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EFEITOS DA ASSEPSIA SUPERFICIAL COM DIFERENTES
AGENTES QUIMICOS NA INCIDENCIA DE MICRORGANISMOS
EM SEMENTES DE SOJA!

MARIA DE FATIMA ZORATO?, MARTIN HOMECHIN? E ADEMIR ASSIS HENNING*

RESUMO - A contaminagio superficial por microrganismos pode dificultar a avaliacio da
qualidade fisioldgica e sanitdria da semente. Este estudo visou avaliar os efeitos de agentes quimicos
aplicados em diferentes concentra¢des, pH, tempos de imersdo necessarios para assepsia eficiente
¢ os efeitos que esses agentes exercem nos microrganismos. Sementes de soja, cultivar Parecis
(MTBR-50), procedentes de Barreiras, BA, que apresentavam contaminagio natural por Aspergillus
flavus (100%), foram submetidas a tratamentos com hipoclorito de sédio, Q-boa®, Brilhante®,
Agrotensil®e Lysoform®. As sementes foram imersas em solucdes desses agentes, nas concentragoes
de 1%, 2%, 3%, 5% e 10%, por periodos de dois, cinco e 10 minutos. Em todas as concentragdes
foram determinados os respectivos pH. Apés a imersdo, as sementes foram lavadas em dgua
deionizada e esterilizada. Para o teste de sanidade, foi utilizado o método do papel de filtro e
empregado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com cinco repeticoes. A
identificagdo dos microrganismos foi realizada apds sete dias de incubagdo. O Lysoform®, na
concentragdo de 10%, com tempo de imersdo de 10 minutos e pH 6,50 eliminou os fungos
Aspergillus flavus e Rhizopus spp., porém, propiciou elevado desenvolvimento de bactérias (42%).
O hipoclorito de sédio, a partir da concentragio de 3%, com periodo de imerséo de cinco minutos
¢ pH 11,40 propiciou decréscimo dos fungos de armazenamento, mas nio os eliminou, foi também
0 tratamento que apresentou os menores indices de bactérias (26%).

Termos para indexagdo: Glycine max, sanidade, concentragio, imersio.

SURFACE DESINFESTATION EFFECTS WITH DIFFERENTS
CHEMICAL SUBSTANCES ON THE MICROORGANISMS INCIDENCE
IN SOYBEAN SEEDS

ABSTRACT - Surface contamination of the seed with microorganisms may difficult the evaluation
of its physiological and sanitary quality. This study was conducted to evaluate the effects of chemical
substances (compounds) applied in different concentrations, pH and timing of immersion of the
seed to effective surface sterilization of the seed and its effects on the microorganisms. Soybean
seeds, cultivar Parecis (MTBR-50) produced in Barreiras, BA, with high level of natural infection
(contamination) of Aspergillus flavus (100%), were pretreated with sodium hypochlorite, Q-boa®,
Brilhante®, Agrotensil®and Lysoform®, in the following concentrations and times of immersion,
1%, 2%, 3%, 5% and 10% for two, five and ten minutes. The pH of the solutions was determined
for each compound in every concentration. After immersion, seeds were rinsed in sterile deionized
water. The health test was accomplished using filter paper and a completely randomized
experimental design with five replications. The percentage of the microorganisms present was
recorded the incubation period after seven days. Aspergillus flavus and Rhizopus spp. were
eliminated by the 10% Lysoform® solution, after ten minutes of immersion (pH 6,50). However,
this treatment resulted in 42% of seeds infected with bacteria. Sodium hypochlorite, was more

Accito para publicacio em 09.05.2001; trabalho realizado com auxilio do * Eng® Agr®, Prof., Dr., Deplo. de Agronomia, CCA/UEL; Cx. Postal 6001,

(NP, 86051-970, Londrina PR.
Bidloga, curso de Mestrado em Agronomia, Depto. de Agronomia, CCA/ *Eng® Agr®, PhD., Pesquisador da Embrapa Soja; Cx. Postal 231,
UEL, Londrina, PR; e-mail: fzorato@terra.com.br 86001-970, Londrina-PR; e-mail: henning @cnpso.embrapa.br

Revista Brasileira de Sementes, vol. 23, n° I, p.159-166, 2001




160 M.F. ZORATO et al.

effective in solutions with concentrations above 3% and immersion periods over five minutes (pH
11,40). This treatment reduced but did not erradicate the storage fungi from the seeds and resulted

in lower incidence of bacteria (average 26%).

Index terms: Glycine mex, health, concentrations, immersion.

INTRODUCAO

A soja (Glycine max (1..) Merrill) é cultivada em muitas
regites do mundo. E considerada a mais importante cultura
oleaginosa, possuindo componentes alimenticios valiosos a
humanidade. Desta forma, sementes desta espécie assumem
papel relevante e sua qualidade se torna fundamental no pro-
cesso de produgdo.

Devido as suas caracteristicas morfolégica e quimica, as
sementes de soja tém a qualidade influenciada pelo genétipo,
condigdes ambientais durante o seu desenvolvimento, condi-
¢oes de colheita, secagem, beneficiamento e armazenamento
(Pereira et al., 1995 e Resende et al., 1996).

Existem fungos patogénicos que podem se associar as
sementes de soja durante o seu desenvolvimento ou apos a
maturacio (Christensen, 1972). Essa associagdo pode ocor-
rer por diferentes maneiras como, contaminagao superficial
ou colonizacio dos tecidos internos (Teixeira et al., 1997).
Durante o perfodo de armazenamento, quando a umidade re-
lativa do ar, a umidade da semente e a temperatura se eleva,
ocorrem condigdes favordveis para a aceleragdo dos proces-
sos bioguimicos, os quais exercem efeito na agio de micror-
ganismos. Isto acontece, principalmente com 08 fungos
Aspergillus spp., Penicillium spp. e Rhizopus spp., que con-
tribuem para a deterioragdo da semente (Christensen &
Kaufmann 1969; Tanaka & Correa, 1981; Kabeere &
Taligoola, 1983; Lima et al., 1984; McLean et al., 1984;
Henning, 1987; Novembre & Marcos-Filho, 1991 e Paiva et

al., 1995). Popinigis (1979) verificou que esporos ¢ micélios
desses microrganismos, de modo freqiiente, estavam presen-
tes na superficie das sementes armazenadas. Entretanto,
Harmon & Pfleger (1974) encontraram Aspergillus spp. €
Rhizopus spp., na forma de micélio, localizados no tegumento
mas, também nas partes internas da semente.

Lopes et al. (1991) e Castellani et al. (1996), observa-
ram que os danos originados pela infestagdo nas sementes
podem afetar, de forma severa, sua qualidade fisiologica e a
qualidade sanitdria, e alguns casos, inibindo por completo ou
reduzindo a capacidade germinativa do lote de sementes.
Durante a realizaciio do teste de sanidade, o crescimento acen-
tuado de microrganismos sapréfitas pode nio afetar a semen-
te, mas dificulta o exame individual dessa, uma vez que com-

petem com 0s patGgenos, comprometendo a precisdo do 6
(Hewett, 1979; Yorinori, 1987; Machado & Langerak, 199
e Castellani et al., 1996). O mesmo problema € verificadona
avaliagiio do vigor (teste de envelhecimento acelerado) que,
normalmente, apresenta grande contaminagao por Aspergil
spp. e Rhizopus spp. De acordo com Cust6dio et al. (1993)
muitas vezes, a contaminagio impede o real conhecimenld
da qualidade da semente.

A infestagdo superficial da semente por microrganismos
estd mais sujeita a agdo de alguns fatores externos os ¢
podem reduzir as chances de sua transmissao a progénie, co
por exemplo, o tratamento com agentes desinfestantt
(Teixeira et al., 1997). O tratamento de sementes com agei:
tes quimicos auxilia na redugdo do nimero de saprofitas pes
mitindo, assim, que os fungos internos na semente possi
crescer e ser identificados.

Sauer & Burroughs (1986) observaram que a destr
dos esporos fingicos da superficie das sementes depend
espécie do fungo e da condigiio da semente, da quantidaded
contaminacfo superficial, do tempo de imersgo, do pH,
centragio do desinfestante e sua marca comercial.

Substincias como solventes orginicos, quando ap
das sozinhas, tém apresentado bons resultados co
patégenos veiculados por sementes e, de acordo com EIlié
al. (1976) e Vidhyasekaran (1980), o diclorometano (CHE
apresentou reagdo antifiingica. Hidrocarbonetos como ci
xano, querosene e xileno, nos estudos de Abdel-Mallek
(1995), reduziram os fungos das sementes de sojae ini
a produgiio de aflatoxina produzida por Aspergillus fla

Nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 19
indicada a assepsia superficial com hipoclorito de
(NaOQCl), na concentragio de 1%, por trés minutos En
to, a ISTA (1976), recomenda esse tratamento por 10m
tos, na mesma concentragio. Foi observado, na literaturag
a assepsia superficial vem sendo utilizada em muito
dos, porém, existe grande variabilidade quanto a0 age
mico, a concentracio da solugio e o tempo de exposi¢
ante dessa situacéio e da inexisténcia de consenso sobie
assunto, o presente estudo teve como objetivo avaliar:
to de diferentes agentes quimicos em diferentes con

¢des, pH e o tempo de imersao para assepsia eficie
microrganismos infestantes em sementes de soja. '
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MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido no laboratério de Patologia
(e Sementes da Embrapa Soja, em Londrina, PR.

Sementes de soja, cultivar Parecis (MTBR-50), produ-
zidas na safra de 1996/97, em Barreiras, BA, fora armazena-
das, da colheita até o inicio dos testes, em silo de sementes na
temperatura de 16x1°C e 40% de UR. Foi realizado o teste
e germinacdo com 400 sementes e subamostras de 50, utili-
zndo-se o rolo de papel, umedecido com uma quantidade de
dgua 2,5 vezes o peso seco do substrato, a 25°C e a contagem
foino 7° dia apds a semeadura, de acordo com Brasil (1992),
fue apresentou elevada quantidade de plantulas anormais
(20%) e também contaminacio natural por Aspergillus flavus

100%). As sementes foram submetidas a tratamentos para
assepsia superficial, com hipoclorito de sodio (10% a 12%
tecloro ativo), Q-boa® (2,0% a 2,5% de cloro ativo, hidréxido
e sodio, cloreto de sddio e dgua), Brilhante® (2,0% a 2,5%
e cloro ativo, hidréxido de sddio, silicato de sédio e dgua),
Lysoform® (solugio bactericida que contém soluto de
v‘ormaidel’do, cloreto bencil-aménico de lauril-dimetilo, dlco-
letilico oficinal, esséncia de eucalipto citriodora e dgua de-
purada) e Agrotensil® (solucio aquosa contendo nonifenol
wxictilato, dlcool isopropilico e dlcool polivinilico). As se-
mentes foram imersas em solugdes desses agentes nas con-
wentraces de 1%, 2%, 3%, 5% e 10% por periodos de expo-
§igio de dois, cinco e 10 minutos. Em todas as concentra-
§oes, foi determinado o respectivo pH (potencial hidrogenié-
lico). Apds a imersdo, as sementes foram lavadas em agua
deionizada e esterilizada.

Em seguida, foi realizado o teste de sanidade, utilizando
umétodo do papel de filtro, com 400 sementes e subamostras
e 20, tanto para sementes tratadas como para ndo tratadas
(testemunha), que foram distribuidas sobre quatro folhas de
apel de filtro (80g/m?) umedecidas em dgua deionizada es-
erilizada, dispostas no interior de caixas plasticas tipo gerbox
illxlixS,Scm), previamente desinfestadas com solugdo de
fipoclorito de sddio 1,05%, conforme prescrigiio de Henning
1987). A incubagdio das sementes foi com luz continua (lam-
padas fluorescente, branca 40w) ¢ temperatura de 22+2°C,
furante sete dias. A avaliagiioe a identificagdo dos microrga-

ismos foram realizadas no 7° dia (perfodo em que a germi-
ligio praticamente nido ocorreu, porque o ambiente, placa +
papel, néio favorece o processo) com auxilio de microscopio
ercoscGpico com aumentos de seis a 50x e, quando neces-
§iio, foram feitas laminas, utilizando microscépio biolégico
#00x) para confirmacio dos resultados.

O delineamento experimental foi inteiramente casuali-
zado, com cinco repeticdes, e cada parcela experimental cons-
tituida por uma caixa pldstica de 20 sementes, totalizando
100 sementes por tratamento. A partir dos dados foram obti-
das as médias das parcelas, as quais nio foram submetidas a
andlise de varidncia e sim a uma andlise descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Nas sementes sem tratamento (testemunha) foram de-
tectados 100% de Aspergillus flavus, 55% de Rhizopus spp.,
1% de Penicillium spp. e 1% de bactérias.

Os cfeitos dos agentes desinfestantes empregados varia-
ram de acordo com a concentragio, pH da solugdo e tempo
de imers#o das sementes. O hipoclorito de sédio (Tabela 1),a
partir da concentragiio de 3%, no tempo de cinco minutos e
pH 11,40 diminuiu a infestagio de Aspergillus flavus e
Rhizopus spp.

Q-boa?®, produto comum em uso doméstico, reduziu a
incidéncia de Rhizopus spp., em todas as concentragdes, pH
e tempos de imersdo. Porém, o Aspergillus Sflavus foi reduzi-
do apenas quando utilizado na concentragdo de 10%, pH 11,09
nos tempos de cinco ¢ 10 minutos (Tabela 2).

A solugdo Brilhante®, também niio favoreceu a assepsia
total das sementes infestadas, mas reduziu a incidéncia
Aspergillus flavus, na concentragio de 10%: tempo 10 minu-
tos, pH de 12,12 (Tabela 3). Hewett (1979) em seus estudos,
ndo considerou o tempo como fator critico no tratamento de
sementes de ervilha e feijdo contaminadas com Ascochyta
spp. Ainda, com relagdo a Brilhante®, em algumas concen-
tragbes e tempo de imersdo, se verificou o desenvolvimento
de Penicillium spp. e Rhizopus spp. De acordo com Sauer &
Burroughs (1986), solugdes que possuem cloro como princi-
pal componente, quando nas menores dilui¢des, t8m o pH e
eficiéncia da assepsia superficial de sementes reduzidas. Es-
tes mesmos autores relataram que a concentragio de organis-
mos, a exemplo do Aspergillus flavus (100%), neste estudo,
pode se constituir em fator limitante na desinfestaciio das se-
mentes.

Na forma de solugfio aquosa, o Agrotensil® (Tabela 4),
contendo nonifenol oxietilato, dlcool isopropilico e dlcool
polivinilico, apresentou menor eficiéncia na assepsia superfici-
al das sementes de soja, néio demonstrando atividade antif tingica.

Por outro lado, Lysoform® (Tabela 3), quando emprega-
do na concentragiio de 10%, pH 6,50 e tempo de 10 minutos
climinou Aspergillus flavus e Rhizopus spp. demonstrando
que 0s mesmos nio estavam localizados nos tecidos internos
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TABELA 1. Efeitos da assepsia superficial com hipoclorito de sédio, em diferentes concentracdes, pH e tempos de
imersdo (TI), na incidéncia de microrganismos em sementes de soja, cv. Parecis, produzidas na safra
de 1996/97, em Barreiras, BA. Embrapa Soja/UEL, Londrina, PR, 1998.

Incidéncia de microrganismos nas sementes (%)*

Concentragdo ol TI A ” Penicilli ohi F T
(%) (minutos) spergillus enicillium izopus usarium B actirids
flavus spp- spp. spp.

1 10,47 2 04 0 0 0 9

1 10,47 5 72 0 0 0 29

1 10,47 10 65 0 0 0 31

2 {0 2 62 0 0 0 L

2, 1 5 53 0 0 0 32

2 11,15 10 38 0 0 0 29

3 11,40 2 43 0 0 0 24

3 11,40 5 26 1 2 0 26

3 11,40 10 23 0 0 0 31

5 1.1.67 2 25 0 0 0 16

3 11,67 5 27 1 0 0 26

5 11,67 10 13 0 0 0 28

10 11,69 2 29 0 0 0 31

10 11,69 ] 32 0 0 0 35

10 11,69 10 T 0 0 0 27

Testemunha - - 100 1 55 0 1

* Média de cinco repetigbes.

TABELA 2. Efcitos da assepsia superficial com Q-boa®, em diferentes concentracgoes, pII e tempos de imerso '

(TT), na incidéncia de microrganismos em sementes de soja, cv. Parecis, produzidas na safra de

1996/97, em Barreiras, BA. Embrapa Soja/UEL, Londrina, PR, 1998. 1
_ Incidéncia de microrganismos nas sementes (%o)*
Concentragio pH .Tl pry— papep— ”hi Fusari
{%J) (mlnutos) y2 rgt s enicilitium IZOPHS UsSarient Bactérias
Sflavus Spp- Spp- spp. j

1 9,55 2 91 0 4 0 27
1 9,55 5 75 0 6 0 27
1 9,55 10 85 0 0 0 37
2 9,89 2 72 0 6 0 18
2 9,89 5 87 0 3 0 34
2 9,89 10 60 0 0 0 26
3 10,16 2 70 0 0 0 2
3 10,16 5 67 0 0 0 32
3 10,16 10 68 0 0 0 33
5 10,47 2 6l 0 0 0 26
3 10,47 5 51 0 0 0 30
a 10,47 10 36 0 0 0 33
10 11,09 2 42 0 0 0 21
10 11,09 5 27 0 0 0 25
10 11,09 10 15 0 0 0 39
Testemunha - = 100 1 55 0 1

* Média de cinco repeligdes.
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TABELA 3. Efeitos da assepsia superficial com Brilhante®, em diferentes concentragdes, pH e tempos de imersio
(TD), na incidéncia de microrganismos em sementes de soja, cv. Parecis, produzidas na safra de
1996/97, em Barreiras, Ba. Embrapa Soja/UEL, Londrina, PR, 1998.

Incidéncia de microrganismos nas sementes (%e)*

Conc(t(;r;)tlagao pH (migjtos} Aspergillus — Penicillium Rhizopus Fusarium Bactérias
fAavus Spp. spp. spp.
1 11,27 2 72 2 ) 0 21
1 1127 5 73 2 0 0 33
| 1127 10 73 ] 0 0 38
2 11,56 2 68 1 0 0 20
2 11,56 5 64 0 5 0 34
2 11,56 10 70 0 0 0 34
3 11,70 2 54 2 10 0 32
3 11,70 3 72 1 10 0 35
3 11,70 10 52 0 0 0 36
5 11,89 2 60 0 5 0 25
5 11,89 5 46 0 0 0 33
5 11,89 10 43 2 0 0 52
10 12,12 2 32 1 0 0 40
10 12,12 5 34 0 0 0 27
10 12,12 10 24 1 0 0 50
Testemunha - - 100 1 53 0 1

*Média de cinco repeticoes.

TABELA 4. Efeitos da assepsia superficial com Agrotensil®, em diferentes concentracoes, pH e tempos de imersio

(TI), na incidéncia de microrganismos em sementes de soja, cv. Parecis, produzidas na safra de
1996/97, em Barreiras, BA. Embrapa Soja/UEL, Londrina, PR, 1998,
. Incidéncia de microrganismos nas sementes (%)*
Concentragiio BH .TI Aoveredll e o oo
(%) (minutos) pergillits enictllium hizopus USArium Bt
Slavus spp. spp. spp.

1 6,13 2 91 2 7l 0 25
1 6,13 5 99 4 100 0 33
1 6,13 10 100 1 85 0 31
2 5,46 2 82 0 100 0 11
2 546 5 97 0 100 0 27
2 5,46 10 100 0 49 0 44
3 5,44 2 95 0 100 0 16
3 5,44 5 100 0 32 0 24
3 5,44 10 100 0 90 0 33
5 5,34 2 99 0 82 0 26
3 5,34 5 100 0 38 0 27
5 5,34 10 100 0 47 0 41
10 5,29 2 100 3 26 0 23
10 5,29 5 100 3 55 0 18
10 5,29 10 100 1 42 0 17
Testemunha - - 100 1 55 0 1

*Média de cinco repetigdes.
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TABELA 5. Efeitos da assepsia superficial com Lysoform®, em diferentes concentracdes, pH e tempos de imersao
(TD), na incidéncia de microrganismos em sementes de soja, cv. Parecis, produzidas na safra de
1996/97, em Barreiras, BA. Embrapa Soja/UEL, Londrina, PR, 1998.

M.F. ZORATO et al.

Incidéncia de microrganismos nas sementes (%)*

Concentragio pH T pEy——— —— - =
(%) (minutos) spergillus — Penicillium Rhizopus Fusarium .

Slavis spp- spp- spp.

1 73l 2 95 7 85 0 39

1 731 5 96 0 100 0 38

l 731 10 76 5 80 0 26

2 6,74 2 79 R 42 0 22

2 6,74 5 89 6 55 0 31

2 6,74 10 83 2 65 0 38

3 6.63 2 80 2 12 0 38

3 6,63 5 63 1 9 0 28

2 6,63 10 62 3 10 0 32

5 651 2 77 3 6 0 22

3 6,51 8 33 S 10 0 37

3 6,51 10 9 1 5 0 35

10 6,50 2 6 0 2 0 32

10 6,50 3 1 0 3 2 36

10 6,50 10 0 0 0 5 42

Testemunha - - 100 i 55 0 1

* Média de cinco repeti¢oes.

(embrido) das sementes. Ainda, nessas condi¢des, foi possi-
vel detectar Fusarium spp. evidenciando, desta forma, que
invasio acentuada de fungos infestantes, em especial o
Aspergillus flavus, pode ocultar patdgenos na semente. Toda-
via, Lysoform® quando utilizado em menores concentragoes,
favoreceu a incidéncia de Penicillium spp. e Rhizopus spp.

De modo geral, foi constatada baixa incidéncia de
Penicillium spp., fato que pode ser atribuido & competitividade
deste com Aspergillus spp., conforme sugerido por Vechiato
et al. (1994). O referido microrganismo foi detectado, princi-
palmente, em sementes cobertas por bactérias (Bacilus
subtilis), porém, observado em maior freqiiéncia, em semen-
tes que apresentavam visualmente danificacGes mecinicas
(rachaduras), local onde ocorre lixiviagio dos constituintes
intracelulares. Kabeere & Taligoola (1983) relataram que o0s
danos mecinicos fornecem entradas para a invaséo de fun-
gos de armazenamento ¢, em conseqiiéncia, aceleram a dete-
rioragfio das sementes. Esporos fiingicos, aderidos as racha-
duras em sementes, podem ser protegidos do contato com 0
agente desinfestante e, assim, ndo ocasionar a morte de todos
0s esporos (Sauer & Burroughs, 1980).

Para Rhizopus spp. foram observadas variagoes nos tra-
tamentos avaliados, sendo constatado, maior ocorréncia, em

sementes mortas. Kabeere & Taligoola (1983) obtiverams
sultados indicando a contribuicio do Rhizopus spp., nared
¢iio da germinagio de sementes de soja armazenadas. Res
tado semelhante foi obtido por Lima et al. (1984), em semg
tes de algoddio. Outra consideragdo importante foi relatdt
por Phipps (1984), na qual, o Rhizopus spp. aparece cor
importante patégeno de sementes em amendoim, porém, i
provocando doengas em pléntulas no campo. De acordoe
Tanaka & Machado (1985), nem sempre a associagiol
patégenos com as sementes resulta em doengas apOs a seil
adura., Apesar da patogenicidade do Rhizopits spp., aii
nio ter sido esclarecida totalmente, existem preocupag
quanto aos possiveis efeitos desse fungo sobre a qualida
das sementes (Novembre & Marcos-Filho, 1991).

Todos os agentes quimicos utilizados favoreceramaf
magio de coldnias de bactéria (Bacilus subtilis), comumé
sementes de soja. A taxa média de bactéria encontrada
hipoclorito de sédio foi de 26%, Q-b0a®29%, Brilhante®X
Agrotensil® 26%, Lysoform® 33%. No caso especif]
Lysoform® é possivel de que o produto, apesar def
bactericida, niio seja eficiente para Bacilus subtills.

A desinfestacdo de sementes, de acordo com Kabeet
Taligoola (1983), reduz a competigéo entre fungos e bad
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a5, capacitando-as a se desenvolverem livremente e se ali-

mentarem, de forma saprofitica, em tecidos enfraquecidos ou
mortos das sementes.

CONCLUSOES

Nas condi¢Bes do presente estudo pode-se concluir que:
* Hipoclorito de sédio, Q-boa®, Brilhante® e Agrotensil®, nio
* eliminam os infestantes presentes nas sementes de soja;

* Lysoform® pode ser utilizado para eliminar infestantes, na

concentragdo de 10%, pH 6,50 no tempo de imersdo de 10
minutos.
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