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RESUMO

A soja, atualmente, é aleguminosa de maior expressdo econdmica no Brasil. Em raz8o da demanda crescente no mer-
cado internacional, a cultura encontra-se em larga expansdo em todo territério brasileiro. Em alguns ensaios realizados em so-
los acidos brasileiros, sob sistema de plantio direto, essa cultura tem mostrado baixa resposta a aplicacdo de calcario. Porém, a
acidez € um dos fatores que limitam a eficiéncia da simbiose rizobio-leguminosas. Para contornar esses problemas, poderiam
ser utilizadas estirpes tolerantes a acidez do solo ou induzir tolerancia nas estirpes ja utilizadas. Em alguns trabalhos, tem-se
demonstrado indugdo de tolerancia a acidez quando a bactéria € previamente exposta a pH acido. Assim, objetivou-se com este
trabalho verificar o crescimento de Bradyrhizobium elkanii estirpe Br 29 em meios de cultura sob diferentes condi¢des de pH
inicial. Foram realizados dois experimentos com dois meios de cultivo diferentes, em que se variou o pH inicia (6,8; 6,0; 5,5).
Foram avaliados: o crescimento da estirpe, pela contagem do nimero de unidades formadoras de colénia (UFC) e por densidade
6tica, assim como as mudancas do pH nos meios. As curvas de crescimento obtidas variaram de acordo com o pH inicia e com
a composicdo do meio de cultura. Com base no nlimero méximo de UFC.mL™, parao meio Lorda & Balatti modificado, o me-
lhor pH foi 6,0 e, no meio Lopreto, 0 melhor pH foi 5,5. O melhor crescimento em pH mais baixo (5,5) esta associado a maior
producdo de exopolissacarideo.

Termos para indexagdo: Rizdhio, acidez, tempo de geraggo, unidades formadoras de col6nia, densidade dtica

ABSTRACT

Currently soybean is the most economically important legume crop in Brazil. Due to its profitability soybean is being
widely spread out al over the national territory. Some assays have shown low response of this crop to liming in acid Brazilian
soil, under no-till age systems. Acidity is one of the factors that limit the efficiency of the symbiosis rhizobia — legumes. This
problem could be solved if acid tolerant strains were obtained or if tolerance to acidity could be induced. Some papers
demonstrated induced tolerance to acidity when the bacterium is previously exposed to a slightly acid pH. The aim of this study
was to verify the growth of Bradyrhizobium elkanii strain Br 29 in culture media with different pH values (6.8; 6.0; 5.5). Two
experiments were carried out with two different culture media varying mainly regarding initial pH. Strain growth, by optical
density and colony forming units (CFU) number, and pH medium modification were evaluated. Growth curves varied
either in accordance with pH or culture media composition. Growth based on maximum number of CFU.mL™? was
better at pH 5.5 in Lopreto medium and at pH 6.0 at Lordaand Balatti medium. Better growth on lowest pH (5.5)
was related to greater exopolyssacaride production.

Index terms: Rhizobia, acidity, generation time, colony forming units, optical density.

(Recebido para publicagdo em 9 de junho de 2003 e aprovado em 26 de agosto de 2003)

INTRODUCAO

Atualmente a soja (Glycine max (L.) Merril) é
a leguminosa de maior importancia na pauta de
exportacdo do Brasil. A sua expansdo ocorreu nos anos
70, devido a0 interesse crescente da indUstria de 6leo e
ademanda do mercado internacional. Assim, na safra

2002/2003, a érea plantada de soja no Brasil foi de 18
milhdes de hectares, acangando uma produgédo de 52,5
milhdes de toneladas (CONAB, 2003), colocando o
Brasil como maior exportador mundial. A soja
brasileira somente conseguiu chegar a esses patamares
gragas ao preco competitivo no mercado internacional .
Avangos no melhoramento genético da planta e nas pes-
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quisas em microbiologia do solo tornaram possiveis
subdtituir a adubagdo nitrogenada pelo uso de inoculantes
com estirpes de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizo-
bium elkanii Isso proporcionou um suprimento de qua-
se todo nitrogénio demandado pela cultura, equivalente
amais de 250 kg de N.ha" por cultivo (URQUIAGA et
a., 1999), o que representa uma economia para o Pais
equivalente a 1,4 bilhdo de ddlares.

Para garantir os beneficios proporcionados pela
fixac8o biolégica de nitrogénio (FBN), o agricultor ne-
cessita introduzir, por meio da inoculagéo, uma popul a
¢do adequada de estirpes de bactérias eficientes na fixa
¢ao do nitrogénio, alcancando, assim, uma alta eficién-
ciadaFBN.

Cultivando-se soja em sistema de plantio direto
em solos &cidos brasileiros, alguns pesquisadores, como
Caires et a. (1998, 1999), Pottker e Ben (1998) e Mo-
reira (1999), tém verificado abaixa resposta dessa cul-
tura acorregdo da acidez do solo, alcangando boas pro-
dutividades mesmo em solos naturalmente &cidos. Um
dos fatores que podem determinar a baixa resposta da
soja a calagem em solos de cerrado é a deficiéncia natu-
ral desses solos en micronutrientes, como cobre, zinco
€ manganés, que tém sua disponibilidade reduzida com
0 aumento do pH.

Com isso, torna-se importante a selecéo de bac-
térias fixadoras de nitrogénio (BFN) mais adaptadas a
indices mais elevados de acidez ou adaptacdo das estir-
pes de BFN ja utilizadas nos inoculantes a essa nova
faixa de pH. Em alguns trabalhos tem sido demonstra-
dos melhor adaptacdo de bactérias aacidez quando pre-
viamente crescidas em meios de cultura levemente &d-
dos, fendmeno conhecido como “acid habituation”
(GOODSON e ROWBURY, 19893, 1989h) ou “adaptetive
tolerance response” (FOSTER e HALL, 1990, 1991,
DILWORTH et a., 1999; O'HARA et d., 1989). Essas
observagfes aumentam 0s questionamentos sobre as
condic¢Bes de cultivo apropriadas para a preparacéo de
inoculantes para solos &cidos, pois bactérias crescidas
em pH 5,0 podem ter maior chance de sobreviver em
solos éacidos do que aquelas crescidas em pH 7,0
(OHARA e GLENN, 1989). Miguel e Moreira
(2001) verificaram maior producdo de exopolissaca-
rideos e de nimero de unidades formadoras de col 6-
nias por estirpes de Bradyrhizobium (Br 29, Br
4406, SEMIA 587 e INPA 401-11B) crescidas em
meio de cultura extrato de levedura (yeast) e manitol
(YM) (VINCENT, 1970) com pH inicial igual a 6,0,
em comparagdo com 0s outros tratamentos (pH ini-
cial 5,0 e 6,8).

Com este trabalho objetivou-se avaliar o cresci-
mento da estirpe Br 29 (= SEMIA 5019 = Br 29w) de
Bradyrhizobium elkanii em dois meios de cultura
(LOPRETO, 1972, citado por URENHA et al., 1994,
LORDA e BALATTI, 1996), sob diferentes condi¢des
depH inicia (5,5; 6,0 € 6,8).

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos no Setor
de Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncias
do Solo da UFLA com a estirpe Br 29 (= SEMIA
5019 = Br 29w), que pertence a epécie Bradyrhizobium
elkanii e foi isolada na Embrapa Agrobiologia. Essa é
utilizada como inoculante desde 1979, sendo conside-
rada competitiva em solos de Cerrado (PERES e
VIDOR, 1980).

Experimento I: Influéncia do pH inicial do
meio de cultura e do célcio na producdo de cé-
lulas derizdbio

Este experimento foi conduzido em um delinea
mento inteiramente casualizado em um esquema fatorial
(4 tratamentos por 9 épocas de avaliagdo) com 4 repeti-
¢Oes. O meio utilizado foi o de Lopreto (1972), citado
por Urenha et al. (1994) (composi¢ao por litro: 10 g de
Gliceral; 4 g de Extrato de levedura; 0,5 g de K;HPO;;
0,2 g de MgSO,7H;0; 0,1 g de NaCl; 0,8 g de KNOg;
0,3 g de (NH,):HPO,; 2 gotas de MnSO, 10%; 2 gotas
de FeCl; a 10%), adicionado de 1 mL de solugdo de mi-
cronutrientes de Zabriskie, descrita por Urenha et al.
(1994), (composicéo por litro: 0,22 g de ZnS0,.7H,0;
0,55 g de CaCl,; 0,50 g de MnCly; 0,50 g de 0,10 g de
FeSO4, (N H4)6M 070244H20, 0,16 g de CuS0O, e 0,16 g
de CoCl,). Distribuiram-se 150 mL do meio citado
acima em erlenmeyers de 250 mL. Apds autoclavagem
dos erlenmeyers a 121°C por 20 minutos e resfriamento
atemperatura ambiente, procedeu-se ainoculagdo deles
com coldnias da estirpe Br 29 com o auxilio de uma d-
¢a de platina. Essas col6nias foram obtidas depois de
crescidas por 7 dias em placa de Petri com meio 79
(FRED e WAKSMAN, 1928) (composi¢do por litro:
10g de Manitol; 0,4 g de Extrato de levedura; 1 ml de
K HPO, a 10%; 4 ml de KH,PO, a 10%; 2 ml de Mg-
SO, 7H,0 a 10%; 1ml de NaCl a 10%; 5 ml de Azul de
Bromothimol a0,5% em KOH a 0,2N; 15 g de agar).

Os tratamentos testados foram: meio com pH
inicial 5,5; meio com pH inicia 5,5 mais 0,5 g.L™ de
cloreto de célcio; meio com pH inicia 6,0 e meio com
pH inicial 6,8. O pH do meio foi gjustado para pH 5,5;
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6,0 e 6,8 com solucéo de HCI 2N, somente antes da au-
toclavagem.

Ap6s ainoculagdo, os erlenmeyers foram manti-
dos sob agitagdo constante, em um agitador orbital, a
110 rpm por 216 horas a 28°C. A cada 24 horas, foram
retiradas aliquotas de 1 mL para contagem de unidades
formadoras de colénia (UFC.mL™) em placa, pelo mé
todo da inoculagdo de gotas proposto por Miles e Misra
(1938).

Para a contagem de UFC.mL™, foi retirado 1 mL
de caldo de cada erlenmeyer, colocando-se em um tubo
de ensaio contendo 9 mL de solugdo fisiologica (NaCl
0,55%), previamente autoclavado. Agitou-se por 10 s
gundos em vortex, originando uma solugédo com con-
centracdo de diluicdo 10™. Posteriormente, retirou-se 1
mL da solucdo 10™, o qual foi colocado em outro tubo
com 9 mL de solugdo, seguindo o procedimento citado
acima, originando a dilui¢io 10 Esse processo foi rea-
lizado sucessivamente até a obtencéo da diluicdo 107
Em seguida, foram retiradas aliquotas de 0,02 mL das
diluicdes 10* 10°, 10° 107, 10® e 10%, as quais foram
colocadas em placas de Petri contendo meio 79 e divi-
didas previamente em seis setores, utilizando-se um s=-
tor da placa por diluicéo. Esse procedimento foi reali-
zado em numero de trés repeticdes. Apos a inoculacdo
e secagem da aliquota a temperatura ambiente, as pla
cas foram colocadas invertidas em uma camara de cres-
cimento a 28°C pelo periodo de 7 dias, quando, entdo,
foi efetuada a contagem das UFC da diluic&o, que apre-
sentou de 6 a 50 UFC por gota de 0,02 mL, seguindo
procedimentos de Miles e Misra (1938). Dessas dilui-
¢des, foram retiradas as médias ponderadas das conta-
gens das trés repeticdes e, a partir desses valores de
UFC, foram construidas curvas de crescimento em fun-
¢ao do tempo. Para a obtencdo do tempo de geracéo,
dividiu-se um intervalo de tempo especifico (DT,-Ty)
em horas (na fase log) pelo nlmero de geragdes. Esse
foi calculado pelo logaritmo na base 2 da divisio das
UFC.mL" em T, pelas UFC.mL" em T,.

Experimento II: Influéncia do pH inicial e do
tamponamento do meio de cultura na produ-
¢ao de célulasderizébio

Este experimento foi conduzido em um delinea
mento inteiramente casualizado em esguema fatorial (3
tratamentos por 7 épocas de avaliagdo) com 4 repeti-
¢Oes. O meio utilizado neste experimento teve como ba
se 0 meio Lorda e Balatti (1996) (composicdo por litro:
10 g de Glicerol; 4 g de Extrato de levedura; 0,2 g de

MgSO,7H;0; 0,1 g de NaCl; 0,8 g de KNO3; 0,3 g de
(NH4)2PO, substituido por 0,3 g de (NH,4),SO4; 0,06 mL
de MnSO, a 10% e 0,06 mL de FeCl; a 10%). Os tra-
tamentos testados foram diferentes valores iniciais de
pH (5,5, 6,0 e 6,8). Todos os trés tratamentos recebe-
ram as mesmas quantidades de compostos utilizados no
meio, sO diferindo na proporcéo de ions de fosfato utili-
zados para o tamponamento desegjado. Para isso, foram
utilizadas duas solugdes a 8,81 mM de concentracéo de
K.HPO, (k2) e KH,PO, (k1), colocados nas seguintes
proporgoes: 55 mL k2 + 45 mL k1 para pH 6,8; 20 mL
k2 + 80 mL k1 parapH 6,0 e4 mL k2 + 96 mL k1 para
pH 5,5 em um volume de um litro.

Para a padronizagdo do in6culo inicial, uma
colOnia isolada apds crescimento da estirpe por
7 dias em meio 79 foi inoculada em meio Lorda e
Balatti (1996) com pH 6,8; ficando sob agitacéo por
seis dias. Em seguida, uma aliquota de 1mL foi ino-
culada em erlenmeyers de 250 mL contendo 149 mL
do respectivo meio, com valores de pH gjustado para
5.5, 6.0 e 6.8, com solugdo de HCI 2N com 4 repeti-
¢Oes por tratamento.

Ap6s ainoculagdo, os erlenmeyers foram manti-
dos sob agitagdo constante em um agitador orbital, a
110 rpm por 168 horas a 28°C. A cada 24 horas, foram
retiradas aliquotas de 1 mL para a contagem de
UFC.mL™, que foi redizada como no experimento 1.
Aliquotas de 5mL foram retiradas para determinacéo
de densidade ética e do valor de pH. Para a avaliagdo
da densidade dtica, foi utilizado um espectrofotdmetro
marca Hitachi, modelo U-2001 UV/Vis, fazendo-se a
leitura da absorbancia a 560 nm e utilizando como pa-
drdo “0" agua destilada, sendo utilizadas as leituras
realizadas somente na fase log de crescimento, interva-
lo de 0 a 48 h, para a diminuicdo dos efeitos de possi-
veis células mortas. Para leitura de pH, utilizou-se de
um potencidémetro previamente calibrado.

A densidade ética expressa 0 niimero de células
mais os exopolissacarideos (EPS) produzidos por essas
células. A producdo de EPS é uma resposta de vérias
espécies de bactérias a uma gama de fatores limitantes,
EPS pode ter um papel integral por permitir que um
organismo sobreviva sob uma variedade de circunstan-
cias estressantes (CUNNINGHAM e MUNNS, 1984).

Para avaliar a producdo de EPS, utilizaram-se as
equactes de regressdo da densidade 6tica em fungdo ao
log de UFC.mL™, tomando-se um mesmo nimero
base de 10%® UFC. mL* para permitir a comparag&o
das diferencas na densidade 6tica nos trés tratamen-
tos.
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Todos os dados foram analisados no programa
estatistico SISVAR, verséo 4.3 (FERREIRA, 2000). As
meédias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Experimento |: Influéncia do pH inicial e do
calcio do meio de cultura na producéo de cé
lulas derizébio

Na Figura 1 sdo apresentadas as curvas de cres-
cimento em meio de cultura Lopreto (1972), citado por
Urenha et a. (1994), para os quatro tratamentos. Houve
crescimento satisfatério da estirpe de Bradyrhizobium
elkanii Br 29 em todos os tratamentos. No entanto, 0s
tratamentos diferiram significativamente quanto acurva
de crescimento.

A comparacdo das médias de log UFC. mL™
(Tabela 1) revelou que os tratamentos com pH inicial
6,8 e 5,5+Ca foram os que apresentaram 0 maior nu-
mero médio geral de UFC.mL™ e o tratamento com
pH inicia 6,0 foi o que teve o menor. No entanto, 0s
valores de nlimero méximo de UFC.mL™ obtidos a par-
tir das equagdes das curvas de crescimento mostraram
gue os tratamentos com pH inicia 6,8; 6,0 e 5,5+Ca,
ndo diferiram, sendo o tratamento com pH inicial 5,5 o
gue apresentou maior nimero maximo de células.

11 1

[ pH 6,8
+ ceverananns pH 6,0
10 - A ———=pH55
® pH 5,5+Ca

log UFC.mL t
[{e]

TABELA 1 — Médias do log de UFC.mL™ em relacdo
a0 tempo (h) e nimero méaximo (NM) de UFC.mL™ ob-
tidos a partir das curvas de crescimento para os quatro
tratamentos de pH inicial do meio.

Tempo Tratamentos Geral
6,8 6 55 55+Ca
24 6,8a 6,08a 6,33a 6,57a 6,45D
48 70la 595a 6,28a 6,68a 648D
72 8,06a 6,63b 6,75b 7,22ab 7,16C
9% 9,03a 7,76b 8,11ab 8,38ab 8,32B
120 96a 888a 912a 906a 916A
144  9,73a 925a 9,26a 942a 9,68A
168 959a 912a 954a 9,67a 948A
192 9,85a 934a 99a 9,76a 9,73A
216 923a 9,27a 9.86a 96a 949A
Geral 876a 803c 836bc 86lab 844
NM 9,74b 942b 10,19a 9,76b

M édias seguidas da mesma letra mindscula, na hori-
zontal, e mailscula, na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

++

A

y=-1,6x10 * x* + 0,054 + 5,24
R?=0,9530

+ y =-10,5x10 ° x + 0,046 + 4,47

R%=0,9237
6 A , " A y=780 j x2 +0,041x + 4,89
R4 R?=0,9386
o = ® - 96x10°x2+0,042x+5,19
R?=0,9535
5 T T T T T T T T T |
0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240

Tempo (h)

FIGURA 1 — Curvas de crescimento de Bradyrhizobium elkanii (Br 29) em meio de cultura Lopreto (1972), citado
por Urenha et al. (1994), sob diferentes condi¢des de pH inicial.
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O tempo aproximado necess&rio para que os tra-
tamentos (6,8; 6,0; 5,5 e 5,5+Ca) alcangassem 0 hume-
ro méaximo de UFC.mL™ foram, respectivamente, 168,
217, 261 e 218 horas.

A contagem das UFC.mL™ para as primeiras 24
horas mostrou grande amplitude de valores entre as re-
peticBes (Figura 1), e a ndo-padronizagdo do indculo
inicial pode ter causado essa diferenga, ja que algumas
repeticbes podem ter sido inoculadas com maior ou
menor nimero de células.

N&o ocorreu diferenca para o par@metro tempo
de geracdo no intervalo entre 24 horas e 120 horas,
sendo o valor médio desse, para os quatro tratamentos,
de 10,807 horas. Esse valor confirma valores encontra-
dos por Kennedy e Greenwood (1982), citados por Mo-
reira (1991), para tempo de geragdo de estirpes de cres-
cimento lento, que foram maiores ou iguais a 8,5 horas.

Experimento II: Influéncia do pH inicial e do
tamponamento do meio de cultura na produ-
¢do de célulasderizébio

Verificou-se um aumento progressivo do pH do
meio em decorréncia da multiplicagdo das células ao
longo do tempo (Figura 2), sendo mais acentuado nos
tratamentos com valores de pH inicial 5,5 e 6,0; con-
firmando resultados obtidos por Ribeiro Janior et al.
(1987). Entretanto, apds 72 horas, ndo havia mais dife-
renca estatistica entre o pH dos tratamentos, de modo
gue se pode concluir que o pH inicial do meio pouco in-

6,5 e .
6,0 ’

55

fluencia o crescimento bacteriano apés esse periodo.
Alguns autores relatam a ocorréncia do fenémeno de
“acid habituation” (GOODSON e ROWBURY, 19893,
1989h) ou “adaptative tolerance response” (FOSTER e
HALL, 1990, 1991; DILWORTH et a., 1999; O'HARA
et a., 1989), mas, vérios pesquisadores BROMFIELD
e JONES, 1980; HOWIESON et a., 1992; GEMELL e
ROUGHLEY, 1993) encontraram baixa correlagcdo en-
tre estirpes tolerantes a pH &cido em meio de cultura e
toleréncia a acidez do solo. Esses resultados poderiam ser
explicados pela facilidade de ateracdo do pH do meio, de-
vido a0 seu baixo poder tampdo em relagdo agrande con-
centraggo de UFC.mL™ existente no meio. Em contraparti-
da, no solo, e também narizosfera, o poder tampéo é bem
maior, € 0 nimero de UFC.g™, bem menor.

Assim, a capacidade de ateragdo do meio pode-
ria ser de menor importancia do que outros mecanismos
adotados pel os microorganismos para se protegerem dos
efeitos deletérios do ion hidrogénio e de outros ions as-
sociados a condicdo de acidez devada. Por outro lado, os
microrganismos e nutrem com compostos utilizados para
tamponamento do meio, neutralizando seus efeitos.

Em funcdo da padronizag&o do indeulo inicial,
verificou-se uma diminuicdo da amplitude do cresci-
mento do rizébio (Figura 3) em relagdo ao experimento
1, sem padronizagdo. 1sso possibilitou a diminui¢éo do
coeficiente de variagdo encontrado nas andlises de
variancia dos dois experimentos, os quais foram de
7,5% no experimento 1 e de 0,82% no experimento 2,
aumentando a confiabilidade dos resultados.

@ v = -7x10°x* + 0,016x + 6,842
R? = 0,856*

[ vy =-1x10%* + 0,031x + 6,180
R? = 0,992

/\ 'y = 110" + 0,034x + 5,756
R? = 0,947*

50

72 96 120 144

Tempo (h)
FIGURA 2 — Evolucéo do pH do meio de cultura (LORDA e BALATTI, 1996) em relacéo a diferentes condi¢des

depH inicial.
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O L]
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8,5 1 _
A y = -9510°¢ + 0,0249x + 8,234
R? = 0,972*
8,0

24 48

72 96 120 144

Tempo (h)
FIGURA 3 — Curvas de crescimento de Bradyrhizobium elkanii (Br 29) para os tratamentos com pH inicia do
meio (LORDA e BALATTI, 1996) tamponado a6,8; 6,0 € 5,5.

Ocorreu significancia pela andlise de varian-
cia (p£0,01) para os parametros: tratamentos, tempo
e sua interagdo, assim como para 0 tempo de gera-
¢80 no intervalo de 0 a 96 horas. Houve um aumento
do tempo de geragdo para o tratamento com pH ini-
cial de 5,5, que foi de 18,081 horas, diferindo dos
outros tratamentos; para os tratamentos com pH ini-
cial de 6,8 €6,0, os tempos de geragdo foram de 16,577
horas e 16,321 horas, respectivamente, ndo diferindo
entre si pelo teste de Tukey a 5%. Esses valores foram
diferentes dos encontrados no primeiro experimento,
provavelmente devido a diferente composi¢éo dos mei-
0s. Esse valor confirma resultados encontrados por
Kennedy e Greenwood (1982), citados por Moreira
(1991), para estirpes de crescimento lento.

Na tabela 2 sdo apresentadas as médias de log
dos nimeros de UFC.mL™, sendo esses superiores aos
encontrados por Miguel e Moreira (2001), que foram
aproximadamente 10°. |sso é explicado pela melhor uti-
lizacdo da fonte de carbono do meio Lorda e Balatti
(1996), que em sua composicdo possui glicerol, em
comparagdo com o manitol utilizado no meio YM
(VINCENT, 1970) utilizado por esses autores.

A partir das equacgdes das curvas de cresci-
mento, foi obtido o log do nimero maximo de
UFC.mL™? para cada tratamento, os quais foram

comparados pelo teste de Tukey a 5% (Tabela 2), ve-
rificando-se que o tratamento com pH inicia 6,0 ob-
teve 0 maior niUmero maximo, seguido pelo trata-
mento com pH inicial de 6,8, e pelo tratamento com
pH inicial 5,5. Esses valores confirmam resultados
obtidos por Miguel e Moreira (2001), que também
obtiveram o maior nimero méaximo de UFC.mL™ no
tratamento com pH igual a 6,0. No entanto, o tempo
para atingir o crescimento maximo, obtido também
pelas equagdes das curvas de crescimento, para 0s
tratamentos com pH inicial 6,8; 6,0 e 5,5 foi respec-
tivamente 155, 143 e 138 horas, diferindo dos resul-
tados obtidos por Miguel e Moreira (2001), que en-
contraram respectivamente 165, 143 e 159 horas pa-
ra os tratamentos com valores de pH de 6,8, 6,0 e
5,0. Isso também pode ser explicado pela diferenca
na composic¢do dos meios, principal mente pela fonte
de carbono e pelo fato de o nimero de células inocu-
ladas ter sido maior no presente experimento.

Para 0 pardmetro densidade ética do meio de
cultura, em decorréncia do tempo, para os trés trata
mentos com pH inicial do meio de 6,8; 6,0 e 5,5, ocor-
reu significancia estatistica. Verificou-se alta correlacédo
entre log UFC.mL ™ e densidade 6tica, encontrando pela
andlise de corrdlagdo um valor de 81% para todos os
trés tratamentos juntos (Figura 4).
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FIGURA 4 — Evolucgo da densidade 6tica em relacio ao log UFC.mL™ para os trés tratamentos com pH inicial do

meio igua a6,8; 6,0 e5,5.

TABELA 2 — Médias do log de UFC.mL™ em relacdo
a0 tempo (h) e log do nimero méaximo de UFC.mL™
(NM), para os trés tratamentos, pH inicial do meio
tamponado 6,8; 6,0 e 5,5.

Tempo Tratamentos Geral

(h) 6,8 6,0 55
0 830a 830a 830a  830F
24 89% 897a 864b  887E
48 966a 964a 956a 935D
72 937a 939 928a  9,62C
% 10,05a 1008a 9,91b  10,01A
120 999 9,8%ab 984b  991B
144 1029 992 10,00b  10,07A

Gerd  952a 945b  9,36c 9,45
NM 10280 10,34a  9,96¢

M édias seguidas da mesma letra minascula, na ver-
tical, e mailscula, na horizontal, ndo diferem entre
si pelo testede Tukey a 5%.

Verificou-se que, na concentracdo de 10%8
UFC.mL™, as densidades 6ticas dos tratamentos com
pH inicia 6,8; 6,0 e 55 foram, respectivamente,

0,386; 0,328 e 0,470, indicando, portanto producéo
crescente de EPS em pH 5,5, 6,8 e 6,0. Miguel e
Moreira (2001), utilizando meio YM, obtiveram
maior densidade Otica para o tratamento com pH
igual a 6,0 do que no pH 6,8, utilizando o mesmo
nimero-base (10*® UFC. mL™), o que provavelmente
esta relacionado com a diferente composicdo dos
meio, principalmente com relagdo a fonte de carbo-
no. Cunningham e Munns (1984), em meio YMA
(modificado por KEY SER e MUNNS, 1979), obtive-
ram maior quantidade de EPS em estirpes de
Rhizobium tolerantes a acidez do meio, quando ex-
postas a meio &cido. Com esses resultados, demons-
tra-se que uma maior producdo de exopolissacari-
deos pode estar associada como resposta aos efeitos
deletérios da acidez.

CONCLUSOES

a) O pH inicia do meio influenciou o crescimen-
to da estirpe estudada. Porém, as respostas aos diferen-
tes valores de pH variaram de acordo com o0 meio de
cultura utilizado;

b) Com base no nimero méaximo de UFC.mL™
para o meio Lorda e Balatti (1996), o melhor pH foi 6,0
€, no meio Lopreto, o melhor pH foi 5,5;

¢) O crescimento em pH mais baixo (5,5) esta
associado amaior producdo de exopolissacarideo.
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