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No Brasil, o material usado 
como veículo nos inoculantes é 
um solo turfoso, com aproxima
damente 10-12% de carbono. Re
sultados práticos têm mostrado 
que esse material se presta satis
fatoriamente e ensaios conduzi
dos para comprovar a qualidade 
dos inoculantes confirmam que o 
material é adequado (4- 5 ) . A pro
dução brasileira de inoculantes 
utilizando esse tipo de material 
chega a ser de seis milhões de 
pacotinhos/ano. 

Na fabricação de inoculantes, 
três fatores devem ser considera
dos fundamentais para obter um 

produto de boa qualidade: a utili
zação de bactérias pré-seleciona-
das, a multiplicação dessas bac
térias em condições assépticas e o 
preparo adequado da turfa. 

No Brasil, a turfa normalmen
te não é esterilizada para a fabri
cação de inoculante. Para o caso 
das leguminosas forrageiras, há 
informações de que alguns produ
tores de inoculantes fazem a este
rilização por autoclavagem. Outro 
processo de esterilização que tem 
apresentado bons resultados é 
através da irradiação gama, con
forme trabalhos de ROUGHLEY 
& VINCENT (6) e CERVENANS-



KY ( 7 ) . Esse processo é vanta
joso, pois a turfa pode ser esteri
lizada no próprio pacote e a adi
ção do caldo inoculante, feita atra
vés de injeção em condições de 
assepsia. Além disso, o tempo pa
ra multiplicação das bactérias 
durante o processamento indus
trial pode ser abreviado, dimi
nuindo as chances de contamina
ção, j á que ocorre multiplicação 
satisfatória das bactérias do caldo 
inoculado no interior dos paco-
tinhos. 

Esse trabalho foi conduzido 
com o objetivo de verificar a 
sobrevivência de Rhizobium japo-
nicum em tu r fa esterilizada com 
raios gama e por calor. 

Material e métodos: A turfa 
empregada havia sido preparada 
e empacotada para uso em ino-
culantes comerciais (pH corrigi
do, moída e seca em fornos rota
tivos a cerca de 80°C), sendo da 
mesma procedência (8) e seme
lhante à usada anteriormente por 
LOPES & GIARDINI (4) . 

Os inoculantes em teste fo
ram preparados por injeção de 
caldo de cultivo nos sacos plásti
cos, previamente selados, com 
130 g de turfa autoclavada, 
irradiada, ou não esterilizada, 
conforme o t ratamento. O caldo 
injetado, da estirpe SMS-313 
(— RS /SEMI A 566), proporcio

nou aos diversos inoculantes uma 
população inicial de 2,3 x 1 0 8 

bactérias viáveis/grama de turfa 
úmida (38% de umidade). Após 
a inoculação, os pacotinhos foram 
devidamente selados no ponto da 
injeção e armazenados à tempera
tu ra ambiente, no laboratório. 

Foram feitas três repetições 
( três pacotinhos) de cada um dos 
seguintes t ra tamentos : 

1) Sem esterilização da turfa. 

2) Esterilização em autocla
ve (turfa autoclavada e depois 
embalada na indúst r ia) . 

3) Esterilização com raios 
gama, 2,25 mega^r1-

4) *" 
gama 

A .o da turfa foi 
efetua^.. ..cia 1BRAS-CBO, Indús
tr ias Cirúrgicas e Ópticas, Cam
pinas, com um irradiador de fluxo 
contínuo. 

Antes de inocular o caldo nos 
pacotinhos, fez-se uma contagem 
de microrganismos na turfa não 
esterilizada. Utilizou-se meio de 
peptona para contagem geral de 
microrganismos ( 9 ) , meio diferen
cial para fungos (10) e actinomi-
cetos ( u ) , bem como testes para 
comprovar a eficiência de esterili
zação na turfa autoclavada ou 
irradiada. Para verificação de 

(') CERVENANSKY, C. Survivar of Rhizobium in different peat cultures. In: INTERNA
TIONAL LATIN AMERICAN SYMPOSIUM, 15., Brasilia, 1977. Limitions and potentials for biological 
nitrogen fixation in the tropics. Edited by J. Dobereiner et alii. New York, Plenum Press, 1978. p.358. 
(Basic life sciences, 10) 

(8) TURFAL, Ind. Prod. Quím. Agron. Ltda., Sete Barras (PR). 
0>) STEVENSON, I. L. & ROUAT, J. W. Qualitative studies of soil micro-organisms. 

Canadian Journal of Botany, 31:438-477, 1953. 
(10) MARTIN, J. P. Use of acid, rose bengal and streptomycin in the plate method for 

estimating soil fungi. Soil Science, 69:215-233, 1950. 
(11) KENKNIGHT, G. & MUNCIE. J. H. Isolation of phytopathogenic actinomycetes. 

Phytopathology, 29:1000-1001, 1939. 



desenvolvimento e sobrevivência 
do Rhizobium nos inoculantes, fo
ram feitas contagens aos 19-20, 
28-32, 60 e 188 dias após a adição 
do caldo, em cada repetição, pela 
técnica da diluição em placas com 
meio manitol-levedura (12). Usou-
-se lg de inoculante para cada 
uma das séries de diluições e 
foram plaqueadas alíquotas de 
0,lml das diluições 10~5 a 10-T, 
com cinco repetições, sendo as 
placas incubadas a 28°C. Perio
dicamente, fez-se a determinação 
de umidade de algumas amostras. 

Resultados e discussão: Os 
resultados de contagem prévia de 
microrganismos na turfa, em meio 
de peptona, revelaram cerca de 
1,7 x IO6 microrganismos/grama, 
com predominância de bactérias 
nas placas de contagens. Em meio 
diferencial para fungos, consta
tou-se, entretanto, um número ele

vado de colônias, equivalentes a 
1,6 x 10 6 propágulos/grama. 

A turfa autoclavada e poste
riormente embalada estava conta
minada e continha grande número 
de colônias semelhantes a algumas 
estirpes de Rhizobium japonicum 
(circulares, leitosas, convexas, de 
crescimento lento). A recontami-
nação da turfa autoclavada deve 
ter ocorrido durante o processo de 
empacotamento. As irradiações 
com 2,25 ou com 5,10 megarads 
foram igualmente eficientes na 
desinfecção da turfa, não se obser
vando crescimento de microrga
nismos em placas com meio de 
peptona, inoculado com 0,1 g de 
turfa/placa, ou com inoculação 
maciça em meio líquido anaeró-
bico (Nutrient Broth-Difco) e 
aeróbico (Eugon Broth-Difco). 

Durante o período de arma
zenamento e por ocasião da últi
ma contagem, a umidade da turfa 
estava em torno de 37%. 

A figura 1 mostra os resul
tados das contagens efetuadas nas 
diferentes épocas de amostragem, 
para os quatro tratamentos. 

Pela contagem feita aos 18-20 
dias, pode-se verificar que houve 
uma multiplicação de células nes
se período nos tratamentos sem 
esterilização, ou esterilizados com 
raios gama (2,25 e 5,10 Mrad), 
o que não parece ter ocorrido com 
a turfa autoclavada, que manteve 
praticamente a mesma população 
inicial. A multiplicação de células 
continuou nos dois tratamentos 
com turfa irradiada, que apresen
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taram um número de Rhizobium 
cerca de cinco vezes maior que os 
demais tratamentos na contagem 
do 32° dia. Na contagem efetua
da aos 60 dias, verificou-se um 
decréscimo na população de Rhi
zobium em todos os tratamentos, 
na proporção de 16,7% (30 x 10 7 

células/grama) no tratamento 
irradiado com 2,25 megarads, 
24,2% (40 x IO7 células/grama) 
no tratamento irradiado com 5,10 
megarads, 42,8% (15 x IO7 célu
las/grama) no tratamento sem 
esterilização e 80% (20 x IO7 

células/grama) no tratamento 
autoclavado. 

Aos 188 dias a população 
permaneceu inalterada em rela
ção à população encontrada na 
contagem feita aos 60 dias, exceto 
para o tratamento irradiado com 
2,25 megarads, que teve uma que
da de 52,7% (78 x IO7 células/ 
grama) em relação à última con
tagem. Até o 188° dia a popula
ção no tratamento irradiado com 
5,10 megarads era treze vezes 
maior que o tratamento autocla
vado, sete vezes maior que o 
sem esterilização e duas vezes 
maior que o irradiado com 2,25 
megarads. 

É difícil explicar o efeito 
diferente das duas dosagens de 
radiação gama na evolução do nú
mero de rizóbios. Ela pode ser 
atribuída, entretanto, à alteração 
qualitativa, nos constituintes da 
turfa, particularmente nos de na
tureza orgânica, de acordo com a 
dosagem. 

É interessante observar que 
na turfa não esterilizada e na au-

toclavada não houve multiplica
ções dos rizóbios após a mistura, 
como nos tratamentos irradiados. 
Há duas possibilidades, pelo me
nos, para explicar a não multipli
cação nas turfas não esterilizada 
e autoclavada: a liberação e/ou 
formação de produtos químicos 
devido à autoclavagem, e antago
nismos com microrganismos exis
tentes na turfa. 

Os resultados deste trabalho 
confirmam os de ROUGHLEY & 
VINCENT (°) e de CERVE-
NANSKY (7), que verificaram 
que a esterilização da turfa atra
vés da irradiação gama foi supe
rior ao processo de autoclavagem. 

Fizeram-se ainda contagens 
adicionais de células aos 220 dias 
no tratamento sem esterilização, 
aos 240 no tratamento com turfa 
autoclavada, aos 260 no tratamen
to com turfa irradiada com 2,25 
Mrad e aos 290 na turfa irradiada 
com 5,10 Mrad. Os resultados des
sas contagens mostraram que, no 
tratamento com 5,10 Mrad, a po
pulação se manteve alta, decres-
ceu no tratamento com 2,25 Mrad, 
e manteve-se baixa nos tratamen
tos autoclavado e não esterilizado, 
confirmando as tendências já ob
servadas para a contagem efetua
da aos 188 dias após a inoculação. 

É necessário salientar que, 
apesar dos melhores resultados 
terem sido obtidos com a turfa 
irradiada, os inoculantes prepara
dos com turfa não esterilizada 
ainda mantêm um pouco mais de 
IO7 rizóbios/grama, que é o míni
mo exigido pela legislação brasi
leira. 



SURVIVAL OF RHIZOBIUM JAPONICUM IN IRRADIATED PEAT 

SUMMARY 

Peat like substrate, ready for use by inoculant industry was gama irradiated at 
2.25 and 5.10 megarads in sealed plastic bags. Non sterilized, and autoclaved peat were 
also packed and sealed. Broth of strain SMS-313 (RS/SEMIA 566) was injected to give 
33% umidity into each peat treatment and 2.3 x 10s rhizobia/g of wet inoculant. 

The bags were mantained at room temperature, and six samples of each treatment 
were collected at different intervals, during 290 days, to count the number of 
bacteria. In both dosis of irradiation there was a sharp increase in rhizobia. 
Maximum numbers in the period were reached in between 32 and 60 days. At the 
second sampling (32 days) population in both irradiated treatment had circa 1.8 x 109 

rhizobia/g wet peat. In the non sterilized and autoclaved peat treatments the 
maximum numbers of rhizobia were much lower (3.0 x 10"). 

A gradual decrease in number of rhizobia, in the irradiated treatment was 
observed, but a higher number of rhizobia was mantained throughout the experiment, 
as compared to the non sterilized, or autoclaved peat. 




