo no Brasil ocorreu possivelmente pelos
colonizadores portugueses, no século XVI, no estado da Bahia (FREIRE FILHO
et al., 2005). E uma importante cultura alimentar e constitui a principal fonte de
proteina na dieta de populagdes pobres especialmente na América Latina e
Africa. Contudo, ¢ wuma cultura que apresenta baixa produtividade,
principalmente no nordeste brasileiro. A produgdo estd ligada a pequenas e
médias propriedades que geralmente utilizam baixo nivel tecnologico
(ANDRADE JUNIOR et al., 2003; INAIZUMI et al., 1999). O feijao-caupi,
geralmente, € cultivado para subsisténcia por comunidades mais pobres de varias
regides, como Africa, Asia e América Central e do Sul (ANDRADE JUNIOR et
al., 2003; INAIZUMI et al., 1999).

Atualmente ¢ cultivado em praticamente todo Brasil, principalmente nas

regides Norte e Nordeste. Nos ultimos anos, o seu cultivo tem aumentando
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significativamente na regido Centro-Oeste, sendo o estado de Mato Grosso um
dos principais produtores, ocupando o segundo lugar no ranking, com previsdo
de se tornar o maior produtor nacional de graos dessa cultura (FILGUEIRAS et

al., 2009).

2.2 Producao de feijao-caupi

O Brasil ¢ considerado o terceiro maior produtor mundial de feijao-
caupi. Estima-se que a area colhida com feijao-caupi seja de 1.500 mil hectares
anualmente (SINGH et al., 2002), com produgdo de aproximadamente 1 milhdo
de toneladas ano”'. Dados mais recentes demonstram que a produgo nacional
total de feijao (feijao-caupi + feijado comum) € estimada em 3.139 mil ton, sendo
dessa, cerca de 30% correspondente a de feijdo-caupi, 1 milhdo de toneladas.
Essa produc¢ao ainda ¢ inferior a demanda, cujo déficit € suprido pela importagao
(ASSOCIACAO NACIONAL DOS PRODUTORES E IMPORTADORES DE
INOCULANTES - ANPII, 2011; FILGUEIRAS et al., 2009). Assim como a
mundial (média de 478 kg ha™), a produtividade do feijdo-caupi no Brasil ¢
considerada muito baixa, principalmente nas regides Norte e Nordeste, onde a
produtividade média, assim como a nacional, ¢ de cerca de 500 kg ha'. Esse fato
deve-se as condi¢des de cultivo, que em geral ocorre sem adog¢ao de tecnologias
agricolas modernas (FREIRE FILHO et al., 2005).

Vale destacar também que nos estados da Amazdnia Brasileira, o cultivo
do feijao-caupi ocupa uma area de aproximadamente 150 mil hectares, o que
representa mais de 50% dos 285 mil hectares de area cultivada com feijdo, com
uma producdo estimada para a safra 2007/2008 em 130 mil ton de grios. Ha
Estados como ¢ o caso do Amazonas, Amapa, Roraima ¢ Maranhdo, em que o
cultivo representa 100%, com produtividade média de 820 kg ha™'. Mas, os

dados por Estado variam de 487 kg ka” no MA a mais de 1.200 kg ha”', em
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Mato Grosso. A média do MA ¢ semelhante as médias de produtividade obtidas
nos demais estados do nordeste (CRAVO et al., 2009; FILGUEIRAS et al.,
2009; FREIRE FILHO et al., 2005) e um dos fatores responsaveis pela baixa
produtividade é a baixa fertilidade natural e os teores de matéria orgénica dos
solos, especialmente em areas de cerrado.

No entanto, em condi¢gdes experimentais e lavouras com uso de
tecnologia moderna, o feijao-caupi tem apresentado alto potencial produtivo em
outros estados, como o alcangado em MT, estimada em 1.200 kg ha'! (CRAVO
et al., 2009; FILGUEIRAS et al., 2009). Do mesmo modo, varios resultados de
pesquisa utilizando inoculantes tém demonstrado rendimentos expressivos que
variam de 900 a 1.900 kg ha™ (ALMEIDA et al., 2010; COSTA et al., 2011;
LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006).

Em ensaios de campo, com utilizagdo do processo de Fixacdo Bioldgica
de Nitrogénio atmosférico (FBN) promovido pela inoculagdo de estirpes
selecionadas, simbiontes de feijdo-caupi, o rendimento de graos variou de cerca
de 900 kg ha' a 1.300 kg ha”, no Sul de Minas (LACERDA et al., 2004;
SOARES et al., 2006). Em outras regides, como no estado de Roraima, Zilli,
Xavier e Rumjanek (2006) trabalhando com 5 estirpes, incluindo a INPA 3-11B
e UFLA 3-84, alcangaram rendimento de grdos bem expressivo, entre 1.650 e
2.330 kg ha' em area de cerrado, e 1626 a 1.727 kg ha' em 4rea de mata.
Portanto, nota-se o grande potencial da biotecnologia de inoculacdo no feijao-
caupi, que pode ser cultivado com baixissimo custo e sem impacto ambiental
negativo, sendo imprescindivel disponibilizar esta biotecnologia para pequenos
agricultores (FREIRE FILHO et al., 2005; MOREIRA, 2005), estabelecendo
meios que possibilitem o conhecimento pratico, o acesso a tecnologia e ao
inoculante, assim como a possivel apropriagdo do conhecimento da inoculago,

permitindo a adocdo em seus sistemas de cultivo.
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2.3 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (N,) atmosférico (FBN) € um processo
bioquimico natural e essencial, desenvolvido por uma parcela de bactérias que
podem ser encontradas em varios ambientes, vivendo livremente ou associadas a
outros seres vivos, por exemplo, em simbiose com leguminosas. E um processo
muito importante para a manutencdo da vida no planeta e apresenta varios
beneficios, relacionados a nutri¢do dos organismos ¢ fertilidade do solo. Além
disso, faz parte do ciclo do nitrogénio, do qual outros elementos de grande
importancia para os ecossistemas, como o Carbono dependem (GRUBER;
GALLOWAY, 2008). As bactérias sdo organismos pertencentes ao grupo dos
Procariotos, podendo ser unicelulares, miceliais, filamentosas ou formadoras de
colonias. Sdo microscopicas, com tamanho variando de 0,2 a 10,0 um
(DROZDOWICZ, 1997; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), ¢ juntamente com oS
fungos, representam de 25-30% da biomassa microbiana total dos solos
agricolas (SIQUEIRA; FRANCO, 1988). Na figura 1 s3o representados os
diferentes organismos fixadores de nitrogénio atmosférico encontrados nos
sistemas agricolas ou ecossistemas naturais.

As bactérias responsaveis pela FBN em simbiose com leguminosas
compdem um grupo de micro-organismos Gram-negativo (-) que podem ser
encontrados naturalmente nos solos dos diversos biomas. Quando associado a
planta, na forma de bacteroide, inserido no interior do ndédulo do sistema
radicular da leguminosa, estabelece-se uma relagdo simbidtica, mutualistica,
entre o microssimbionte ¢ a planta (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Essa
simbiose exerce um papel muito importante, diretamente na nutricdo mutua,
ocorrendo o fornecimento de N para a planta, que por sua vez, disponibiliza

compostos fotossintetizados aos microssimbiontes.
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Biological Nitrogen Fixation
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Figura 1 Diagrama representativo com os diferentes organismos fixadores de
nitrogénio atmosférico nos sistemas agricolas ¢ ecossistemas naturais.
Fonte: Herridge, Peoples e Boddey (2008)

O nitrogénio (N), depois do carbono, hidrogénio e oxigénio ¢ o
elemento quimico mais abundante na matéria viva. Constitui aproximadamente
79% da atmosfera terrestre, na forma molecular (N, ou N=N), porém ndo
utilizavel pelas plantas e outros grupos de organismos vivos, exceto alguns
procariontes que possuem o complexo enzimatico nitrogenase e que realizam o
processo denominado fixagdo biologica de nitrogénio, pela capacidade de
quebrar a tripla ligagdo da molécula e utilizd-la como fonte de proteina
(FRANCO; DOBEREINER, 1988). Os organismos usam compostos
nitrogenados, no caso das plantas, a amonia resultante do processo de conversao
do N, € utilizada para a produgdo de aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos e

outros componentes que contém nitrogénio.
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Vale ressaltar que o nitrogénio ¢ um nutriente essencial a vida e, em
regides tropicais, ¢ fator limitante da producdo agricola. A deficiéncia desse
elemento na forma assimilavel pelos organismos vivos, especificamente pelas
culturas, tem sido compensada, com o objetivo de garantir produtividade
economicamente satisfatoria, por meio do emprego de fertilizantes nitrogenados
(FN) (PAVAN; MOREIRA FILHO, 2006). Porém, o uso de FN eleva muito o
custo da produ¢do e pode acarretar sérios problemas ambientais, tais como
poluicdo das aguas e acimulo de NO, na atmosfera. Além disso, o N se perde
do solo facilmente por lixivia¢do, volatilizagdo e desnitrificacdo, fazendo-se
necessario um manejo adequado da adubagdo, tanto do ponto de vista
agronomico e ecologico, quanto do econdomico (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Devido aos problemas ambientais, ao alto custo da produgdo agricola e
as exigéncias ao atendimento da demanda crescente por alimento e de qualidade,
¢ importante recorrer a processos biologicos como a FBN. Esse ¢ um processo
que contribui para reduzir o custo da atividade produtiva e para a manutencao da
qualidade ambiental e de outros importantes processos bioldgicos do solo
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A FBN apresenta varias vantagens que resultam em beneficios
econdmicos e ecologicos, os quais advém da substituicdo do componente
nitrogenado, que representa 70% da composi¢do dos fertilizantes quimicos,
produzidos a partir do petrdleo, que, além de caro, pode ser poluente. Os
poluentes resultantes da adubagdo quimica nitrogenada, em geral, podem causar
contaminag¢do do lencol freatico e dos rios (PAVAN; MOREIRA FILHO, 2006),
enquanto a FBN ¢é um processo natural, ndo polui, consome energia da
fotossintese, e fornece N as plantas promovendo o crescimento ¢ o
desenvolvimento vegetal; além disso, enriquece o solo, ¢ manipulavel e barato

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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O exemplo classico de vantagem da FBN por meio da inoculagdo de
sementes, do ponto de vista econdmico, atualmente esta relacionado ao cultivo
da soja. A inoculagdo das sementes dessa leguminosa com estirpe especifica
substitui totalmente a adubacdo nitrogenada. Outra vantagem ¢é o total
aproveitamento do N fixado, ndo existindo perdas, como as que podem ocorrer
quando se empregam fertilizantes. Em virtude desse processo, se estabelece uma
parceria, de troca mitua, entre a bactéria e a planta, em que o micro-organismo
fornece amodnia (NH3) para a planta e esta, em troca, a supre com carboidratos.

Foi relatado hd mais de uma década que as espécies vegetais que
formam simbiose com micro-organismos fixadores de N, podem dispensar, total
ou parcialmente, a adubag@o nitrogenada e ainda contribuir para outras espécies
consorciadas ou em sucessdo, garantindo a autossustentabilidade do ecossistema
com relagdo ao N (MOREIRA, 1994). Tem sido enfatizado que a FBN em
leguminosas dependendo do tipo de solo podem promover alta quantidade de N
fixado, suficiente para suprir as necessidades de qualquer cultura que se
beneficia desse processo ¢ triplicar a produtividade média nacional (FRANCO;
DOBEREINER, 1988). Como ja relatado, esse processo de FBN na soja
cultivada no Brasil dispensa totalmente a adi¢do de N e, no feijdo, pode
dispensar totalmente o uso de fertilizantes nitrogenados. A simbiose entre
rizébios e leguminosas, além de contribuir para a nio utilizag¢do e ou redugdo da
adubacdo nitrogenada, pode ser usada para fins de reflorestamento, produgéo de
cerca viva ou recuperagdo de solos degradados, rotacdo de cultura e em
pastagens (FRANCO; DOBEREINER, 1988; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Porém a simbiose ¢ inibida quando existe excesso de nitrato ou amonio no solo.

Outro aspecto positivo é que a FBN por meio da simbiose rizobio-
leguminosa ¢ muito importante na agricultura porque promove aumento
significativo do nitrogénio combinado no solo (LOPEZ-LARA, 2007). Além

disso, o mecanismo simbidtico das leguminosas ¢ o mais sofisticado e eficiente
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entre as associacdes de plantas superiores com bactérias fixadoras de N,
(DOBEREINER, 1989). Moreira (1994) menciona que a FBN em leguminosas
arboreas promove maior concentragcdo de N, associada a maior biomassa (folhas,
galhos, raizes, nddulos, etc.), possibilitando contribuicdo significativamente
maior de matéria orgénica para o solo, com baixa relacao C: N.

Portanto, por ser manipuldvel, a FBN torna possivel o aumento do N
fixado pelas plantas de interesse nos agrossistemas, através do uso de inoculante,
elaborado com estirpes de rizobios selecionadas e adaptadas as condig¢des

edafoclimaticas.

2.4 Inoculante

2.4.1 Aspectos gerais

Inoculantes microbianos podem ser definidos como formula¢des ou
produtos, contendo uma ou mais estirpes microbianas benéficas. Estes micro-
organismos sdo colocados em veiculos-suporte, organicos ou sintéticos para
serem disponibilizados as plantas especificas (BASHAN, 1998). A utilizacdo de
determinado micro-organismo tem como objetivo introduzir ou aumentar
determinada comunidade microbiana no ambiente de interesse. E considerado
inoculante todo produto que contenha micro-organismos com a¢do estimulante
para o crescimento das plantas. Além deste efeito no crescimento através da
fixagdo de N, Bashan (1998) afirma que ha outros beneficios, tais como:
biocontrole de doencas do solo; aumento da absor¢do de nutrientes minerais e
efeitos nutricionais ou hormonais. No Brasil, o inoculante é um produto
elaborado a base de estirpes selecionadas e aprovadas pelo Ministério de

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).



22

A alta produtividade da soja no Pais ¢ resultante de programas de
melhoramento direcionados & obtengdo de cultivares com alta producdo sem
adubagdo nitrogenada e, a0 mesmo tempo, do desenvolvimento de inoculantes
contendo rizobios adaptados as condi¢des de clima e solos brasileiros
(DOBEREINER, 1989). A inoculagio das sementes de soja com inoculante
elaborado com estirpes especificas selecionadas e aprovadas pelos orgaos
competentes, substitui totalmente a adubacdo nitrogenada, proporcionando uma
economia, para o pais, de 3 bilhdes de dolares anuais. O sucesso da tecnologia
de inocula¢do na soja pode estar relacionado ao fato de ser uma cultura de
exportacdo que recebeu investimentos consideraveis em pesquisa ao longo do
tempo, por parte do governo e empresas, visando o melhoramento genético da
planta e melhor aproveitamento da FBN, o que ndo ocorreu com outras culturas
brasileiras (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A simbiose entre leguminosas e microssimbiontes noduliferos dos
géneros Rhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Devosia, Phyllobacterium, Mesorhizobium, Methylobacterium,
Ochrobactrum (CHEN et al., 2001; MOREIRA, 2008; MOULIN et al., 2001)
favorece o crescimento vegetal, minimiza impactos ambientais e reduz o custo
da atividade agricola. Esses aspectos decorrem da capacidade que essas bactérias
ttm em converter o nitrogénio atmosférico em moléculas de compostos
nitrogenados, que podem ser utilizados pelas plantas. Varias pesquisas vém
sendo desenvolvidas com a fixacdo bioloégica de nitrogénio, sendo
impulsionadas pelo aumento crescente dos pregos dos fertilizantes quimicos e
questdes ambientais. Estas pesquisas visam selecionar bactérias eficientes para
realizar esse processo ¢ aumentar a produtividade e, dessa forma poderdo ser
indicadas para a producdo de inoculantes para sementes de varias leguminosas
(BEN REBAH et al.,, 2007, DEAKER; ROUGHLEY; KENNEDY, 2004,
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Atualmente, existem estirpes selecionadas e
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aprovadas para a producdo de inoculante para cerca de 100 espécies de
leguminosas, incluindo o feijao-caupi (MOREIRA, 2005).

Os inoculantes sdo formulagdes contendo alta densidade de células
bacterianas selecionadas para a cultura de interesse, que podem ser
comercializadas, para serem aplicadas as sementes ou no solo durante a
semeadura. Estima-se que cerca de 2000 toneladas de inoculantes sejam
produzidas por ano no mundo. Essa quantidade ¢ suficiente para inocular
sementes de leguminosas para a semeadura de 20 milhdes de hectares.
Considerando a produgdo e uso no Brasil, a maior parte dos inoculantes ¢
produzida na forma so6lida, em p6 da combustdo de turfa (72%) ou na forma
granular, outros sdo formulados com meio liquido (18%) sob a formula de
caldos ou pé molhavel (10%). O método de inoculagcdo depende do tipo de
inoculante: inoculantes em pd e liquidos sdo geralmente aplicados as sementes,
enquanto os granulados sdo aplicados ao solo em sulcos (BEN REBAH et al.,
2007, DEAKER; ROUGHLEY; KENNEDY, 2004; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

Outro aspecto importante relaciona-se a quantidade e viabilidade das
células de rizobios inoculadas nas sementes. Para que a semente semeada tenha
alto numero de rizobios viaveis, requer-se melhoria da sobrevivéncia das células
durante o armazenamento ¢ inoculagdo. A forma de manter a viabilidade das
células contidas no inoculante, com alto nimero celular ¢ uma das principais
dificuldades da industria de inoculantes (ALVAREZ et al., 2010). Os
pesquisadores Herridge, Gemell e Hartley (2002) relatam que um inoculante
ideal deve apresentar caracteristicas como, ndo toxicidade ao rizdbio, boa
capacidade de adesdo a semente, alta capacidade de tamponamento do pH e
capacidade de troca catidnica.

O inoculante mais utilizado por muitos anos foi o turfoso, por ser esta

formulacdo a que apresenta maior capacidade de retencdo de umidade,



24

capacidade de promover o crescimento e proteger o rizobio, quando inoculado
na semente. Porém, hd alguns problemas associados a turfa: reservas pouco
acessivel, estando restritas a algumas areas; alto custo de esterilizacdo;
dificuldades na aplicacdo em grande escala no campo, o que levaram a busca de
formulagoes alternativas (ALVAREZ et al., 2010; TITTABUTR et al., 2007),
como a liquida. Dentre todas as formula¢des, a maioria ndo apresenta
desempenho equivalente ao produto a base e turfa (SINGLETON; KEYSER;
SANDE, 2002).

2.4.2 Producao e comercializacao de inoculantes para leguminosas

A produgdo e comercializagdo de inoculantes no Brasil sdo feitas por
diferentes empresas. Os inoculantes sdo produzidos em diferentes formulagdes,
sendo a maior parte elaborada nas formas soélida e liquida.

O inoculante na forma soélida ou turfoso consiste em uma mistura de
turfa com pH neutralizado e cultura liquida de estirpes de rizébio recomendadas.
Essa mistura é elaborada na propor¢ao de trés partes de turfa e uma parte de
c¢lulas em meio liquido. A turfa ¢ uma substincia fossil, organica e mineral,
originada da decomposi¢do de restos vegetais, encontrada em areas alagadigas
como varzeas de rios, planicies costeiras e regioes lacustres (FRANCHI;
SIGOLO; LIMA, 2003; ROMAO et al., 2007). Ela ¢ utilizada na forma de po,
como um veiculo para as células de rizobios. Deve ser esterilizada previamente
para evitar a propagacdo de outros organismos indesejaveis ou que possam
afetar a sobrevivéncia de Bactérias Noduliferas de Leguminosas (BNL). A
esterilizagdo ¢ realizada através de radiagio gama proveniente do “Co
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Além da formulagdo so6lida a base de turfa, atualmente, ha outras

formulagdes de inoculantes e varios métodos de aplicagdo. Uma das formulag¢des
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mais utilizadas ¢ a liquida, que consiste em caldos ou meios liquidos contendo
altas densidades celulares. Na formulagdo liquida sdo adicionados alguns
aditivos, sendo os mais utilizados: o glicerol, polivinilpirrolidona ou goma
arabica. As fungdes destes aditivos basicamente s3o: proporcionar melhor
aderéncia do produto a semente; estabilizar o produto; inativar toxinas soluveis
de revestimento de sementes; aumentar a sobrevivéncia de rizobios durante o
armazenamento € apos a exposi¢do a condi¢des ambientais. Além disso, as
formulagdes liquidas sdo facilmente aplicadas as sementes, apresentam bons
resultados no campo, sdo facilmente adquiridas por pequenos produtores e
utilizam materiais de baixo custo (SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002). No
entanto, a data de validade do inoculante liquido ¢ menor do que a do inoculante
turfoso, principalmente quando armazenado sem refrigeracdo (ALVAREZ et al.,
2010).

Para a producdo de inoculante com células de rizobios deve se seguir
basicamente dois passos: crescimento celular em meio de cultivo e a elaboracao
do produto, utilizando veiculo especifico. O crescimento celular é resultado de
um conjunto de interagdes ordenadas entre todas as atividades fisiologicas das
células (MOAT; FOSTER; SPECTOR, 2002). Os autores relatam que ¢ um
processo complexo que envolve:

1. Entrada de nutrientes basicos para a célula.

2. Conversao destes compostos em energia e constituintes celulares vitais.

3. Replicagdo do cromossomo.

4. Aumento de tamanho e da massa celular.

5. Divisdo da célula em duas células-filhas, cada uma contendo uma copia do
genoma e outros componentes vitais.

O setor de produgdo de inoculante no Brasil deve observar e seguir as
normas estabelecidas pelo MAPA, mais especificamente as Instrugdes

Normativas n° 5 de 06 de agosto de 2004, e n° 13 de 24 de margo de 2011, em
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seu Artigo 1° - que aprova e as definicdes e normas sobre especificacdes,

garantias, registro, embalagem e rotulagem dos inoculantes destinados a

agricultura, bem como as relacdes dos micro-organismos autorizados e

recomendados para producdo de inoculantes no Brasil, constantes dos Anexos I

a Il e I a III, respectivamente, publicadas no Diario Oficial da Unido (BRASIL,

2004, 2011), nos quais ficou estabelecido, que:

1- Todos os inoculantes devem apresentar 1 x 10° células vidveis por grama ou
mililitro do produto, até a data de seu vencimento.

2- Devem ser elaborados em suporte esterilizado e, quando solido, livre de
micro-organismos em fator de diluigdo 1 x 107,

3- Ser elaborados em suporte estéril e estar livres de micro-organismos nao
especificados em fator de dilui¢do 1 x 107

4- O suporte ou veiculo devera fornecer todas as condi¢des de sobrevivéncia ao
micro-organismo.

5- O inoculante devera ser elaborado em suporte solido, fluido ou com outra
caracteristica, desde que atendam aos requisitos anteriores.

6- O prazo de validade dos inoculantes sera de 6 meses a partir da data de
fabricacao.

O controle de qualidade nos inoculantes utilizados no pais ¢ feito por
o6rgdo competente ligado ao MAPA (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Os meios de cultura utilizados nos processos fermentativos podem ser
liquidos, também conhecidos como caldos e sélidos. Os liquidos sdo os mais
utilizados. Ambos os tipos de meios de culturas devem satisfazer todas as
necessidades nutricionais do micro-organismo e cumprir os objetivos do
processo. Sendo assim, os meios devem ser formulados com nutrientes em
volume e concentragdo que promova a sintese do produto-alvo, quer seja
biomassa celular ou um metabdlito especifico. Nos processos industriais, os

meios sdo utilizados em varias etapas: varios de passos de propagacdo do
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indculo (cultura starter); fermentagdo em escala piloto e a fermentacao principal.
Para obtenc¢do de biomassa ou metabolitos primarios, deve se fornecer um meio
de produgdo que permita o crescimento 6timo do micro-organismo, o qual nio
requer variagcdes no suprimento nutricional no decorrer do processo fermentativo
(MOAT; FOSTER; SPECTOR, 2002; WAITES et al., 2001).

A celaboragdo do meio fermentativo requer como regra geral, o
fornecimento de energia e unidades carbono para a biossintese, ¢ fontes de
nitrogénio (N), fosforo (P) e enxofre (S). Além destes elementos sdo requeridos
outros macronutrientes, como o H e O, e micronutrientes e fatores de
crescimento. Alguns micro-organismos requerem a adi¢do de vitaminas, como a
biotina e riboflavina. Nas fermentacdes aerdbias ¢ necessario o suprimento
constante de O,. Geralmente, os meios de cultura devem ser tamponados, ou o
pH deve ser controlado ao longo da fermentagdo, com a adi¢do de acidos ou
alcalis. Pode ser requerida também a adi¢do de antiespumante (COHEN, 2011;
MOAT; FOSTER; SPECTOR, 2002; WAITES et al., 2001).

Outro aspecto a ser considerado esta relacionado a constitui¢do do meio
de cultura e requerimentos metabdlicos do micro-organismo a ser cultivado. A
constituicdo do meio deve sempre levar em consideragdo a composicao
elementar do micro-organismo a ser cultivado e a sua capacidade de converter as
substancias quimicas do meio de cultura em massa celular ou outros produtos
desejados (PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA, 2001; URENHA et al., 1994;
WAITES et al., 2001). Além disso, a sele¢do da fonte de carbono, de energia e
outros nutrientes essenciais, buscando a otimizagdo do processo, juntamente
com outros parametros sdo vitais para o desenvolvimento da fermentagdo, de
forma que maximize a produtividade e lucro.

Quanto ao suprimento dos elementos requeridos ao metabolismo
microbiano, em fermentagdes de organismos heterotroficos, em geral, sdo

requeridas elevadas concentragdes de fonte de carbono, variando entre 10-20 g
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L, ou maior. Essas altas concentragdes sio requeridas, porque as fontes de
carbono fornecem o esqueleto de carbono para a biossintese celular e também
como fonte de energia. Geralmente, os actcares sdo boas fontes de carbono e
energia, sendo a glicose o substrato preferencial da maioria dos micro-
organismos cultivaveis (COHEN, 2011; MOAT; FOSTER; SPECTOR, 2002;
POOLE et al., 2008; STOWERS, 1985; WAITES et al., 2001).

Em relagdo ao hidrogénio (H) e o oxigénio (O), eles podem ser supridos
a partir de dgua e compostos organicos. Além destas fontes, muitos organismos
aerobicos e microaerofilicos dependem de O molecular como aceptor terminal
final de elétrons e para a sintese de compostos especificos, tais como esterdis
insaturados. Quanto ao nitrogénio os micro-organismos podem conter mais de
15% (w/w), distribuido principalmente nas proteinas estruturais e funcionais, e
acidos nucleicos. Para que o nitrogénio atenda a esta demanda, normalmente é
fornecido no meio de cultura concentragdes variando entre 1-2 g L™, na forma
de sais de amoénio, ureia ou compostos ricos em nitrogénio, como extrato e agua
de levedura (COHEN, 2011; PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA, 2001;
WAITES et al., 2001). Algumas espécies de bactérias, como as fixadoras de
nitrogénio dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azotobacter, entre outras,
utilizam o nitrogénio molecular proveniente da atmosfera em seu metabolismo.

A fermentagdo ¢ definida como qualquer cultivo de micro-organismos
ou outras células, com ou sem O,, o que difere da definicao bioquimica, em que
considera o metabolismo microbiano anaerdbio. Na induastria o processo
fermentativo € qualquer cultivo microbiano em larga escala, em fermentadores
ou reatores com grandes volumes, variando de alguns litros a milhares de litros.
Nos laboratoérios de pesquisa e ensino ou de bancada, a fermentago, geralmente
¢ desenvolvida em pequena escala, em tubos de ensaios, Erlenmayers, garrafas,
cultivando as células em volumes que variam de alguns mililitros a dois litros

(SINGH; KAPOOR, 2010; WAITES et al., 2001).



29

Os meios de culturas para o cultivo de rizobios atendem ao descrito
acima, de forma que sdo fornecidos todos os nutrientes necessarios, fatores de
crescimento, vitaminas. Na Tabela 1 sdo representados alguns meios de culturas
utilizados para Bradyrhizobium sp.

A produgdo de biomassa de rizébio na industria ocorre basicamente em
dois tipos de cultivo: cultivo descontinuo, conhecido como em batelada (batch)
ou cultivo descontinuo-alimentado (PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA,
2001). O cultivo descontinuo consiste em duas fases: a de esterilizagdo e a de
inoculagdo. Apoés a inoculagdo do volume especifico de meio, com o inéculo
selecionado e na densidade celular determinada, acompanha-se o processo
observando ou controlando parametros, tais como, pH, aeracdo e agitagdo. O
acompanhamento do processo ¢ feito até atingir o maximo de crescimento
celular ou producdo do metabolito de interesse (SINGH; KAPOOR, 2010;
WAITES et al., 2001). O cultivo descontinuo consiste basicamente no
fornecimento constante de meio estéril ou micro-organismos no biorreator, e, ao
mesmo tempo, a retirada constante de produto ou biomassa celular (SINGH;
KAPOOR, 2010). Em laboratorios de pesquisas, a producdo de biomassa de
rizébios, geralmente ¢ realizada em frascos pequenos, como Erlenmeyers, cujos
volumes variam entre 125 mL a 2 L, em garrafas etc. A fermentagdo também ¢
realizada em biorreatores pequenos, cujos volumes podem variar entre 2 até 7 L
de volume util.

O cultivo descontinuo ou em batelada ¢ o mais empregado para a
producdo de biomassa de rizobio em grande escala (PRADELLA; OLIVEIRA;
URENHA, 2001). E um tipo de cultivo que apresenta vérias vantagens, tais
como, um menor risco de contaminagdo e tempo de cultivo, menor investimento
na estrutura quando comparado com a do cultivo descontinuo alimentado
(SINGH; KAPOOR, 2010). E um cultivo realizado em garrafdes com volume de

10 a 20 litros, contendo aeradores em profundidade, e colocados dentro de
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estufas especiais para a manutengdo da temperatura. No entanto, a maior parte
da producdo ocorre em fermentadores agitados e aerados com volume 1til que
podem variar de 100 a 2.000 litros.

Os garrafdes podem ser utilizados quando se necessita a produgdo de
pequenas quantidades de inoculantes, para testes em campo ou para culturas que
ocupem pequenas areas. Quando a producdo de inoculante é em grande escala,
os garrafoes ou baldes sdo utilizados para producdo de indculo, como ilustrado
na Figura 2 (PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA, 2001). Conforme relatado
pelos autores acima, neste sistema o fermentador principal, o de 200 L de
volume util ¢ carregado de meio de cultura, e, sob agitacdo constante, procede-se
a esterilizagdo a 121 °C, a medida que a temperatura aumenta e atinge 100°C,
fornece-se vapor para que a pressdo interna aumente, de forma que a
temperatura atinja 121°C, permanecendo entre 15 a 30 minutos.

Atualmente, na indastria nacional de inoculantes é comum utilizar
fermentadores maiores, volume acima de 1000 litros acoplados a fermentadores
menores, que servem de inoculos sucessivos (Figura 3). Na figura 4 pode ser
observada uma instalagdo industrial basica de producdo de inoculantes, desde o
preparo do inoculo até o empacotamento. Em laboratorio de ensino e pesquisa,
geralmente o processo ¢ mais simplificado. As células sdo produzidas em
pequenas quantidades, em frascos que variam de 125 mL a 1L. Inicialmente
produz-se o indculo que posteriormente ¢ adicionado ao meio de cultura liquido,
incubado em incubadora com agitacdo e temperatura controlada. Ao atingir o

maximo de células, estas sdo misturadas a turfa estéril e empacotadas.
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Figura 3 Exemplo de uma instalagdo industrial para a producdo massal de células de




Tabela 1 Meios de cultura utilizados para crescimento de rizobios

YM (Vincent, 1970) Lopreto, Mazza e Balatti (1972) Lorda e Balatti (1996)
Componentes Quantidade L™ Componentes Quantidade L™ Componentes Quantidade L'
C¢H 1406 (manitol)  10g C;Hz03 10,0 g Glicerol 10,0 g
Extrato de 04¢g Extrato de levedura 4,0 g Extrato de levedura 4,0 g
levedura
KzHPO4 a 10% 1 mL KzHPO4 0,5 g - --
11\/(1)%/804'7H20 a omL NaCl 0.1¢ NaCl 0.1 g

0
NaCl a 10% 1 mL KNO; 0,8 g KNO; 0,8¢g
Azul de
Bromothimol 5 mL (NH,),HPO 03 (NH,),PO4 03
(0,5%) em KOH a H2EE ~ B 42 ~ 8
0,2N
- - FeClza 10% 0,1 mL FeCl; a 10% 0,06 mL
- - MnSO4a 10 % 0,1 mL MnSO, a 10% 0,06 mL
pH 6,8 pH 6,8 pH 6,8

[43
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Receptaculo de latex autoclavavel
para acoplagem do frasco e
transferéncia do inoculo ao fermentador

\@ — ﬁ Cultura estoque
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Transferéncia do indculo para o fermentador.
A seta estd indicando onde sera acoplado
a mangueira de transferéncia

S T T
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do fermentador

J Transferéncia da cultura K

Pacotes de
inoculantes

Fermentador com o meio de Inoculante em racks
cultura esterilizado peviamente abertos para maturagio

Figura 4 Fluxograma basico de uma instala¢éo industrial para produgio de inoculante
Fonte: Modificado de Burton (1984)

A maior parte dos processos fermentativos que envolvem micro-
organismos requer oxigénio, sendo a agitagdo e aeragdo dois fatores importantes
para o desenvolvimento microbiano. As bactérias do género Rhizobium e
Bradyrhizobium sdo micro-organismos aerdbios estritos necessitando, portanto,
de oxigénio dissolvido no meio de cultura para sua multiplicacdo celular. Na
producdo massal de rizobio, esse fator ¢ decisivo e uma transferéncia adequada
de O, para o meio de cultura deve ser criteriosamente projetada (PRADELLA;
OLIVEIRA; URENHA, 2001). O crescimento em cultivo submerso requer
aeragdo e este tipo de bactéria ¢ facil de crescer. O requerimento de ar ndo ¢ alto,

da ordem de cinco a dez litros de ar por litro de meio h™'. O suprimento de ar
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para as células varia de acordo com o fabricante de inoculantes, mas o ar
comprimido estéril ¢ o mais comum, mediante agitacdo mecanica (BURTON,
1984).

A principal fun¢do da agitagdo mecanica ¢ viabilizar a troca de calor
durante a esterilizagdo e resfriamento do meio liquido. Para fermentadores de
pequeno porte ndo € o recomendado, porque os sistemas de agitacdo sdo caros e
os rolamentos do eixo podem ser uma fonte de contaminagdo. Além disso, o
crescimento nao ¢ favorecido com aeragdo e agitacdo violentas, sendo a pressio
parcial de oxigénio de 0,15 atm o ideal para a respiracdo. Essa baixa necessidade
provavelmente esta associada a capacidade do micro-organismo em crescer no
interior de nodulo ativo, onde prevalece a baixa tensdo de O, (BURTON, 1984).
No entanto, Date (1976) defende a alta agitacdo como um fator importante para
o crescimento de rizobios, favorecendo um alto e rapido crescimento.

Os estudos com rizobios tém definido estirpes e parametros importantes
no cultivo destes organismos. Atualmente sdo conhecidos, além de parametros,
os niveis mais importantes para o crescimento de rizobios. Os pardmetros mais
estudados e levados em consideragdo no processo fermentativo sdo: temperatura,
pH, fonte de carbono e N, agitacdo e aeracdo. Quanto a temperatura de
incubagdo, os rizobios apresentam capacidade de crescimento em uma faixa que
vai de 25 a 33 °C (BISSONETTE, 1986; BURTON, 1984; DATE, 1976). Em
muitos estudos com rizobios t€m sido utilizado essas temperaturas para
crescimento, prevalecendo os valores entre 28 ¢ 30 °C (BARBERI et al., 2004;
BEN REBAH; TYAGI; PREVOST, 2002; BOIARDI; ERTOLA, 1985;
FERNANDES JUNIOR et al., 2009; FRANKENBERG; FREIRE; THOMAS,
1995; GRASSANO et al., 2009; MIGUEL; MOREIRA, 2001; PRADELLA;
OLIVEIRA; URENHA, 2001; SURPIN; MAIER, 1998).

A aeracdo e agitacdo sdo dois fatores muito importantes no processo de

cultivo de rizobios. Quanto a aeragdo, observa-se que, embora sejam utilizados
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diferentes valores, ha pequena variagdo na quantidade de oxigénio (O,)
fornecido. Enquanto, para a agitagdo a variacdo ¢ maior. De acordo com Date
(1976), aproximadamente 5 L ar h' L' de meio sdo satisfatorios para o
crescimento de rizébio. Em trabalho com Rizobium meliloti, Bissonnette,
Lalande e Bordeleau (1986) utilizaram 2% v/v de inoculo, com agitacdo de 150
rpm, no preparo do indculo. No fermentador, a agitacdo foi de 800 rpm com taxa
de aeragdo 2 L min" de oxigénio, com 95 a 100% de saturagdo de oxigénio
dissolvido. Os autores Barberi et al., (2004) ¢ Miguel ¢ Moreira (2001)
trabalhando com estirpes inoculantes do género Bradyrhizobium utilizaram em
seus trabalhos, a agitacao de 110 rpm.

O volume de inéculo também varia nos trabalhos, de 0,1 a 10% (v/v)
(BEN REBAH; TYAGI, PREVOST, 2002; BEN REBAH et al, 2007;
BISSONNETTE; LALANDE; BORDELEAU 1986; DATE, 1976). O
fornecimento de pouco oxigénio pode estar relacionado a caracteristica propria
do grupo de bactérias fixadoras de N, que ¢ a de usar baixas concentragdes de
O,, para o seu metabolismo. O importante ¢ que tenha um fornecimento de ar
adequado associado a uma distribui¢do equilibrada, sem excessos. De acordo a
Pradella, Oliveira e Urenha (2001) quando o cultivo for em fermentador deve se
atentar para o fato de que altas agitagdes podem reduzir o pH do meio,
consequentemente reduzir a velocidade de crescimento celular.

Quanto ao pH, s3o observados diferentes adotados nos cultivos,
dependendo da estirpe, variam de 5,5 a 7,5. O pH pode influenciar no tempo de
crescimento microbiano, aumentando ou reduzindo a fase lag de crescimento do
rizobio (PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA, 2001). H& trabalhos que
demonstram haver comportamento diferenciado quanto ao meio. Por exemplo, a
estirpe de Bradyrhizobium elkanii BR 29, inoculante de soja, em meio Lorda e
Balatti cresceu melhor em pH 6,0, enquanto no meio Lopreto, o melhor

crescimento ocorreu quando o pH incial foi ajustado para 5,5 (BARBERI et al.,
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2004). A estirpe INPA 3-11B quando cultivada em meio YMA, apresentou
crescimento melhor em pH 6,0 (FLORENTINO et al., 2010). De maneira geral,
deve se considerar um meio de cultura com os componentes balanceados, de
forma que ndo afetem demasiadamente a evolugdo do pH (PRADELLA,;
OLIVEIRA; URENHA, 2001). O mais comum ¢é o uso de pH proximo da
neutralidade. Mas, vale ressaltar que para cada micro-organismo pode haver
variagdo, portanto, exigindo adequacdo ao estudo desejado.

Dentre as diferentes formula¢des, a solida até 2003, foi a mais
comercializada. No entanto, conforme dados estatisticos da Associagdo
Nacional de Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII), o volume de
inoculante solido comercializado em 2005 foi menor que o liquido, sendo 8
milhdes de doses de turfoso e cerca de 10 milhdes de doses de inoculantes na
forma liquida. Tem sido demonstrado que do montante consumido no pais, em
2003, aproximadamente 26% dos inoculantes foram importados principalmente
da Argentina ¢ do Uruguai (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A Associagdo
Nacional dos Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII) apresenta como
sendo 38,6%, o volume de inoculantes importados. Estes inoculantes sdo
vendidos no atacado a grandes produtores. Além disso, vale ressaltar que a
maior parte do inoculante foi para a cultura da soja, deixando-se uma lacuna a
ser preenchida por estudos com rizobios para outras culturas de relevancia
socioecondmica para o Brasil.

Os trabalhos apresentados até aqui, demonstram que os rizébios tém
sido bastante estudados. Nota-se que os estudos abrangem desde o principio de
sele¢do, demonstragdes do alto potencial de fixagdo no campo, bem como sobre
o processo de obtencdo de células em laboratdrio ou em escala industrial (BEN
REBAH; TYAGI; PREVOST, 2002; BEN REBAH et al, 2007;
BISSONNETTE; LALANDE; BORDELEAU, 1986; COSTA et al., 2011,
DATE, 1976; DATE, 2000; LACERDA et al., 2004; MARTINS et al., 2003;
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MIGUEL; MOREIRA, 2001; SOARES et al., 2006). No entanto, o processo de
producdo de células em escala industrial é pouco conhecido e, para muitas
estirpes que ja estdo disponiveis para a produg¢do de inoculantes, ainda nio foi
definido.

Além disso, a maioria das estirpes ndo tem sido utilizada para a
producdo de inoculantes em escala comercial, como ¢ o caso daquelas para
culturas com pouca expressdo econOmica para exportacdo. Neste grupo estdo
incluidas as estirpes de Bradyrhizobium selecionadas para a leguminosa feijao-
caupi, que ¢ predominantemente cultivada por pequenos agricultores, sendo,
portanto um mercado potencial do varejo e ndo de atacado, que é mais vantajoso
para o setor industrial. Assim, sua producdo e disponibilizagdo poderiam ser
viabilizadas, por exemplo, por pequenas empresas incubadas nas instituigdes
publicas de ensino e pesquisa em ciéncias agrarias, geralmente localizadas em
centros de produgdo agricola. Assim, existe a necessidade de serem definidas as
condicdes o6timas de producdo de biomassa para a elabora¢ao do inoculante e sua
disponibilizag@o para uso na agricultura. As defini¢des das condi¢des dependem
do estudo de varios fatores que estdo envolvidos no processo de cultivo

bacteriano em larga escala.

2.4.3 Inoculacgéo do feijao-caupi

As leguminosas compdem um grupo vegetal amplamente utilizado como
alimento, forragem, combustivel, madeira, aduba¢do verde e como cultura de
cobertura em diferentes sistemas agricolas. As leguminosas sdo consideradas a
principal fornecedora de N aos solos. Esse aspecto é primordial para os
ecossistemas. Considerando que os solos dos tropicos, essa importancia torna-se
mais importante ainda. Pois, os solos dos tropicos, como os do Brasil, em geral,

apresentam baixa fertilidade natural, e o N ¢ um dos elementos que pode limitar
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a producgdo agricola. A escassez de N ¢é agravada ano apods ano, devido a
exploracdo intensa dos solos agricolas, que t€ém este elemento transportado
através dos graos (MOREIRA, 2008; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; SINDHU
et al., 2010). Felizmente, a partir do conhecimento do processo FBN foi possivel
criar uma biotecnologia. O sucesso desta biotecnologia esta relacionado a
capacidade que a FBN tem de suprir as necessidades da cultura em N, podendo
até substituir os onerosos fertilizantes quimicos nitrogenados, que elevam muito
o custo da producdo (MOREIRA, 2005). Essa biotecnologia consiste na
inoculagdo de estirpes de rizobios selecionadas para determinada cultura de
leguminosa. No Brasil, as estirpes selecionadas com comprovada eficiéncia para
serem utilizadas comercialmente para inoculagdo sdo aprovadas pelo MAPA.

A inoculagdo de sementes de leguminosas ¢ uma forma eficiente e
conveniente de introduzir rizobios eficazes no solo, assim prover o N suficiente
para o desenvolvimento da cultura, que recebeu o inoculante. E uma pratica pré-
semeadura em que se disponibiliza alta densidade de células de rizdbios
selecionadas e aprovadas para a cultura relacionada. A eficiéncia da inoculagdo
depende de varios fatores, tais como, pH do solo, teor de matéria orgénica,
temperatura, umidade, que podem afetar o ntimero de rizobios viaveis para a
infeccdo das raizes da leguminosa cultivada. Devido ao grande nuimero de
rizobios presentes no solo, as células introduzidas devem ser em grande
quantidade, para que possa competir com 0S micro-organismos nativos e
apresentam otimo desempenho em termos de fixacdo de N para a planta
(COOPER, 2007; MOREIRA, 2008; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O melhor exemplo de utilizacdo desse processo ¢ a cultura da soja, na
qual a adubagdo quimica nitrogenada ¢é totalmente substituida pela utilizagdo de
inoculantes contendo bactérias do género Bradyrhizobium. O uso de inoculantes
nesta cultura somente no ano de 2003 representou uma economia para o pais de

cerca de US$2 bilhdes (MOREIRA, 2005), sendo atualmente indispensavel para
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essa leguminosa (ZILLI; CAMPO; HUNGRIA, 2010). Moreira e Siqueira
(2006) relatam também que essa economia ¢ cerca de 3 bilhdes de dolares
anuais. A produtividade da soja ultrapassa os 3 mil kg L™, sendo em alguns
casos superior ao alcangado com uso de adubac¢do quimica nitrogenada de 200
kg ha'! de N na forma de ureia (CAIRES et al., 2006; HUNGRIA et al., 2006;
ZILLI; CAMPO; HUNGRIA, 2010).

Zilli, Campo e Hungria (2010), observaram produtividade de até 3.562
kg ha™' de grios de soja, enquanto o controle adubado com 200 kg ha™ de N foi
de apenas 3.250, e o controle sem N e sem inoculagio de 1.650 kg ha™. Esses
sdo alguns exemplos de produtividade da soja. Existem varios outros, a maioria
mostrara resultados de sucesso nesta cultura. Embora, a maioria esteja voltada
para essa leguminosa, ha resultados de sucesso com a inoculagdo em outras
culturas, as quais tém sido beneficiadas com sucesso pela FBN, como é o caso
do feijao-caupi.

O feijdo-caupi, geralmente, ¢ cultivado para subsisténcia pelas
comunidades mais pobres de varias regides, como Africa, Asia e América
Central e do Sul (ANDRADE JUNIOR et al., 2003; INAIZUMI et al., 1999). No
Brasil cultiva-se essa leguminosa principalmente nas regides Norte e Nordeste.
E um vegetal que também se beneficia da FBN, tendo alcangado rendimentos de
graos significativos (FREIRE FILHO et al., 2005; MOREIRA, 2005). Em
ensaios de campo, com utilizagdo do processo FBN promovido pela inoculagio
de estirpes selecionadas, o rendimento variou de cerca de 900 kg ha™ a 1.300 kg
ha', no Sul de Minas (LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006) e cerca de
900 1.300 kg ha™ no Nordeste do estado de Mato Grosso (SOUSA; MOREIRA,
2011).

Ainda em relagdo a produtividade de feijdo-caupi, em outras regioes,
como no estado de Roraima, Zilli, Xavier e Rumjanek (2006) alcangaram

rendimento de grios variando entre 1.600 e 2.300 kg ha'. Nota-se grande
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potencial da biotecnologia de inoculacdo, com baixissimo custo ¢ sem impacto
ambiental, podendo beneficiar culturas tradicionais, como o feijdo-caupi,
principalmente nas regides Norte e Nordeste, onde a produtividade média, assim
como a nacional, ¢ baixissima, de cerca de 500 kg ha'. Por isso, é
imprescindivel disponibilizar esta biotecnologia para pequenos agricultores;
(FREIRE FILHO et al.,, 2005; MOREIRA, 2005), estabelecendo meios que
possibilitem o conhecimento pratico, a avaliagdo e a possivel apropriacdo do
conhecimento da inoculagio e ou a adog¢do em seus sistemas de produgao.
Quanto ao custo, observa-se que a producdo de determinada leguminosa
com uso de inoculante é muito menor comparado ao sistema em que se usa
adubag¢@o quimica nitrogenada. Para exemplificar, em 2003 a dose do inoculante
custou, em média, R$4,00. O peso da dose e a concentracdo de células variam de
acordo com o fabricante, mas geralmente é de 200 g; o importante ¢ que resulte,
no minimo, em 600.000 células por semente. Esse nimero ¢ obtido pela formula
da Equacdo 1. Uma dose ¢ geralmente suficiente para inocular 50 kg de
sementes que, de modo geral, dependendo da cultivar, sdo suficientes para
semear 1 hectare (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Além disso, os autores
apresentam também que no mesmo ano, foram utilizados 26,4 milhdes de doses
(99% para soja), a um custo de aproximadamente 106 milhdes de reais com

inoculantes, substituindo totalmente a adubagdo nitrogenada para essa cultura.

Cél. por Semente = g de CCI x dose/350; 1
Onde, g de CCI — concentragdo de células no inoculante (n° g);
dose — quantidade em gramas de inoculante utilizado;

350 - numero médio de sementes por saca de 50 kg.

Se a cultura da soja fosse cultivada com o uso de adubagdo quimica

nitrogenada, o custo seria muito alto. Pois, para se produzir cerca de 3 mil kg ha’
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" de grios de soja, requer-se a aplicagido de pelo menos 1.067 kg de ureia para o
fornecimento de 480 kg de N, que destes 240 sdo utilizados pela cultura. O custo
desta adubagdo quimica nitrogenada seria de 170 dodlares por hectare,
inviabilizando economicamente a cultura (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2001). Com a inoculacdo das sementes de soja sdo obtidas produtividade
superior a 3 mil kg ha™' de grios (ZILLI; CAMPO; HUNGRIA, 2010).

Tendo em vista, o exposto, fica evidente que a FBN é um processo
extremamente importante para os ecossistemas e que a tecnologia de inoculagdo
¢ eficiente. Foi destacado também que ha diversas estirpes selecionadas e
aprovadas para varias espécies de leguminosas. Além disso, que a biotecnologia
de inoculagdo estd voltada praticamente a cultura da soja. Por isso, faz-se
necessario a expansdo do uso dessa biotecnologia para outras leguminosas,
principalmente em culturas lavradas por pequenos agricultores, como € o caso
do feijao-caupi. Uma espécie rustica e bem adaptada as diferentes condig¢des
edafoclimaticas do Brasil, com grande capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico em simbiose com bactérias do género Bradyrhizobium. Para que
haja expansdo do emprego da inoculacdo de sementes de feijdo-caupi, portanto,
torna-se necessario a padronizagdo da metodologia de produgdo de inoculantes,
uma vez que a produ¢do industrial ¢ limitada e até o momento ndo tem sido
definida a condi¢do adequada para a produgdo comercial de células para

inoculante de feijao-caupi.

2.5 Caracteristicas gerais e metabdlicas das Bactérias Noduliferas de
Leguminosas (BNL)

As bactérias fixadoras de N, conhecidas comumente como rizobiossao
responsaveis pela FBN em simbiose com leguminosas e caracterizam-se como
micro-organismos gram-negativos (-), bastoneteformes, que podem ser

encontrados naturalmente nos solos dos diversos biomas brasileiros. Quando



42

associado a planta, na forma de bacteroide, inserido no interior do noédulo do
sistema radicular da leguminosa, se estabelece uma relagdo simbidtica,
mutualistica, entre o microssimbionte e a planta. Os principais géneros
simbiontes de leguminosas sdo: Rhizobium, Sinorhizobium, Allorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Devosia, Phyllobacterium, Mesorhizobium,
Methylobacterium, Ochrobactrum (CHEN et al., 2001; MOREIRA, 2008;
MOREIRA et al., 2006; MOULIN et al., 2001). Dentre estes géneros os de
maiores destaque devido ao uso em leguminosas de grande importancia agricola
sdo: Bradyrhizobium e Rhizobium.

Esses micro-organismos fixadores de N, sdo heterotroficos, ndo
esporulantes, com tempo de geracdo de 3-10 horas, variando 3,5 horas para
estirpes do género Rhizobium a aproximadamente 10,0 h em Bradyrhizobium
(BARBERI et al., 2004; BURTON,1984; PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA,
2001) apresentam tamanho variando de 0,5-0,9 um por 1,2-3,0 um, movem-se
por flagelos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; PRADELLA; OLIVEIRA;
URENHA, 2001). As estirpes do género Rhizobium tém crescimento rapido, e
geralmente apresentam reagdo 4acida durante o cultivo promovendo,
consequentemente, a queda do pH do meio de cultura. Enquanto, as estirpes de
Bradyrhizobium sdo denominadas de rizobios de crescimento lento, variando
entre 6 a 10 dias o tempo para aparecimento de colonias visiveis (BURTON,
1984; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 1984; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; PRADELLA;
OLIVEIRA; URENHA, 2001).

Os micro-organismos do solo apresentam alta diversidade e densidade,
resultando em variabilidade de espécies e de caracteristicas genéticas ou
fenotipicas, como morfologicas, bioquimicas, fisiologicas e simbidticas como
descrito em Moreira e Siqueira (2006). Neste grupo altamente diverso, estdo

incluidos os fixadores de N, simbiontes de leguminosas que, por sua vez, sdo



43

bastante diversos em termos fisioldogicos e bioquimicos, caracteristicas que
influenciam em seu crescimento (BEN REBAH et al., 2007).

Considerando o requerimento nutricional, as bactérias fixadoras de
nitrogénio, eram basicamente divididas em dois grupos: de crescimento rapido e
lento (STOWERS, 1985; STOWERS; ELKAN, 1984). No entanto, Stowers
(1985) apresentou, em sua revisdo sobre o metabolismo de carbono em rizobios,
um grupo intermedidrio e atualmente, o grupo de BNL pode ser dividido em
mais de uma categoria, como descrito na Tabela 2. Nessa descricdo as
caracteristicas estdo relacionadas ao crescimento em manitol, mas podem ser

generalizadas para outras fontes de carbono (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Tabela 2 Principais caracteristicas culturais em YMA dos géneros de rizobios

Géneros Caracteristicas
Rhizobium e Colonias circulares com 2 a 4 mm de didmetro. Sdo convexas,
Sinorhizobium translicidas e mucilaginosas. Produz grande quantidade de

polissacarideos extracelulares (EPS). Muitas estirpes apresentam
centro amarelo devido a absor¢do do indicador de pH (azul-de-
bromotimol - AB). Geralmente produz reagdo acida no meio, mas
pode ndo produzir modifica¢do visivel do pH (indicada pelo AB).
Tempo para aparecimento de coldnias isoladas (TACI): 2 a 3 dias
(crescimento rapido).

Mesorhizobium Idem anteriores, mas TACI: 3 a 5 dias (crescimento rapido a
intermediario).

Allorhizobium Idem anteriores, mas colonias 0,5 a 3 mm de didmetro e TACI: 1 a
2 dias (crescimento rapido).

Azorhizobium Colénias circulares, 0,5 mm de didmetro, com coloragdo creme,

muito pouca produgdo de EPS (bem menor que Bradyrhizobium).
Produz reacdo alcalina no meio. TACI: 3 a 4 dias (crescimento
intermediario a rapido).

Bradyrhizobium Colonias circulares, ndo excedem 1 mm quando isoladas. Produgao
de EPS: pouco (geralmente nas estirpes de crescimento muito lento)
a abundante. Geralmente opacas, menos frequentemente
translucidas. Brancas, convexas, textura granular. Produz reagdo
alcalina no meio. TACI: 6 a 10 dias (crescimento lento a muito
lento).

Fonte: Moreira e Siqueira (2006)
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A via metabodlica principal para o catabolismo de carbono é a Entner
Doudoroftf (COHEN, 2011; CONWAY, 1992; POOLE et al., 2008; STOWERS,
1985), representada na Figura 5. Os rizobios sdo capazes de catabolisar uma
grande variedade de compostos de carbono, incluindo compostos pouco comuns
produzidos pela planta. A capacidade de catabolisar diferentes fontes de carbono
confere as estirpes de rizobio uma vantagem competitiva para nodulagdo
(POOLE et al., 2008). Dentre as diversas fontes de carbono, as bactérias do
género Bradyrhizobium podem metabolizar glicose, galactose, gluconato,
glicerol, frutose, arabinose, manitol, succinato, malato, xilitol, lactose e ramnose
(PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA, 2001; STOWERS, 1985; VINCENT,
1970). Em culturas laboratoriais de rizobios, o ciclo do acido citrico funciona

completamente (POOLE et al., 2008).
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Figura 5 Vias metabolicas do catabolismo de carbono em rizébios de crescimento
lento.
Fonte: Stowers (1985)
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As BNL de crescimeno lento, grupo no qual estdo incluidas as bactérias
do género Bradyrhizobium, si3o consideradas mais exigentes em seus
requerimentos de carbono, que as de crescimento rapido (ARIAS; MARTINEZ-
DRETS, 1976; ; DATE, 1976; MARTINEZ-DRETS; ARIAS, 1972). Tais
bactérias apresentam crescimento pouco ou lento em substratos com D-manitol,
maltose e glicose. Estirpes de Bradyrhizobium denominadas Rhizobium
japonicum 532, E45, 566, 587 ¢ uma de R. trifolli apresentaram menor tempo de
crescimento quando cultivadas em meio contendo glicerol, de 5 a 9,2 horas.
Quando cultivadas em meio contendo as fontes de carbono glicose, arabinose,
manitol, galactose ¢ sacarose, o tempo de crescimento foi superior; sendo, por
exemplo, de até 30 horas, quando crescidas em sacarose (ARIAS; MARTINEZ-
DRETS, 1976). No entanto, Bradyrhizobium tem apresentado crescimento
satisfatorio em glicerol, a qual tem se como excelente substrato para rizobios
deste género, além da sua utilizagdo ser muito mais econdomica (LOPRETO;
MAZZA; BALATTI, 1972; MARTINEZ-DRETS; ARIAS, 1972).

O glicerol ¢ um subproduto da sintese de biodiesel que apresenta
potencial para varios setores industriais (Figura 6) ¢ também como substrato
para o crescimento de micro-organismos em processos fermentativos industriais,
0s quais o convertem em produtos de maior valor agregado como etanol e H,
(ITO et al., 2005; MARKOV; AVERITT; WALDRON, 2011; MOTA; SILVA,;
GONCALVES, 2009).
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Figura 6 Principais setores industriais que utilizam glicerina
Fonte: Mota, Silva e Gongalves (2009)

Pelo exposto, observa-se que ha muitas informagdes sobre as
caracteristicas dos rizobios. Os estudos de BNL apresentados ao longo do texto
até este ponto foram desenvolvidos a partir de planejamentos que exigiram
muita m3o de obra, tempo e recursos. Felizmente, com o desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas e planejamentos, como os delincamentos
estatisticos experimentais adaptados a microbiologia é desenvolver varios
trabalhos e obter resultados em menor tempo ¢ com maior confiabilidade.
Sendo, portanto, uma alternativa para otimizacdo dos processos de cultivo

microbiano.

2.6 Otimizacéo de processos

A determina¢do das condi¢des Otimas de crescimento de um micro-

organismo, durante um processo fermentativo, ¢ de suma importancia devido ao
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impacto econdmico e viabilidade operacional da fermentagdo. A otimizagdo do
processo de cultivo microbiano requer o estudo dos pardmetros fisicos, quimicos
e nutricionais. Geralmente, a maioria dos estudos com micro-organismos ¢
realizada por meio da observagdo de um numero reduzido de componentes
nutricionais ou condi¢des de operagdo. No entanto, devido a grande diversidade
de interacdes entre os componentes do meio, as caracteristicas metabdlicas das
células e os aspectos bioquimicos e fisicos envolvidos nos sistemas de cultivo, a
modelagem detalhada ndo ocorre satisfatoriamente. Os estudos com sucessivas
alteragdes nos niveis das variaveis, muito comuns, ndo permitem a realizacdo de
uma combinagdo adequada. Além disso, sdo constituidos por um grande nimero
de ensaios, que além de trabalhosos, podem levar a ma interpretacdo dos
resultados, uma vez que a interacdo entre os fatores é negligenciada (ABDEL-
FATTAH et al.,, 2005; DUTA; FRANCA; LOPES, 2006; HE et al., 2004; PAL;
KHANUM, 2011; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

E importante enfatizar também, que nos sistemas bioquimicos que
envolvem multiplas varidveis, as quais sdo potencialmente influentes nos
processos, nem sempre ¢ possivel se verificar quais os mais importantes
(KALIL; MAUGERI; RODRIGUES, 2000). Sendo assim, faz-se necessario
submeter o processo a uma triagem inicial prévia a otimizagao. O estudo para a
defini¢do da melhor condi¢do de crescimento e as necessidades nutricionais de
um micro-organismo requer que a taxa de seu crescimento seja quantificada na
presenca de um determinado nutriente ou de condigdo especifica. Se a falta do
nutriente especifico ou condicdo a qual o organismo estd exposto altera,
diminuindo a velocidade de crescimento, deduz-se que esses componentes sao
fatores limitantes. Uma vez que os fatores limitantes sdo estabelecidos, estuda-se
sua influéncia sobre a produg¢do de um determinado componente metabdlico,
como pigmentos, proteinas, lipidios e exopolissacarideos (BEARDALL;

YOUNG; ROBERTS, 2001; SCHIAVAO-SOUZA et al., 2007).
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A defini¢do das condigdes 6timas da producdo de biomassa microbiana
envolve diversas varidveis e requer a execugdo de varios ensaios laboratoriais. O
método classico requer grande nimero de experimentos para determinagdo dos
niveis 6timos de cada fator, e além de ser uma técnica demorada e onerosa, pode
ndo mostrar as interagdes entre os componentes do processo. Uma alternativa
para resolver esses problemas ¢ efetuar a otimizagdo utilizando planejamentos
experimentais estatisticos que visem a reducdo do nimero de ensaios ¢ a
observacdo do efeito combinado de todos os fatores envolvidos no processo de
formagdo de biomassa. Para uma otimiza¢ao confidvel, o primeiro passo deve
ser a selecdo das variaveis importantes, buscando-se a estimativa dos niveis
ideais dessas variaveis. O Plackett-Burman ¢ um tipo de planejamento que pode
fornecer estas estimativas e auxiliar na reducdo do nimero de ensaios
experimentais, através de analises de diferentes variaveis. O segundo passo do
processo seria a otimizagdo das varidveis selecionadas no Plackett-Burman,
utilizando um planejamento fatorial, por exemplo, o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), ¢ analisando pela Metodologia de Superficie de
Resposta (RSM) (BOX; WILSON, 1951; COCHRAN; COX, 1966;
PLACKETT-BURMAN, 1946; RODRIGUES; IEMMA, 2009). Finalmente,
realizam-se os ensaios de validagdo experimental (KALIL; MAUGERI;
RODRIGUES, 2000; PAL; KHANUM, 2011; RODRIGUES; IEMA, 2009).

O delineamento estatistico experimental Plackett-Burman ¢ uma técnica
muito utilizada para a selecdo de variaveis independentes que interferem
significativamente em um processo, mostrando quais fatores apresentam efeitos
estatisticos significativos sobre as variaveis respostas (PLACKETT-BURMAN,
1946). Esta selecdo possibilita a realizagdo de uma triagem inicial de um
processo, reduzindo o numero de variaveis, inferindo quais as mais significativas
(KALIL; MAUGERI; RODRIGUES, 2000; RODRIGUES; IEMA, 2009). Este

tipo de planejamento tem sido utilizado para estudo de processos envolvendo
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diversos tipos de micro-organismos. Os estudos vao desde a produgdo de
biomassa, enzimas, producdo de bebidas e alimentos fermentados, até a
producdo de hidrogénio para fornecimento de energia (ARNTHONG et al.,
2010; DAVILA-VAZQUEZ et al., 2008; PURAMA; GOYAL, 2008;
SHARMA; SATYANARAYANA, 2006).

Apoés a triagem das variaveis do processo, adota-se algum tipo de
planejamento mais detalhado, como um planejamento fatorial completo com
ponto central. O planejamento fatorial ¢ empregado para se obter as melhores
condigdes operacionais de um sistema sob estudo, realizando-se um numero
menor de experimentos quando comparado com o processo univariado de
otimizacdo do processo. O planejamento fatorial determina quais os fatores
apresentam efeitos relevantes na resposta e, também, como o efeito de um fator
varia com os niveis dos outros. Além disso, o planejamento fatorial permite
avaliar as interacdes entre diferentes fatores. Essas interagdes sdo a principal
componente de muitos processos de otimizagdo. Sem o uso de planejamentos
fatoriais de experimentos, importantes interagcdes de fatores ndo sdo detectadas e
a otimizacdo maxima do sistema pode levar mais tempo para ser alcangada
(BRASIL et al., 2006; BRASIL et al., 2007).

Recentemente, tém sido realizados varios estudos com micro-
organismos, com intuito de otimizar as condi¢des de cultivo ou o meio de
cultura, para obtencdo de algum metabdlico de interesse e/ou biomassa,
utilizando planejamentos estatisticos experimentais sequenciais. Muitos dos
trabalhos de otimizacao de processo sdo constituidos por uma triagem inicial,
seguidos por algum delineamento completo, como o DCCR, e os resultados sdo
analisados pela Metodologia de Superficie de Resposta. Os autores Pal e
Khanum (2011) trabalharam com Aspergillus flavus para a produgdo da enzima
xilanase, demonstrando que uso dos modelos estatisticos propiciou um aumento

de até 4 vezes a producdo enzimatica.
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Ha estudos sobre rizobios, desde a selecdo de estirpes, a defini¢do dos
componentes do meio de cultivo até a produgdo de inoculantes (BARBERI et al.,
2004; BISSONNETTE; LALANDE;BORDELEAU, 1986; FRANKENBERG,
1990; KREMER; PETERSON 1983; MACCIO et al., 2002; SHERWOOD,
1972; SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002). Nestes estudos, geralmente, a
otimizagdo de variaveis independentes, tais como, fonte de carbono, nitrogenio,
fatores de crescimento, e condi¢des de cultivo, como pH, temperatura e agitagao,
entre outros, ocorre de forma isolada. Para analisar o efeito de uma variavel
independente, fixa-se todas as outras em determinado nivel, o que demanda mais
tempo e maior custo para a realizacdo do estudo. Além disso, quando os
experimentos sdo baseados na otimizacdo de fatores isolados, mantendo os
outros em niveis ndo especificados constantes, ndo se consegue o efeito
combinado de todos os fatores envolvidos no processo (RODRIGUES; IEMMA,
2009). Recentemente, tem sido notado uma tendéncia ao uso de planejamentos
estatisticos no estudo de rizobios para a padronizagdo de meio de cultura

(ROJAS; GARRIDO; BONILLA, 2009; ROUSSI et al., 2010).
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

A simbiose rizobio-leguminosa é uma interagdo importante para a
manutencdo dos ecossistemas e produgdo agricola. A produgdo agricola ¢
diretamente beneficiada, principalmente pelo uso da biotecnologia de
inoculacdo, com a adi¢do de rizobios selecionados para a leguminosa especifica.
Essa biotecnologia € de baixo custo e sem impacto ambiental negativo. A cultura
do feijdo-caupi pode ser beneficiada com uso de inoculantes, de forma que
promova o aumento de produtividade e reducdo nos custos de produgdo.

O processo de produgdo de células ndo esta definido para algumas
estirpes de rizobios, como ¢é o caso de estirpes que sdo selecionadas para cultura
de pouca expressao econdmica-empresarial. Como exemplos de estirpes
selecionadas, de comprovada eficiéncia em simbiose com feijdo-caupi, sdo
citadas a INPA 3-11B e UFLA 3-84, ambas ja estdo aprovadas pelo MAPA, para
a producdo de inoculantes.

Outro aspecto importante, que vale ser destacado ¢ o fato que os estudos
com micro-organismos, utilizando de planejamentos tradicionais requerem a
realizagdo de um grande numero de ensaios que oneram o processo. No entanto,
existem metodologias que favorecem a investigacdo cientifica, otimizando o
processo de producdo de células constituido por menor numero de ensaios
laboratoriais, reduzindo custo ¢ mdo de obra e possibilitando ainda, uma
interpretacdo dos resultados com maior confiabilidade e clareza, por meio de
estudos estatisticos sequenciais que possibilitam a andlise da intera¢do dos

fatores durante todo processo.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi otimizar as condi¢gdes de cultivo da estirpe de
Bradyrhizobium INPA 03-11B, aprovada como inoculante para a cultura do
feijdo-caupi. Partindo-se de um meio de cultura liquido ja utilizado para a
producdo industrial, foi realizada uma estratégia seqiiencial de planejamentos
experimentais para a otimiza¢do do crescimento celular. Inicialmente, foi
utilizado o delineamento de Plackett-Burman para avaliar as seguintes variaveis:
temperatura, agitagdo, glicerol, extrato de levedura, % de inéculo e pH. Foram
selecionadas duas variaveis (agitagdo e concentracdo do extrato de levedura); a
agitacdo por apresentar efeito estatisticamente significativo sobre o crescimento
celular, e o extrato de levedura por apresentar efeito proximo da significancia e
importdncia no metabolismo bacteriano. Em seguida, utilizando um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), os resultados foram
otimizados por meio de Superficies de Resposta. Populagio superior a 1,0 x 10"
UFC mL™" apds 120h foi obtida utilizando o meio de cultura composto por:
glicerol, 8,0 g L' extrato de levedura, 5,0 g L' K,HPO,, 0,5 g L'
MgS0,.7H,0, 0,2 g L'; NaCl, 0,1 g L'; KNO3, 0,8 g L™'; (NH,),HPO,, 0,3 g L
"¢ FeCl; (10%), 0,1 mL L' e MnSO, (10%), 0,1 mL L"'. Os melhores
resultados da produgdo biomassa foram observados quando a faixa Otima de
agitagdo situou-se entre 170 e 180 rpm e a concentragdo de extrato de levedura
foide 5gL".

Palavras-chave: Bradyrhizobium INPA 03-11B, inoculante, Plackett-Burman,
Metodologia de Superficie de Resposta.
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ABSTRACT

The aim of this work was to optimize growing conditions of the
Bradyrhizobium strains INPA 03-11B, approved as inoculant for the cultivation
of cowpea. Starting from a liquid culture medium already been used for
industrial manufacturing, it was performed a sequential strategy of experimental
design to optimize rhizobial cell growth. Initially was used the Plackett-Burman
design for evaluating the following variables: temperature, agitation, glycerol,
yeast extract, % of inoculum and pH. The variables agitation and yeast extract
were selected by statistically significant effect on cell growth (in the case of
agitation) or by effect close to significance and importance in bacterial
metabolism (in the case of yeast extract). Using a Central Composite Rotational
Design (CCRD) and response surface methodology, the results were optimized.
Population above 1.0 x 10" CFU mL™" after 120 hours was obtained using the
culture medium composed of: glycerol (8.0 g L™); yeast extract (5.0 g L);
K,HPO,4 (0.5 g L™"); MgS0,.7H,0 (0.2 g L™); NaCl1 (0.1 g L™); KNO; (0.8 g L™");
(NH,),HPO, (0.3 g L"), and FeCl; the 10% (0.1 mL L") and MnSO, the 10%
(0.1 mL L™). The better results of biomass production were observed when the
range of agitation was between 170 and 180 rpm and the concentration of yeast
extract of 5.0 g L.

Keywords: Bradyrhizobium INPA 3-11B, inoculant, Plackett-Burman, Central
Composite Rotatable Design (CCRD).
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Introducao

A simbiose rizobio-leguminosa desempenha importante papel na
agricultura ¢ no meio ambiente. Nesta simbiose, a fixa¢do bioldgica de
nitrogénio atmosférico (FBN), processo ecoldgica e economicamente vantajoso,
pode substituir os onerosos adubos quimicos nitrogenados. Os beneficios da
FBN podem ser maximizados ou direcionados para culturas de interesse através
da pratica de inoculagdo de leguminosas com rizobios selecionados. No Brasil, o
melhor exemplo de utilizagdo deste processo ¢ a cultura da soja, na qual a
adubagdo quimica nitrogenada ¢é totalmente substituida pela utilizagdo de
inoculantes contendo bactérias do género Bradyrhizobium. Isso proporcionou,
apenas na safra 2006/2007, uma economia de aproximadamente 3,3 bilhoes de
dolares (MOREIRA, 2008).

Embora, no Brasil existam estirpes selecionadas e aprovadas para a
producdo de inoculantes para cerca de 100 espécies de leguminosas, incluindo o
feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), poucas estirpes sdo utilizadas para
a producdo de inoculantes, cujo uso ¢ restrito praticamente a soja. De
aproximadamente 26 milhdes de doses de inoculantes (produzidas no Brasil e
importadas) comercializados em 2003, 99 % foram para a cultura da soja e
apenas 1 % para as outras espécies, especialmente para o feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O sucesso da tecnologia de
inoculacdo na soja pode estar relacionado ao fato de ser uma cultura de
exportagdo, que tem recebido investimentos consideraveis em pesquisa ao longo
do tempo, por parte do governo e empresas, visando o melhoramento genético
da planta e melhor aproveitamento da FBN, o que ndo ocorreu com outras
culturas brasileiras.

O feijdo-caupi € uma das espécies vegetais com alto potencial de ser

nutrida com N através do processo FBN utilizando estirpes selecionadas. Para
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esta cultura existem estirpes eficientes selecionadas, e que ja sdo aprovadas pelo
Ministério da Agricultura Abastecimento e Pecuaria (MAPA) para a produgao
de inoculantes (LACERDA et al., 2004; BRASIL, 2011; SOARES et al., 2006).
O feijao-caupi € uma espécie rustica, bem adaptada as diferentes condi¢des
ambientais do Brasil e que apresenta excelente valor nutritivo, sendo de grande
valor estratégico (FREIRE-FILHO et al., 2005) para economia do Pais. Estudos
j4 demonstraram que essa cultura pode ser beneficiada pela FBN, com aumentos
significativos na produtividade, principalmente considerando que o rendimento
médio nacional ¢ muito baixo, cerca de 500 kg ha”. Em campo, por meio da
inoculagdo com estirpes selecionadas e adubacdo basica com fosforo e potassio,
no Sul de Minas, os rendimentos variaram entre 900 kg ha” e 1.300 kg ha™
(LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006).

As estirpes bacterianas atualmente aprovadas pelo MAPA como
inoculantes para feijdo-caupi sdo os microssimbiontes: UFLA 3-84 ¢ INPA3-
11B (LACERDA et al., 2004; SOARES et al., 2006; BRASIL, 2011) e a BR
3267 (MARTINS et al.,, 2003). As estirpes UFLA 3-84 ¢ INPA3-11B
demonstraram alto potencial de fixacdo em simbiose com feijdo-caupi nas
regides Nordeste, Norte e Centro Oeste. No Piaui foram obtidos rendimentos de
grios de 1.370 kg ha" com UFLA 3-84 ¢ 1.950 kg ha”' com a INPA 03-11B
(ALMEIDA et al., 2010) e 1.223 kg ha"' com a INPA 03-11B (COSTA et al.,
2011). Sousa e Moreira (2011) obtiveram rendimento de aproximadamente 900
kg ha™! com a estirpe INPA 03-11B, em Confresa — MT. Zilli et al., (2009) com
a mesma estirpe no estado de RR, em area de mata alterada e cerrado obtiveram
rendimentos de 1.759 e 1.104 kg ha, e 1.653 ¢ 1728 kg ha™, nos anos agricolas
2005 ¢ 2006 respectivamente.

Embora, tenham sido bem estudadas desde o principio de selecdo e
demonstrado seu alto potencial de fixagdo no campo, o processo de obtengdo de

células das estirpes inoculantes de feijao-caupi em escala industrial ainda nao
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esta definido, ou é desconhecido. Além disso, elas ndo tém sido utilizadas para a
producdo de inoculantes em escala comercial, pois o feijdo-caupi ¢
predominantemente cultivado por pequenos agricultores, sendo, portanto um
mercado potencial do varejo e ndo de atacado que é mais vantajoso para o setor
industrial. Assim, sua produc¢ao e disponibilizagdo poderiam ser viabilizadas, por
exemplo, por pequenas empresas incubadas nas institui¢cdes publicas de ensino e
pesquisa em ciéncias agrarias, geralmente localizadas em centros de producao
agricola. Assim existe a necessidade de serem definidas as condi¢des otimas de
producgdo de biomassa para a elaboragcdo do inoculante e sua disponibilizacdo
para uso na agricultura. As definicdes das condi¢cdes dependem do estudo de
varios fatores que estdo envolvidos no processo de cultivo bacteriano em larga
escala.

A defini¢do das condig¢des 6timas da produgdo de biomassa microbiana
envolve diversas varidveis e requer a execugdo de varios ensaios laboratoriais. O
método classico requer grande niimero de experimentos para determinagdo dos
niveis 6timos de cada fator e, além de ser uma técnica demorada e onerosa, pode
ndo mostrar as interagdes entre os componentes do processo. Uma alternativa
para resolver esses problemas ¢ efetuar a otimizagdo utilizando planejamentos
experimentais estatisticos que visem a redu¢do do numero de ensaios e a
observacdo do efeito combinado de todos os fatores envolvidos no processo de
formacao de biomassa. Para otimizagdo confidvel, o primeiro passo deve ser a
selegdo das varidaveis mais importantes, buscando-se a estimativa dos niveis
ideais dessas variaveis (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

A selecdo das varidveis pode ser feita utilizando o delineamento
estatistico Plackett-Burman, que ¢ um tipo de planejamento fatorial incompleto
utilizado para indicar quais variaveis dentro de um grupo exercem efeitos
estatisticamente significativos sobre uma varidvel resposta (RODRIGUES;

IEMMA, 2009). O segundo passo do processo ¢ otimizar as varidveis
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selecionadas no Plackett-Burman, utilizando um planejamento fatorial completo,
como, por exemplo, o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e
analisando-se pela Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) (BOX;
WILSON, 1951; COCHRAN; COX, 1966). Na ultima etapa, realizam-se os
ensaios de validagcdo experimental (KALIL; MAUGERI; RODRIGUES, 2000;
RODRIGUES; IEMMA, 2009).

H4é estudos sobre rizobios, desde a sele¢do de estirpes e defini¢do dos
componentes do meio de cultivo, até a producdo de inoculantes (SHERWOOD,
1972; KREMER; PETERSON, 1983; BISSONNETTE; LALANDE;
BORDELEAU, 1986; FRANKENBERG, 1990; MACCIO et al, 2002;
SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002; BARBERI et al., 2004). Nestes
estudos, geralmente a otimizagdo de variaveis independentes tais como fonte de
carbono, nitrogenio, fatores de crescimento e condi¢des de cultivo, como pH,
temperatura e agitagdo, entre outros, ocorre de forma isolada. Para analisar o
efeito de uma variavel independente, fixam-se todas as outras em determinado
nivel, o que demanda mais tempo e maior custo para a realizagdo do estudo.
Além disso, quando os experimentos sdo baseados na otimizacdo de fatores
isolados, mantendo os outros em niveis ndo especificados constantes, ndo se
consegue o efeito combinado de todos os fatores envolvidos no processo
(RODRIGUES; IEMMA, 2009). Recentemente, tem-se utilizado planejamentos
estatisticos no estudo de rizébios para a padronizagdo de meios de cultura
(ROJAS; GARRIDO; BONILLA, 2009; ROUSSI et al., 2010).

O presente trabalho teve como objetivo otimizar o processo de producao
de inoculante com a estirpe de Bradyrhizobium INPA 03-11B, aprovada como
inoculante de feijdo-caupi, testando diferentes niveis de glicerol, extrato de
levedura, porcentagem de in6culo, pH inicial do meio e condi¢des de incubagdo,

utilizando planejamentos experimentais estatisticos.
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Material e Métodos

O trabalho foi constituido por 27 ensaios, realizados em trés etapas de
cultivo da estirpe INPA 03-11B do género Bradyrhizobium, um microsimbionte
de feijao-caupi. A primeira etapa constituiu-se de 15 ensaios, para a triagem de
variaveis importantes no processo de crescimento celular, sendo trés
representando o ponto central. Na segunda etapa, duas varidveis foram
escolhidas ¢ 11 ensaios foram realizados para identificar o nivel 6timo das
varidveis significativas para promover a melhor produgdo de biomassa. A tltima
etapa foi constituida por um ensaio com trés repeti¢des para a validagdo do

modelo otimizado.

Micro-organismo e sua origem

A estirpe de Bradyrhizobium sp. INPA 03-11B (acesso genbank:
EF158575) (Tabela 1), pertence a Familia Bradyrhizobiaceae, Filo a-
Proteobacteria, Dominio Bacteria. E uma estirpe aprovada para a produgio de
inoculante para feijdo-caupi pelo MAPA (Ministério de Agricultura,
Abastecimento e Pecuaria). Foi isolada de Centrosema sp., em solo da
Amazonia (MAGALHAES, 1986), tendo sido selecionada inicialmente a partir
do cultivo em vasos com substrato estéril, em 1982, no INPA (Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia), localizado em Manaus e, posteriormente em Minas
Gerais em condi¢des axénicas, em vasos com solo e no campo, na UFLA

(LACERDA et al., 2004; MOREIRA, 2005; SOARES et al., 2006).
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Tabela 1 Identificagdo, origem (sistema de uso/estado) e caracteristicas culturais
da estirpe estudada (LACERDA et al., 2004)

Designagao Caracteristicas culturais em placa
Identificagdo =~ SEMIA Origem TACIT D? P’ Al Cor
INPA 03- 6462 Terra 7 1 Alcalino Nao Branca
11B firme/AM

"Tempo em dias para aparecimento de coldnias isoladas, “didmetro da coldnia, “rea¢io
do meio de cultivo apds crescimento de colonias e “absor¢io de indicador do meio de
cultivo.

Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: meio 79 (FRED;
WAKSMAN, 1928), também conhecido como YMA (VINCENT, 1970), com
azul de bromotimol e pH 6,8; e 0 meio industrial proposto por Lopreto; Mazza;
Balatti (1972) , acrescido de 5 mL de solugdo de micronutrientes de Zabriskie et
al., (1980), com composi¢do por litro: 0,22 g de ZnSO,4.7H,0; 0,55 g de CaCly;
0,50 g de MnCly; 0,50 g de FeSO4; 0,1 g L' de (NH4)sMo0,0,4.4H,0; 0,16 g de
CuSO4 ¢ 0,16 g de CoCl,., As composi¢des dos meios de cultura e

especificagdes de cada reagente encontram-se descritas nas Tabelas 2 e 3.

Producdo do in6culo e inoculacéo

A estirpe INPA 03-11B foi previamente crescida no meio de cultura
solido, contido em placa de Petri, incubada a 28 °C, durante cinco dias. Apods a
etapa de crescimento da estirpe em placas, foi retirada uma al¢ada e adicionada a
100 mL de meio liquido de Lopreto, com pH entre 6,8 ¢ 7,0, contido em
Erlenmeyers de 250 mL (LOPRETO; MAZZA; BALATTI, 1972 ). Em seguida,
as culturas foram incubadas a 28 °C, sob agitagcdo constante de 120 rpm, durante

5 dias. Todo o procedimento foi realizado assepticamente e em trés repetigoes.



Tabela 2 Composigdo dos meios de cultura utilizados para cultivo em placas e fermentacdo em meio liquido

79 Lopreto; Mazza; Balatti (1972)

Componentes Quantidade L™ Componentes Quantidade L'
CsH 406 (manitol) 10g C;H;0; (glicerol) 10,0 g
Extrato de levedura 04¢g Extrato de levedura 40¢g
K,HPO, a 10% 1 mL K,HPO, 05¢g
KH,PO, a 10% 4 mL MgS0,4.7H,0 02¢g
MgS0,4.7H,0 a 10% 2mL NaCl 0,l1g
NaCl a 10% 1 mL KNO; 0,8¢g
e Bl s e,
Agar 15¢g FeCl;a 10% 0,1 mL

MnSO4a 10 % 0,1 mL
pH 6,8 pH 6,8

yL



Tabela 3 Reagentes utilizados para o preparo do meio de cultura e solugdo de micronutrientes (ZABRISKIE et al.,
1980) para o cultivo da estirpe de Bradyrhizoium INPA 3-11B, apresentando marcas € composi¢cdo

Composicao (%)

Meio Lopreto

Teor N K Na Cl 'MP Fe Ca PO, SO, Mn Mg Lote

C;H;0s5 (glicerol)- VETEC 99,5 - - - 0,003 0,0002 - - - 0001 - - 0904114
2Ext/o Levedura —-HIMEDIA 10,5 33,8 - - - - - - - 0000073119
K,HPO, — SYNTH 98,0 0,001 - - 0,01 0,0005 0,001 - - - - - 107784
MgSO,.7H,0 — VETEC 98,0 *0,004 0,005 0,005 0,0005 0,0005 0,0005 0,02 - - 0,0005 - 0903528
NaCl - ISOFAR 99,0 *0,004 0,005 - - 0,0005 0,0002 0,002 0,0005 0,004 - 0,001 091418
KNO; — VETEC 99,0  *- - 0,005 0,002 0,0005 001 0,01 00005 0,003 - 0,01 0903403
(NH,4),HPO, — VETEC 98,0 *0,008 0,005 0,005 0,001 0,001 0,001 0,001 - 0,01 - 0,0005 0905147
FeCl;6H,0 — VETEC 97,0 *0,01 - - - - 0,002 - 0,01 0,01 - - 1000608
MnSO,.H,0 — VETEC 98,0 - 0,01 0,05 0,005 0,002 0002 0,005 - - - 0,005 0602324
Solugdo Zabriskie et al., (1980)

ZnS0,.7H,0 — VETEC 99.0 0,003 001 0,05 0,0005 0003 0,001 0005 - - 0,0003 0,005 0900199
CaCl,.2H,0 —PROQUIMIOS 74,0 0,008 0,01 0,02 - 0,0005 0001 - - 0,01 - 0,005 08/0055
MnCl,.4H,0 — VETEC 99,0 - 0,01 0,05 - 0,0005 0,0005 0,005 - 0,005 - 0,005 0703865
FeSO,— VETEC 99,0 - - - 0,001 - 0,2 - 0001 - 0,05 - 1001685
(NH4)sM070,4.4H,0 ~-SYNTH 81,0 0,003 - - 0,002 0,001 - 0,001 0,001 0,02 - - 113677
CuS0,.5H,0 - MERCK 99,0 0,001 0,001 0,005 0,0005 0,005 0,003 0,001 - - - - A779290
CoCl,.6H,0 — CINETICA 98,0 - - - - - - - - 0,01 - - 15565

* compostos nitrogenados, como NOj;, NOs, NHy; "MP: metais pesados como Pb. 250 g NaCl; >N a-amino;

SL
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O procedimento de inoculagdo foi realizado através da adigdo de
aliquotas do indculo com densidade 6ptica a 600nm padronizado a 0,4, contendo
10° UFC mL™, em Erlenmeyer (500 mL), contendo 300 mL de meio Lopreto. O
volume de indculo adicionado ao meio foi de acordo com o determinado nos

planejamentos experimentais.

Avaliacdes realizadas

A partir de todos os ensaios, foram realizadas as seguintes
determinagdes: biomassa celular (peso seco de células em g L™); Produtividade
(Log UFC L h'); e contagem (UFC mL"), pelo método da inoculagio de
microgotas (MILES; MISRA, 1938).

As avaliagdes foram realizadas de 24 em 24 horas, a partir de Oh. Para
determinar a biomassa celular foram coletadas aliquotas de 2 mL das amostras, a
partir do momento da inoculagdo, até o décimo dia de cultivo. A determinacao
da biomassa celular foi realizada mediante a centrifugagdo de amostra de 0,5 mL
do meio, em microtubos (2 mL), centrifugada a 4°C a 8.176 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi separado e ressuspendido novamente em 1,5 mL de tampao
salino-fosfato, constituido por 0.43 g de NaH,POy,, 1.48 g de Na,HPO4 ¢ 7.2 g de
NaCl por litro, por trés vezes (PUVANESARAJAH et al., 1987). O precipitado
(células precipitadas) foi colocado em estufa de secagem a 60°C, por 3 dias até
atingir peso constante. Decorrido esse periodo, procedeu-se a pesagem.

A cada 24 horas, foram retiradas aliquotas de 1 mL para contagem de
unidades formadoras de colénia (UFC mL™). Foram realizadas dilui¢des
decimais seriadas e inoculadas em Placas de Petri contendo meio 79, em
triplicata. As culturas foram incubadas a 28 °C por 10 dias (MILES; MISRA,

1938), e em seguida, avaliado quanto ao niimero de UFC mL"™.
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Procedimento de otimizagao e delineamento experimental

Triagem das variaveis que afetam a producéo de inoculante

A primeira etapa do estudo consistiu em identificar as variaveis do
processo que tem efeito significativo na producdo de células para inoculante.
Foram estudadas as varidveis pH, temperatura, fonte de carbono (glicerol),
extrato de levedura, indculo e agitagdo, por meio do delineamento experimental
estatistico Plackett-Burman de 12 ensaios e 3 pontos centrais (PLACKETT;
BURMAN, 1946; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Na Tabela 4 ¢ apresentada a faixa de valores investigada para cada
variavel independente, em valores codificados e reais. Cada varidvel
independente foi testada com dois niveis, alto e baixo, os quais foram
denominados de “1” e “-17, respectivamente, e foram feitas trés repeti¢des no
ponto central “0”. Para analisar os resultados dos ensaios foi utilizado o software
STATISTICA 8.0 (STATISTICA, 2008). A importancia do efeito de cada
variavel na producdo de células foi medida avaliando-se o p-valor, sendo

considerados efeitos estatisticamente significativos os valores menores que 0,10.

Tabela 4 Valores das varidveis do planejamento do tipo Plackett-Burman e seus
respectivos niveis codificados para a producdo de células da estirpe
INPA 03-11B do género Bradyrhizobim sp.

Varidveis Codigo -1 0 1
Temperatura (°C) X4 28 30 32
pH X 52 6,0 6,8
Glicerol (g L-1) X3 8 10 12
Ext. Levedura (g L-1) X4 2 4 6
Inoculo (%) X5 4 7 10

Agitagdo (rpm) Xe 80 140 200
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Delineamento Composto Central Rotacional e anélise estatistica

A partir do Delineamento Plackett-Burman, duas varidveis foram
selecionadas, agitagdo e concentragdo de extrato de levedura e a faixa otima de
seus valores foi investigada. Em seguida, foi elaborado um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para essas duas varidveis, em cinco
niveis, para estudar a interacdo das variaveis em relagdo a producao de células,
avaliado pela biomassa celular seca, contagem em placa de Petri, e
produtividade de log UFC mL™" (Px), calculada pela equagio 1.

O delineamento DCCR, seguiu uma matriz de dados constituida por 4
pontos fatoriais, 4 pontos axiais e trés pontos centrais, totalizando 11 ensaios
(RODRIGUES; IEMMA, 2009). Os niveis das variaveis foram alterados a partir
dos resultados obtidos no delineamento anterior. Foram executadas trés
repeticdes do ponto central para dar a estimativa do erro experimental. Os
valores codificados e reais das varidveis independentes encontram-se na Tabela
5. Os pontos experimentais foram planejados objetivando a avaliagdo de modelo
quadratico. O ajuste do modelo foi verificado pelo coeficiente de determinagéo
(R? e pela significancia do teste F para a regressdo por meio da Analise de
Variancia (ANOVA). Os resultados foram analisados com o software
STATISTICA 8.0, ¢ as condigdes Otimas foram determinadas usando-se a
metodologia de superficie de resposta (MSR).

Px = (log UFC mL" z— log UFC mL™"))/ t
(1),
Onde UFC mL'; — contagem de unidades formadoras de colonias no final do
crescimento celular (x 10°);
UFC mL" | - contagem de unidades formadoras de colonias no inicio do
crescimento celular;

t = tempo final de crescimento celular (h).
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Tabela 5 Niveis codificados e reais para os fatores agitagdo e concentracdo de
extrato de levedura usadas no delineamento experimental DCCR para
a producdo de células da estipe INPA 3-11B de género
Bradyrhizobium sp.

Variavel Codigo -1,41 -1 0 1 141
Agitacdo (rpm) X 130 140 165 190 200
Ext. de Levedura (g L'l) X5 0,0 0,9 3,0 51 6,0

Curvas de crescimento da estirpe INPA 03-11B

As curvas de crescimento para os 11 ensaios foram realizadas a partir
das médias do Log de UFC mL", plotando-se os valores observados, a partir de
Oh, de 24 em 24 horas, até 240 horas de cultivo da bactéria. O tempo de geracdo
de todos os ensaios, foi obtido dividindo-se um intervalo de tempo especifico
(entre 0 e 48 horas) em horas (na fase log) pelo nimero de geragdes calculado de
acordo com as equagdes utilizadas por FRANKENBERG; FREIRE; THOMAS
(1995) para avaliar os parametros a partir de processo fermentativo na produgao
de inoculantes e apresentadas por Madigan et al., (2009). Os parametros foram
calculados de acordo com as Equagdes 2 e 3, a seguir:
tg=t/n, )
Onde,

t = tempo de crescimento exponencial em horas
n=numero de geragdes no periodo crescimento exponencial limitado

n=log N — log No/log2, n=1log N — log N¢/0,301
3)

Onde,

n= nimero de geragdes

N = numero final de células

No= numero inicial de células, na fase logaritmica
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Validacéo experimental das condi¢des otimizadas

Para validar as condi¢des de otimizagdo do processo de produgdo de
inoculante foi realizado um ensaio, com trés repeticdes, na regido de maior
biomassa seca. Este ensaio objetivou confirmar os resultados das analises da

metodologia de superficie de resposta a partir do DCCR.

Resultados e Discussao

Avaliacéo dos fatores que afetam a producéo de inoculante

Os resultados da triagem das variaveis estdo apresentados na Tabela 6,
onde consta a planilha de delineamento Plackett-Burmam (PB) de 15 ensaios,
em valores codificados e reais com as seis variaveis independentes (X; a Xg) €
os resultados das 2 variaveis dependentes (biomassa ¢ log UFCmL™).

Na Tabela 7 encontram-se as analises dos resultados de biomassa e log
de UFC. Por meio da analise de variancia foi observado que dentre as seis
variaveis estudadas na triagem pelo Plackett-Burman, apenas a agitagdo
apresentou efeito estatisticamente significativo, ao nivel de 10% de
significancia, para ambas as respostas, sendo o coeficiente de determinagdo (R%)
0,72 para biomassa seca e 0,84 para log de UFC. Dentre as demais variaveis, o
extrato de levedura foi o que mais interferiu no processo de produgdo de
biomassa, pelos resultados da analise de biomassa seca, tendo um p-valor de
0,283 (Tabela 7). As duas varidveis apresentaram efeitos positivos, significando

que um aumento de seus valores, provocou aumento na biomassa.
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Tabela 6 Delineamento Plackett-Burman (PB) mostrando as seis varidveis com
valores reais e os resultados observados na producdo de células da

estirpe de Bradyrhizobium INPA 3-11B

Variaveis
Ensaios Independentes Dependentes
Biomassa Log UFC

X, X, X, X, X X (gL mL"'
1 1(6,8) -1(28) 1(12,00) -1(2,0) -1(40) -1(80) 1,10 9,52
2 16,8 1(32) -1(8,00 1(6,00 -1(4,00 -1(80) 1,54 9,58
3 -1(52) 1(32) 1(12,00 -1(2,0) 1(10,0) -1(80) 1,24 9,48
4 1(6,8) -1(28) 1(12,00 1(6,0) -1(4,00 1(200) 3,68 10,01
5 16,8 1(32) -1(8,00 1(6,00 110,00 -1(80) 1,47 9,35
6 1(6,8) 1(32) 1(12,00 -1(2,0) 1(10,0) 1(200) 2,56 10,23
7 -1(52) 1(32) 1(12,00 1(6,00 -1(4,0) 1(200) 2,48 10,21
8 -1(52) -1(28) 1(12,0) 1(6,0) 1(10,0) -1(80) 1,04 9,45
9 -1(52) -1(28) -1(8,0) 1(6,00 1(10,0) 1(200) 2,62 10,05
10 1(6,8) -1(28) -1(8,0) -1(2,0) 1(10,0) 1(200) 2,28 10,05
11 -1(,2) 132 -1(8,0) -1(2,00 -1(4,0) 1(200) 2,12 10,03
12 -1(,2) -1(28) -1(8,0) -1(2,00 -1(4,0) -1(80) 1,30 9,40
13 0(6,0) 0(0) 0(10,00 0(4,00 0(7,0) 140 3,12 9,85
14 0(60) 0@30) 0(10) 04,00 0(7,0 140 2,64 10,16
15 0(6,0) 0(30) 0(0) 04,0 0(7,0 140 2,30 10,04

X =pH; X, = temperatura; X; = glicerol (g L-1); X, = extrato de levedura (g L-1); Xs =
Volume de inéculo (%); X = agitagdo (rpm).

Analisando-se a Tabela 6, verificou-se que a biomassa seca variou de

1,04 g L' (ensaio 8) a 3,68 g L (ensaio 4). No ensaio 4, o pH, concentragdo de

glicerol, extrato de levedura e a agitacdo estavam em seus maiores niveis,

enquanto temperatura e volume de inoculo estavam em seus menores valores.

Para contagem celular (UFC mL™), cujos valores estdo representados em Log

UFC mL", situaram-se entre 9,35 (ensaio 5) e 10,23 (ensaio 6). Os maiores
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valores de contagem de células em Log UFC mL™ foram alcangados nos ensaios
4,6,7,9 10, 11, 14 e 15. Exceto os ensaios do ponto central (13, 14 e 15), que
foram incubados sob agitacdo de 140 rpm, os demais ensaios que apresentaram
valores de Log UFC mL™" superior 10, foram incubados em agitagio de 200 rpm,

o maior valor utilizado no delineamento PB.

Tabela 7 Analise estatistica dos resultados de biomassa celular e Log UFC da
estirpe INPA 3-11B obtidos no delineamento estatistico experimental
PB, mostrando os efeitos, erro padrio, t- ¢ p-valor

**Biomassa (g L-1)® **Log UFC mL™'®

Efeitos *E.P  t(8) p-valor Efeito *E.P. t(8) p-

Variaveis valor

Média 2,100 0,144 14,601 0,0000 9,832 0,044 223,517 0,0000

pH 0,306 0,322 0,951 0,3696 0,020 0,098 0,202 0,8449

T -0,101 0,322 -0,314 0,7615 0,068 0,098 0,690 0,5100
Glic 0,128 0,322 0,397 0,7017 0,074 0,098 0,755 0,4719
Ext. Lev 0,372 0,322 1,158 0,2803  -0,009 0,098 -0,091 0,9298
Inéc -0,168 0,322 -0,521 0,6162 -0,024 0,098 -0,246 0,8121
Agit 1,341 0,322 4,170 0,0031 0,633 0,098 6,436 0,0002

* E. P = Erro padrio. **Coeficiente de determinagio (R%): @=0,72 ¢ ”=0,84. X, = pH;
T = Temperatura (°C); Glic = Glicerol (g L™"); Ext. Lev= Extrato de Levedura (g L);
Inoc = Inéculo (%); Agit = Agitacdo (rpm).

Altas densidades celulares, acima de 1 x 10'° UFC mL™', semelhantes as
que foram obtidas no presente estudo (Tabela 6), também foram alcangados em
trabalhos com estirpes de Bradyrhizobium utilizando o mesmo meio (Tabela 2),
com incubagdo a 28 °C e agitacdo de 110 rpm (BARBERI et al., 2004). Além
disso, estes autores demonstraram que no meio de cultura com valor inicial de
pH 5,5, ocorreu o maior crescimento, mas este fator ndo interferiu no presente
trabalho. Comportamento distinto ja foi observado com estirpes de

Bradyrhizobium cultivadas em meio de cultura cuja fonte de carbono era o
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manitol. Por exemplo, os autores Miguel ¢ Moreira (2001), trabalhando com a
mesma estirpe (INPA 03-11B), Kremer e Peterson (1983) com Rhizobium
CB756 e Fernandes Junior et al., (2009) com a estirpe de Bradyrhizobium BR
3267, utilizando o meio de cultura liquido YM (VINCENT, 1970), obtiveram
valores de 10° UFC mL", inferior, portanto ao alcancado neste estudo. Esta
diferenca pode estar relacionada a fonte de carbono (manitol) que os autores
utilizaram no meio de cultura ¢ a menor concentragdo de extrato de levedura,
uma vez que este componente contém vitaminas, que estimulam o crescimento
do micro-organismo (BEN REBAH; TYAGI; PREVOST, 2002; BEN REBAH
et al., 2007). Em outro trabalho, utilizando o glicerol como fonte de carbono, na
concentragdo de cerca de 12g L' mas com 1 g L' de extrato de levedura,
obteve-se somente 10° UFC mL™ para a contagem de células (Daza et al., 2000).

A faixa de temperatura dos trabalhos relacionados a produ¢ao de células
de Bradyrhizobium spp. esta situada entre 25 °C e 32 °C, a maioria entre 28 °C e
30 °C. Os autores Kremer e Peterson (1983) trabalharam a 25°C e
FRANKENBERG; FREIRE; THOMAS (1995), Fernandes Junior et al., (2009) e
Grassano et al., (2009) adotaram 28 °C, enquanto os trabalhos de Boiardi e
Ertola (1985), Surpin e Maier (1998) e Ben Rebah et al., (2002) utilizaram 30
°C. Nesses trabalhos, notou-se que o fator temperatura ndo interferiu no
processo. Em geral, as diferengas de crescimento tém sido atribuidas a outras
variaveis, como fonte de carbono, extrato de levedura e agitagdo. Frankenberg
(1990), trabalhando com 2,5 L de meio de cultura em fermentador de 5 L e
testando temperatura variando de 22 °C a 38 °C, obteve maxima producao de
células nas temperaturas de 28 °C, 30 °C e 34 °C. Os resultados do presente
trabalho estdo de acordo aos apresentados pela maioria dos trabalhos,
confirmando assim, que varia¢ao de temperatura entre 28 a 32 °C, (Tabelas 5 e

6), ndo interfere no processo fermentativo de estirpe de Bradyrhizobium.
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Os dados demonstraram que as variaveis glicerol, extrato de levedura,
pH e indculo ndo apresentaram efeitos significativos. Entretanto, a variavel que
apresentou menor p-valor entre essas foi o extrato de levedura (0,2803), para a
biomassa seca. O extrato de levedura é uma variavel muito importante para o
crescimento microbiano, dependendo de sua concentracdo e marca utilizada
favorece a obtencao de alta produc¢do de células viaveis (Date, 1972) ou até inibe
o crescimento produzindo células deformadas e com baixa viabilidade (Skinner
et al., 1977). Embora, o glicerol seja uma fonte de carbono amplamente utilizada
para o crescimento de Bradyrhizobium (Stowers, 1985), ndo foi observado efeito
positivo na producdo de biomassa. Isto implica que o uso de qualquer uma das
concentragdes utilizadas neste trabalho pode atender ao requerimento do micro-
organismo por carbono. Para reduzir o custo de producdo, optou-se pela
concentragdo menor de glicerol, 8 g L.

Em relagdo as demais variaveis (exceto o pH, com p-valor de 0,3696),
as outras apresentaram valores acima de 0,6. Observando os efeitos das variaveis
pH, temperatura, glicerol, extrato de levedura, indculo e agitacdo, notou-se que a
concentragdo de indculo e a temperatura tiveram efeitos negativos na produgéo
de biomassa, enquanto que as concentragdes de inoculo e de extrato de levedura
apresentaram efeitos negativos sobre a contagem celular. Dentre as demais
varidveis, exceto a agitacdo com efeito de 1,34, os efeitos tiveram seus valores
abaixo de 0,4 (Tabela 6).

Apés a triagem pelo delineamento Plackett Burmann, foram
selecionadas para o segundo delineamento (DCCR) as variaveis independentes,
agitacdo e extrato de levedura. A agitagdo foi selecionada porque apresentou
efeito altamente significativo. O extrato de levedura foi selecionado por ser um
componente muito importante no metabolismo bacteriano, sendo um dos
principais componentes do meio de cultura usado para o crescimento de rizobios

(Burton, 1984). E um componente utilizado pelo micro-organismo como fonte
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de carbono, nitrogénio e fatores de crescimento (Boiardi e Ertola, 1985;
PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA, 2001). O pH foi mantido em 6,8, a

temperatura em 28 °C, o indculo em 4% e a concentragio de glicerol em 8 g L™

Otimizacéo das condicdes de cultivo pela Metodologia de Superficie de

Resposta

Foi realizado um DCCR com 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 3
repeticdes no ponto central , totalizando 11 ensaios para a otimizagdo das
condigdes de cultivo. Os resultados e efeitos da agitagdo e extrato de levedura
encontram-se representados nas Tabelas 8 e 9. Analisando-se a Tabela 8,
verifica-se que a biomassa variou de 1,46 a 5,86 g L', a contagem em log UFC
mL™" de 9,22 a 10,48 ¢ a produtividade foi 0,011 (ensaio 7) a 0,024 (ensaio 10)
log UFC L' h'.

O termo linear do extrato de levedura apresentou efeitos
significativamente positivos ao nivel de 5% de significancia para a produgéo de
biomassa e¢ para a contagem celular, sendo que para esse Ultimo, o termo
quadratico da concentragdo de extrato de levedura também foi significativo. Para
Produtividade (Px), apenas o termo quadratico da agitagdo apresentou
significancia. Nao foi observada interagdo significativa entre as duas variaveis
investigadas (Tabela 9).

Os valores dos coeficientes de determinagdo dos modelos (R*=0,90 —
biomassa; R*=0,86 — UFC mL"; e R>=0,72 - Px) foram bons, indicando que, no

minimo, 72% da variabilidade pode ser explicada pelos respectivos modelos.
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Tabela 8 Valores codificados e reais das varidveis agitagdo (X1) e extrato de
levedura (X2) e as respostas (biomassa, UFC e Px) para os ensaios do

DCCR
Variaveis independentes Respostas
_ X1 X2 Biomassa Log UFC Px
Ensaios Codigos/valores reais gL-1 mL! Log U}lj? L.

1 -1 (140) -1(1,0) 1,860 9,78 0,015
2 +1 (190) -1(1,0) 2,200 9,80 0,018
3 -1 (140) +1 (5,0) 3,500 10,04 0,016
4 +1 (190) +1 (5,0) 4,260 10,14 0,018
5 -1,41 (130) 03,0 1,960 10,10 0,018
6 +1,41 (200) 0(3,0) 4,200 10,48 0,019
7 0(165) -1,41 (0,0) 1,460 9,22 0,011
8 0 (165) +1,41 (6,0) 5,860 10,33 0,019
9 0 (165) 03,0 3,660 10,14 0,018
10 0(165) 0(3,0) 3,920 10,10 0,024
11 0 (165) 03,0 4,200 10,20 0,022

Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados da Andlise de variancia
para as variaveis resposta biomassa, log UFC e Px. Para a varidvel biomassa
seca, o F-calculado (8,89 a 5%) foi superior ao F-tabelado (5,05) e o p-valor
para o modelo foi menor do que 0,00001, indicando boa concordancia entre os
valores experimentais e preditos ¢ que o ajuste do modelo ¢ bom.
Semelhantemente, o F-calculado para a varidvel UFC mL (6,052) foi superior ao
F-tabelado (5,05 a 5%), indicando também um bom ajuste ¢ que o modelo foi
significativo. Entretanto, isso ndo ocorreu para a variavel Px, indicando que o
ajuste do modelo ndo foi adequado. A partir destes resultados foi possivel ajustar

os seguintes modelos com as varidveis codificadas (equagdes 4 e 5):
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Biomassa seca = 3,928 + 0,534.x1 - 0,530.x1"2 + 1,242.x2 - 0,238.x2"2 +
0,105.x1.x2 4)

Log (UFC mL™") = 10,148 + 0,083.x1 + 0,0477.x1°2 + 0,271.x2-0,211.x2"2 +
0,190.x1.x2 (%)

Tabela 9 Coeficientes de regressdo para a produgdo celular da estirpe de
Bradyrhizobium INPA 3-11B, obtida com o DCCR, em que X,
representa a agitagdo e X,, o extrato de levedura

Coeficientes de

Fatores ~ Erro padréo t(7/8) *p-valor
regressio
*Biomassa seca (g L-1)
Médias 3,9283 0,3488 11,2612 0,0001
X (L) 0,5339 0,2139 2,4955 0,0548
X1(Q) -0,5302 0,2553 -2,0770 0,0924
X, (L) 1,2417 0,2139 5,8040 0,0021
X,2(Q) -0,2385 0,2553 -0,9342 0,3931
XX, 0,1050 0,3021 0,3476 0,7423
**Log UFC mL™
Médias 10,1477 0,1029 98,6204 0,0000
X (L) 0,0826 0,0631 1,3095 0,2473
X1(Q) 0,0477 0,0753 0,6330 0,5545
X, (L) 0,2707 0,0631 4,2891 0,0078
X,(Q) -0,2105 0,0753 -2,7955 0,0382
X1X: 0,0190 0,0891 0,2134 0,8395
Log Px
Médias 0,0215 0,0014 15,1128 0,0000
X (L) 0,0008 0,0009 0,9556 0,3831
X1(Q) -0,0015 0,0010 -1,4246 0,2136
X, (L) 0,0016 0,0009 1,8723 0,1201
X,(Q) -0,0034 0,0010 -3,2389 0,0230
XX, -0,0003 0,0012 -0,2727 0,7960

p=0,05; L — linear e, Q — quadratico.

Por meio das superficies de resposta geradas pelos modelos 4 e 5
(Figuras 1 e 2), pode-se observar que as condigdes de maior agitagdo e
concentragdo de extrato de levedura resultaram em maior producdo de biomassa

e log UFC. Para biomassa, notou-se na superficie de resposta (Figura 1 A) e na
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curva de contorno (Figura 1 B) que a faixa 6tima de produgdo celular situa-se
entre 170 ¢ 180 rpm e acima de 4 g L' de extrato de levedura. No intervalo

estudado, podem-se alcangar valores de até 6 g L' de biomassa seca.

Tabela 10 Analise de varidncia (ANOVA) para a producdo de biomassa, Log

UFC e produtividade
Fogte (Nie Soma dos Qraus de Quaflrgdo F caleulado p-valor
variagdo quadrados  liberdade Médio
Biomassa (g L)
Regressdo 16,2334 5,0000 3,2467 8,8934 0,0158
Residuos 1,8253 5,0000 0,3651
Total 18,0587 10,0000
Log UFC mL™
Regressao 0,961207 5,0000 0,1922 6,0522 0,0351
Residuos 0,158818 5,0000 0,031764
Total SS 1,120025 10,0000
Px

Regressao 0,000093 5,0000 0,0000 3,0472 0,1234
Residuos 0,000030 5,0000 0,000006
Total 0,000123 10,0000

F-tabelado = 5,05

A biomassa seca alcancada foi superior a relatada por Grassano et al.,
(2009), que trabalharam com estirpes de Bradyrhizobium japonicum (E109,
SEMIA 5079 ¢ SEMIA 5080) e Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587 ¢ SEMIA
5019), sendo todas inoculantes aprovados para a soja, exceto E109. Observa-se
nas Figuras 1A e 1B, que a biomassa seca atingiu mais de 5 g L™, superior ao
alcancado pelos autores acima mencionados, que trabalharam com frascos
agitados a 250 rpm, incubados a 28 °C. Os mesmos autores obtiveram valores de

biomassa que variaram de 3,12 a 3,91 g L' no final do processo.
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Figura 1 Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para a biomassa seca (g L)
mostrando o efeito da agitacdo e extrato de levedura sobre a produgdo de
células da estirpe de Bradyrhizobium sp. INPA 3-11B.
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Figura 2 Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) para Log UFC mL" da

estirpe INPA 3-11B de Bradyrhizobium mostrando o efeito da agitagdo e
extrato de levedura.

A agitagdo ¢ um pardmetro importante no processo fermentativo. Ao
analisar véarios trabalhos desenvolvidos com estirpes de Bradyrhizobium,
observa-se uma tendéncia ao uso de altos valores de agitacdo em processos

fermentativos, a maioria acima de 150 rpm, chegando até¢ 300 rpm. Por exemplo,
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os autores Boiardi ¢ Ertola (1985) obtiveram o maximo de UFC mL" (1,1 x
10'%) utilizando agitagdo de 300 rpm, enquanto Grassano et al (2009) obtiveram
valores acima de 5 x 10" com agitagdo de 250 rpm. No entanto, com valor de
agitacdo bem inferior (110 rpm), Barberi et al., (2004) obtiveram valores de 10"
UFC mL™. No presente trabalho foi constatado que a faixa 6tima de agitacio,
considerando a produ¢do de biomassa variou de 170 a 180 rpm, o que permitiu a
obtengdo de aproximadamente 6,0 g L™

Para a contagem de células em log UFC mL™ (Figuras 2A e B), a
agitagdo entre 130 a 200 rpm permitiu a obtenciio de valores de até 10' UFC
mL™". No entanto, a obtengdo de valores acima de 1 x 10'° foi mais freqiiente nos
ensaios cuja agitacdo era superior a 150 rpm.. Ficou evidente que os maiores
valores de agitagdo promovem maiores log UFC mL™, uma vez que, todos os
ensaios incubados com os maiores valores atingiram acima de 1 x 10'° UFC mL"
1.

Embora a agitagdo acima de 150 rpm tenha sido frequentemente
utilizada em cultivo de estirpes de Bradyrhizobium, a obtengdo de valores de
UFC mL™ superiores a 10°, ocorre nos meios de cultivo, cuja fonte de carbono é
o glicerol, em substituicdo ao manitol. Geralmente, a concentragdo de extrato de
levedura utilizado ¢ de 4 g L' (FRANKENBERG, 1990; BEN REBAH;
TYAGI; PREVOST, 2002; BARBERI et al., 2004; GRASSANO et al., 2009).
Concentragdo de 1 g L' de extrato de levedura e aproximadamente 12 g L™ de
glicerol, permitiram alcangar valores acima de 10'° UFC mL"' (RODRIGUEZ-
NAVARRO et al., 2003; ALBAREDA et al., 2008). Por outro lado, utilizando
YMA (Vincent, 1970), em cuja composi¢do ha baixa concentracdo de extrato de
levedura e a fonte de carbono é o manitol, os valores nio ultrapassaram 10°
UFC.mL (KREMER; PETERSON, 1983; MIGUEL; MOREIRA, 2001;
Fernandes Junior et al., 2009). Desta forma pode se constatar que as varidveis

que mais interferiram no processo, além da agitagdo, foram a fonte de carbono e
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o extrato de levedura. Para o extrato de levedura, sugere-se considerar que o
processo otimizado é aquele em que a concentragdo seja menor possivel e com
alta concentracdo de células, uma vez que, o custo deste componente ¢ um dos
mais altos dentre os utilizados. Além disso, concentracdo acima de 0,35% pode
nao ser benéfica para algumas estirpes, provocando a producdo de células
deformadas e a reducdo da viabilidade celular (SKINNER; ROUGHLEY;
CHANDLER, 1977; BEN REBAH et al., 2007). A estirpe INPA 3-11B,
utilizada neste trabalho, ndo foi inibida com concentragdes acima de 0,35% de
extrato de levedura.

Portanto, para o crescimento celular, a faixa 6tima de concentrag@o de
extrato de levedura foi entre 4 ¢ 6 g L™ e a agitacdo entre 170 e 180 rpm,
considerando-se também os custos. Nessa faixa, os valores de Log situaram-se

em 10" UFC mL™.

Curvas de crescimento da estirpe INPA 03-11B

Verificou-se que os ensaios 1 (140 rpm e 1 g de extrato de levedura L™),
2 (190 rpm e 1 g de extrato de levedura L") e 7 (165 rpm e 0,0 g de extrato de
levedura L), apresentaram valores abaixo de 10'° UFC mL™ (Tabela 11 e
Figura 3). O valor de 10'° UFC mL™' na maioria dos ensaios que alcangaram essa
densidade ocorreu entre 144 h e 192 h de cultivo.

O tempo de geracdo obtido nos experimentos variou de 7,37 h (ensaio 5)
a 16,05 h (ensaio 7) e foi definido considerando o intervalo de tempo durante a
fase log, entre 0 e 48 horas, diferentemente do obtido por Barberi et al., (2004)
com a estirpe BR 29 (SEMIA 5019), cujo tempo de geracdo foi de 11,55 em
intervalo entre 24h e 120 horas. Essa diferenca de tempo de geragdo pode estar
relacionada a caracteristica peculiar da estirpe, e também pelo fato da densidade

inicial do inoculo ter sido mais concentrada no presente estudo, além disso, a
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estirpe estudada foi diferente. No entanto, o tempo de geragdo foi semelhante ao

alcangado por Frankenberg (1990) trabalhando com a estirpe de Bradyrhizobium

japonicum SEMIA 587, em agitagdo operacional de 100 e 150 rpm, da ordem de

14 horas.

Tabela 11 Log de UFC mL™" em relagdo ao tempo (h) e niimero maximo (NM)
de UFC mL"' obtidos a partir das curvas de crescimento da estirpe de
Bradyrhizobium sp. INPA 3-11B do onze ensaios do DCCR,
incluindo os trés pontos centrais

Tempo Ensaios Ponto
1 2 3 4 5 6 7 8 Central

0 7,69 7,70 7,68 7,71 7,68 7,68 7,68 7,68 7,67

24 837 829 8.0l 858 853 838 8,18 8,64 8,62

48 9,05 9,07 957 930 964 9,16 858 9,62 939

72 937 940 98 9,66 970 9,65 890 9,78 9,72

96 9,67 9,63 979 969 973 981 892 994 9,86

120 9,67 980 980 981 9,83 998 896 990 10,02
144 9,78 9,77 10,04 9,57 9,80 10,52 9,22 10,16 10,12
168 9,76 9,40 9,81 9,79 10,07 10,02 9,04 10,35 10,23
192 9,65 9,54 10,24 10,07 10,14 9,99 9,16 10,25 10,07
216 9,65 9,51 10,19 10,14 10,16 998 9,15 10,31 10,16
240 9,62 9,65 1044 10,17 10,03 10,18 9,14 10,37 10,18
NM 9,78 9,80 1044 10,17 10,16 10,52 9,22 10,37 10,23
*Tg 10,62 10,54 7,64 9,08 737 976 16,05 744 8,40

*Tempo de geragdo em horas
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Figura 3 Curvas de crescimento da estirpe de Bradyrhizobium INPA 03-11B em meio de
cultura liquido utilizado na industria modificado de Lopreto; Mazza; Balatti
(1972).

Validacéao experimental

A partir das analises pela metodologia de superficie de resposta foi
possivel verificar as faixas 6timas preditas de 4 a 6 g L' de extrato de levedura e
agitacdo de 170 a 180 rpm. Mediante esta constatagdo, foi realizado um ensaio
em triplicata na faixa 6tima, objetivando a validagcdo experimental do modelo.
As variaveis independentes foram padronizadas com os seguintes valores: pH
6,8; temperatura, 28 °C; glicerol, 8,0 g L' extrato de levedura, 5,0 g L
inoculo, 4%; e agitagdo, 170 rpm. Na Tabela 12 pode ser observado que os
resultados das trés variaveis respostas assemelharam-se aos preditos pelos

modelos.
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Tabela 12 Resultados preditos e experimentais obtidos nas condi¢des de ponto
6timo do processo

Variavel de Resposta Resultado Resultado Desvio Relativo
predito experimental (%)

Biomassa (g L) 5,035 4,95 1,66

Log UFC mL™ 10,239 10,15 0,88

Conclusoes

O delineamento estatistico Plackett-Burman permitiu a identificagdo
rapida de fatores importantes no processo de cultivo da estirpe INPA 03-11B,
que foram a agitacdo e o extrato de levedura.

O DCCR indicou com poucos ensaios a faixa 6tima para a produgéo de
células da estirpe de Bradyrhizobium INPA 03-11B, inoculante do feijdo-caupi.
Os modelos definidos para biomassa seca e log UFC mL™ tiveram bom ajuste,
sendo validados experimentalmente.

A composi¢do e concentragdo 6timas do meio de cultura para obtengédo de
altos valores de UFC mL™"' foram: C;HgOs, 8,0 g L' extrato de levedura, 5,0 g
L'; K,HPO,, 0,5 g L'; MgS0,.7H,0, 0.2 ¢ L™'; NaCl, 0,1 g L'; KNO;, 0,8 g L~
'; (NH4),HPO,, 0,3 g L'; e FeCl; (10%), 0,1 mL L™; MnSO, (10%), 0,1 mL L™
e 5,0 mL L' de solugdo micronutrientes. As condi¢des otimizadas foram: pH
inicial ajustado a 6,8; temperatura de 28 °C; agitagdo de 170 rpm e 168h de
incubagdo, como o tempo maximo para cultivo. A variavel mais importante no
processo a partir do segundo delineamento estatistico foi a concentragdo do
extrato de levedura.

Os menores tempos de geracdo das bactérias obtidos foram entre 7 ¢ 9
horas, nos ensaios 3, 4, 5, 6, 8 ¢ o ponto central, e ambos atingiram valores de

Log UFC mL" superiores a 10'°. Em até 96 horas de cultivo foi obtido uma
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densidade celular de 10°, sendo, portanto, um periodo de tempo suficiente para
uma producdo celular que atenda as normas estabelecidas pelo MAPA para a

produgao de inoculante.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi otimizar as condi¢des de cultivo da estirpe de
Bradyrhizobium UFLA 3-84, aprovada como inoculante para a cultura do feijao-
caupi. Foi utilizado um meio de cultura liquido e uma estratégia seqiiencial de
planejamentos experimentais, com o emprego dos delineamentos de Plackett-
Burman (PB) e Composto Central Rotacional (DCCR). Foi investigada a
influéncia das variaveis pH, temperatura(°C), glicerol (g L), extrato de levedura
(g L), inéculo (%), micronutrientes (mL L) e agitagio (rpm) sobre o
crescimento celular. Pelo delineamento de PB 12, foi observado que as variaveis
que apresentaram maiores efeitos sobre biomassa seca ¢ UFC mL"' foram
glicerol, extrato de levedura e agitacdo. Em seguida, estas varidveis foram
estudadas utilizando-se um DCCR, com total de 17 ensaios. Observou-se
populago celular superior a 1,0 x 10'° UFC mL™ apds 120h de incubagdo. Para
obter produgio celular superior a 1 x 10" log UFC mL™", com biomassa de
acima de 3 g L' e Produtividade (PX) de pelo menos 0,02 log UFC mL™" h™,
sugere-se 0 preparo do meio de cultura liquido com a seguinte composicao:
glicerol (7,0 g L™"); extrato de levedura (2 g L™"); K,HPO, (0,5 g L'l);
MgS0,.7H,0 (0,2 g L™); NaCl (0,1 g L™"); KNOs (0,8 g L™); (NH,),HPO, (0,3 g
L™"); FeCl; a 10% (0,1 mL L") e MnSO, a 10% (0,1 mL L"). Ao meio de
cultura, deve ser adicionado 1,0 mL L™ de solugfio micronutrientes. Além disso,
o pH inicial do meio de cultura deve ser ajustado a 6,8, ¢ 0 microrganismo
incubado a 28 °C, com agitacdo de 170 rpm, no méaximo por um periodo de
144h. Considerando a concentragdo de células 1 x 10° UFC mL"’, a minima
exigida pelo Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, para
produgdo de inoculantes microbianos, o tempo de 96 horas ¢ suficiente, ¢ mais
vantajoso economicamente.

Palavras-chave: Bradyrhizobium - UFLA 3-84, inoculante, Feijdo-caupi,
Plackett-Burman, Delineamento Composto Central Rotacional.



104

ABSTRACT

The aim of this study was to optimize growing conditions of
Bradyrhizobium strain UFLA 3-84, approved as inoculums for the culture of
cowpea. It was used a liquid culture medium and two statistical designs:
Plackett-Burman (PB) and Central Composite Rotatable Design (CCRD). It was
evaluated the influence of the variables pH, temperature, glycerol, yeast extract,
inoculum, micronutrients, and agitation upon cellular growth. Using Plackett-
Burman design a significant effect of the variables glycerol, yeast and agitation
on biomass was evaluated. The selected variables were studied using a Central
Composite Rotatable Design (CCRD), with 17 experimental runs. It was
observed cellular population bigger than 1.0 x 10" CFU mL™" after 120h of
incubation. For this cellular production, with biomass bigger than 3 g L and
Productivity (Px) of at least 0.02 log CFU mL™ h' it is suggested the
preparation the liquid culture medium with the following composition: glycerol
(7,0 g L™); yeast extract (2 g L™); K,HPO, (0.5 g L™); MgS0,.7H,0 (0.2 g L™);
NaCl (0.1 g L™"); KNO; (0.8 g L™); (NH,),HPO, (0.3 g L); 10% FeCl; (0.1 mL
L") and 10 % MnSO,a (0.1 mL L™). To the culture medium, it must be added
1.0 mL L' solution micronutrients (Zabriskie). Also, the initial pH of the culture
medium should be adjusted to 6.8, the microorganism should be incubated at 28
°C with agitation of 170 rpm, form a maximum period of 144h. Considering the
concentration of 1 x 10° cells CFU mL™', which is the minimum required by the
Department of Agriculture, Livestock and Supply, for the production of
microbial inoculants, 96 hours for growth time is enough, and more
economically advantageous.

Keywords: Bradyrhizobium — UFLA 3-84, Inoculant, Cowpea, Plackett-Burman,
Central Composite Rotatable Design.



105

Introducao

A quantidade de N disponivel no solo ¢ insuficiente para atender toda a
demanda dos ecossistemas naturais e agricolas. Pois, a medida que a populagdo
mundial aumenta, exige-se maior produgdo agricola, explorando maiores areas e
aperfeicoando técnicas para alcangar maior produtividade. Para atender a
crescente demanda por alimentos, tem-se o uso de adubag¢do quimica
nitrogenada como a principal via de suprimento de nitrogénio. Obviamente, que
o uso do N na forma quimica em grandes quantidades promove aumento da
produgdo agricola. Entretanto, potencializam-se os problemas ambientais, tais
como, poluicdo de lengois freaticos, emissdo de gases estufas, assim como
interfere em outros ciclos biogeoquimicos, como o do carbono (Gruber e
Galloway 2008). Embora, havendo estes aspectos preocupantes, a respeito do
fornecimento de N de origem do processamento quimico, a forma de suprimento
por via biolégica ¢ altamente importante. A atuacdo de micro-organismos que
convertem o N gasoso, pouco reativo a forma assimilavel pelas plantas e demais
organismos vivos ¢ mais satisfatoria do ponto de vista ecoldgico. Em se tratando
de culturas que se beneficiam mais diretamente, como € o caso das leguminosas,
o fornecimento de N por via bioldgica promove grandes vantagens econdmicas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A simbiose rizobio-leguminosa ¢ uma das principais vias bioldgicas de
suprimento do N as plantas e outros seres vivos, desempenhando assim, um
importante papel na agricultura e no meio ambiente. A simbiose rizobio-
leguminosa promove um processo ecoldgico de alto valor aos ecossistemas,
denominado de fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico (FBN). E um
processo ecoldgica e economicamente vantajoso, que se bem manejado pode
substituir os onerosos adubos quimicos nitrogenados utilizados na agricultura.

Dessa forma, os beneficios da FBN podem ser maximizados para culturas de
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interesse através da pratica de inoculacdo de leguminosas com rizdbios
selecionados. O manejo da FBN no Brasil ¢ uma pratica consolidada na cultura
da soja, na qual a adubagdo quimica nitrogenada ¢ totalmente substituida pela
utilizagdo de inoculantes contendo bactérias do género Bradyrhizobium. A
adogdo dessa pratica, tem proporcionado uma economia significativa para o
Pais, que somente na safra 2006/2007, economizou aproximadamente 3,3
bilhdes de dolares (Moreira 2008).

No Brasil existem estirpes selecionadas e aprovadas para a produgdo de
inoculantes para cerca de 100 espécies de leguminosas, incluindo o feijdo-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.), mas poucas estirpes sdo utilizadas para a
producdo de inoculantes, cujo uso ¢ restrito praticamente a soja. Um exemplo
desta concentracdo é o fato de que do motante de aproximadamente 26 milhdes
de doses de inoculantes (produzidas no Brasil e importadas) comercializados em
2003, 99 % foram para a cultura da soja e apenas 1 % para as outras espécies,
especialmente para o feijao (Phaseolus vulgaris L.) (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Provavelmente, o sucesso da tecnologia de inoculag@o na soja seja devido
ser uma cultura de exportagdo, ter recebido altos investimentos em pesquisa ao
longo do tempo, por parte do governo e empresas. Os investimentos objetivaram
o melhoramento genético da planta e melhor aproveitamento da FBN, o que ndo
ocorreu com outras culturas brasileiras, como ¢é o caso do feijao-caupi.

O feijao-caupi ¢ uma das espécies vegetais com alto potencial de ser
beneficiada pelo processo FBN utilizando estirpes bacterianas selecionadas.
Atualmente, existem estirpes eficientes selecionadas e testadas em campo em
varias regides do Brasil, e que estdo aprovadas pelo Ministério da Agricultura
Abastecimento e Pecuaria para a producdo de inoculantes (LACERDA et al.,
2004; SOARES et al., 2006; ALMEIDA et al., 2010, COSTA et al., 2011,
Sousa; Moreira, 2011).
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A espécie feijdo-caupi ¢ rustica, bem adaptada as diferentes condi¢des
ambientais do Brasil e que apresenta excelente valor nutritivo, sendo uma
espécie de grande valor socio-econdomico (Freire-Filho et al., 2005) para o Pais.
Tem sido demonstrado que essa cultura pode ser beneficiada pela FBN, com
aumentos significativos na produtividade. Em campo, por meio da inoculagdo
com estirpes selecionadas e adubagdo basica com foésforo e potassio, no Sul de
Minas, os rendimentos variaram entre 900 kg ha™ a 1.300 kg ha” (LACERDA et
al., 2004; SOARES et al., 2006), sendo estes superiores a média nacional que ¢é
de 500 kg ha™.

Atualmente, as estirpes bacterianas aprovadas como inoculantes para
feijao-caupi sdo os microssimbiontes: UFLA 3-84 ¢ INPA3-11B (LACERDA et
al., 2004; Soares et al., 2006), e a BR 3267 (MARTINS et al., 2003). As duas
primeiras estirpes, a UFLA 3-84 e INPA3-11B, demonstraram alto potencial de
fixagdo em simbiose com feijdo-caupi nas regides Nordeste, Norte ¢ Centro
Oeste. No Piaui foram obtidos rendimentos de graos de 1.370 com UFLA 3-84 ¢
1.950 kg ha"' com a INPA 03-11B (ALMEIDA et al., 2010) e 1.223 kg ha™' com
a INPA 03-11B (COSTA et al., 2011). Sousa e Moreira (2011) obtiveram
rendimento de aproximadamente 900 kg ha” com a estirpe INPA 03-11B, em
Confresa — MT. Zilli et al., (2009), com a mesma estirpe nos anos agricolas 2005
e 2006 no estado de RR, em area de mata alterada e cerrado obtiveram
rendimento de 1.759 ¢ 1.104 kg ha™, ¢ 1.653 ¢ 1728 kg ha™', respectivamente.

Observa-se pelo exposto, que as estirpes inoculantes tém apresentado
resultados de sucesso. No entanto, mesmo que as estirpes aprovadas pelo MAPA
tenham sido bem estudadas, desde o principio de sele¢do e demonstrado seu alto
potencial de fixacdo no campo, o processo de obtencdo de células em escala
industrial ainda ndo foi definido, ou é desconhecido. Outro aspecto importante,
dessas estirpes ndo terem tém sido utilizadas constantemente para a produgdo de

inoculantes em escala comercial. O motivo pode ser porque o feijao-caupi ¢é
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predominantemente cultivado por pequenos agricultores, sendo, portanto um
mercado potencial do varejo e ndo de atacado que é mais vantajoso para o setor
industrial. Nao havendo o investimento por parte do setor industrial, a produgao
e disponibilizagdo de inoculantes poderiam ser viabilizadas, por exemplo, por
pequenas empresas incubadas nas instituicdes publicas de ensino e pesquisa em
ciéncias agrarias, geralmente localizadas em centros de producdo agricola.
Baseando-se nesses pressupostos, existe a necessidade de serem definidas as
condigdes otimas de producdo de biomassa celular para a elaboragdo do
inoculante e sua disponibilizagdo para uso na agricultura. A definicdo das
condi¢des depende do estudo de varios fatores que estdo envolvidos no processo
de cultivo bacteriano.

Os estudos para a definicdo das condigdes oOtimas da producgdo de
biomassa microbiana investigam diversas varidveis e requer a execugdo de
varios ensaios laboratoriais. Geralmente, os estudos realizados requerem grande
numero de experimentos para determinacdo dos niveis 6timos de cada fator.
Estudos realizados desta maneira, além de serem demorados, sdo onerosos e
podem ndo mostrar as interagdes entre os componentes do processo. Esses
problemas podem ser resolvidos, com a otimizacdo do processo, utilizando
planejamentos experimentais estatisticos que reduzemo numero de ensaios.
Além disso, pode ser observado o efeito combinado de todos os fatores
envolvidos no processo de formacao de biomassa. Para otimizacao confiavel, o
primeiro passo deve ser a selecdo das variaveis importantes, buscando-se a
estimativa dos niveis ideais dessas variaveis, seguido da otimizagao utiliando os
fatores selecionados (KALIL; MAUGERI; RODRIGUES, 2000, RODRIGUES;
IEMMA, 2009).

A otimizagdo pode ser feita utilizando de uma sequencia de
planejamentos experimentais, como o Plackett-Burman (PB) e o Delineamento

Composto Central Rotacional. O PB é um tipo de planejamento que pode
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fornecer estas estimativas e auxiliar na reducdo do numero de ensaios
experimentais através de analises de diferentes variaveis. O segundo passo do
processo € otimizar as variaveis selecionadas no Plackett-Burman, utilizando um
planejamento fatorial como, por exemplo, o Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) analisando pela Metodologia de Superficie de Resposta
(RSM) (BOX; WILSON, 1951; COCHRAN, Cox, 1966; RODRIGUES;
IEMMA, 2009). Finalmente, realizam-se os ensaios de validacdo experimental
(KALIL; MAUGERI; RODRIGUES, 2000, RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Ha diversos estudos sobre rizobios, que abordam desde a selegdo de
estirpes, a definicdo dos componentes do meio de cultivo até a producdo de
inoculantes (SHERWOOD, 1972; KREMER; PETERSON, 1983;
BISSONNETTE; LALANDE; BORDELEAU, 1986; FRANKENBERG, 1990;
MACCIO et al., 2002; SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002 BARBERI et
al., 2004). No entanto, a maioria destes estudos, tem sido realizada utilizando
delineamentos que demandam muito tempo e trabalho. Dessa forma, a
otimizacdo de variaveis independentes, tais como, fonte de carbono, nitrogenio,
fatores de crescimento, e condi¢des de cultivo, como pH, temperatura e agitagao,
entre outros, ocorre de forma isolada. A andlise do efeito de uma variavel
independente ¢ feita fixando-se todas as outras em determinado nivel,
demandando mais tempo e maior custo para a realizagdo do estudo. Outro
aspecto importante e que deve se observado ¢ que, quando os experimentos sdo
basecados na otimizacdo de fatores isolados, mantendo os outros em niveis
constantes, ndo se consegue o efeito combinado de todos os fatores envolvidos
no processo (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Atualmente, hd uma tendéncia a
utlizagdo de planejamentos estatisticos em estudos de rizobios, como para a
padronizagdo de meio de cultura (ROJAS; GARRIDO; BONILLA, 2009;
ROUSSI et al., 2010 ).
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Portanto, enfatiza-e a importancia da leguminosa feijdo-caupi ¢ a
existéncia de estirpe eficiente para a producdo de inoculante. Porém, o
inoculante ndo esta disponivel e ndo tem sido definido as condi¢des adequadas
para a produgdo industrial de células. Por isso, este trabalho teve como objetivo
otimizar o processo de produgdo de inoculante com a estirpe de Bradyrhizobium
UFLA 3-84, inoculante de feijdo-caupi, testando diferentes niveis da fonte de
carbono, extrato de levedura, porcentagem de inoculo, pH inicial do meio e
condi¢des de incubagdo, utilizando planejamentos experimentais estatisticos, PB

e DCCR.

Material e Métodos

O trabalho para otimizagdo das condi¢des de cultivo e meio de cultura
para crescimento da estirpe de UFLA 3-84 foi realizado em duas etapas basicas
e constituido por 32 ensaios. A primeira etapa constituiu-se de 15 ensaios, para a
triagem das variaveis mais importantes para o crescimento celular, sendo que
trés destes ensaios representam o ponto central. Na segunda etapa, foram
realizados 17 ensaios para identificar o nivel 6timo das variaveis significativas

para promover a melhor producio de biomassa e UFC mL™.

Origem da estirpe de Bradyrhizobium UFLA 3-84

A estirpe Bradyrhizobium sp. UFLA 3-84 (Tabela 1), pertence a Familia
Bradyrhizobiaceae, Filo a-Proteobacteria, Dominio Bacteria. Ela ja ¢ uma
estirpe aprovada para a producdo de inoculante para a cultura feijao-caupi pelo
MAPA (Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento). A UFLA 3-84 foi
isolada de Centrosema sp., em solo da Amazdnia (MAGALHAES, 1986), no

estado de Rondodnia. Apresenta algumas caracteristicas, tais como, capacidade de
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adaptagdo a altas temperaturas e condigdes de acidez predominantes nos solos
brasileiros. Foi isolada no projeto ASB (Alternatives for Slash and Burn) a partir
de solo de pastagem usando feijdo-caupi como planta isca. A sele¢do ocorreu
mediante a realizagdo de varios experimentos na Universidade Federal de Lavras
(UFLA) em condigdes axénicas, em vasos com solo e no campo (LACERDA et

al., 2004; MOREIRA, 2005; SOARES et al., 2006).

Tabela 1 Identificagdo, origem (sistema de uso/estado) e caracteristicas culturais
da estirpe de Bradyrhizobium UFLA 3-84 (Lacerda et al., 2004)
Designagao Caracteristicas culturais em placa

Identificagdo =~ SEMIA Origem TACI! D’ pi’ AlY Cor

UFLA 3-84 6461 Pastagem/RO 6 1-2 Alcalino Nao Branca

"Tempo em dias para aparecimento de coldnias isoladas, “didmetro da colonia, “reacio
do meio de cultivo apés crescimento de coldnias e *absor¢io de indicador do meio de
cultivo.

Meios de cultura

Para o cultivo da estirpe UFLA 3-84, foram utilizados dois meios de
cultura, o 79 (FRED; WAKSMAN, 1928), também conhecido como YMA
(Vincent, 1970), com azul de bromotimol e pH 6,8; ¢ 0o meio proposto por
Lopreto; Mazza; Balatti (1972) . Ao meio Lopreto foi adicionado solugdo de
micronutrientes (ZABRISKIE et al.,, 1980), sendo o volume de acordo ao
planejamento PB, cujos valores estdo representados na Tabela 3. A solugdo de
Zabriskie apresenta a seguinte composicao por litro: 0,22 g de ZnSO,.7H,0;
0,55 g de CaCly 0,50 g de MnCl; 0,50 g de 0,10 g de FeSOy
(NH4)sM07,0,4.4H,0; 0,16 g de CuSO4 ¢ 0,16 g de CoCl,. As composi¢des dos
meios de cultura e as especificacdes de cada reagente encontram-se descritas na

Tabela 2. No meio 79, a bactéria foi cultivada para a contagem em placa de
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unidades formadoras de colénias (UFC mL™). O meio liquido Lopreto foi

utilizado para o cultivo massal de células.



Tabela 2 Composi¢cdo dos meios de cultura utilizados para cultivo da estirpe UFLA 3-84 em placas e fermentagdo em
meio liquido, constando marcas e purezas

79 Lopreto

Componentes Quantidade L' Componentes Quantidade L™
CsH 404 (manitol) 10g C3H30;(glicerol) 10,0 g
Extrato de levedura 04¢g Extrato de levedura 40¢g
K,HPO, a 10% 1 mL K,HPO, 05¢g
KH,PO, a 10% 4 mL MgS0,.7H,0 02g
MgS0,.7H,0 a 10% 2 mL NaCl 0,lg
NaCl a 10% 1 mL KNO; 08¢
et s
Agar I5g FeClya 10% 0,1 mL

MnSO4a 10 % 0,1 mL
pH 6,8 pH 6,8

el



Tabela 3 Reagentes utilizados para o preparo do meio de cultura e solugdo de micronutrientes (ZABRISKIE et al., 1980)
para o cultivo da estirpe de Bradyrhizoium UFLA 3-84, apresentando marcas e composicao
Especificagdes (%)

Ter N K Na Cl 'MP Fe Ca PO, SO, Mn Mg Lote

Meio Lopreto

23H;0; — Exodo Cientifica 99,5 - - - 0,003 0,0002 - - - - - - G2819RA
Ext/o Levedura —-HIMEDIA 10,5 338 - - - - - - - 0000073119
K,HPO, — SYNTH 98,0 0,001 - - 0,01 0,0005 0,001 - - - - - 107784
1gS0,4.7H,0 — VETEC 98,0 *0,004 0,005 0,005 0,00050,00050,0005 0,02 - - 0,0005 - 0903528
JaCl — ISOFAR 99,0 *0,004 0,005 - - 0,00050,0002 0,002 0,0005 0,004 - 0,001 091418
INO; — VETEC 99,0  *-- - 0,005 0,002 0,0005 0,01 0,01 0,0005 0,003 - 0,01 0903403
NH,),HPO, — VETEC 98,0 *0,008 0,005 0,005 0,001 0,001 0,001 0,001 - 0,01 - 0,0005 0905147
'eCl3;6H,0 — VETEC 97,0 *0,01 - - - - 0,002 - 0,01 0,01 - - 1000608
AnS0O,.H,O — VETEC 98,0 - 0,01 0,05 0,005 0,002 0,002 0,005 - - - 0,005 0602324
Solugdo de Zabriskie
ZnS0,.7H,0 — VETEC 99,0 0,003 0,01 0,05 0,0005 0,003 0,001 0,005 - - 0,0003 0,005 0900199
CaCl,.2H,0 ~PROQUIMIOS 74,0 0,008 0,01 0,02 - 0,0005 0,001 - - 0,01 - 0,005 08/0055
MnCl,.4H,0 — VETEC 99,0 - 0,01 0,05 - 0,00050,0005 0,005 - 0,005 - 0,005 0703865
FeSO,— VETEC 99,0 - - - 0,001 - 0,2 - 0,001 - 0,05 - 1001685
NH,4)sM070,4.4H,0 —-SYNTH 81,0 0,003 - - 0,002 0,001 - 0,001 0,001 0,02 - - 113677
CuS0,4.5H,0 — MERCK 99,0 0,001 0,001 0,005 0,0005 0,005 0,003 0,001 - - - - A779290
20Cl,.6H,0 — CINETICA 98,0 - - - - - - - - 0,01 - - 15565

* compostos nitrogenados, como NOj;, NOs, NHy; "MP: metais pesados como Pb. 250 g NaCl; >N a-amino.

148!
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Producéo do indculo e inoculagéo

Para a produgdo de indculo a estirpe UFLA 3-84 foi crescida em placa
de Petri com meio de cultura 79, a 28 °C, por cinco dias. Em seguida, foi
preparado o inoculo, adicionando-se uma algada de cultura a 100 mL de meio de
cultura liquido de Lopreto; Mazza; Balatti (1972) em erlenmeyers (250 mL),
com pH inicial ajustado para 6,8. Esse inoculo foi incubado a 28 °C, sob a
agitagdo constante de 120 rpm, durante 6 dias. O procedimento foi realizado
assepticamente e em trés repetigoes.

A inoculagdo foi realizada, adicionando-se aliquotas do in6culo com
Densidade Optica (D.O) a (600nm) padronizada em 0,55 (~1,5 x 10° UFC mL™),
em Erlenmeyer (500 mL) contendo meio liquido de Lopreto. O volume final,
incluindo o meio de cultura liquido e o indculo foi de 300 mL. A porcentagem
de in6culo foi de acordo com o estabelecido pelo planejamento experimental

especifico.

AvaliagOes realizadas

Neste trabalho foram realizadas as seguintes determinacdes: biomassa
celular (peso seco de células em g L™); Produtividade (Log UFC L™ h"); e UFC
mL" (analisado em Log UFC mL™), pelo método da inoculagdo de microgotas
(MILES; MISRA, 1938).

As coletas das amostras celulares para as avaliagdes foram realizadas de
24 em 24 horas, a partir de Oh. A determinacdo da biomassa celular foi feita a
partir de aliquotas de 2 mL das amostras, iniciada a partir do momento da
inoculagdo, até o décimo dia de cultivo. Apos a coleta determinou-se a biomassa
celular mediante a centrifugagdo de amostra de 0,9 mL do meio, em microtubos

(2 mL), centrifugada a 4°C a 8.176 g por 10 minutos. O sobrenadante resultante
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da centrifugacdo foi separado e o precipitado ressuspendido em 1,8 mL de
tampao salino fosfato, constituido por 0.43 g de NaH,PO,, 1.48 g of Na,HPO, ¢
7.2 g of NaCl por litro, por trés vezes (PUVANESARAIJAH et al., 1987). O
precipitado (células precipitadas) denominado de pellet foi colocado em estufa
de secagem a 60 °C, até atingir peso constante, quando procedeu-se a pesagem
da biomassa.

Para a contagem de unidades formadoras de colénias (UFC mL™), a
cada 24 horas, foram retiradas aliquotas de 1 mL e realizadas dilui¢des decimais
seriadas e inoculadas em meio 79, em triplicata. As placas foram incubadas a 28
°C por 10 dias (Miles e Misra, 1938). A contagem de UFC mL" foi iniciada a

partir do quarto até o décimo dia de incubagao.

Procedimento de otimizagao e delineamento experimental

Triagem das varidveis que afetam a producéo de inoculante

Iniciou-se o estudo para identificar as variaveis do processo que
apresentam efeito significativo na produgdo de células para inoculante. A
triagem das variaveis pH, temperatura, fonte de carbono, extrato de levedura,
indculo, micronutrientes e agitacdo foi realizada seguindo o o delineamento
experimental estatistico Plackett—Burman (PB) de 12 ensaios e 3 pontos centrais
(PLACKETT; BURMAN, 1946; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

A faixa de valores investigada para cada varidvel independente, em
valores codificados e reais estd apresentada na Tabela 3. Cada varidvel
independente foi testada com dois niveis, alto e baixo, os quais foram
denominados de “1” e “-1”, respectivamente ¢ foram feitas trés repeti¢des no
ponto central “0”. Os resultados dos ensaios foram analisados com o software

STATISTICA 8.0 (STATISTICA, 2008). A importancia do efeito de cada
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varidvel na producdo de células foi medida avaliando-se o p-valor, sendo
considerados efeitos estatisticamente significativos aqueles que apresentaramp-

valor menor que 0,10.

Tabela 3 Valores das varidveis do planejamento PB e seus respectivos niveis
codificados para a produgdo de células da estirpe de Bradyrhizobium

sp. UFLA 3-84

Variaveis Codigo -1 0 1
pH X 52 6,0 6,8
Temperatura (°C) X, 27 30 33
Glicerol (g L™) X; 5,0 10 15,0
Ext. Levedura (g L) X, 1,0 4,0 7,0
Inéculo (%) Xs 1,0 4,0 7,0
Solluqﬁo de Zabriskie (mL X 1,0 5,0 9,0
LY
Agitacdo (rpm) X5 80 140 200

Delineamento Composto Central Rotacional e analise estatistica

A segunda parte do estudo foi realizada utilizando um outro
delineamento estatistico com objetivo de estabelecer a faixa 6tima das variaveis
selecionadas anteriormente. Com o delineamento PB foram selecionadas trés
varidveis: glicerol, extrato de levedura e agitagdo. O Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) constituiu-se de 17 ensaios, seguindo uma matriz
de dados, constituida por 4 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e trés pontos centrais
(RODRIGUES; IEMMA, 2009), sendo as variaveis respostas a biomassa celular
seca, contagem em placa de Petri e produtividade de biomassa (Px), calculada
pela equagdo 1. Foram executadas trés repetigdes do ponto central para dar a
estimativa do erro experimental. Os valores codificados e reais das variaveis

independentes encontram-se na Tabela 4.



118

Px =(UFC mL" — UFC mL™))/ t (1)
onde UFC mL'; — contagem de unidades formadoras de coldnias no final do
crescimento celular;

UFC mL™" | - contagem de unidades formadoras de col6nias no inicio do
crescimento celular;

t = tempo final de crescimento celular (h).

Tabela 4 Valores codificados e reais para glicerol, concentragdo de extrato de
levedura e agitacao utilizados no DCCR para a produgdo de células da
estirpe de Bradyrhizobium UFLA 3-84

Variavel Codigo -1,68 -1 0 1 +1,68
Glicerol (g L™) X, 5,0 7,0 10 13 15
Ext. de Levedura (g L'l) X, 0,6 2,0 4.0 6,0 74
Agitacdo (rpm) X3 163 170 180 190 197

Curvas de crescimento da estirpe UFLA 3-84

As curvas de crescimento para os 17 ensaios foram realizadas a partir
das médias do Log de UFC mL™, plotando-se os valores observados, a partir de
Oh, de 24 em 24 horas, até 240 horas de cultivo da bactéria. Foi obtido o tempo
de geragdo de todos os ensaios, dividindo-se o intervalo de tempo especifico,
entre 24 e 48 horas (na fase log) pelo numero de geracdes calculado de acordo as
equagdes utilizadas por FRANKENBERG; FREIRE; THOMAS (1995) para
avaliar os pardmetros a partir de processo fermentativo na produgdo de
inoculantes e apresentadas por Madigan et al., (2009). Os parametros foram

calculados de acordo com as Equagdes 2 e 3, a seguir:

tg=t/n 2)
Onde,

t = tempo de crescimento exponencial em horas

n=numero de geragdes no periodo crescimento exponencial limitado



119

n=( log N — log N)/0,301 3)
Onde,

n= nimero de geragdes

N = numero final de células

No= numero inicial de células, na fase logaritmica

Resultados

Avaliacéo dos fatores que afetam a producéo de inoculante

Os resultados da etapa inicial do trabalho, que consistiu na triagem das
variaveis mais importantes para o crescimento celular da estirpe UFLA 3-84,
estdo apresentados na Tabela 5, onde consta a planilha do delineamento PB com
os 15 ensaios, sendo 3 do ponto central. Sdo apresentados os seus valores
codificados e reais das sete varidveis independentes (X; a X;) e os resultados das
duas variaveis dependentes/respostas (biomassa g L' e log UFC mL™). Observa-
se que a biomassa variou de 0,5 g L' (no ensaio 12) a 5,2 g L' (no ensaio 7),
enquanto o log UFC mL"' variou de 8,9 (ensaio 9) a 10,4 (ensaio 7)

As analises dos resultados de biomassa celular (g L) e Log UFC m L™
encontram-se representados na Tabela 6. Observa-se que das sete variaveis
estudadas na triagem, utilizando o planejamento Plackett-Burman, apenas a
agitagdo apresentou efeito estatisticamente significativo, ao nivel de 10% de
significAncia, para a biomassa e log UFC mL., tendo respectivamente, o
coeficiente de determinagio (R?) 0,83 e 0,84. Dentre as demais variaveis, pelas
analises de efeitos e p-valor, o glicerol e o extrato de levedura, foram as duas

varidveis que mais interferiram no processo de produgdo de biomassa (Tabela 6).



Tabela 5 Delineamento PB mostrando as sete variaveis estudadas com valores reais e os resultados observados na
producdo de células da estirpe UFLA 3-83

Variaveis
Ensaios Independentes Dependentes
X, X, X; Xy Xs X X Biomassa (gL"') Log UFC mL™
1 1(6,8) -127)  1(150)  -1(1,0) -1 (1,0) -1 (1) 1 (200) 3,380 10,00
2 1(6,8) 1(33) -1(5,0) 1(7,0) -1(1,0) -1(1) -1 (80) 1,585 9,06
3 -1(5,2) 1(33) 1(150) -1(1,0) 1(7,0) -1(1) -1 (80) 1,612 9,18
4 1 (6,8) -127)  1(15,0) 1(7,0) -1(1,0) 1(9) -1 (80) 2,015 9,20
5 1(6,8) 1(33) -1(5,0) 1(7,0) 1(7,0) -1(1) 1 (200) 3,963 10,17
6 1(6,8) 1(33) 1(150) -1(1,0) 1(7,0) 1(9) -1 (80) 1,965 9,29
7 -1(5,2) 1(33) 1 (15,0) 1(7,0) -1 (1,0) 1(9) 1 (200) 5,214 10,40
8 -1(5,2) -127) 1(15,0) 1(7,0) 1(7,0) -1(1) 1 (200) 3,297 10,09
9 -1(5,2) -127)  -1(50) 1(7,0) 1(7,0) 19 -1 (80) 1,593 8,92
10 1(6,8) -127 -1(,00  -1(1,0) 1(7,0) 1(9) 1 (200) 3,190 10,00
11 -1(5,2) 1(33) -1(5,00  -1(1,0) -1(1,0) 19 1 (200) 2,857 9,99
12 -1(5,2) -127 -1(5,00  -1(1,0) -1 (1,0) -1(1) -1 (80) 0,558 9,12
13 0 (6,0) 0(30) 0(10) 0(4,0) 0(4,0) 0(5) 0 (140) 3,962 10,15
14 0(6,0) 0 (30) 0 (10) 0 (4,0) 0 (4,0) 0(5) 0 (140) 3,499 10,12
15 0 (6,0) 0(30) 0(10) 0 (4,0) 0(4,0) 0(5) 0 (140) 3,129 10,12

X, = pH; X, = temperatura; Xz = glicerol (g L™); X, = extrato de levedura (g L™); X5 = Volume de in6culo (%); X = Micronutrientes
(mL L™); X; = Agitagio (rpm).

0cI
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Tabela 6 Andlise estatistica dos resultados de biomassa e UFC obtidos com o
delineamento estatistico experimental PB, mostrando os efeitos, erro
padrdo, t- e p-valor

o **Biomassa (g L)@ **Log UFC mL"'®
Varidveis

Efeitos *E.P t(8) p-valor Efeito *E.P. t(8) p-valor

Média  2,7879 0,1799 15,4940 0,0000 9,7253 0,0826 117,8100 0,0000
X 0,1611 0,4023 0,4000 0,7007 0,0032 0,1846 0,0200  0,9867
X, 0,5272 0,4023 11,3100 0,2314 0,1275 0,1846 0,6900 0,5122
X3 0,6229 0,4023 11,5480 0,1655 10,1508 0,1846 0,8200  0,4409
X4 0,6842 0,4023 1,7010 0,1328 0,0424 0,1846 0,2300  0,8250
Xs 0,0018 0,4023 0,0040 0,9966 -0,0234 0,1846 -0,1300 0,9026
X6 0,4065 0,4023 1,0100 0,3459 10,0310 0,1846 0,1700  0,8715
X7 2,0955 0,4023 5,2080 0,0012 0,9784 0,1846 53000 0,0011

* E. P = Erro padrio. **Coeficiente de determinagéo (Rz): @=0,83,45 ¢ ©=0,84,73. X,
= pH; X, = Temperatura (°C); X3 = Glicerol (g L'l); X4= Extrato de Levedura (g L'l); X5
= Inéculo (%); X¢ = Micronutrientes (mL L™); X;= Agitagio (rpm).

Os maiores valores de contagem de UFC mL™" foram obtidos nos
ensaios, cujos valores de agitacdo situaram-se entre 140 e 200 rpm (1, 5, 7, 8§,
10, 13, 14 e 15). Exceto, o ensaio 10, que recebeu a concentra¢ao de 5,0 g L-1
de glicerol e 1,0 g L-1 de extrato de levedura, todos os demais (1, 5, 7 ¢ 13 a
15.), que também atingiram valores de 1 x 10" log UFC mL", receberam
maiores concentragdes de um ou outro componente ou dos dois a0 mesmo
tempo. Os demais fatores estudados, como o pH, temperatura, glicerol, ¢ volume
de inbéculo, ndo influenciaram significativamente na producdo de células.
Embora ndo havendo efeito significativo, as variaveis que apresentaram p-
valores proximo da significancia foram o glicerol e o extrato de levedura, 0,16 e
0,13, respectivamente. Em relagdo as demais varidveis, todas apresentaram p-
valor superior a 0,23 (Tabela 6).

Na sequéncia do trabalho, objetivando uma condig¢do 6tima e de menor

custo, foram selecionadas para o segundo delineamento (DCCR), a fonte de
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carbono glicerol, o extrato de levedura e a agitacdo. A agitacdo foi selecionada
porque apresentou efeito altamente significativo. O glicerol e o extrato de
levedura foram escolhidos porque apresentaram p-valor para a biomassa, mais
préoximo da significancia, 0,16 e 0,13, respectivamente. Além disso, o glicerol é
um substrato amplamente utilizado em cultivos de rizébios nos processos
industriais e, o extrato de levedura, um componente muito importante no
metabolismo bacteriano, sendo um dos principais componentes do meio de
cultura usado para o crescimento de rizobios (BURTON, 1984). O extrato de
levedura ¢ um componente utilizado pelo micro-organismo como fonte de
carbono, nitrogénio e fatores de crescimento (BOIARDI; ERTOLA, 1985;
URENHA et al., 1994). As variaveis temperatura, pH, concentracdo de indculo e

micronutriente foram fixadas, de forma a diminuir custos.

Otimizacéo das condic¢des de cultivo utilizando DCCR

A segunda etapa do estudo foi realizada seguindo um planejamento do
tipo DCCR, fatorial completo 2°, com 6 pontos axiais e 3 repeti¢des no ponto
central , totalizando 17 ensaios para a otimiza¢do das condigdes de cultivo.
Assim foram estudados cinco niveis das variaveis glicerol, extrato de levedura e
agitacdo, cujas faixas de estudo situaram-se respectivamente, entre 5 a 15,0 g L
10,6a74gL" e163a197 rpm (Tabela 7).

Observa-se que a biomassa variou de 2,74 a 4,66 g L', a contagem em
log UFC mL" de 9,5 a 10,39 e Px foi de 0,011, nos ensaios 8 e 14, a 0,022 log
UFC mL™" h™', no ensaio 13. Os maiores valores de biomassa, superiores a 4,0 g
L', foram obtidos com os ensaios 3, 5 e 7. Quanto, as células viaveis, verificou-
se valores de log UFC mL! superior a 10" nos ensaios 1, 3, 5, 7, 9, 13. A
produtividade (Px) atingiu valores de 0,018 a 0,022 log UFC mL"' h', nos
ensaios 1, 4, 10, 13 ¢ 16. (Tabela 7).
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Tabela 7 Valores codificados, valores reais das variaveis independentes, em que
X1, X2 e X3, sdo respectivamente, glicerol (g L™, extrato de levedura
(g L") e agitagdo (rpm), e da respostas (biomassa celular, Log UFC
mL" e Px) para os ensaios do Delineamento Composto Central

Rotacional
Varidveis independentes Variaveis dependentes
Ensaios X X, X3  Biomassa LogUFC  Px
Log UFC mL™
Codigos/valores reais gL’ mL" h!
1 -1(7,0) -1(2,0) -1(170) 3,050 10,380 0,019
2 1(13,00 -1(2,0) -1(170) 3,660 9,845 0,016
3 -1(7,0)0  +1(6,0) -1 (170) 4,611 10,041 0,012
4 1(13,00 +1(6,00 -1(170) 3,380 9,929 0,019
5 -1(7,0) -1(2,00  +1(190) 4,660 10,398 0,013
6 1(13,00 -1(2,00 +1(190) 3,000 9,802 0,016
7 -1(7,0)0  +1(6,0)  +1(190) 4,120 10,176 0,014
8 1(13,00 +1(6,0)0 +1(190) 3,740 9,875 0,011
9 -1,68 (5,0)  0(4,0) 0 (180) 3,680 10,021 0,015
10 1,68 (15,0) 0(4,0) 0 (180) 3,388 9,740 0,020
11 0(10,0) -1,68(0,6) 0(180) 2,740 9,501 0,014
12 0(10,0) +1,68(7,4) 0(180) 3,480 9,885 0,016
13 0(10,0) 04,00 -1,68(163 3,550 10,301 0,022
14 0(10,0) 0(4,00 +1,68(197 2,890 9,889 0,011
15 0(10,0) 0 (4,0) (180) 3,290 9,929 0,016
16 0(10,0) 0 (4,0) (180) 3,190 9,802 0,018
17 0(10,0) 0 (4,0) (180) 3,230 9,835 0,016

A analise estatistica dos resultados demonstra que para biomassa seca,
nenhum termo, linear ou quadratico, apresentou efeito estatisticamente
significativo (Tabela 8). Para a resposta log UFC mL™', apenas o termo linear do
glicerol apresentou efeito significativo e negativo, indicando que um aumento na
concentragdo do mesmo, diminuiu a contagem de colonias. Para a produtividade,
a Unica varidvel que foi significativa foi o termo linear da agitacdo, apresentando
efeito negativo. Nao houve interacdo significativa entre os fatores investigados.

Analisando-se os dados, sugere-se que para a bactéria UFLA 3-84, os menores
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valores, para as trés variaveis estudadas (glicerol, extrato de levedura e
agitacdo), atendem ao objetivo de obtencdo de alta producdo de células vidveis.
Esses niveis estdo representados pelo ensaio 1, o qual atingiu log UFC mL"
superior a 1 x10'°, biomassa seca de 3,05 g L™ e Px de 0,019 log UFC mL™" h!
(Tabela 7).

Para a contagem de células em log UFC mL", a agitagdo variando entre
163 a 197 rpm permitiu a obtengdo de valores de até 10'° UFC mL™. No entanto,
a obtengdo de valores acima de 1 x 10" tendeu a ocorrer nas agitagdes menores.
Dessa forma, sugere-se adotar valor de agitagdo em torno de 165 rpm, como
sendo suficiente para o processo fermentativo, promovendo alta densidade
celular da UFLA 3-84 no meio de cultura liquido modificado de Lopreto;
Mazza; Balatti (1972).

Portanto, para o crescimento celular, a faixa 6tima de concentragdo de
glicerol, extrato de levedura para a estirpe UFLA 3-84 esta em torno de 7,0 ¢ 2,0

g L-1, respectivamente e a agitagdo de 165 rpm.

Curvas de crescimento da estirpe UFLA 3-84

Verificou-se que os ensaios: 2, 4, 6, 8, 10, 11, 12 ¢ os pontos centrais,
apresentaram valores abaixo de 10" UFC mL™. A obtengio de valores de UFC
mL" superior a 10'° na maioria dos ensaios, ocorreu a partir 144 h, prolongando
até 216 h de cultivo. O tempo de geragdo, definido considerando o intervalo de
tempo durante fase log, entre 24 e 48h, variou de 5,72, no ensaio 3, a 23,34

horas, no ensaio 14 (Tabela 9 e Figura 1).



Tabela 9 Log de UFC mL™' em relagdo ao tempo (h), nimero méximo (NM) de UFC mL™, tempo em horas de obtengio
do niimero maximo de células (TMC) e de geracdo (Tg) obtidos a partir das curvas de crescimento para os 17
ensaios, incluindo os trés pontos centrais, a partir do DCCR

Ensaios **Ponto

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Central
0 711 7,11 7,11 725 725 725 725 7,09 7,09 7,09 709 711 725 7,11 7,09
24 819 8,12 812 803 783 89 7,81 7,68 798 791 807 8,01 816 8,88 7,95
48 9,09 920 938 929 898 930 9,00 892 9,18 9,12 9,05 9,00 937 9,19 9,02
72 9,53 9,57 9,57 958 9,60 9,63 957 954 9,66 9,65 958 945 947 943 9,59
96 9,56 9,60 9,59 9,60 966 963 961 963 969 964 953 962 949 9,50 9,54
120 9,57 9,64 9,63 9,62 971 9,62 9,68 9,65 985 95 955 981 953 9,56 9,55
144 10,26 9,67 988 993 970 9,79 9,69 9,61 9,77 9,74 948 9,40 10,30 9,54 9,66
168 10,39 9,78 985 9,79 9,73 9,80 982 9,73 986 9,63 948 9,68 986 9,74 9,67
192 9,78 9,80 9,88 9,70 9,85 9,67 9,71 9,77 10,01 9,56 945 9,68 9,82 9,36 9,77
216 9,86 9,73 10,04 9,83 9,80 9,77 10,19 9,66 10,00 9,54 9,48 9,70 9,74 9,67 9,84
240 9,68 9,75 990 9,76 1040 8,70 9,96 9,88 996 9,56 949 9,70 9,71 9,89 9,79
NM 10,39 9,80 10,04 993 1040 9,80 10,19 9,88 10,01 9,74 9,58 9,81 10,30 9,89 9,84
T™C 168 192 216 144 240 168 216 240 216 144 72 120 144 240 216
*Tg 8,02 6,68 573 573 6,28 18,04 6,07 582 6,02 597 738 729 597 2334 6,76

*Tempo de geragdo em horas. **Média dos trés pontos centrais.

Tempo

STl
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Figura 1 Curvas de crescimento da estirpe de Bradyrhizobium sp. UFLA 3-84, em meio

de cultura liquido modificado de Lopreto; Mazza; Balatti (1972). A legenda

mostra que: X; = glicerol (g L), X, = Extrato de levedura (g L") e X;

agitacdo (rpm).
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Discusséo

Avaliacéo dos fatores que afetam a producéo de inoculante

Os micro-organismos, de forma geral, sdo muito diversos e versateis,
tanto em termos de diversidade, quanto de densidade (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006), consequentemente possuem requerimentos nutricionais e condi¢des de
crescimento diversificado e especifico, dependendo da espécie. Os fixadores de
nitrogénio, por sua vez, também apresentam requerimentos nutricionais e
condigdes de cultivos especificos. As especificidades nutricionais e metabodlicas
sd0 aspectos basicos utilizadas para a separacdo dos grupos em fixadores de
crescimento rapido, intermedidrio e lento (STOWERS; ELKAN, 1984;
STOWERS, 1985; BEN REBAH et al., 2007; Moreira, 2008). As bactérias
fixadoras de nitrogénio que formam simbiose com leguminosas, como o feijao-
caupi, pertencentens ao género Bradyrhizobium estdo incluidos dentro do grupo
de rizobios de crescimento lento, cujo tempo varia entre 6 a 10 dias (BURTON,
1984; PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA, 2001; MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). A estirpe de Bradyrhizobium UFLA 3-84, inoculante do feijdo-caupi,
objeto de estudo do presente trabalho apresentou crescimento dentro da faixa
mencionada acima. Além disso, produziu densidade celular suficiente para
atender aos requesitos minimos do MAPA, para a elaboracdo de inoculante
(Tabelas 5).

Varios ensaios, constituidos pelo meio de cultura liquido modificado de
Lopreto; Mazza; Balatti (1972), condicdes de cultivo e incubagdo, promoveram
o crescimento satisfatorio, permitindo a obtengdo de altas densidades celulares
da estirpe UFLA 3-84, observadas por meio da avaliacdao de biomassa seca e log
UFC mL™" (Tabela 6). Analisando-se estes resultados obtidos, percebe-se que a

agitacdo foi preponderante para o sucesso do crescimento microbiano, uma vez
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que, as altas densidades de células e o maior valor de biomassa seca foram
alcangados nos ensaios com os maiores valores de agitacdo (Tabela 5). Estes
resultados corroboram o que tem sido observado em outros estudos com rizobios
adotam agitagdo de 150 rpm ou superior (FRANKENBERG; FREIRE,;
THOMAS, 1995; SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002; FERNANDES
JUNIOR et al., 2009; ALVAREZ et al., 2010). Entretanto, ha estudo que obteve
alta densidades celulares, semelhantes ao alcangado neste estudo (Tabela 5) com
estirpes de Bradyrhizobium utilizando o mesmo meio, e com agita¢do inferior,
de 110 rpm (MIGUEL; MOREIRA, 2001; BARBERI et al., 2004).

Apesar de ndo serem significativos, o glicerol e extrato de levedura
apresentaram efeitos proximos da significancia (Tabela 6). O glicerol ¢ uma
fonte de carbono de baixo custo e amplamente utilizada em cultivos microbianos
¢ de bactérias do género Bradyrhizobium (Arias e Martinez-Drets 1976,
STOWERS, 1985; PRADELLA; OLIVEIRA; URENHA, 2001; SINGLETON;
KEYSER; SANDE, 2002; ITO et al., 2005; MOTA; SILVA; GONCALVES,
2009; MARKOV; AVERITT; WALDRON, 2011). O extrato de levedura é um
componente muito importante para o crescimento microbiano, dependendo de
sua concentracdo ¢ marca utilizada favorece a obtengdo de alta producdo de
células viaveis (DATE, 1972) ou até inibe o crescimento produzindo células
deformadas e com baixa viabilidade (SKINNER; ROUGHLEY; CHANDLER,
1977). Ainda sobre o extrato de levedura, ¢ importante mencionar que este
componente contém vitaminas, e outros constituintes que estimulam a eficiéncia
de crescimento do micro-organismo (BEN REBAH; TYAGTI; PREVOST, 2002;
BEN REBAH et al., 2007)

Quanto as outras varidveis ha diversas informagdes, que corroboram o
presente trabalho e/ou apresentam resultados distintos. Por exemplo, tem sido
demonstrado por Barberi et al., (2004), que quando o meio apresentou valor

inicial de pH 5,5, ocorreu o maior crescimento, sendo que este fator ndo
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interferiu no presente trabalho (Tabelas 5 e 6). Entretanto, ja foi observado que
com estirpes de Bradyrhizobium cultivadas em meio de cultura liquido YM
(VINCENT, 1970), cuja fonte de carbono era o manitol, o crescimento foi
distinto, sendo que o melhor desempenho foi obtido em pH 6,0, tanto em UFC
quanto na produ¢ao de exopolissacarideos.

Em relacdo a obtengdo de UFC, nota-se que o meio de cultura exerce
influéncia direta na produgdo de células vidveis. Por exemplo, os autores Miguel
¢ Moreira (2001) trabalhando com a estirpe (INPA 03-11B) e Kremer ¢ Peterson
(1983) com Rhizobium CB756 e Fernandes Jinior et al., (2009) com estirpe de
Bradyrhizobium BR 3267 utilizando o meio de cultura liquido YM (VINCENT,
1970) (semelhante ao meio 79) obtiveram valores de 10° UFC mL™, sendo
inferior ao alcancado neste estudo. Provavelmente, esta diferenca pode estar
relacionada a fonte de carbono (manitol) que os autores utilizaram no meio de
cultura e a menor concentracdo de extrato de levedura, uma vez que, este
componente contém vitaminas, estimulando a eficiéncia de crescimento do
micro-organismo (BEN REBAH; TYAGI, PREVOST, 2002; BEN REBAH et
al., 2007). Este pressuposto corrobora o que foi observado em outro trabalho,
que embora utilizando o glicerol como fonte de carbono, na concentragdo de 12
g L', mas contendo apenas 1 g L' de extrato de levedura, foi obtida uma
densidade de células de somente 10° UFC mL™" (Daza et al., 2000).

Relacionado a temperatura, outro fator importante para o crescimento
bacteriano, observa-se que faixa de temperatura utilizada para cultivo de
Bradyrhizobium situa-se, em geral, entre 25 e 32 °C, prevalecendo valores entre
28 °C e 30 °C. Por exemplo, Kremer e Peterson (1983), trabalharam com 25°C,
FRANKENBERG; FREIRE; THOMAS (1995), Fernandes Junior et al., (2009) e
Grassano et al., (2009) adotaram o valor 28 °°C. Nos trabalhos de Boiardi e
Ertola (1985), Surpin e Maier (1998) ¢ Ben Rebah et al., (2002) o valor de

temperatura utilizado foi 30 °C. Semelhantemente, ao observado no presente
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estudo (Tabelas 5 e 6), notou-se que nos trabalhos abordados acima, o fator
temperatura ndo interferiu significativamente no processo de producdo de
células.

Portanto, ndo foram observadas diferencas significativas de crescimento
celular nos cultivos de rizobios devido a temperatura. Por exemplo, Frankenberg
(1990) e FRANKENBERG; FREIRE; THOMAS (1995), trabalhando com 2,5 L
de meio de cultura em fermentador de 5 L e testando temperatura variando de 22
°C a 38 °C, obteve maxima produg¢do de células nas temperaturas de 28 °C, 30 °C
e 34 °C. Assim, os resultados observados no presente estudo estdo de acordo aos
apresentados pela maioria dos trabalhos apresentados anteriormente,
confirmando dessa forma, que a variagdo de temperatura entre 27 a 32 °C, ndo
interfere no processo fermentativo de estirpe de Bradyrhizobium, que foi a
estirpe UFLA 3-84. Esta estirpe foi estudada em sua segunda etapa com o
DCCR, avaliando-se as intera¢des do glicerol, extrato de levedura e agitagao,

selecionadas por meio do delineamento PB.

Otimizacéo das condig¢des de cultivo utilizando DCCR

Em relacdo a biomassa seca, a alcangada no presente trabalho (Tabela
7), em geral, foi semelhante a relatada por Grassano et al., (2009). Estes autores
trabalharam com estirpes Bradyrhizobium japonicum (E109, SEMIA 5079 e
SEMIA 5080) ¢ Bradyrhizobium elkanii (SEMIA 587 ¢ SEMIA 5019), todas
inoculantes aprovados para a soja, exceto E109. A biomassa seca entre 4,12 ¢
4,66 (Tabela 7), foi superior aos valores alcangados, pelos mesmos autores, que
obtiveram entre 3,12 e 3,91 g L', trabalhando com frascos agitados a 250 rpm,
incubados a 28 °C.

Quanto a influéncia da agitagdo, observa-se em diversos trabalhos

desenvolvidos com estirpes de Bradyrhizobium, uma tendéncia ao uso de altos
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valores de agitacdo em processos fermentativos, sendo a maioria acima de 150
rpm, chegando até 300 rpm (FRANKENBERG; FREIRE; THOMAS, 1995;
SINGLETON; KEYSER; SANDE, 2002 FERNANDES JUNIOR et al., 2009;
ALVAREZ et al., 2010). Por exemplo, os autores Boiardi ¢ Ertola (1985)
obtiveram o maximo de UFC mL (1,1 x 10'°) utilizando valor de agitagdo de 300
rpm. Enquanto, Grassano et al., (2009), obtiveram valores acima de 5 x 10'° com
agitacdo de 250 rpm. No entanto, com valor de agitagdo bem inferior (110 rpm),
Barberi et al., (2004), obtiveram valores de 10" UFC mL™". No presente
trabalho, foi constatado que a faixa de agitacdo para a biomassa entre 163 e 197
rpm, ndo influenciou significativamente. A partir das informagdes da literatura
apresentada, sugere-se utilizar, valores de agitacdo em torno de 165 rpm, o que
provavelmente para um meio de cultura balanceado promoverda um alto
crescimento celular. Propde-se, este valor de agitacdo, pois uma rota¢do mais
lenta propicia-se maior vida util do equipamento.

Quanto ao extrato de levedura, geralmente, a concentragdo de utilizada ¢
de 4 g L' (FRANKENBERG, 1990; BEN REBAH; TYAGI; PREVOST, 2002;
BARBERI et al., 2004; GRASSANO et al., 2009). Entretanto, concentragdo de 1
g L' de extrato de levedura e aproximadamente 12 g L' de glicerol, permitiram
alcangar valores acima de 10'° UFC mL"' (RODRIGUEZ-NAVARRO et al.,
2003; ALBAREDA et al., 2008). Porém, em trabalhos utilizando YM
(VINCENT, 1970), em cuja composi¢do ha baixa concentragdo de extrato de
levedura e a fonte de carbono ¢ o manitol, os valores ndo ultrapassam 10° UFC
mL (KREMER; PETERSON, 1983; MIGUEL; MOREIRA, 2001;
FERNANDES JUNIOR et al., 2009).

Para o extrato de levedura, sugere-se considerar que o processo
otimizado € aquele em que a concentragdo seja menor possivel ¢ com alta
concentragdo de células, uma vez que, o custo deste componente ¢ um dos mais

altos dentre os demais utilizados. Além disso, concentragdes acima de 0,35%
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podem ndo ser benéficas para algumas estirpes, provocando a producdo de
células deformadas e a redugdo da viabilidade celular (SKINNER;
ROUGHLEY; CHANDLER, 1977; BEN REBAH et al., 2007). No entanto, a
estirpe UFLA 3-84, utilizada neste trabalho, nao foi inibida com concentrac¢des
acima de 0,35% de extrato e levedura, apresentando crescimento satisfatério em
diferentes concentragdes. Mas, demonstrou pouco crescimento quando a

concentragdo de extrato de levedura foi superiora 6 g L-1.

Curvas de crescimento da estirpe UFLA 3-84

O inoculante bacteriano utilizado para inoculagdo de leguminosas, como
o feijio-caupi deve apresentar uma densidade celular minima de 1 x 10° UFC
mL™" (BRASIL, 2011). De forma geral, a producio celular de todos os ensaios
atendeu a esta norma do MAPA (Figura 1). Além disso, alguns ensaios
promoveram crescimento celular acima do minimo exigido, obtendo-se valores
de 10" log UFC mL™". Esta densidade celular é superior a apresentada nos
inoculantes comerciais. Observa-se que o tempo de geragdo de alguns ensaios,
como o 1 e 13, que apresentaram maiores valores de log UFC mL™ (superior
10'), foi 8,02 e 5,97, respectivamente (Tabela 9). Estes valores sdo melhores
que o obtido por Barberi et al. (2004) com a estirpe BR 29 (SEMIA 5019), cujo
tempo de geragdo foi de 11,55 h', e semelhantes aos apresentados por
Frankenberg; Freire, Thomas (1995), que trabalhando com a estirpe SEMIA
587, obteve valores entre 7,5 e 7,7 h-1, cultivando respectivamente as
temperaturas de 28 e 30 °C. Portanto, os resultados dos ensaios 1 e 13, sdo os

que demonstram melhor performance de crescimento celular.
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Conclusoes

O delineamento estatistico Plackett-Burman permitiu a identificacdo
rapida de fatores importantes no processo de cultivo da estirpe UFLA 3-84.
Foram selecionadas a agitacao, por ter apresentado efeito estatistico significativo
e as varidveis glicerol e extrato de levedura por serem dois componentes
importantes para o crescimento microbiano. O DCCR permitiu com poucos
ensaios encontrar uma faixa Otima para a produgdo de células de
Bradyrhizobium. Mas, nenhuma das variaveis apresentou efeito estatistico
significativo.

Para a estirpe UFLA 3-84, a composicdo e concentracdo do meio de
cultura para obtengdo de altos valores de UFC mL™ sdo: glicerol (7,0 g L™);
extrato de levedura (2 g L™); K,HPO, (0,5 g L™); MgS0,.7H,0 (0,2 g L™); NaCl
(0,1 g L™); KNO; (0,8 g L™); (NH4),HPO, (0,3 g L™"); FeClya 10% (0,1 mL L™)
e MnSO4 a 10% (0,1 mL L'l). Neste meio, adicionar 1,0 mL L de solugdo
micronutrientes (Zabriskie). As condi¢cdes de incubagdo foram: pH inicial
ajustado a 6,8; temperatura de 28 °C; agitagdo de 170 rpm e o0 maximo de 144 h
de incubagio, para a obtengdo de 1 x 10" UFC mL™". Para produgcio celular de 1
x 10° log UFC mL, que é a densidade minima exigida pelo Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a producdo de inoculantes
comerciais, o periodo de 96 horas de cultivo é suficiente, e mais vantajoso

economicamente.
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