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OPTIMIZACION DEL TIEMPO DE ESTERILIZACION DE SOPORTES
BASADOS EN SUELO Y COMPOST EN LA PRODUCCION DE
INOCULANTES PARA LEGUMINOSAS

OPTIMIZATION OF STERILIZATION TIME FOR CARRIERS COMPOST-SOIL
BASED FOR PRODUCCION OF LEGUME INOCULANTS

E. Ormeno-Orrillo y D. Zaniga-Davila®

RESUMEN

Se elaboraron tres soportes consistentes en una mezcla de suelo y compost, y se sometieron a
tres tratamientos de esterilizacion fraccionada en autoclave en dos dias consecutivos. La eficiencia
de los tratamientos de esterilizacidon se evalué monitoreando la disminucién en las poblaciones de
hongos y bacterias mediante recuentos estandar en placa. La esterilizacién de todos los soportes se
logré mediante un tratamiento por 45 minutos el primer dia y 30 minutos el segundo dia.
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ABSTRACT

Three soil-compost based carrriers were elaborated and autoclaved by three different treatments
of fractionated sterilization in two consecutive days. The efficiency of the sterilization treatments was
evaluated monitoring the reduction in bacterial and fungi populations by standard plate count methods.
Sterilization of all carriers was possible by the treatment of 45 minutes the first day and 30 minutes the
second day.
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INTRODUCCION Smith, 1992). La esterilizacién de estos sopor-
tes es importante, pues permite eliminar la com-
petencia y/o antagonismo de hongos y otras
bacterias y asi mantener altos nimeros de
rizobios por mayor tiempo (Smith, 1992). Asi
mismo, la utilizacién de soportes estériles eli-
mina el peligro potencial de diseminar semi-
Ilas de malezas y patégenos de plantas o del
hombre (Olsen er al.. 1994).

Los inoculantes para leguminosas consti-
tuyen una alternativa econémica y no conta-
minante frente a los fertihizantes nitrogenados,
ya que permiten utilizar racionalmente Ja sim-
biosis que se establece entre esas plantas y
las bacterias fijadoras de nitrégeno de los gé-
neros Rhizobiwn 'y Bradyvrhizobium, comin-
mente conocidas como 1izobios (Hamdi, 1985).

Laesterilizacién en autoclave es un méto-
do comin y efectivo que permite elaborar cul-
tivos absolutamente puros de rizobios (Strijdom
y Jansen van Rensburg, 1981, Williams, 1984).
Sin embargo, como cualquier metodologia,
puede presentar desventajas. Por una parte
aumentaria los costos de produccién debido al
consumo de electricidad o gas, y, por otro, un
' Laboratorio de Microbiologia «Marino Calentamiento excesivo del soporte podria pro-

Tabusso», Universidad Nacional Agraria La  vocar a [a formacidn de compuestos téxicos

Molina, Apartado Postal 456, Lima 1, Perd.  paralos rizobios (Roughley, 1970; Strijdom y
Email: dzuniga@lamolina.edu.pe. Jansen van Rensburg, 1981)
o .

Actualmente los inoculantes mas utilizados
consisten en cultivos de rizobios incorporados
en un material de soporte s6lido que mantiene
vivas a las bacterias durante su almacena-
miento y distribucién, y facilita su aplicacion
sobre las semillas o el suelo (Williams 1984
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En un intento por minimizar las desventa-
Jas descritas, el presente trabajo tuvo como
objetivo determinar el tiempo minimo necesa-
rio para esterilizar soportes basados en mez-
clas de suelo y compost.

MATERIALES Y METODOS
Elaboraciéon de los soportes

Se utilizaron tres compost adquiridos en di-
ferentes viveros de la ciudad de Lima y una
muestra de suelo recolectado en el campus
de la Universidad Nacional Agraria La
Molina. Los materiales fueron secados a
60 °C por 24 h, tamizados a través de una
malla de 0,25 mm y su humedad se ajusté a
5% (Roughley, 1970; Williams, 1984) con agua
destilada estéril. Las muestras de compost
fueron mezclados por separado con el suelo
en la proporcién de 2:3 (p:p) (Matos, 1994) y
los soportes resultantes fueron empaquetados
en bolsas de polietileno de alta densidad
(50 g). La abertura se cerré mediante un do-
blez asegurado con tres clips de metal (Abd
El Maksoud et al., 1988).

Esterilizacién y evaluaciones

Se evaluaron tres tratamientos de esterili-
zacién en autoclave a 121 °C y 15 libras/pul-
gada® en dos dias consecutivos (minutos, mi-
nutos): 30-30, 45-30 y 45-45. Los soportes se
incubaron a 30 °C entre ambas esterilizacio-

nes (Alder y Simpson, 1982; Stroetmann et
al., 1994). La poblacién microbiana se cuanti-
ficé por el método de diluciéon decimal y re-
cuento en placa. Para bacterias se utilizé Agar
Estandarizado de Thornton’s incubado a 30 °C
por 5 dias (UNSCH, 1980) y para hongos
Agar Extracto de Malta suplementado con
100 mg/L de oxitetraciclina e incubado a
22 °C por 5 dias (Merck, 1994). Los datos de
poblacién bacteriana se expresan como Log,
UFC/g (Sokal y Rohlf, 1979).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha demostrado que los soportes basa-
dos en suelo y/o compost constituyen una al-
ternativa razonable para elaborar inoculantes
para leguminosas en Jugares donde la turba, el
material de soporte ideal, no esta disponible
(Chao y Alexander, 1984; Abd El Maksoud et
al., 1988; Matos, 1994, Ormefio y Zidiga,
1999). Sin embargo, los materiales menciona-
dos contienen una flora bacteriana que inclu-
ye bacterias esporuladas termorresistentes y
por lo tanto se requiere de mayor tiempo de
exposicién al calor para esterilizarlos (Pflug y
Holcomb, 1977; Molin, 1982). Las tres mues-
tras de compost utilizadas en este estudio pre-
sentaron una humedad y recuentos iniciales
de bacterias y hongos mayores que la mues-
tra de suelo (Tabla 1). Luego de secar estos
materiales la humedad disminuyc')‘a menos de

Tabla 1. Humedad y poblacion microbiana inicial de los materiales utilizados para elaborar
los soportes que se van a utillizar como inoculantes para leguminosas.

Humedad Poblacion inicial
Material Inicial (Log UFC/qg)
(%) Bactenias Hongos
Suelo 151 5,6 3,6
Compost 1 90,6 71 52
Compost 2 84,7 7.3 5,9
Compost 3 95,5 8,72 53
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5% y la carga microbiana en aproximadamen-
te 3 unidades logaritmicas (datos no mostra-
dos). Si bien este primer tratamiento térmico
disminuy6 la carga bacteriana, atin se detec-
taron bacilos esporulados mediante observa-
cién microscépica entre 1os microorganismos
sobrevivientes.

En las Figuras 1 y 2 se muestra el efecto
de los tratamientos de esterilizacién en la po-
blacién de bacterias y hongos, respectivamen-
te. El primer tratamiento (307, 30”) sélo logré
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esterilizar el soporte 2 y eliminar la poblacién
de hongos del soporte 3, mientras que con el
segundo (45°, 30’y y tercer (457, 45°) trata-
mientos se lograron esterilizar los tres sopor-
tes. Pramakik e Iswaran (1973), Chao y
Alexander (1984) y Beck et al. (1993) repor-
tan 3 horas de exposicién para esterilizar so-
portes basados en suelo, suelo-turba, suelo-
carbén o suelo-compost. El menor tiempo re-
querido aqui para esterilizar tres soportes ba-
sados en suelo y compost demuestra que no
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Figura 1. Efecto de los tratamientos de esterilizacion en autoclave en la poblaciéon
bacteriana de los soportes que se van a utilizar como inoculantes para leguminosas.
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Figura 2. Efecto de los tratamientos de esterilizacion en autoclave en la poblacion de
hongos de los soportes a ser utilizados como inoculantes para leguminosas.
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se requiere de un tratamiento prolongado (va-
rias horas). El ajuste de humedad de los so-
portes a 5% y el libre acceso del vapor a las
bolsas pueden haber aumentado la eficiencia
del tratamiento térmico, ya que la esteriliza-
cién en autoclave se basa en la exposicion a
vapor saturado. A este respecto, Beck et al.
(1993) recomiendan humedecer los soportes
antes de la esterilizacién y Abd El Maksoud
et al. (1988) reportan que bastaron 45 minu-
tos de exposicidn para esterilizar compost en
condiciones de libre acceso del vapor al ma-
terial. Otro factor importante pudo haber sido
laesterilizacion fraccionada. Stroetmannet al.
(1994) senalan que el calentamiento fraccio-
nado produce una reduccién significativa en
la carga microbiana de suelos. Aldery Simpson
(1982) explican este fenémeno indicando que
el primer calentamiento mata las formas
vegetativas y cualquier espora sobreviviente
germinard produciendo nuevas formas
vegetativas, que morirdn en los calentamientos
SucesIvos.

CONCLUSION

Se concluye que la esterilizacién fraccio-
nadaen autoclave a |21 °C y 15 libras/pulga-
da’en dos dias consecutivos, por 45y 30 mi-
nutos, es suficiente para esterilizar mezclas de
suelo y compost. Estas pueden ser asf utiliza-
das como soporte en la produccién de
inoculantes para leguminosas de alta calidad
y bajo costo.
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