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Dois ObJethOS pr1n01pals respondem pela apresentagao do pre

sente trabalho. O primeiro é a satlsfagao de uma ex1gen01a universi-
taria que é a da defesa de uma tese para obtencao do titulo de doutor.
0 segundo, e principal, nio é outro senao dar uma pequena contribui -
gao ao estudo do tao dlscutldo e complexo problema da vinhaga, proble
ma ésse que afeta diretamente ‘todas as regloes agucareiras e alcoolel
ras do Brasil.

0 aszunto, tao atualizado com as recentissimas experiéncias
‘do professor Almeida e colaboradores, com respeito as mﬁltiplas uti-
lidades da vinhaca, destacando-se entre elas a sua aplicagao como fer
tilizante, tém despertado ajatengao dos interessados e estudiosos da
questdo, formando-se daf duas correntes:s- uma, dos apoiadores e segul
dores das teorias daquele professor; outra, dos que sio contrérios a
elas por motivos que a nés, nesta tese, nao cabe discutir.

NS0 entraremos também em qonsideragBes sObre as vantagens ,
ou desvantagens, que possam advir da‘utilizagéo da vinhag¢a como fer-
tilizante, pois nossa inteng&o, frizamos, é apenas dar uma pequena
parcela para o esclarecimento de um ponto ainda nio convenientemente
estudaidgou seja, a agao da vinhaga como Stimo meio para o desenvol-
vimento da flora microbiana dos solos

ALMEIDA (1), cita as séguintes vantagens, como conseqﬁentes
da aplicagao da vinhaga nos solos, qualquer que seja o seu tipo e o
seu gréu de acidez, pela decomposiggo microbiana de sua matéria orgé
nica coloidal e dos 4cidos organicos presentes:-

A - aplicada ac solo, eleva o seu pH, diminuindo sua acidez
natural, chegando mesmo a algalinisa-lo;

- melhora as propriedades ffsicas e quimicas dos soloss
- atmenta o seu poder de embebigao para a égua;

. [ “ . 3 o
ocasiona maior retengao dos sais minerais;
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- propicia otimas condigoes para o desenvolvimento da ca-
na de acgiicar, do arroz, do milho, do trigo, do feijio ,
do algodao e das capineiras;

F - aumenta de maneira espantosa, qualitativa e quantitati-

vamente, a mictroflora dos solos;

G - restaura, conserva ou aumenta & fertilidade dos solos.

. ~ . . ’ .
Citados todos esses itens, tomaremos apenas o que esta co-
. ~ ’ ’ .
locado na letra F dessa classificagao, gue e o que a nos interessa
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para a execug¢ao das nossas pesquisas, e dos quais nos cabe comprovar

a exatidao. = ‘ e

Desse item, estudaremos apenas o que se refere ao aumento
‘quantitativo da flora microbiana, por agao da vinhaga, deixando o es-
tudo qualitativo para um préximo trabalho, jé que exige meis tempo e

trabalho mais minucioso.

Propomo-nos a verificar o aumento quantitativo por razoes a
presentadas pelas maiores autoridades em Microbiologia de solo, ra-
zoes essas que atestam a importancia désse estudo,,jé que o nimero de
microorganismos de um solo apresenta estreita relagzo, na ordem dire-
ta, com o seu indice de fertilidade.

WAKSMAN(BZQ jé em 1922, saliéntava o valor de uma anilise mi
crobioldgica dos solos como {ndice de fertilidade dos mesmos,

0 mesmo WAKSMAN(}%) no mesmo ano, publicava uma nota relati-
va ao fato de que os fungos existem nos solos nao soémente sob a forma
de espéros, mas também como micélio, o que indica que Esses microerga
nismos sao ativos no solo, e como tal tomam parte no seu processo de
fertilidade.

~ A .
Nao sb a importancia dos fungos foi por WAKSMAN estudada, mas
¢ . A . . .
tambem, a importancia dos microorganismos em geral.

Referindo-se a fertilidade dos solos, citava ésse autor em
1916 (35) a importancia‘das bactérias como fator dessa fertilidade.

Os processos qu{micos que ocorrem no solo, sao para a maioria
dos autores, segundo MILL4R e TURK(2L), dependentes das atividades dos
organismos vivos. O desenvolvimento e as atividades dos microorganis-

™~ > N . . 7 .
mos estao intimamente ligados com a eficacia dos nutrientes e, por is
A .
so, & existencia de plantas superiores depende das atividades dos mi-
croorganismos do solo..

. além disso, um solo produtivo ¢ caracterizado ndo necessaria
mente pela simples presenga de grandes quantidades de nutrientes das
plantas, mas pela rapidez com que Sstes nutrientes sao liberados de
forma eficaz. |

Ainda citando MILLAR e TURK, poderemos, para avaliar a impor
tancia dos microorganismos no solo, resumir suas agoes benéficas ‘em

breves linhas.
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1l - Alteracgoes da materia organlca e seus
. j produtos de decomposigaos
Fungoes beneficas N . ,
dos microorganismos 2 - Fixacao do Nitrogenio atmosferico.

~ . . . . ‘ A o
do solo 3 = Alteracoes nos constituintes inorganicos

do solo.
AN
Poderemos citar também, como fungao importante a de que, ape
sar de nao tomarem parte relevante no desenvolvimento da estrutura
dos solos, agem os microorganismos de maneira indireta, sendo os res-
ponséveis pela formagao da matéria org§nica coloidal, quée por sua vez
promove a formagéo da estrutura granular, muito apreciével em solos.

Também, SARLES, FRAZIER, WILSON e KNIGHT (29) salientam que
o0s microorganismcs do solo tém um papel importante no controle das pro

. o 4 { s i P
priedades fisicas e quimicas dos solos, bem como da sua produtividadea.

Ressalta em todos ésses itens e citagaes, a importgncia do
estudo dos microorganismos do solo, e as razoes pela qual optamos pe-
lo estudo quantitativo primeiramente, além das atras demonstradas, po
dem ser reunidas nas observugoes de autores conceituados no estudo
desse ramo da Microbiologia.

J4 em 1916, WAKSMAN (36), reconhecia ser o solo um meio favo-
ravel para a vida e suas atividades, e KUBIENA e RENN (20), em 1935 ’
salientavam que a Microflora do solo sofre mudangas especificﬁs_duag

do dos vérios tratamentos sofrldos por esse, particularmente pela adi
gao de qualquer substancia organlca capaz de se decompor.

Nos primeiros tempos, jé se notava uma relagao entre as ati-
vidades Microbiolégicas ¢ o fertilidade dos soloss RUSSEL e RUSSEL
(27) estudaram essa relagao, e através de varios trabalhos notaram que
os solos ferteis apresentavam frequentemente maior contetdo de nitra-
tos, maior desprendimento de CJZ @, O Qque é para nés de maior impor-
téncia,,maior nimero de microorganismog que os solos inférteis. Cer
tamente, a conclusao teria que ser a de haver alguma relagéo entre o
numero de microorganismos e a fertilidade dos solos.

. LA ~ 5 ~ ‘
NZo poderndo haver mais duvidas quanto a esta relagao, basta
. 4 ". ~ A . 1‘ )
ria a nos citar, como ponto basico da razao deste trabalho, mais uma
T o ’
vez WaKSHMel (33) , que da bJ.C.n,de velor ao estudo guantitativo da flora

microbizna dos so0los e cre que ésse método de pesquisa d4 idéia de
A
teda a flora mizrobiana do: solo. , ¢ pode servir de medida de seus
. . / n .
estados microbiologicos.

~ A o - e L.
Opﬂnu alni ¢ste mesmo autor, gue os fenomenos microbiologi
cos mensurdvei g, como & respiragfo do s9lo, sua canacidade de nitrifi
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cagao e de fixacgao de Nitrogenio, o numero de seus microorganismos ,
etc.,; permitem julgar as propriedades do solo e sua fertilidade.

- Como vemos, as teorias de RUSSEL e RUSSEL, citadas mais a=-

trés, vém confirmar plenamente os trabalhos que WAKSMaN jé desenvol-
via e tornava pﬁblicos antes de 1932.

Verificada a importéncia do estudo quantitativo da flora mi-
crobiana dos solos, procuraremos também neste trabalho responder a
perguntas que tem sido feitas ao Departamento de Microbiologia do Ing
tituto Zimotécnico, perguntas essas em cardcter oficioso e nao ofici-
ale.

Relacionando~se com as experiéncias feitas para verificagao
do aumento quantitativo da flora microbiana dos solos tratados com vi
nhaca, estudaremos também a agéo da adigéo de um volume de égua igual
ao da vinhaca, pois essas perguntas recebidas visam saber se o efeito
de um tratamento nao acarretaria em consequéncias iguais as do outro.’

Conduzimos entso as nossas experiéncias no sentido de mostrar
os resultados, pertinentes ao aumento da microflora de um solo tratado
com vinhaga, comparando-os com os de um solo tratado com égua, e os de
outro sem tratamento algum, Que funcionaria como o testemunha da expe-
riéncia. |

Buscaremos em seguida, dar uma idéia do desenvolvimento de
nossos trabalhos, para melhor esclarecimento das conclusdes dos mesmos
pedindo licencga para primeiramente tornarmos pﬁblicos nossos agradeci-
mentos a todos que trabalhom na 112 Cadeira da E.S.A.L.Qey onde inici
amog nossas eXperiéncias, bem como & todos os funcionérios do Departa
mento de Microbiologia do Instituto Zimotécnico, onde elas se comple=-
taram, sem o precioso auxilio dos quais, nao seria poss{vel sua reali
zagaoe

II - MATERIAL E METODOS

~
A - Escolha dos terrenos g localizacag.

A experiéncia que serviu de base para a presente tese foi
realizada em duas partes, iniciando-se em outubro de 1952, nos terre-
nos da Secgao Técnica de Qu{mica Agr{cola, e continuada em fins dé a-
gosto de 1953, em local de experimentagﬁo do Instituto Zimotéerico.

C local escolhido para a execugao da primeira parte dos tra-
A . .
balhos, foi um solo pobre, seco, arenoso, de topografia plana, locali
N ~ /’ . £ . N 4
zado na area de propriedade da Secgao Tecnica de Quimica Agricola.

~ vo
Para a realizagao da gegunda pmrte da experiencia, escolhemos

s 1 . . o A, ’
um tipo de solo argilosos rico de materia organica, tambem de topogra=-
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fia plana, localizado na Fazenda Modelo, numa area onde o Instituto
Zimotécnico realiza experiéncias de adubagao com vinhaga, para cultu-
ra de cana de agicar.

B - Preparo do solo g tratos culturais.

. N nA .
Em ambos os locais, o preparo do solo obedeceu a sequencia

] 7 ]
comum de uma lavoura normal, isto e, o terreno fol nrimeiro arado ,

D
K . L4 . P )
em seguida gradeado para, por ultimo, ser sulcado, Ificando acsim pr

to para receber os tratamentos.

Convém que Se note que todas as oneracoes foram executadas
por méquinas e homens, sem que houvesse entrada de animais nos locais
da experiéncia, para assim evitar-ce a introducio de detritos orgini-
cos, 0s quais poderiam concorrer para influenciar os resultados finais
dos trabalhos, de maneira prejudicial.

Os tratos culturais constaram somznte de capinas a enrada ,
~ I'd
pelas mesmas razoes atras enumeradas para o preparo do £0lo,.

- - A
C - Iracado ¢z exXperiencia, Espag§g§nto entire 03 sulcos, €5C..

MO

Para a execugao de ambas as partes dos trabalizos, deliberamos
~
dividir o terreno em nove sulcos, i que se tratava de uma experiencila
: N . A . g
com tres tratamentos e tres repetigoes.

Na execugao da prime’ra parts da eyperiéncia instalada no ter
reno localizado na Secgno de Gnimica Ag““co._a9 procedemos a divisio da
seguinte maneira, de acordo coa a figura 1l:- nove sulcos de 20 ms de
comprimento cada um, com um e:pagamento cde 1,5 ms entre ef, numerados
de 1 a 9.

J

Os sulcos de numeros 1 - lI - 7 receberam tratamento com virha

Os sulcos de nlmeros 3 - 6 - 9 recoberanm crno tratamento um
a

/s - 1
volume de agua, igual aos tratados cca vinheagae

s
d Ea) ~
Os sulcos de numeros 2 - 5 - 8 permanczeram seccs, nac rece-

bendo nenhum tratamento, isto e, fircionzram ccmo tezsterurhas da expe
7 2 -3
- A .
riencia.
20 1 mprimen ce cada egulco, foram = velcados
Dos 20 ms de comprimento ¢ a gulco, fo roveicados
. . . ~ .
para a collbelita de amcstras sorente os 10 prinmeiros metros a partir
da linha de cabeceira, isto porone 2 parie detras do canteiro perma-
. e . . < N f
necia senmpre umida em virtude ca so>abra a: proaetada por wia planta-
~ 2 . ' 4 - - ~ o LA -
cao de eucaliptos, localizada atra: do Laihzo de experiencize.
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Para a divisdo do terreno localizado na area deo Instituto Zimg -
técnico, procedemos como é demonstrado na figura 2, tragando sulcos de
10 metros de comprimento distanciados de 1,50 metros entre si, e sepa=
rados por carreadores de 5 metros.

’ : ’
Os sulcos foram tambem numerados de 1 a 9, sendo que os de nu
. Ld
meros 1, 6 e 8 foram tratados com vinhaga, os de numeros 3, 5 e T recg
’ Ld
beram agua, e os de numeros 2, Ll e 9 permaneceram sem tratamento.

D - Quantidades de Vinhaca g Agua.

Cada sulco recebeu 1,000 1s de vinhaga, ou seja, vinhaga na ba
se de 100 1ls por metro linear ( 1,000,000 de litros por hectare ), que
é a quantidade preconizada pelo Instituto Zimotéenico de Piracicaba pa
ra solos pobres e onde surgiram os primeiros trabalhos concernentes a
aplicagao de restilo como restaurador de terras.

Sendo de trés o numero de sulcos que receberam vinhaga, para
cada experiéncia, gastou-se por consequinte 6,000 1ls. da mesma, na com
plementagao de ambas as partes dos trabalhos. Devemos salientar que a
vinhaca utilizada foi proveniente de fermentagao sulfurica (U.M.4,) na
primeira parte da experiéncia9 e natural (U. Santa Helena )vna-segunda
parte. Isso nao foi feito buscando algum novo resultado, mas sim pelas
facilidades de obtencao e transporte com que fol conseguida a vinhaga,
nas diferentes épocas de realizagho das experiéncias. Ademais, nao
seria de se esperar que quaisquer resultados novos aparecessem da apli
cacao de dois diferentes tipos de vinhaca, visto que, qualquer que se-
ja o tipo de fermentacao usado, pouca diferenca mostra a composicao da
vinhaca, seja ela proveniente de fermentagao, natural, sulfirica ou
pentaclorofenélica, como mostra o quadro anexo, realizado através de a
nélises efetuadas no Instituto Zimotdenico.( 1 )

COMFPOSICAO MEDIA DA VINHACA DA U.M.A.

' NATURAL SULFURICA PENTACLORO MEDTA
FENOLICA™

Agua 93,208% 93,L90%  92,720% 93,1637
Solidog totais 3 6,722 6 510 T ' 280 6 837
M. organica nos sbélidos 5,0U5%  L,692% 5 6177 5,1187
M. mineral nos solidos 1,677 1, 818 ,663 1,719
N em gramas por litro 1,160 1 253 1,110 1, 7L
P em gramas por litro 1,250 1 723 1 u90 1 u87
Ca em gramas por litro = 2,696 2, 650 2 5u6 2, 630
K em gramas por litro 11,486 12,350 11 136 11, 657
Outros elementos em
gramas por litro 1,338 1,457 1,458 1,416
D L485 h 8L 595 h 88
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Para os sulcos tratados com agua, tambem em numero de seis, cQ
S ' 4 . . 4
mo ja vimos, os calculos foram feitos na mesma base, isto e, 1,000 1s
: ~ ° o N ° A .
por 10 ms-de sulco, num total de 6,000 litros na experiencia toda.

Ld o
Tanto a agua, como a vinhacga, foram transportadas para os lo-
~ i A ~
cals de realizagao das experiencias pelo caminhao-tanque do Instituto
. 7 . <L 7 . A .
Zimotecnico, que ja e apropriado para esse fim.

E - Amostragem.

A amostragem do material para os trabalhos de laboratério, foi
feita de maneira simples, procurando seguir, na medida do poss{vel, a
téenica proposta por FRED e WAKSMAN (12):- "As amostras, da superficie
a um pé de profundidade, devem ser tomadas pela téenica que seguec-

Remover a superf{cie grosselra e introduzir um cilindro de me-
tal ou outro qualquer instrumento apropriado para a amostragem, até a
profundidade desejada. As amostras da superf{cie do solo devem ser tg
madas com uma espétula esterilizada. Tirar todas as amostras e colocé
las em sacos de papel esterilizados, ou outra qualquer espécie de Vas;
lhame, Misturar bem as amostras, para sua-homogeneizagao e, em séguiu
da, pulveriza-las. Estas operacoes devem ser feitas com o auxilio de
uma espatula esterilizada. Depois da homogeneizacfo e pulverizacgfo, a
amostra representativa deve ser levada para a diluigao., Para uma maior
reducao do érro comum em tais operagaes, & conveniente que se use uma
amostra do solo relativamente grande. Quanto as balangas, para a pesg
gem das amostras, uma sensibilidade até 10 grs. é satisfatdria, para
esta espécie de trabalho".

No nosso caso, como jé dissemos, seguimos a técnica proposta
por FRED e WAKSMAN, na quasi totalidade de seus itens,

Nao nos foi pos’sj’;vel9 no entretanto, conseguir boas amostras
da superficie dos solos tratados com vinhaga pela imensa riqueza aprg
sentada por ela em microorganismos, riqueza essa traduzida claramente
pelo incomensurdvel nimero de coldnias alf desenvolvidas, formando u-
ma capa completamente visivel a 6lho desarmado, e onde predominavam
fungos tals como:= Neurospora spp., Aspergillus spp., Penicillium spp.s,
Mucor spp., etc., e Streptomyces spps. A classificagao déstes microor
ganismos foi feita de acordo com GILMAN (1), e uma vez reconhecidos
seus géneros foil dada como terminada, jé que se trata esta tese de uma
Anédlise Quantitativa, e nao Qualitativa,

~ £ .
Abstivemo-nos entao, da amostragem da superficie dos solos, pe
. 4 /. '
la impossibilidade de contagem do infinito numero de colonias formados,
quando levado o material ao isolamento em placas,
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Além do mais, a superféie dos solos, jé por si ékde uma grande
fertilidade, independentemente de qualquer tratamento que sofra, ou del
xe de sofrer, o terreno (CONN -(°l). |

As amostras foram por nos tiradas entao, na camada compreendida
entre 8 e 16 cms de profundidade, com o auxilio de uma pequena pé meté-
lica esmaltada, flambada antes de cada introdugao no solo, sendo as a-
mostras em seguida colocadas em latas tampadas, previamente esteriliza-
das em estufa a 1609C durante duas horas.

o N
De cada sulco foram tiradas tres amostras de terra, cadg uma de
um ponto diferente, dentro do espaco compreendido entre os 10 metros |,
reunindo-se essas sub-amostras na lata receptora das mesmas,

' o ° b
Dessa maneira, foram obtidas entao nove latas, para cada expe-
N . 4 A .
riencia, correspondendo cada uma delas as tres sub-amostras do sulco
correspondente,

Isto feito, tomamos as latas com amostras do mesmo tratamento 4
° o , L] 3
transportando-as imediatumente para o laboratorio onde foram reunidas
em uma cuba de vidro esterilizada.

A 7’ ° .
Resultaram, portanto, tres amostras medias, ou sejams:-

T o A o
CUBa V= com material dos tres sulcos com vinhaga
M fea w n 1 n 11 1" 5gua

v Ge. M " u " " sem tratamento.

Nestas cubas, com o auxflio de uma espdtula esterilizada, sofrg
ram uma homogeneizagf{oo Em seguida, foram pulverizadas com o auxilio
de uma peneira retvicular milimétrica9 para logo apés9 passarem pela pe-
sagem como Ultima fase da amostragem, Imediatamente procedemos ao tra-
balhc do preparo das placgs de Petrie

0 numero de amostragens feitas, tantom primeira, como na segun
da parte das pesquisas, foi de onze (11) para cada uma. Estabelecemos
os® limites minimo de cinco e maximo de dez dias, para o espaco de tempo
entre umo colheita de amostras e outra.

Além dessa técnica seguida, todos os cuildados preliminares como
esterilizagﬁo do material de colheita a ser usado, rotulagem das latas
para evitar desastrosas confusoes das amostras, etc., foram observados
a rigor, para evitar poss{vel contaminagao do material em exame falsean
do os resultados obtidos,

Segundo WaKSMAN (38),devem ser tomados cuidados especiais no
sentido de evitar a contaminac¢ao das amostras com outro solo, ou pe=
la exposicao muito demorada das mesmas a atmosfera. Contudo, nio ¢
necessaria uma absoluta esterilidade no'processo de amostragem, vise
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to que o numero de microorganismos do solo e muito grande, relativamepn
4 . ~ . 3 s ~’ ‘
te a uma provavel contaminacao proveniente de uma breve exposicao da 2
mostra. |

A maior importancia nos cuidados a serem tomados com as amos =.
tras, estd em nao permitir-se que as mesmas permanecam por muito tem =
po guardadas em laboratério. £ que uma répida muddnga pode se efetuar
na quantidade de microorganismos do solo, quando a amostra for conser-
vada por um espago de'tempo9 ainda que pequeno.

Alguns pesquisadores, ainda citando WAKSMAN (38), encontraram
uma rforte queda na quantidade de microorganismos, motivada pela demgo
ra em se proceder o trabalho de preparagao das placase.

A 4 . .
Em se tratando de solos normals, esse decrescimo da quantida-
A / .
de de microorganismos pode.'ser esperado. Kle aumentara proporcional-
’ .
mente ao numero de dias que permarnecer guardada a arostrae.

Porém9 un aumento é o que se registra, quando se trata de SO=
los nos quals as atividades dos miéroorganismos tenham sidc postas em
evidéncia. £ o caso de solos sécos que sofreram um tratamento a base
de unidade, ou quando as amostras sao de baixas profundidades, etcs..

Tanto o decrésc‘imo9 como o acréscimo no nimero de microorga =
nismos, é igualmente prejudicial aos resultados finais das experién o
cias, razao pela qual procuramos sempre conduzir os nossos trabalhos
seri que éles sofressen solugﬁo de continuidades ’

F= Processo usado

1-Discussao
0 estudo da Microflora dos solos estd debaixo de investigacoes
ha mais de 70 anos, e ainda hi discussdes sObre os métodos de pesquisay
nao havendo, segundo CONK (5) 5 um que possa servir corio basico para
fornecer informagges e dados necessérios e precisos, de maneira a se
tornar mais claro. ' |

SObre os métodos de isolamento e estudo microbiolégico dos so=
los, varios sao os propostos pelas autoridades do assunto, salientandg
se entre estas, figuras como CONN, WINOGRADSKY, WAKSMAN, etcCoo

Aintes de opinarmos sobre a adogcao de um método para nossas pes
quisas, procuramos saber,; por meio de testes e dos principais trabalhos
existentes com referéncia a Andlise Quantitativa da flora microbiana
dos solos, qualis o0s que nos possibilitariam melhores resultados.

De todos os métodos existentes no que concerne as Andlises Mi-
crobioldgicas dos solos, poderemos acompanhar WAKSMAN(37), SALLE (28),
e FROBISHER (13) na sua sintetizacao désses vérios métodos9 grupando -
os em apenas trés classes:- |
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I - Metodo microcopico, para observa

8 gao direta da flora microbiana
Metodos que podem ser empre:

gados na estimativa da quan 17 _ Métodos de diluicho
tidade de microorganismos

do solo ’ III - Métodos das placas de contagemn

.

I - Método Microscépicog para Observacao Direta da Flora Mic¢robiana

fste método de observacgao foi ideado por CONN (&) em 1917 e 1o
go en seguida modificado por WINOGRADSKY (/;6). Consiste em efetuar
preparag5es coloridas, microscépicas, diretamente do solo. Isto permi
tiria a observagao da flora microbiana do solo, realmente como ela &
A importancia déste método para nds é, no entanto, relativa, pois 2lém
de nao permitir que se distinga especificamente 0s microorganismos
ainda impede um estudo quantitativo razoavel.

Como método de observacgao direta encontramos ainda, O processo
de ROSSI (26), redescoberto por CHOLODNY, e citado por CONN (6), que
consiste em colocar laminas aderidas contra a superf{cie recém-cortada
de um solo e, em permitir o desenvolvimento dos microorganismos que se
encontram na pesma, nha superf{cie da lémina durante 8 a 15 dias para ,
em seguida o gsse‘espago de tempo, secar os preparados e colori-los.
Também9 ésse método9 apesar de muito importente para o estudo qualita- -
tivo, niao apresentou resultados que justificassem sua'utilizagﬁo em nos
sa tese.

Varias modificacoes foram introduzidas ainda nesses métodos de
observacgzo direta, citandc-se como de maior inportancia as de SORIANO
(32), YAO-TSENG (48), CONN (6), JONES e MOLLISON (19) ¢ muitas outrase

~ . . 4
Er1 nossos trabalkos, nao nos utilizamcs dos metodos de observa
cao direta pelas seguintes razces s

‘ N e . . . .
A ~ Em se tratando nossa tese de Analise Quantitativa, um inconvenien-
' . . A ’ . ~
te maior se apresentava, pois estes metodos admitem uma confusao

e 7 ~ . .
na ccntagenm, ja que as celulas mortas sao contadas Juntamente con

Q

as vivas;

- . ~, ’ . o e
B = para ume rielhor determinagao do numero de riicroorganismos, os Metg
d ~
dos Microscopicos szo de pequeno valor, pela dificuldade em se dig
’ ¢ .
tinguir as bacterias menores, de particulas de solo. CUNNINGH&aM
(10) 3
¢ . . ’,
C - o numerc de micrcorganismos em uma grama de solo € surprecndente =
7 s, 3 ,a 3
nente alto. Os Metodos Microscopicos acusam sempre uma guantidade
£ . . . . .
de no minimo dez vezes mais microorganismos. Comc a vinhacga eleva
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de n \neira espantosa cspantosa essa quantidade, ccnsequentemente as pro

babilidades de resultﬂdos crrados cresceriam cen a utlllzug o désse me-
todos

D - KUBIEN. e RENN (20) estudando a influéncia dos diferentes compostos
orgﬁnidos sébre a nicroflora do solo, chegaram a conclusfo de que
nio apresentan os Métodos de Observagic direta, resultados satisfa
t5r1059 quando comparados ccrl ©s Métodos de Diluigﬁo e o0s das pla=
cas de ccntageris

II -Métodos de Diluicdo
Consistem em agregar-se a um determlnado meio de cultura llqul

do, diferentes dllulgoes de um solo em ogua esterlllzada e comprovar
em seguida qual a maior dllulgao a que se pode chegary, para que ainda
se produza O processo que se quer estudar. Foi o Método de Diluigao
sugerido por HILTNER e ST&RMER, e ciltado por WaKSMAN (38).

Os Métodos de Diluigao podem ser utilizados nao somente para
a determinacao da microflora total, mas também,~para o0 estudo de grun
pos fisiolégicos espec{ficos, estudo ésse que por nos néo fol efetua-
do. WAKSMAN (37) tecendo consideragSes sohre o uso déste método em
andlise microbioldégica de solo rotineira, classifica=-o como enfadonho,
por envolver um nimero muito grande de diluigSes e culturas para cada
solo, e tamoem, porque, somente resultados aproximados podem ser obti-
dos, particularmente em vista do fato de que 2 agdo seletiva do meio
de cultura possa se manifestar.

JaMES (18), estudando o Método de Diluig&o9 concluiu que o meg
mo, quando utilizado na estimative de microorganismos do solo9 ds uma
aproximaggo de seu numero muito errada. Cré o citado autor, que tal
método nio se encontra ainda suficientemente desenvolvido.

Conclue=se que & o Método de Diluig%o, um método simplista,
mas que sub-estimando em ruito o nimero de microorganismnos de um solo,
torna-se preferJvel a sue nao utlllzac ‘0 coro Método de Analise Quanti
tativa para nicroorganismos de solos

Em nossa tese usamos o Método de Diluicao, pela sua vantagem
er1 permitir o desenvolvimento de todos os microorganismos conhecidos
apesar de diminuir em muito o nGmero de ﬁicroorganiswos por gramna de
solos. Tal nétodo nio foi usado om sua téecnica pura, nas sim em  uma
assoclacdo com o Método das Placas de Contagen, procurando=-se assim a
obtengdo de melhores resultados, pela eliminagio do miximo de falhas
que ambos 0s ~étodos POSSULIie

III - Método das Placas de Contagen

o 4 . . . [ oo
iste metodo consiste cm dilulr-se o solo com agua esteriliza -
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da, fazendo-se uma série de diluigCes, de forma tal que'l ce.ce da dilui
cao finai9 gquando colocado en nutriente agar ou gelatina; pernite que
L0 a 200 colénias se desenvolvam na placas:

RUSSEL e RUSSEL (27) citam a técnica proposta por THORNTON e
GRAY, a qual descreven como muito usada por &stes autores para a conta
gen do numero de microorganismos do solo, alegando ainda ser Este um
nétodo ruito mais indireto que os anteriormente citados neste trabalhos.

O processo de THORNTON e GRAY, comumente denominado "plating
technique', consiste em se tomar uma quantidade conhecida do solo a ser
nolisado, e submeter uma amostra & uma agitacgio com um volume conve =
niente de égua esterilizada. Seguem-se diversas diluigoes dessa pri =
meira suspens?io9 para logo apés proceder-se os isolamentos cm caixas
de Petri, com o meio de cultura adequado. Depois de incubadas essas
caixas cm estufa, por um nunero conveniente de horas, as coldénias de
microorganismos estarao desenvolvidas, sendo entao feita a contagen.

das mesmas, calculando-se o quantidade por grama de so0lo.

. . 7’ . e ’
Un inconveniente que pode aparecer nesta tecnica, e que 0O nu=-
3 > . ) 3
mero de¢ microorganismos assinm calculado pode unicamente ser considera-
d
do. o numero presente no solo se:-

, . . . L4 3
a) cada colonia desenvolvida for proveniente de um unico
nicroorganismosg

b) todos os microorganisros da amostra de solo sao trazi
dos para a Suspensao;

c) todos os microorganismos da suspensao podem crescer
no reio nutriente usado,

Nenhume destas condigoes & porém seguraj algunas coldnias de
micrcorganismes parecern estar fortemente ligadas entre si por alguma
substiancia gomosaj algunas partlculas de solo e de matéria organica
sao présas aos organisrios de forma tal que impedem que a dispersao
dds mesmos no meio de cultura seja completa; alguns microorganismos
nao poden se descnvolver em {ntina aproximaggo comm outros (39); eq
ademalsy nenhum meio nutricnte foi ainda descoberto, no qual todos
0s microorganismos do solo se desenvolvan igualmente,

; . . ~ , L’ .
4Lssin sendo, concluinios que aste metodo tambem sub-estima o
’ . .
numero de microorganismos.

CONN (7), comparando oS vérios Métodos de Contagen de micro-
crganismos? entre os quais o Método das Placasj o Método de REMY-
uL@HNIS? para iﬂocul“g%o de solo en vérios rieios de culturs eSpecif;
cos; o Método de HILT»IEBmJTO%MEP o Método de Diluicfo e a técnica
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microscopica proposta por CONN, concluiu que ao lado das varias falhas

apresentadas por todos os métodos citados, o '"plating technique" apre-
~senta duas desvantagens principais, que Sa0 ¢=

: ~ ’ . . ~ s . :
I - nao da resultados satisfatorios quanto as especies de microorga-
nismos 3

II - da apenas uma parte da quantidade total de microorganismos exis-
tentes no soloe. |

° o . i< ° A o
O primeiro item, para nos, carece de importancia.

0 segundo, jé apontado por THORNTON e GRAY, e RUSSEL e RUSSEL,
a primeira vista pode parecer de importéncia principal. .

No entretanto, para a realizacdo desta tese nao se torna de
tao grande importéncia assim, pois dada & enorme quantidade de micro-
organismos encontrada nos solos apés o tratamento com vinhaca, interes
sante se tornaria a utilizagao de um método que sub-estimasse um pouco
essa quantidade, para maior facilidade de contagem e tambgm para que
assim as probabilidades de erro se tornassem diminuidas.

4 . A . o ’ Y ¢ .
Alem disso, o erro verificado nesse metodo e minimo quando
comparado com o0s dos demals pProcessose.

Também se tem.a considerar que o fato de ser sub-estimada a
quantidade de microorganismos nos solos tratados com vinhagasyngo oca=-
siona maior transtorno nos resultados finais da pesquisa, pois também,
sao sub-estimadas as guantidades dos solos tratados com égua e as do
testemunha, verificando-se assim apenas um érro comparativo,.

WYANT (47), fazendo um estudo comparativo entre as diversas
técnicas de Andlise Quantitativa de solos, levanta para solugao o0s
seguintes pontos:- 1) a quantidade de solo usado na amostragem; 2) a
proporgeo de solo usado para a primeira diluigio, em relacao zo volu
me de 1fquido utilizadoj; 3) o tamanho da segunda diluigaos; L) a téc-
nica para transferir diluigoes contendo visfveis guantidades de soloj

. 0] / - ° °
5) a base para a estimativa total dos numeros de microorganismos.
R
° ~ - ° , ° ’ °
.Em nossa descricao do desenvolvimento da tecnica por nos uti-

R . AN L) o
lizada, procuraremos responder a todos esses itens.

14 °
2 - Tecnica

A quantidade de solo na amostragem, primeiro item a responder,
foi relativamente grande. As nossas amostras de solo foram tgdas elas
de mais de 1,000 grss. Isso foi feito com o fim de se conseguir uma
bba média do solo a ser estudado.

: N A v .
Como vimos no inicio deste trabalho, nossas pesquisas consta=-
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ram de duas séries de experiéncias° Na primeira (Secgao de Qu{mica A-
gricola), conduzimos as diluigoes desde 1/10 até 1/1.000,000, j&  que
mais nao se tornava necessériog visto tratar-se de um solo relativamen
te pobre. Quanto a Segunda (Area do Instituto Zimotécnico), necesSité
mos levar as diluicdes de 1/10 até 1/10.000,000, pois o solo era muito
mais rico em matéria organica, e ofereceu resultados supreendentemente
muito mais elevados.

A proporgao de solo usado na primeira diluicao foi de 1/10.
WyaNT (47T) propoe que se use de 0,25 a 100 grs. de solo para a primeira
diluigao. Nos preferimos uma amostra de 50 grs. de solo, para sofrer
diluigdo em 500 c.c. de agua esterilizada. A razdo desta nossa esco-
lha foi motivada pela importéncia de se usar uma quantidade de solo re-
lativamente grande na primeira diluigao, e também, de se fazer uma di -
luigao relativamente baixa, como a de 1/10 por nds executada.

. v

Essa importancia a que nos referimos deve-se ao fato de que,
quanto maior a amostra de solo, maior capacidade representativa do meg
mo, ela oferece,

WAKSMAN (38) e CORBET (9) preconizam esta mesma técnica, atra-
vés de pesquisas realizadas com pleno exito.

Bsta diluigdo primeira, foi feita em frascos Erlenmeyer de
1,000 c.c. e submetida a agitacao por cinco minutos, para homogeneiza
cao da suspensao.

A segunda diluicao que utilizamos foi de 1/100, realizada com
0 auxilio de uma pipeta bacteriolégica de 1 c.csy transferindo Ssse
volume, da primeira diluigéo para um tubo de ensaio com 9 c.c. de =
gua esterilizada. De idéntica forma procedemos para as sucessivas di
luicoes, até a obtencZo das suspensoes finais, respectivamente de ..o
1/1.000,000 ¢ 1/10,000,0004

Escolhemos a proporcao da segunda diluigao, baseados em varios
autores, entre eles FRED (11) e GILTNER (15), que aconselham que se u-
se as diluigoes de 1/10 e 1/100, primeira e segunda respectivamente, o
que fol por nés seguido,

SCHNEIDER (30) em 1920, preconizava o uso das diluigoes 1/100
e 1/1.000 como as primeirasy as quais nao foram adotadas em nossos tra
balhos, por razoes jé‘atrés citadas,.

As nossas diluigSes foram, como jé dissemos, até 1/1.000.000 e
1/104000.0004 além dos motivos alegados linhas atrés, por que WAKSMAN
(l10) ressalta a importancia de se preparar suspensoes a 1/100,000,
1/1.,000,000 e até mais, para que o aparecimento dos fungos se processe
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de uma maneira satiSfatéria9 jé que & o nlumero de fungos muito menor,
do que o0 dos outros-grupos. s diluigSes,baixas favorecem o desen-
volvimento das coldnias de Bactérias e Actinomycetos.

Y

Quanto a téenica da qual nos servimos para a transferéncia das
diluigaes para as caixas de Petri, fol a mais utilizada pela maioria
dos microbiologistas, e que consta apenas do uso de pipetas'bacteriolé
cas de 1 ceCey esterilizadas., | ’

Tendo-se o cuidado de nao se usar a mesma pipeta mais do que
uma vez, transferimos 1 ce.c. de cada diluicao para as placas correspon
dentese

° . , 3 ° A . o
Para cada tipo de solo, procedemos duas series identicas de i=-
solamentos, procurando assim obter resultados mais seguros e, evitar
. '
na medida do possivel resultados falsos,

De todas os diluigaes9 utilizamo-nos para proceder o isolamepn
to, apenas das compreendidas entre l/l.OOO e 1/10,000,000, restando as
diluicoes de 1/10 e 1/100 apenas como auxiliares do processo.

Com referéncia ao Gltimo item proposto por WYANT, ou seja, a
base para a estimativa total do nimero de microorganismos, temos a di-
zer que seguimos a técnica de WAKSMAN (38), que consta de se estabele-
cer limites quanto a contagem do nimero de colénias9 nunca se contando
as calxas com mais de 300, e com menos de 3 colénias.

. 4 ' Ay L
Fugimos, porem, algumas veczes a esta tecnica, para possibilitar
assim uma melhor verificagio dos resultados obtidos.

3 = Meio de cultura.

Os meios de cultura =mpregados em AnAlises Quantitativas Micro
biolégicas de Solos, devem satisfazer uma série de exigé\ncias9 para ag
sim permitir o desenvolvimento do maior nimero possfvel de representan
tes da flora microbianae

Al

' De acordo com WAKSMAN (%38), deve ser o meio de cultura unifor-
me em suc composicfio, e devem também, ser empregados em sua composicao
sals inorgﬁnicoso No caso de serem necessirias substancias organicas9
estas devem ser puras, estﬁveis e uniformes o quanto possfveis9 como
no caso das fontes de carbono e nitrogénio. Varios agﬁcares ou acidos
organicos servindo como fontes de carbono, podem ser obtidos em uma
forma pura e regular. As substincias nitrogenadas devem entrar na com
posigﬁo do meio de cultura em quantidades tao pequenas quanto poss{vela

A ) N ° ~ ’ o
Mesmo o agar, que sozinho nao serve como nutriente, deve ser
de uma pureza maxima,

; .o 4. A . € . ¢
& adicao de materia organica deve ser a minima possivel, para
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dessa forma impedir-se o desenvolvimento muito répido,de certos micro-
organismbs que possuem essa propriedade, e que por isso impedem O CIreg
cimento de um numeroso grupo de bactérias, grupo ésse dotado de um pro
cesso de desenvolvimento muito lento.

~ . . . 12 4
Para CONN (5), existem duas condigoes principais, gque alias
~ ’ i\ . 3 ]
vio de acordo com as idéias de WAKSMAN acima citadas, que devem ser sa
tisfeitas pelos meios de cultura utilizados em Andlises Quantitativas,

que sa0 3=
4, A,
a) pouca materia organicas
b) baixa temperatura de incubacgao.

Os meios de peptona sao especialmente insatisfatérios, pcrque
a peptona permite um sobre-crescimento de microcrganismos formadores
de esporos (spore-formes) e proteol{ticos. Os mesmos result ados, a=-
carreta a incubacio das caixas a uma temperatura mais elevada que a
do meio ambiente,

Os meios de cultura mais conveniente usados sao os de gelati-
na e de agar, além das placas de silico-gel propostas por WINOGRADSKY
(L6), que sao usadas mais especificamente. No caso da utilizagao de
meios de cultura de gélatina, nao devem ser adicionados outros nutri-
entes além dos sais presentes ne agua.

Se o agar for empregado, naturalmente devem ser adicionados
nutrientes, mas em combinagao com os sais minerais é conveniente in-
cluir-se na composicao do meio nao mais do que 0,1% de glucose, e u-
ma quantidade similar de algum amino—écido, sais de amSnio9 ou nitra
-tos,

En nossas pesquisasy utilizamo-nos de trés meios de cultura,
Na primeira parte de nossas experiéncias9 trabalhamos com o0 meio de
cultura de gelatina, proposto por CONN (4), e com um meio de agarsy
sugerido por SOUZA CARVALHO, e baseado na téenica de CONN (5). O meio
dg¢ cultura de gelatina tewve logo que ser abandonado, pois tornava-se
impossivel a contagem des coldnias @ada a liquefagao do mesmoe.

" Prosseguimos entao, apenas com o meio nao-seletivo de SOUZA
CARVALHO, |

Na segunda parte de nossos trabalhos, além déste Ultimo meio
introduzimos um outro, para microorganismcs proteol{ticos, preconiza=
do por WAKSMAN (38). Este meio foi usado, nao porque seja o melhor
vara o estudo Quantitativo, mas por uma série de razoes:- a) permite
um maior desenvolvimento, tanto de fungos como de bactérias, sobre as
condigoes dadas, isto 5, da meios para uma comparacgao dos nimeros en-
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tre os dois mais importantes grupos de microorganismos existentes, sO-
bre absolutamente as mesmas condigOes; b) ¢ um meio de cultura relati-
varente pobre, permitindo dessa forma um pequeno desenvolvimento de to
dos os microorganismosj c) permite um melhor desenvolvimento de todos
o8 diferentes grupos de microorganismos, em comparaggo com os outros
meilos de cultura estudados.

COOK (8) estudando os diferentes meios de cultura para Andlise
Microbiolégica de solos, também concluiu que o meio de WAKSMAN g o que
apresenta resultados mais substanciosos.

Outro ponto a se considerar no que concerne aos neios de cultu
e ~ -~
ra, e a questao de sua reagao.

) ’ ~,.
Una pequena acidez e o usualmente recomendado como reagao oti-
. s cia e ™ 4 o )
maj elevando-se a acidez ha uma diminuigao no nurero de bacterias, a =
A . . ,
companhada de um sobre-crescimento de fungos. Quando a acidez ey no
. s ’ s .
entretanto maior, verifica-se tambem uma queda em numeros, particular-
mente nas proximidades do pH neutro, raz2o pela qual, com uma alcalini
/’ : . ’I
dade de 7,6 ha ao total, menor quantidade do que a metade das colonias
’ ~ L, 4
que se desenvolvem ¢om uma reacao acida de 6,4. Um pH 6,5 & portanto
. ’ s M )
ainda melhor. Em certos casos porem, verifica=~se a necessidade de se
utilizar um meio de cultura de reagao levemente alcalina ou entao neu-
tra (7,2 = 7,0) como o que nos foi sugerido por SOUZA CARVALHO,

Para o meio de cultura de gelatina, CONN propos uma reagdo neu
tra, ¢ para o meio de WAKSMAN, o pH preconizado foi de 6,45,

Ajustadas as reagoes dos meios de cultura, foram éles distribul
dos em tubos de cultura, na gquantidade de 10 - 12 c.ce por tubo.

~ ~ . ~ 7’ .
Com relagao a esterilizacgao, a tecnica seguilda fol a geralmente
‘\ . o
er1 uso, sendo feita en autoclave a 1 atmosfera durante 20 minutos,.

~ . . 2 4 .
Incubagao das caixas de Petris- Apos preparadas as caixas de Peg

. . \ rd . ~
tri, foram elas levadas & cstufa. Ha discussoces quanto a temperatura

L 2 ~ ~ ¥ .
de incubagao, bem como com relagao ao numero de horas em que devem per-

. o . ’ . . .

nanecer incubadas, visando com isso buscar une tecnica conveniente pa-
ra um bon des;nvolv1m¢nto das colonlﬂs, para que a contagen s& procese
se en conilgues satisratorias,

LE CLERG ¢ SMITH (21), estudando os solos de Colorado, opina-
ram pela incubagﬁo a 22 - 239C, sendo o tempo de ;8 = 72 horas.

. ’ P :
WIERINGA (L45), também chegou = conclusoes que o levaram a usar
Ve o ~ ~ . L ~ “ 14
¢. mesma tecnica guanto a duragac da incubagao, variando, porem, a ten
7’ " . ,
peratura, a qual conduzsu ate 252C, para meios de cultura com agare.

. téenica proposta por WAKSMAN (38) & o que nmelhores resultae
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dos apresenta em seu conjunto, razao pela qual foi tomada como base pa-
ra O NOSSO Processo. ' '

Constou entdo o nosso trabalho, no que se refere a parte de in-
cubagao, da técnica seguinte:- as caixas de Petri foram incubadas a
temperatura constante, ao redor de 259C para os meios de agar, enquanto
que para o meio de gelatina, a incubagao foi feita a 189C,

Essas caixas permaneceram na estufa durante L8 - 72 horas, sen-
. 4 . . . ‘
do feita a contagem ao término das primeiras L8 horas, e comprovada,por
uma nova contagem, ao se completarem as 72 horas.

Um menor periodo de incubagfo pode ser insuficiente para o de=-
senvolvimento dos microorganismns, assim como sao igualmente insatisfa-
térias as condiqSes de temperatura, seja ela abaixo ou acima do ponto |
conveniente.

Baixas temperaturas requerem um per{odo muito longo de incubau
9509 enquanto que temperaturas altas, especialmente quando superiores
a 309C, tem uma agao deveras prejudicial sobre o desenvolvimento dos mi
croorganismos, além do fato de se secar o meio de cultura das placase.

. 4 . ’ en . A .

Descrita a tecnica por nos utilizada para o emprego dos dife =

S ,

rentes meios de cultura, daremos abaixo suas diferentes formulas, para
melhor compreensao das razoes de sua utilizacao.

1) Meio de Cultura de CONN

Hzo © 0 6000000®0009000®0000GFE l.OOO COC.
Gelatina...oooooooeoooooo 12 %
pH - 790

2) ’Meio de Cultura de CONN - 50UZa CaRVALHO

Glucoseoacooooooouooa’sn.lgo
Nitrato de $0di0seccsssee 1 Eo

Fosfato pibasico de
4pOtaSSiOeoooooooooo.eooooo 095 Ee

J‘-&garoboooa’oao«oonuauooaoalS go

r'd

Aguaooooaaonaoodeuoceeoo. loOOO CesCo
pH - 7,00 = 7,2
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3) Meio de Cutura igar de WaKSMaN

21~

Agua destilada ceececccecacaca 1,000 CoCo
ABAY co0ococococoocococsscccccooscocse 1D Le
Casefna PUTE eecsccoscocccososse 1 Lo
GlUCOSE esscoscocsoocesscscass L1 Lo
Sulfato de Mg cristalizado «es 0,2 g.
Fosfato bibasico de potéssio o 045 g
Sulfato ferroso cscsscscssssss tragos

6,5

Kok

Contagem das Coldnias.

V4 . ~ Vo, .
apos a incubagao das caixas de Petri por 48 - 72 procedemos a
, ° .
contagem das colonias nela desenvolvidas.

fissa contagem foi feita em placas de Wolfhﬁgel9 sendo aquf tam
bém seguida a téenica de WAKSMaN (38).

. ’ s . .

Quando as calxas apresentavam um numero de colonias entre L0 |
. £, . i

e 200, dispensamos o auxilio das placas de Wolfhugel procedendo a conta

. . P A /. ’

gem por meio de uma simples divisao, com o emprego de lapis dermatogra-

fico, das citadas caixas, em 4,5 ou mais campos.

g 4 . .
Quando, porem, o numero de microorganismcs ultrapassava a 200,
. 4 . ) . . ~
obrigatoria se tornava a utilizagao das placas de contagem.

7

E convencionado n..o se contar as caixas que apresentem menos de
. A .
3 e mais de 300 colonilase

. rd '
Em nossos trabalhos, algumas vezes escapamos, porem, dessa tec=-

nica, visando com isso, apenas fornecer dados mais completos, para me=

lhor esclaorecimento dos resultados apresentados no final desta tese.

Tendo o numero de coldnias por caixa de Petri, calculamos a
quantldade de microorganismos por grama de solo, bastando para isso
multlpllcar a quantidade de coldnias obtidas pela dllulgao correspon-
dente.

Os resultados finais das contagens efetuadas sao encontrados
. A . /s
no final deste trabalho, apresentados por meio de graficos, possibili-
tando dessa forma, uma melhor compreensao dos mesmos.

4
Numero de contagenss- Foram feitas onze contagens para cada ex

s ~ -
periencia.

=S contagens se procederam dentro de um espago de tempo de cin=
. A .
co a dez dias, entre uma e outra, sendo esse fato motivado pela amostra
. ’ . ~ . .
gem, ja que muitas vezes nao se poderiam efetuar as colheitas de amos=
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Feanglfaddlyer o
tras por influéncia das condigaesbatmosféricas.

Em ambos os tipos de solo utilizados, fizemos a contagem primej
ramente de todos os sulcos antes de receberem tratamento, para se tirar
assim uma base da quantidade de microorganismos existentes debaixo das
condigSes naturais apresentadas pelo terreno.

Depois que &sses sulcos receberam os tratamentos estabelecidos,
iniciamos 2s contagens, para assim efetuar o estudo comparativo da in-
fluéncia dos diferentes tratamentos usados, com respeito ao aumento
quantitativo da flora'microbiana, que nos propuzemos a realizar no ini-
cio desta tese, e que constitue sua razao principalc

III - RESULTLDOS OBTIDOS E DISCUSSLO

4) Isolamento e Contagem

Os resultados obtidos no decorrer dos trabalhos, podem ser sin-
tetizados em dois quadros, baseados nas contagens obtidas.

QUADRO T

Contagens dos diferentes isolamentos da 12 Parte das experiég
cias.
(Solo da Secgao Técnica de Qu{mica Agr{cola)
Diluigao 1/1,000.000

| Isola- N9 de microorganimos por
Tratamentos N total de :
mentos Colonias grama de solo
(MEDI4) (MEDIA)
19 Vinhaca 1,5 1,500,000
Seco 1 1.000.000
Agua L5 L41+500.000
29 Vinhaca 355 355,000,000
Seco 215 2.500.000
agua L L1.000.000
30 Vinhaca 131,5 1314500.000
Seco 1 1,000,000
agua 2 2.000,000
Le Vinhaga 137,45 137.500,000
v Seco 2 . 2+000.,000
- agua 2 ‘ 2.000.000
50 Vinhaca 10L 104,000,000
geco 2 2.000.,000
agua 7 7.000,000
50 Vinhaga 99,5 99.500.000
Seco - -
l'-i.gu_a 195 le500.000
TQ Vinhaca 7345 73.500,000
geco 3 3,000,000
agua 6,5 £..500,000
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| T50la- : N2 total de N2 de micreorganismos por
tmentos Tratamentes mwpolonfns grana de 5010
| (MEDT o) (MEDTa)
Be Virhaga 3545 33,500,000
-§6C;f) 155 105000 OOO
agua 195 1.500.000
99 V;nhage 17 1700000000
Seco 1 1,000,000
igua 2 24000,000
L% ] °
10¢ Vinhage 3545 %5500, 000
Seco 2e5 24500,GC00
sgua 25 3.500.000
| 11¢e Vinhaga 259§ 254 500,000
Seeo L5 1.500.000
! 53&& 295 ,20500.000

QUaDRO 13X
A
Contagens dos diferentss isolamentus da 2% Parte das experiencias

10.000.0@01

(Solo A2 Jrea do Instituto Zimotéenico)
) Diluigani~ 1/1C+000.000
[ Teolam | o o | N® Total de Coldnias | Ne¢ de Microorgs/grams de sdlo
!mentos Tratamentos (MEDTA) DIn)
E TN o - - -
! -g. c,c.(i%:nﬂ | WK SMN _5.CRTLHO WK BMeN
- vinhage 1 1,5 10.000.000|  15.000.000
Seco 1 2 10.000,000 20.000.000
Lgua LS |1 15,000,008} 10.000.000
2¢ Vinhaga L1790 230 14700,000,000 {7 .300.000.000
Seco ; 155 2 154000, 000 20,000,000
Lgua i 1,5 2 15,000,000 20,000,000
32 Vinhaga 235 270 2+350.000.000|2.700,000,000
jéco 1 1,5 104000.,000 15,080,000
Lzua | 1,5 2 15.000.000 20,000,000
L0 Vinhaga 280C 285 2.800,000.000!2.850,000,000
Seco 1,5 2 15,000,000 20.000,000
hgua 2 3 20,000,000 70,800,000
S8c0 1,5 2 154000000 20,000,000
Hgua 245 2,5 25,000,000 25,000,000
3 V*nhaga 23 345 2304000,000] 345.00C.000
9‘300 295 3 ?/.000 OOO 30.0000000
LEVA 1.5 2 15,000,600 2C, 000,000
72 | Virhaga 26.5 36 265.000,000! 240,000,000 :
. Seco 1 L 16,000,000 10 n00+0C0
Leva 1 i 17140004000 | Ce 0004000
5o Vinhaga 19,5 | 30 195, GGG GO0 | ;oa.ooo.ooo
. §eco o L 0,5 - | 500G 000
| gua 1,5 - | 1.5 15,000,005, 154000000
98 | Tirhinge ze 2745 220,000,000 2754000000
'i S\: LA ! .}_35 2.’5 :‘L;.QO(;OOOO 25.0000000
3 “g““ ‘ 1 1 1000000000
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Isola-=

Pratamen: N2 Total de Colonias | N¢ de Mlcroo%és/grama de solo
mentos | -T2 TAMeNLOS (MEDIL) DI.)
CONN- CONN- , \
~S.CLRVALHO| WKBMLN | o o RV.IHO | WeKSM.I
102 |Vinhaga 13 21 130,000,000 210,000,000
3eco 1 1,5 10,000,000 15,000,000
igua 145 2 15.000.000 20,000.000
119 |Vinhaca 11,45 17 115,000,000 170,000,000
Seco ; 145 2 15.000.,000 20,000,000
LEua 1 2 10. 000, 000 20,000,000
Ressalta nesses quadros o fato de lLaver sido efetuada a conta -
‘gem de caixas com menos de trés coldnias.

Entretanto, isso foi feito para um esclarecimento razoavel do
enorme contraste apresentado entvre os diferentes tratamentos, e porque,
com diluigoes menores, como 1/100,000, 1/10.000, etc., poderfamos ter
realizado a contagem das caixas de Petri em que tenha sido colocado ma
terial dos svicos tratados com agua e dos testemunhas, mas nao das dos
sulces que receberam vinhaga, pela enorme quantidade de coldnias
sentadas e, por conseguinte, da impossibilidade de ser efetuada
contagem.

apre
essa

B - 0 i do solo

L reagao do solo tem uma influéncia decisiva soObre as ativida -
des dos varios microorganismos e, sobre a
da. Microfauvna no solo (W:iKSMaN (38).

distribuicio da Microflora e

Um solo acido favorece o desenvolvimento de fungos, e é distin
tamente prejndicial para o crescimento ce certos grupos de bactérias 9
(por exemplo o iLzotobacter), que tem coro reag&o limite o pH 6,0, Os
“cu"“ﬂ "~es s2o também inhibidos em seu crescimento quando o acidez do
solo é maior que L,8. 4 grande maioria dos mi.croorzZanismos oferece um
limite méximc de toleréncia, tanto para a acidez, como para a alcalini

P N s/ . . ’ ’
dade. limite esse que esta compreendido entre o0s seguintes numeross-

' o2 = ligh

ma=imo de alcalinidade - 8,8 - 9,2

ms zimo de acidez -

oY o ° e / . 9 . s
O 7imite con~iderado otimo para a maior parte dos mic.oorganis
entre o pH 6,0 2 8,0.

JRNETE 4
AN

ne~

»

4 . . /..

% um fato reconhecido o que a vinhac¢a, apesar de acida, eleva
0 pH dos solcey, diminuindo sua zcidez natural, e chegando por vezes a
clcalinizg - lo (1).

hn ross3”s pesquisas ﬂomp?ovamos mais uma wez essa assertiva

sneor srando assim vm ambieats Otimo para o desenvelwimento da quasi
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totalidade dos microorganismos nos solos tratados com vinhaga, conforme

veremos em descricao abaixo.

Na primeira parte das experiéncias9 anotamos somente o pH ini-
cial, antes de serem efetuados os tratamentos, e o pH final, ao térmi-~
no das ultimas contagens. Os resultados foram os seguintes:-

sulcos que iriam receber vinhaca --— 4,78

L,83

n n 1 1 ‘
pH inicial agua
" "  funcionariam como tes-

temunhas __ 1,80
sulcos que receberam vinhaca . 6,0l
1" " 1 égua __ L,82

" . " fuhcionaram como
testemunhas . L,80

Ja na segunda parte, o pH foi anotado em cada vez que se procg
dia a uma colheita de amostras. uassim sendo, como as amostras foram em
numero de onze, igual ntmero de determinagaes da reacao do solo tivemos,
como Vemos no quadro anexoi-

1) antes de serem efetuados os tramentos:-

sulcos que iriam receber vinhaga __ 6,72
n " " ] égua 6,70

f " funcionariam como teg
temunhas ___ 6,68

i ’
4pos serem efetuados os tratamentos:-

Especificacgces No de amostras

213 [ L5761 718 | 9]10]11
Sulcos que receberam vinhaca|6,59| 7,7 |76 |Te6 TsT ! T95 76 {T56|Tskk [T95
" " " dgua | 7,00]7,007,2(6,9 16,9658 7,00(6,9|750006,8

|

", " funcionaram como

testemunhas 6,8 1657 6,8%6,7 657645656 | 657 69T 6,8

!

Notamos por Esses quadros, que no solo da Seccao de Quimica f=
gr{cola, o pH inicial revelava uma acidez relativamente alta, e com a
adicao de vinhaca essa reacao dcida diminuiu, tornando o ambiente com=
pletamente favoravel ao desenvolvimento dos microorganismos.

No solo da frea do Instituto Zimotécnico, solo mais rico e de
reagao jé conveniente para o desenvolvimento de microorganismosy nota=
mos também, que a acdo da vinhaca se fez sentir, elevando o pH inicial
de 6,72 para um pH = 7,5 ao se concluirem os trabalhos.
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Como vemos entao, a vinhaca confere aos solos uma. alteracao de
de sua reacao, dando-lhe assim, melhores condicoes para que funcione
como meio de cultura para um maior desenvolvimento do numero de micro=-
organismos, e influindo de maneira vantajosa para o crescimento das
plantas superiores, como ja citavam CLaRK (3 ) e MULDER e GERRETSEN (25),
em 1949 e 1952, respectivamente,

e . ™ ‘ . .
C = Diminuicao do numero de microorganismos

o o o ~ , ; o o
i diminuicao do numero total de microorganismos nos solos tra=
tados com vinhaga, diminuig&o essa que se nota pela observacgdo dos qua
dros de contagem, pode ser explicada da seguinte maneira:-

MILL&R e TURK (24), através de estudos nesse sentido, verifica
ram que nem oS microorganismos, nem as plantas superiores, podem se dg
senvolver por um periodo de tempo relativamente grande, sObre condigSes
naturais, na suséncia um do outro. C crescimento de plantas superiores
em solos, aumenta em muito as atividades microblanase.

Ora, elucida-se assim, a 2230 de tal queda na quantidade total
de microorganismos por grama de soloy Ja que em nossas e: perlen01as nao
efetuamos plantagao alguma, permanecendo os sulcos apenas para sSe procg
der o estudo da agdo da vinhaca comn agente causal da multiplicacao es=
patosa dos microorganismos.

; A . rd B A N A ~
D - Influencia da materia organica sobre & populacao do solo.

. adicao de matéria orginica resulta em um aumento9 traduzido
em nﬁmer059 dos varios grupos de mlcroorganlsmos do solo. Explica-se
assim a razao de um solo de nossas e: perlen01us apresentar um nimero
muito maior de microorganismos do que o outro.

© o o A o /’ °
0 solo da primeira parte de nossas experiencilas era pauperrimo
Vd A
em materia organica,; ao passo gue outro, apresentava uma grande rique-
zo nesse particulare. '

] ~ a o o . :
B = Influencia dos microorganismos na conservacao do s0l0.

Fol observado, no decorrer de nossas pesqulsas, que os diferen
tes sulcos com distintos tratamentos, apresentavamuse de forma desi =
gual apos a queda de fortes chuvas.

, v
Os sulcos sem tratamento e os tratados com agua, mostraram=se¢
quasi cobertos com terra, fato esd¢c motivado pela erosao,.

’ ~ o o o
Ja o mesmo nao se verificava para os sulcos tratados com vinha
ca, nao se notando nos mesmos quasi nenhum efeito da erosao.

A
L. que se devazsria este fato?

§
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WeKSML I & MLRTIN (L1) edtudundo 2 1mpor,anﬁ1a dos microorgani

mos no conservacao dos solog, comprovaram que 0S mesmos exercem e est
mulam um 1mpotuantﬂ gfeltc ds ‘iqqggo sChre as rqrtlﬂulas finas de so

fie k'}

§

1o 2 que o braa dessn “¢ﬁacwo, depende dosg organismos envolvidos ¢ de
um gquantidade Hetabeleceram aqueles autorss, que quundo matéria or-
ganlca fresca ou decomucsta ¢ adicionada ao s0lo, tras como consequen—
cins modificagoes favoraveis nas suas propricdades ffsica.sg com uma

nropensio a diminuir a eroz2o. Os microorganismos tendem entidoc, a dar

“
\

a A ) 2 - -y
uma malor aderencia as particulas de soloe

2o

WaRSMuN e MuRTIN (L2) voltszram a seus estudos nesse sentido em
4 - ~ . S ~
1940, utilizando-se de novas experienciss, e verificaram que a agao dos

. ¢
microorganismos e d2 grands sfeito para a agresgacao das particulas de

~

solo, e como tal, ds grande importancia para a conservagao dos sclos e
N ~ A
ccmbate a erosao, fato esse mals uma vez comprovado pelos mesmos auto-
res no ano seguinte, através de novas pesguisas (U3)
SMITH (31) e LOCHHELD (22), em 1948 e 1952 rospectivamcntc ’

tornaram a pesquisar o assunto, que ofarece enorme 1mportancia para a
. . “ v i ’ .
wgronomia, baseados nos trabalhos de W.KSM.N ¢ M.RTIN atras citado,

b "~
chegando as mesmas conelustes que @558 auborss.
F o« 08 microcreanismos come indice de2 fertilidade dog solos.

0 3 \ e . - . ,( 2

SORILNO (33) asssgura o valor dos micrdbios como indice de fer-
tilidade dos qologg baseadc em resultados apresentados pelas calxas de

i e P - -~ s 4 3
fﬁb“l, igto m7 julpa & fertilidade dos mesmos pelc numero de colonias
- e p . ~ [N ’
que apressentam seus isclamentos, Teitos por tecnica identlca a por nos
o PR r4 o ~

ssgulda, Para WINOGRLDSKY (46) porem, sste processo nao tem nenhuma u
tilldade pruu”cw, servindo apenav para diagnosticar se um solo fel ou
nto, adubado com makéria orginica. |

J& WXKSMN & STLRKZY (hiy), que realizaram um sem mimero de pes
quisas referentes a flora microbiana dos solos, atribuvem um grande va-
ior & sstes mdtodos que utilizamos, e acrzdltam que 2les 480 idéia de
toda a mieroflors 4o sovlog podendo servir como medida de seus estados
vlcrob1010g1c O3 ‘

Orz, conferindc-se grande valor ao aumento guantitativo dos mj
~ "~ 4 -
"”oorganlsmo) no zolo, Tfatc s8¢ ja comprovado, temos a conclulr que
& ) . oo
loglcamente navera um aumento de sua fertilidade,

MREHALL (23) em 1951, realiizou pesquisas nesss sentido, @ cop
cluiu tambéms que os Métodos de DiivicRo e das Placas sac melhores que
08 Méﬁodoa Miero&céﬂicosﬁ para conbogens de colbnias de microorganis =
Mok, @ gue conub1TUum ume bose s6lide para provar a estrelta correla -

"~

¢uo entres o nimerc de microorgenismos e o fertilidade de um solo.
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Nos sabemos que o nimero de microorganismos é muito grande em

solos férteis; SWINGLE e WALTER (3L1) encontraram em tais tipos de so-
lo 104 20 e até L0 milhSes dos mesmos por grama de solo., Estudando,
20 pardessa quantidade total de microorganismos, o papel dos fungos no
solo, encontrou que os mesmos tém a capacildade de produzir enzimas cue
hidrolisam a celulosey e qué dessa forma contribuem para o processb de
formagao de humus.

Estudando a tabela apresentada por SaRLES, FRAZIER, WILSON e
KNIGHT (29), vemos as quantidades de microorganismos normalmente encon
tradas em solos normaise.

Microorga| .+ ¢ . N . :

nismos Limite minimo Numero Comum Limite alto
Bactérias| 1,000-10.000 |1+000¢000=10¢0004000 |16000.000+000=104000,000.000
Lctinomy=- :
ces 100- 1,000 100.000- 1,000,000 5¢000,000- 10,000,000
Fungos 1- 100 1,000~ 100.000 200,000~ 500,000
Total + de + de |+ de + de - |+ de + de

1.000-116000 [1+000,000=11000,000|1000,000,000=10000,000,000

A 4 N
Comparando esses dados, com os 12sultados por nos obtidos no

decorrer de nossas pesquisas; chega-se a conclusao de que a quantidade

. ’
de microorganismos encontrada, situa-se entre os limites maximos da ta,

bela acima citada.

o 3 3 ' o A 3 i
Com efeito, na primeira parte de nossas experiencias anotamos

uma quantidade média de l°OOQ°OOO - 2.000.,000 de microorganismos por
grama de solo, fato Esse que nos levou a incluir esse tipo de solo co

/
mo apresentando um numero comum, antes de serem efetuados os tratamep

4 . . . ~ e .
tos. Porem, depois da adig¢ao da vinhacga, esse numero subiu espantosa

N . e s e ™
mente no inicio, para depois se estabilizar ao redor dos 20 milhoes

. - A . o A
no final dessa parte das experiencias, o que vem a situar esse 30lo

’ . - . N
como apresentiando um numero relativamente alito de microorganismos.

v

bd A
Tambe, na segunda parte esse aumento foi notado, crescendo

tremendamente de 10 - 15 milhoes de microorganismos por grama de soloy

N o ~ ° / .A ° '
antes da aplicagao da vinhaga, para, co termino das experiencias apre

sentar uma quantidade de mais de 100 milhoes.

L tabela de SARLES, FRuZIER et al, estd comprovada também por

trabalhos de GRLY (16) e HuRMSEN (17).

. PRy v s 4 . o~ ! A
Se, como cita WaKSMuN, ha uma intima relacao entre o numero de

L4 y 2 o o o ° ~ ° o
mlcroorganismos e a fertilidade dos solos, a influencia da vinhacga
o , 3 o
constitue algo de notavel nc aumento dessa fertilidade.
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G) inilugg_;g da adicao de aguaa e das capinas. ﬂg'f‘ﬁ

Com respeito ao aumento quantitativo da flora microbiana dos sg

. . . ’
los, pouco valor se pode atribuir ao fator agua, comparando -se os resul
tados obtidos neste tratamento, com os obtidos no tratamento com vinha-

Case
Devido ao seu poder de penetragao no terreno, o efeito da dose

, . A [ . .
macica de agua da experiencia pouco se fez notar e, ainda por muito pou
co tempo.

Com efeito, comparando-se os resultados apresentados pelos grén
ficos e fotografias apresentados no final desta tese, nota-se que eles
se confundem com os resultados apresentados pelos sulcos testemunhas,
quasi desaparecendo ambos quando comparados aos obtidos no tratamento
com vinhaga. |

Quanto as capinas, em numero de duas para cada parte da expe -
riéncia, notou~se que acarretaram um’ auménto do numero de microorganis
mos nos isolamentos préximos sub- seqﬁeﬁ%és a elas. Isto se explica pe-
lo fato de trazerem essas capinas uma maior aeracao do solo, motivada
por €sses tratos culturais.,

: . A . . .
Bstes aumentos; entretanto, carecem de importancia principal ,
visto que sao em quantidade minima e, alnda mals9 de muito curta dura-
LT ’

I'd . ’ . . 4
Ja fol por nos citada, em inumeras vezes, no decorrer desta tg
. A . ’ s R .. ~
se, a importancia do numero de microorganismos do solo, em relacao com
a sua fertilidade.

Ao lado désses resultados, apresentamos, de acordo com BUCHANAN
(2) algumas fungaes importantes dos microorganismos no solo, fung5es
essas que sao mais qualitativas do que quantitativas, mas que ressalta-
mos aqu{ porque, aumentando o nimero de microorganismos em um solo,
stias funcbes crescerso também em importancia.

FUNQGES IMPORTANTES DOS MICROORGANISMOS DO SOLO(BUCHANAN)
1) Transformagaes do Nitrogénio e seus Compostos,

a) Fixagdo do Nitrogénio livre;

b) Oxidagao imoniacal e de Nitritos;

c) Redugao dos Compostos Nitrogenados;

2) Transformacoes do Enx0Ofre e seus Compostos.
a) Oxidacao do Enxofre e seus Compostos;
b) Redugio dos compostos de Enxofre;

3) Transformacgoes do Fosforo e seus Compostos.
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h) Transformagaes do Carbono e seus Compostos, §5Q56¢%?$“%4?

Pelo estudo dos gréficos e das fotografias apresentados ao fi-
nal desta tese, pode-se notar a diferenca tremenda existente entre os
sulcos tratados com vinhaga, com os dos sulcos testemunhas e tratados
com égua, jé que entre Estes dois Ultimos pr&ticamente nao houve dife=
renga.

4 . .
0 aumento do numero de microorganismos do soloy provocado pela
. ~ " ’ ~ . A .
adicao de vinhaca, ¢ entao um fato provado e de grande importancia.

Quanto 5 esta importancia, nao teremos necessidade de entrar em
mais detalhes, bastando citar WAKSMAN e Starkey (LL4) para verificag&o e
comprovacao de tal assertivas-

" In the cycles of transformation of elements in nature, the mi
crobes play an important, if not a leading, role",

" Economically the major interest in soils is concerned with
the growth of higher plants, but, since there is such a close correla=-
tion between the development of plants and microbial activities, a com
prehensive appreciation of the microbial 1life is of much more than acg
demic interest ".

" In nutrition, microorganisms have much the same requirements
as higher forms of life, but their existence as single cells is much
simpler than that of their multicellular associlatess All microbes re-
quire for their growth and synthesis of cell substance, supplies of
energy and several nutritive elements, essential for the building up
of their cells, including carbon, hydrogen, nitrogen, phosphorus, po=-
tassium, sulfur, and a few others ",

IV - CONCLUSOES

1 - & vinhaca quando aplicada a um solo aumenta espantosamente a quanti
. . ~ . N < N
dade de microorganismos, razao precipua do seu mals elevado 1lndice
de fertilidade. ‘

. . . 7’ . .
2 = Fica mais uma vez confirmado que o numero de microorgenismos que um
’ . . (4 N P
solo apresenta e diretamente proporcional @o seu 1lndice de fertili-
dade.

. ’ . . ~ ,
3 = Quando a vinhacga e aplicada em um solo fertil a elevagao do seu nhu-
. . / . .
mero de microorganismos e maior comparativaments ao resultante da
aplicacao de igual volume de vinhaca em solo infertil.

. . ~ . . N .
l} - i agua aplicada aos solos nao tem, praticamente, nenhuma influencia
A . .
no aumento de sua microflora, caindo por terra a erronea opiniao gg
. . ’ . ~ .
neralizada de que os efeitos beneficos da aplicacgao da vinhaga se
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5 - i vinhaga &plicada aos solos, diminuindo a sua acidez natural e elg
. . . . ’,

vando o seu pH inicial, torna o meio francamente favoravel ao desen

volvimento dos microorganismos, influindo de modo vantajoso no de-

-~ ‘, N
devem a agua que ela leva consigo.

senvolvimento das plantas superiores.

. . ?
6 - L vinhaga, pelos efeitos fisicos que promove na estrutura do terre-
no diminue, notadamente, sua erosao, funcionando, desta maneira, cgQ
mo um agente de conservacao dos solos.

- . . / . )
7 = s capinas, arejando os solos, aumentam o numero de microorganismos,
A . ~
embora este aumento seja pequeno e de curta duracaos

. 7 . A . Id ~ A ~
8 - 4 materia organica exerce notavel agao sobre o aumento da populagao
H A ~ 's .
do solo e, consequentemente, sobre a elevagao do seu indice de fer=-
tilidade.

9 - Os microorganismos predominantes na capa superficial que se forma
apés a aplicaggo da vinhag¢a nos solos, sao os fungos Neurospora Sppe
ispergillus sppe, Penicillium spp., Mucor sppe, além de varios
Streptomyces sppe.

10 =i amostragem da superf1c1e dos solos tratados com vinhaga nao é pos “4
sivel ser adotada em virtude da impossibilidade de contagem das co=
1énias formadas em numero infinito.

11- i amostragem a ser adotada no estudo da microflora dos solos trata-
dos com vinhaca deve ser feita entre 8 a 2li ecms. de profundidades

12 - Uma reagao compree ndida entre pH 6 5 a 742 nos meios de cultura ,
& a mais aconselhavel, visto que o limite considerado otimo para a
maioria dos microorganismos dos solos varia entre pH 6 e 8.

13- 0 Método Microscépico de observa cao direta para o estudo microbio-
loglco dos solos tratados com vinhaga nao pode ser usado pelas se-
guintes razoes principais:

a) - admite confus@o na contagem das colénias;

b) - dificulta a distingao das bucterias pequenas com 2. particu«
las do solos

¢c) - falsea os resultados pelo nimero surprecndentenente elevado
de microorganismos por grama de solos
1= 0 Método de Diluigao associado ao das placas de contagem & o me-
lhor sistcma para o estudo da microflora dos solos tratadcs conm
vinhaga, uma vez que facilitando a contagem das colonias diminue
o erro das observagSes. B precisoy porém, us:..r ne amostragen
uma quantidade de solo relativamente elevada na primeira diluicfo.

A
15~ 0 emprego da vinhaga nos solos de cultura cons~erva, eleva ou res-
. o ’ o .
taura a sua fertilidade pelo aumento notavel de microorganisros
que proporcionce
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