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Abstract. Quality control of inoculant: analysis of the number of cells in inoculants
by different laboratories. In order to expand the application of soybean crop
inoculants the effective methods for quality control of commercial products must be
improved. This study shows the results from five collective and independent analyses
of liquid and peat inoculants. The results have shown variation in the number of
cells analyzed by current methodology described in legislation. Although the current
legislation regularizes the production chain for liquid and peat inoculants, the
reproducibility of experiments for evaluating those products becomes mandatory for
increased reliability of the data by the scientific community and consumers.
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Resumo. A expansdo da utilizacdo de inoculantes para a cultura da soja requer a
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aplicacao de métodos eficazes para controle de qualidade dos produtos gerados e
comercializados no Brasil. Este trabalho mostra os resultados da anélise
independente de cinco diferentes laboratérios, aplicada a inoculantes liquido e
turfoso. Os resultados mostraram que existe varia¢do no numero de células quando
os inoculantes foram analisados utilizando a metodologia descrita na lei. Embora a
legislagdo vigente regularize a cadeia produtora de inoculantes liquidos e turfosos,
a reprodutibilidade dos experimentos de avaliacdo destes produtos torna-se
mandatério para a maior confiabilidade dos mesmos por parte da comunidade
cientifica e consumidores.

Palavras-chave: unidades formadoras de col6nia; soja; bradyrhizobium.

Introducéao

O teor protéico da semente de soja [Glycine max (L.) Merril] pode chegar a 42%, o
que demanda uma alta quantidade de nitrogénio, que é parte essencial de clorofila,
aminoacidos, bases nitrogenadas, acidos nucléicos, dentre outras moléculas (Crawford et al.,
2000). A soja ndo e uma cultura nativa do Brasil, portanto, as bactérias fixadoras de nitrogénio
que tem a funcdo de fixar o nitrogénio atmosférico na planta, ndo sdo encontradas
naturalmente nos solos brasileiros. Com isso € indispensavel a inoculagcdo da soja com essas
bactérias para que se tenha uma maior produtividade. Bradyrhizobium elkanii e
Bradyrhizobium japonicum sé&o fixadoras de nitrogénio que estabelecem uma simbiose com a
soja, por meio de infeccdo via pelo radicular, convertendo o nitrogénio atmosférico em
amonia, que é o composto assimilavel pela planta. A maximizacao desta simbiose em termos
de produtividade € alcangcada por meio da inoculagdo com estirpes de bradirrizobios
estabelecidas pelo MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) aplicando
nas sementes 0s insumos bioldgicos para soja (Araujo, 2006).

A producdo de inoculantes é regulamentada pelas instru¢cdes normativas n°5
(06/08/2004) e n°10 (21/03/2006) do MAPA, o qual recomenda 1,0 x 10° células viaveis de
bradirrizobios por grama ou mililitro do produto até a data de seu vencimento (seis meses a
partir de sua fabricacdo). A quantificacdo de bradirrizdbios presentes nos inoculantes
comerciais para soja € fundamental para que a fixagdo do nitrogénio na soja ocorra com maior
eficiéncia.

A legislacdo brasileira ndo contempla nenhuma margem de tolerancia no resultado da
analise dos inoculantes comerciais para soja, 0 que pode gerar divergéncias e problemas para
os fabricantes devido aos fatores associados ao processo de diluicdo seriada (MAPA, 2012). O
objetivo deste trabalho consistiu em enumerar as células bacterianas presentes nos inoculantes
comerciais para soja por diluicdo seriada em diferentes laboratérios a fim de comprovar a
eficiéncia do método.

Material e Métodos

A estratégia de execucdo para este trabalho foi prosseguida conforme metodologia
seqguinte: (i) distribuicdo de amostra de um mesmo lote de produto para cinco laboratorios aos
quais pertencem os autores; (ii) obtencdo de resultado de analise pela metodologia descrita na
Portaria n° 31, de 8 de junho de 1982 (MAPA); (iii) analise dos resultados.
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Amostras Bioldgicas

As amostras dos inoculantes foram distribuidas para o0s cinco laboratorios,
correspondendo a dois frascos com inoculante liquido com as cepas SEMIA (secdo de
microbiologia agricola) 5079 (Bradyrhizobium japonicum) (CPAC15) e 5080 (B. japonicum)
(CPACY) e dois saches com inoculante turfoso com a cepa SEMIA 587 (Bradyrhizobium
elkanii) (29W) (Jardim-freire et al., 2006).

Diluicéo seriada dos inoculantes

A metodologia para anélise do inoculante liquido foi realizada com dilui¢fes seriadas
em solucdo salina 0,85% em duplicata, trocando a ponteira a cada diluicdo e homogeneizando
cinco vezes por pipetagem, seguindo as diluicdes até obtencdo da 107. O procedimento para
analise do inoculante turfoso iniciou com 10 g do produto acrescido de 90 ml de agua estéril
obtendo a diluicdo 10™. As seguintes diluicdes foram conduzidas como no produto liquido até
obtencdo da solucdo diluida 10”. Posteriormente as diluicdes de ambos os produtos, 0,1 ml
das diluicdes 10°, 10° e 107 foram inoculadas em placas de petri contendo meio de cultivo
s6lido YMA (“Yeast-Mannitol Agar”) (Vicent, 1970) acrescido de vermelho congo para
verificacdo das UFC (unidades formadoras de col6nias). A inoculacdo dos produtos
comerciais diluidos foi realizada em triplicata pelo método de espalhamento. As placas de
meio de cultivo inoculadas permaneceram em estufa a 28°C por cinco dias.

Contagem do numero de células

A observacdo do numero de UFCs por espalhamento foi avaliada nas diluicdes que
apresentaram entre 30 e 300 col6nias. As diluicbes que apresentaram numero de coldnias
dentro dos requisitos descritos foram utilizadas para o céalculo do nimero de bactérias/ml ou
grama de inoculante (Olsen et al., 1996). O nimero de col6nias observadas nas placas em
ambos os inoculantes diluidos em &gua ou solucdo salina foi bastante variavel nos diferentes
laboratérios. A variacdo do nimero de células de bradirrizobios dos inoculantes liquido e
turfoso estdo ilustrados na figura 01. O namero de células presentes nos inoculantes liquidos
variou de 1,40 a 5,24 nos diferentes laboratorios e para o inoculante turfoso a variacao foi de
2,36 a 10,30. Nao houve diferenca significativa nos resultados quanto a utilizacdo de agua ou
solucdo salina (0,85%) utilizados na dilui¢do seriada de ambos os tipos de inoculantes para
soja.

Resultados e discusséo

Analise quantitativa de Bradyrhizobium viaveis nos inoculantes comerciais para soja
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Os resultados mostraram diferencas nas médias do nimero de células entre os
inoculantes, liquido e turfoso, embora ndo tenha sido encontrada diferenca entre os
tratamentos dos diluentes, agua ou salina. Diferengas significativas foram encontradas na
analise comparativa entre os laboratorios, para 0s ensaios com os inoculantes aplicando-se a
técnica de espalhamento. As diferencas sdo significativas e importantes quando se considera
que a técnica deve ser padronizada. Porém, além de ndo ter sido observada diferenca entre as
médias para os diferentes diluentes, pode-se concluir que para o inoculante turfoso os
resultados foram os mesmos quando diluido em &gua ou salina.

A variacdo e a abrangéncia dos dados para os laboratdrios representados, para ambos
os tipos de inoculantes, esta ilustrada na figura 1. As anélises foram empregadas conforme
legislacdo vigente determinada pelo MAPA. Métodos de anélise de inoculantes vém sendo um
fator de discussdo, devido a sensibilidade da teécnica utilizada atualmente. Segundo
Damasceno (2011), verificou-se uma diferenca de células viaveis por mililitro ou grama de
inoculante dependendo da maneira como os tubos contendo as células diluidas eram agitados.
Né&o houve diferenca em nimero de células viaveis nos inoculantes quanto ao diluente testado
(dgua e solugdo salina 0,85%), dados que corroboram com nosso trabalho.

Figura 1: Variagdo das médias do nimero de bradirrizobios x 10°/ml ou g, observadas pela
metodologia descrita na portaria 31 do MAPA realizada nos cinco laboratorios diferentes.

| Inoculante liquido |

| Inoculante turfoso |

Consideracoes Finais

Os dados obtidos neste trabalho nos permitiram concluir que: (i) existe uma variacéo
no namero de células quando os inoculantes foram analisados por diferentes laboratorios
utilizando a metodologia descrita na lei. (ii) A diluicdo em &gua ou na solucdo salina nédo
apresentou alteracdo nos resultados. (iii) Analises de inoculantes devem ser realizadas por um
nimero maior de laboratorios com maior nimero de amostras de inoculantes liquidos e
turfosos nas metodologias propostas.
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