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Turfa usada como veiculo de inoculante e colénias de Bradyrhizobium elkanii

A industria de inoculantes para leguminosas contribui de forma significativa para
a economia de adubos, em todo o mundo. Isso porque a maioria dos autores obser-
va que o aumento de células viaveis de Bradyhizobium/Rhizobium aplicadas em se-
mentes de leguminosas normalmente aumenta a nodulacéo e fixacao de nitrogénio,

VISAO AGRICOLA N°5 m JAN | JUN 2006 31



especialmente quando nao se fornece
fertilizante nitrogenado a planta, como
no caso da soja. O objetivo basico daino-
culagao é promover o aumento de uma
bactéria adequada na rizosfera, no mo-
mento da formacao do nédulo. O au-
mento do numero de Bradyrhizobium/
Rhizobium na semente favorece a so-
brevivéncia da bactéria no momento do
plantio, pois aumenta a probabilidade
de recebimento de estimulos, pela acao
darizosfera, multiplicando-se e forman-
do uma nodulacao precoce. No caso da
soja, a contribuicado pode chegar ao re-
dor de 120 kg de nitrogénio por hectare,
durante o ciclo de cultura, quando con-
dicoes adequadas sao fornecidas.

Para facilitar a introducdo de um alto
numero de células bacterianas e aumen-
tar a sobrevivéncia destas no solo, diver-
sas alternativas sao adotadas pelas tec-
nologias da inoculacédo. A forma mais
simples € o uso de suspensoes liquidas
contendo as bactérias vivas. Métodos al-
ternativos, como preparacoes liofiliza-
das de bactérias ou adicoes de carboxi-
metilcelulose também sdo usadas, mas
muitas bactérias ndo sobrevivem bem
em formulacdes secas. Os substratos
mais comuns sao 0s compostos naturais,
como turfas — um dos mais tradicionais
—ou outros materiais de origem vegetal,
cuja escolha deve basear-se principal-
mente nos teores de carbono, que de-
vem ser elevados.

Verifica-se atualmente uma tendéncia
crescente de uso de inoculantes liqui-
dos, que facilitam o processo em campo.
Essa tecnologia, desenvolvida recente-
mente por empresas fabricantes de ino-
culantes, requer o uso de aditivos e
agentes termoprotetores, tendo sido
alvo de pesquisas sobre os aspectos ope-
racional e de custos de producao. Po-
rém, em caso de areas novas ou mesmo
quando a semeadura ocorre em ambien-
tes estressados, o uso de substratos tur-
fosos pode atuar na sobrevivéncia do
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inoculo, por meio do fornecimento de
um ambiente mais favoravel e protetor
contra as condi¢des normalmente mais
desfavoraveis do solo, como casos de
acidez e altas temperaturas. Segundo
Van Veen et al. (1997), existem diversas
razdes para que o ambiente/solo seja
desfavoravel a bactéria inoculante: a)
deficiéncia nutricional para manuten-
cao e multiplicacao das células introdu-
zidas; b) condi¢oes ambientais suboti-
mas em potencial matricial de solo, pH,
concentragao osmotica e temperatura;
¢) presenca de predadores e outros mi-
crorganismos estabelecidos, adaptados
e antagonicos a bactéria.

Para que haja sucesso no estabeleci-
mento da bactéria introduzida, o substra-
to usado como veiculo pode ser funda-
mental na sobrevivéncia do indculo, du-
rante o armazenamento e apos suaintro-
ducéo na semente e no solo. Outras ca-
racteristicas desse veiculo sao a facil ma-
nipulacao e a aplicacao da formulacao no
local, a custos acessiveis para a obtencao
e producao do inoculante, nos padroes
requeridos e com baixa toxicidade, apos
sua manipulagao naindustria. Como pon-
to-chave, ja se considera, desde o inicio
dos anos 80, a necessidade de um siste-
ma efetivo de controle de qualidade, isto
é, ha necessidade de que seja feita uma
série de checagens durante e apos a pro-
ducéao do inoculante, garantindo-se uma
elevada populacao de rizobios, para que
haja nodulacdo abundante.

Dentre esses fatores, a esterilizacao
dos substratos produz inoculantes de
qualidade superior. No caso de substra-
tos como turfas, usados como veiculos
de bactérias fixadoras de nitrogénio
(inoculantes), a esterilizacao por radia-
cao gama é recomendada ha mais de trés
décadas, considerando-se pelo menos
trés preocupacoes relevantes para a
producao comercial de inoculantes
(Stephens; Rask, 2000): a) qualidade e
processamento do veiculo ou substrato;

b) pureza e eficiéncia na nodulagao e fi-
xagao do nitrogénio (N,) pela bactéria se-
lecionada; ¢) eficiéncia no processamen-
to industrial da cultura para a obtencao
de um alto numero de células, tanto na
fabrica, quanto no produto acabado.

Diversos métodos para esterilizacao
sao adotados no acondicionamento
desses substratos. Na maior parte dos
paises que requerem a esterilizacao do
substrato (p. ex. turfa), o mais comum
é aradiacao gama, por uma fonte de co-
balto 60 (°°Co), para uma taxa de radia-
cao média de 50 kGy. Dependendo da
turfa, essas doses ndo sao suficientes
para a eliminacdo completa de micro-
organismos, especialmente aqueles
que apresentam resisténcia ou outras
formas de reprodugdo mais resistentes
aradiacdo (p. ex. esporos de actinobac-
térias e Bacillus). Assim, o niumero de
bactérias inoculadas decresce rapida-
mente ao longo do armazenamento, em
funcao da presenca desses microrga-
nismos, muitas vezes produtores de
compostos inibidores (p. ex. antibioti-
cos). No Brasil, a esterilizacao via radi-
acao gama substituiu, no final dos anos
80, a autoclavagem da turfa e € o méto-
do recomendado pelos 6rgaos federais,
pois eleva a sobrevivéncia das bactéri-
as e melhora a qualidade dos inoculan-
tes turfosos. Porém, se doses subotimas
forem aplicadas (p. ex. 10 kGy ), pode
ocorrer o aparecimento de microrga-
nismos indesejaveis e produtores de
metabolitos antagdnicos a sobrevivén-
cia dos rizobios inoculados no substra-
to (p. ex. actinomicetos).

A aceleracao de elétrons é a mais re-
cente tecnologia para a esterilizacao de
substratos, na producao de inoculantes.
Trata-se de um processo nao-nuclear
que depende principalmente da explo-
racdo de uma série de cavidades de ace-
leracao, resultando em um feixe de elé-
trons com energia de 10 x 10° eV, com a
qual a turfa é irradiada e, desse modo,
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FIGURA 1 | CONTAGEM DE COLONIAS DE R. TROPICI CM-01 GUS+A, AOS 210 DIAS, NA DILUICAO 107 EM AMBAS, AS PLACAS CONTENDO MEIO
YMA, COM INDICADOR VERMELHO CONGO: A) TURFA QUE RECEBEU DOSE DE 40 kGy DE RADIACAO GAMA ¢°CO; COLONIAS BRANCAS, ACTI-
NOBACTERIAS E COLONIAS ROSEAS, R. TROPICI; B) TURFA QUE RECEBEU DOSE DE 40 kGy, POR MEIO DE FEIXE DE ELETRONS

esterilizada (Stephens; Rask, 2000). Um
dos maiores beneficios da esterilizacao
por feixes de elétrons é o tempo de re-
solugao mais curto, pois a turfa pré-em-
balada fica exposta ao processo de es-
terilizacdo somente por alguns segun-
dos, contra horas gastas no processo
por irradiacdo gama. No Uruguai, exis-
te uma legislacao para controle rigoro-
so da qualidade de inoculantes, mas
nao existem grandes depositos de tur-
fas nem facilidades para que haja uma
rotina de esterilizacao das mesmas. A
solucao encontrada pelos uruguaios
para o problema foi importar turfas
pré-esterilizadas do Canada, para se-
rem inoculadas no Uruguai. A legislacao
brasileira requer que os substratos tur-
fosos sejam pré-esterilizados por meio
de radiacao gama (®°Co), sendo reco-
mendada a dose de 50 kGy, para uma
efetiva eliminacao de patégenos e sa-
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profitas que podem competir com a bac-
téria introduzida.

O Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (Ipen) de Sao Paulo iniciou o
desenvolvimento de uma tecnologia al-
ternativa para o tratamento de lodo de
esgoto. Submetendo o material a esteri-
lizagao por feixes de elétrons, é possivel
obter-se a remocao e a degradacao efici-
ente dos poluentes organicos refratarios
e toxicos, além da desinfestacdo de agen-
tes patogénicos. Essa tecnologia esta sen-
do testada para a esterilizacao de turfas,
na producao de inoculantes comerciais
(Tsaietal., 2005). A utilizacao de feixes de
elétrons foi considerada uma nova alter-
nativa de radiacdo para pré-esterilizacao
da turfa, com vantagens sobre a primei-
ra técnica, por ser ecologicamente mais
segura e mais rapida. Ha, porém, a des-
vantagem de haver menor profundidade
de penetracao daradiacdo, emrelacao ao

FIGURA 2 | PRODUCAO (A) EIMPORTACAO (B)
DE INOCULANTES NO BRASIL, 2004
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FIGURA 3 | MELHORA DA QUALIDADE DO INOCULANTE NO BRASIL, NOS ULTIMOS ANOS

Aumento da concentragdo dos inoculantes no mercado brasileiro
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Fonte: Aratijo (2005)

0Co. Testes feitos pelo Ipen indicaram um
elevado numero de células da bactéria
Rhizobium tropici CM-01 Gus' inoculada
em substratos turfosos submetidos a dois
processos de esterilizacdo, sendo que
ambos atendem aos padroes minimos re-
queridos pelas normas brasileiras e inter-
nacionais de qualidade de inoculantes,
pelo prazo de validade de 180 dias — aci-
ma de 1x107UFC/g de substrato, apos rea-
lizados os devidos de testes de sobrevi-
véncia com a bactéria inoculante.

Pelos dados apresentados nesse traba-
lho, conclui-se que a esterilizacao por ra-
diagao por feixes de elétrons apresenta-
se como uma alternativa efetiva para a
producao de inoculantes de alta qualida-
de, controlando melhor os agentes anta-
gonistas da bactéria (Figura 1). A fiscali-
zacao é realizada pela Coordenacéao de
Fertilizantes, Inoculantes e Corretivos do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa), de Brasilia, DF, e
tem como um de seus objetivos a melho-
ria dos niveis de conformidade e qualida-
de dos inoculantes, da producao até a
comercializagao. As atividades basicas de
fiscalizagdo incluem o registro dos esta-
belecimentos produtores e importadores
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dos produtos e a fiscalizacao das indus-
trias e pontos de ingresso. Os estabeleci-
mentos produtores se concentram em
Sao Paulo (3), Parana (3), Rio Grande do
Sul (2) e Goias (1). Um resumo da produ-
¢ao e importacao de inoculantes por Es-
tado é apresentado na Figura 2. ARede de
Laboratoérios para Recomendacéo, Pa-
dronizacao e Difusdo da Tecnologia de
Inoculantes Microbioldgicos de Interes-
se Agricola (Relare) foi criada em maio de
1985, para revisao da metodologia oficial
e conta com o Laboratério de Fixacdo
Bioldgica de Nitrogénio da Fepagro, RS,
para as analises fiscais.

A Resolugdo Mercosul n. 28/1998 —
Anaélise de Qualidade, que especifica de-
terminagoes sobre a concentracao, pu-
reza e identidade das bactérias usadas
em inoculantes, tem contribuido para
um maior controle de qualidade nos pa-
ises do Mercosul e no Brasil. A legislacao
especifica para inoculantes é orientada
pela Lei n. 6.894/80, pelo Decreto n.
4.954/2004 e pela Instrucdo Normativa
n. 10/2004 (I.N. 05 Inoculantes). O indi-
ce de conformidade de 87%, observado
pelafiscalizacdo do Mapa, analisando 2,7
milhoes de doses no primeiro semestre

de 2005 (um dos melhores valores obti-
dos nos ultimos anos, emrelacao as ana-
lises fiscais — Queiroz, 2005), sdo com-
provados também pela anélise de inocu-
lantes para soja no Brasil, apresentados
na Figura 3 (Aratijo, 2005).%
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