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I - INTRODUÇÃO iJ:i::1à,.(�'7�f�1✓C..l·tA
-z,,

Do'is objetivos principais respondem pela .apresentação do pr!à 
; N • A • • • sente trabalho. O primeiro e a satisfaçao de uma ex1genc1a un1vers1-

, , � � 

taria que e a da defesa de uma tese par� obtençao do titulo de doutor. 
O segundo,' e principal, não é outro senão dar uma pequena contribui -
~ N 

çao ao estudo do tao discutido e complexo problema da vinhaça, probl� 
A A # 

ma esse que afeta direta�ente todas as regioes açucareiras e alcoolei 
ras do B:rasil. 

N ( A 

O assunto, tao atualizado com as recent1ssimas experiencias 
do professor Almeida e colaboradores, com respeito às múltiplas uti
lidades da vinhaça, destacando-se entre elas a sua aplicação como fe� 

A N 

tilizante, tem despertado a.atençao dos interessados e estudiosos da 
questão, formando-se dai dtiás correntes�- uma, dos apoiadores e segui 

,., ; ..., , ' 
dores das teorias daquele professor; outra, dos que sao contrarias a 
elas por motivos que à nós, nesta tese, não cabe discutir • 

. 

� � � A 

Nao entraremos tambem em qonsideraçoes sobre as vantagens , 
ou desvantagens, que possa� advir da utilização da vinhaça como fer
tilizante, pois nossa intenção, frizamos, é apenas dar uma pequena 
parcela para o esclarecimento de um ponto ainda não convenientemente 
estudoop, ou seja, a ação da vinhaça como Ótimo meio par a o desenvol
vimento da flora microbiana dos solos 

li 

ALMEIDA (1), cita as seguintes vantagens, como consequentes 
da aplicação da vinhaça nos solos, qualquer que seja o seu tipo e o 
seu gráu de acidez, pela decomposiçãb microbiana de sua matéria or@ 
nica coloidal e dos ácidós orgânicos presentes:-

A ... aplicada ao solo, eleva o seu pH, diminuindo sua acidez 
natural, chegando mesmo a alcalinisa-lo; 

B .. melhora as propriedades tísicas e ( . qu1m1cas dos solos; 

C � aumenta o seu poder de embebição para n água; 
. . 

... d D ocasionn maior retençao os sais minerais; 

E - propicia �timas condições pnrµ o desenvolvimento da ca
na de açú.car, do arroz, do milho, do trigo, do feijão, 
do algodão e das capineiras; 

F - aumenta de maneira espantosa, qualitativa e quantitati
vamente, a mic�oflora dos solos; 

G - restaura, conserva ou aumenta a fertilidade dos solosº 
A , 

Citados todos esses itens, tomaremos apenas o que esta co-
\ 

locado na letrn F dessa classificação, que é o que a nós interessa 



para a execuçno das nossas pesquisas,· e dos quais nos cabe comprovar 
a exatidão� 

D�sse item, estudaremos apenas o que se refere ao aumento--.. .. 
quantitativo da flora microbiana, por ação da vinhaça, deixando o es
tudo qualitativo para um próximo trabalho, já que exige mais tempo e 
trabalho mais minucioso. 

Propomo-nos a verificar o aumento quantitativo por razões â 
presentadas pelas maiores autoridades em Microbiologia de solo, ra-

- A A , , zoes essas que atestam a importancia desse estudo, ja que o numero de 
microorganismos de um solo apresenta estreita relação, na ordem dire
ta, com o seu Índice de fertilidadeº 

WAKSMtili(3i) já em 1922, salientava o valor de uma análise mi 
crobiolÓgica dos s;los como Índice de fertilidade dos mesmos. 

O mesmo WJ:-1.KSiifiAN (3'la) no mesmo ano, publicava uma nota rela ti
va ao fato de que os fungos existem �os solos não sómente sob a forma 
de espÓros, mas também como micélio, o que indica que êsses microorga 
nismos são ativos no solo, e como tal tomam parte no seu processo de 
fertilidade • 

.., , A 

Nao so a importancia dos fungos foi por WAKS:MAN estudada, mas 
t ' . t" . d . . 1 ambem, a impor ancia os microorganismos em gera. 

' A 

Referindo-se a fertilidade dos solos, citava esse autor em 
1916 (35) a import�ncia das bactérias como fator dessa fertilidade. 

( 
,V 

• • Os processos quimicos que ocorrem no solo, sao para a maioria 
dos autores, segundo MILLAR e �(24), dependentes das atividades dos 
organismos vivos. O desenvolvimento e as atividades dos microorganis-

... ' , mos estao intimamente ligados com a eficacia dos nutrientes e, por i� 
A 

so, a existencia de plantas superiores depende das atividades dos m�-
croorganismos do solo�. 

, L N ' • 

• Alem disso, um solo produtivo e caracterizado nao necessariª 
mente pela simples presença de grandes quantidades de nutrientes das 
plantas, mas pela rapidez com que êstes nutrientes são liberados q.e 
forma eficaz. 

tancia 
breves 

Ainda citando �ILLAR e TURK, poderemos, para avaliar a impo� 
�· , dos microorganismos no solo, resumir suas açoes beneficas em 

linhas. 



. ( 

..:e*�-/,{:,. ,--,,f r<./�:!:.â ... ffi---
- , A 

1 - Alteraçoes da materia organica e seus 
produtos de decomposição. 

2 - Fixação do Nitrog�nio atmosférico. 

-3-

Funções benéficas 
dos microorganismos 

do solo 3 - Alterações nos constituintes inorgânicos 
do solo. 

\ 

Poderemos citar também, como função importante a de que, ap� 
-

sar de nao tomarem parte relevante no desenvolvimento da estrutura 
dos solos, agem os microorganismos de maneira indireta, sendo os res-

., N ,, A 

ponsaveis pela formaçao da materia organica coloidal, que por sua vez 
- , promove a formaçao da estrutura granulnr, muito apreciavel em solos. 

Também, gfLES, FRAZIEB, JiILSON e KNIGHT(29) salientam que 
A A 

os microorganismos do solo tem um papel importante no controle das prQ 
, , 

priedades fisicas e químicas dos solos, bem como da sua produtividade. 

Ressalta em todos �sses itens e citações, a importância do 
estudo dos microorganismos do solo, e as razões pela qual optamos pe
lo estudo quantitativo primeiramente, além das atrás demonstradas, PQ 
dem ser reunidas nas observações de autores conceituados nó estudo 

/\ 

desse ramo da Microbiologia� 

Já em 1916, WAKSMaN (36), reconhecia ser o solo um meio favo-
, ravel para a vida e suas atividades, e KUBIENA e REfili (20), em 1:935 , 

salientavam que a Microflora do solo sofre mudanças especificas qua,n 
do dos vários tratamentos sofridos por êsse, particularmente pela adi 

- /\ A 

çao de qualquer substancia organica capaz de se decomporº 

Nos primeiros tempos, já se notava uma relação entre as ati-
, 

vidades Microbiologicas e a fertilidade dos solos. RUSSEL e RUSSEL 
(27) estudaram essa relação, e através de v�rios trabnlhos notaram que
os solos ferteis apresentavam frequentemente maior conteúdo de nitra
tos, maior desprendimento de c:2 e, o que é para nós de maior impor-

A , , 

t�ncia, maior numero de microorganismos que os solos inferteis. Ce� 
to.mente, a conclusão teria que ser a de havP:- algumn relação entre o 

, 
numero de microorganismos e a fertilidade dos solos. 

- , ' N 

NG.o podendo hc.ver mais duvidas quanto a esta relaça o 1 bast'ª-
,lf ,, - A 

ria a nos citar� como ponto h:":.sico da razao deste trabalho, mnis uma 
vez �t.JCS�!!(38), que dá gi ... ande v.s.lo:· ao estudo quantitéltivo da flora 

• • A A , • ,' '• microb1.s.m ... dos solos e cre que esse raetodo de pesquisa da ideia de 
todo. a flora mi:er.obiana do : solo. 5 e pode servir de medida de seus 

.,, 
estados microbiolog�cos. 

O • • A 
/\ , pinu. ainda e.ste mesmo :mtor, que os fenomenos microbiologi 

' . ~ 
. d "t ·r·cos mensuraveis, corno e� respiraço.o do solo, sua c2.�ac1de. e de n1 ri ,:i. 
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- H A , 

caçao e de fixaçao de Nitrogenio, o numero de seus microorganismos , 
etcº? permitem julgar as propriedades do solo e sua fertilidade. 

, 
tras 1

via e 

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

vêm confirmar plenamente os trabalhos que WAKSI\/faN já desenvol-
,, . tornava publ1cos antes de 1932º

"' 
Verificada a importancia do estudo quantitativo da flora mi-

, 

crobiana dos solos, procuraremos tambem neste trabalho responder a 
perguntas que têm sido feitas ao Departamento de Microbiologia ·do In� 
tituto Zimotécnico, perguntas essas em carácter oficioso e não ofici
al. 

"' � 

Relacionando�se com as experiencias feitas para verificaçao 
do aumento quantitativo da flora microbiana dos solos tratados com vi 
nhaça, estudaremos também a ação da adição de um volume de água igual 
ao da vinhaça, pois essas perguntas recebidas visam saber se o efeito 

N "' ' 

de um tratamento nao acarretaria em consequencias iguais as do outro/ 

Conduzimos ent�o as nossas experiências no sentido de mostrar 
os resultados, pertirtentes ao aumento da microflora de um solo tratado 
com vinhaça, comparando-os com os de um solo tratado com água 7 e os de 
outro sem tratamento algum, que funcionaria como o testemunha da expe-

• A • r1enc1a. 
,. 

Buscaremos em seguida, dar uma ideia do desenvolvimento de 
nossos trabalhos, para melhor esclarecimento das conclusões dos mesmos 
pedindo licença para primeiramente tornarmos pÚblicos nossos agradeci-

'

mentos a todos que trabalham na 11ª Cadeira da E.SºAºLºQ. 7 onde inici 
amos nossas experiências, bem como� todos os funcionários do Depart� 
mento de Microbiologia do Instituto Zimotécnico, onde elas se comple
tarum, sem o precioso auxilio dos quais, não seria possivel sua reali 

-

zaçao. 

II - MATERIAL� MÉTODOS 

A - Escolh.§:. 9.Q.§. terrenos .§. 1 oc al Ífí?,Ça_Q • 
"' 

A experiencia que serviu de base para a presente tese foi 
realizada em duas partes, iniciando�se em outubro de 1952, nos terre-

.., ,, ,. ( nos da Secçao Tecnica de Quimica Agr1cola, e continuada em fins de a-
..., ,. 

gosto de 1953, em local de experimentaçao do Instituto ZimotecPiCOo 

C local escolhido para a execução da primeira parte dos tra
balhos, foi um solo pobre, s�co, arenoso, de topografia plana, locali 
zado na área de propriedn.de da Secção Técnica de Química .Agrícolaº 

.., A 

Par2 a reo.lizaço.o do. segunda v·rte da experiencia, escolhemos 
um tipo de solo argiloso, rico de matéria orgânica, também de topogra-



J'.r?r&>e/✓��Ln�k 
V ' i' -� ;rr .. 5 ...

fia plana, localizado na Fazenda 
" , 

Modelo, numa area onde o Instituto 
, A 

Zimotecnico realiza experiencias de adubação com vinhaça, para cultu-
, 

ra de cana de açucar. 

B - Preparq_ dQ _so;io _g_ trato§ _ _çul tur&S..• 

Em ambos os locais, o preparo do solo obedeceu à seqliência 
comum de uma lavoura normal, isto é, o terreno foi ,rimeiro arado , 

. , 

em seguida gradeado para, por ultimo, ser sulcado, ficando a2sim prog 
to para receber os tratamentos. 

Á ~ , 
Convem que se note que todas as op0raçoes foram executadas 

, . por maquinas e homens, sem que houvesse entrad� de animais nos locais 
" 

da experiencia, para assim evitar-2e a introduçao de d ..i-7)·+ e 
r::; .. ·�-8 l, ... 1 .,o.. or t: .•• n .... 

cos, os quais poderiam concorrer para inf'luenc:iar 
dos trabalho�, de maneira prejudicialº 

o::; resultados finais 

,, ... 
Os tratos culturais constaram sorn::;nte de capj nas a er.c;:.'.lda 

~ ,, 

pelas mesmns razoes atras em::.meradas para o preparG do soloº 

etc o .

Para a execução de ambas as pcLrtes dos tra'oalL:(1S 7 deliberamos 
- . , dividir o terreno em nove su�cos� �a que se tratava de u:na experj_encia

I\ , "  . -com tres tratamentos e cres repetiçoes., 
<V " 

Na execuçao da primc�.ra pari:c3 da e:r:periencia inst.::.,lada no ter
.,,. /' ,, . , 

rena localizado na Secçao de Q�imica Ag�ico:a, procedemos a divi:�o da 
A 

seguinte maneira, de acordo co:n a fig·:.:.:r•a 1 �- nove sulcos de 20 ms de 
comprimento cada um� com um e 3paçamento e.e 1., 5 ms 
del a 9º

( er.,.tre s::... 9 
numerados 

,, 
Os sulcos de numero3 1 - ü - 7 ::':'eceberar:1 trat2mento com v:t:-:t:-i.§:. 

, 
Os sulcos de nu::ieros 3 - 6 •· 9 recober:1m cr:�:io tratanen::;o um 

.,,

volume de agua, 1·gu�1 a·o� +-, ... ,., -l- .<.c�nc• c�··n n,.,,. .. ,,-�,..a ......., . C) V�� \.A,, t..., ,�.,, l. . 1J L,..,J. V _., .!.� ••• ..-.C ... :{ Q 

? A ~ 
Os suJ.cos do r.,.ur.:eros 2 - 5 -· 8 per::na:'.1.2 ::erm::i secos, nao rece-

bendo nenb.um tratamento J isto é, fL r:cione.ra:;n como to stoIT'iLU:.has da exp51 
• A • r1enc1a.

Dos 20 ms de comp�irne�to {_e cadu sulco, fo�an �provoi�ados 
para a colhei ta de amos-1:;:cas so:/errl:;t 
da linha de cabeceiro., ::i.sto po:::0_11e .1 pc,rtE" detrás do ca�1.te:i.ro pe1·1J.a•-

, 
necia. ser::i.pre unida em virtude da s )�lira e,: projet::i.da po:c· te.ia planta-

,.., 
;- r-• A çao de eucaliptos, loca!izad2 ���aE do t�Jh�o de experienc�a� 
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Para a divi:::ão à.o terreno localizado na área do Institlito Zimo

' -

técnico, procedemos c0mo é demonstrado na figura 2, traçando sulcos de 
10 metros de comprimento rlistanciados 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 n� 

meros 1, 6 e 8 foram tratados com vinhaça, os de números 3, 5 e 7 rec� 
beram água, e os de números 2, 4 e 9 permaneceram sem tratamento. 

D =  Quantidades� Yinhaça � Água. 

Cada sulco recebeu 1.000 ls de vinhaça, ou seja, vinhaça na?-ª 
se de 100 ls por metro linear ( l.OOO o OOO de litros por hectare), que 
é a quantidade preconizada pelo Instituto Zimotécnico de Piracicaba P-ª
ra solos pobres e onde surgiram os primeiros trabalhos concernentes
aplica ção de restilo como restaurador de terras.

" , 

Sendo de tres o numero de sulcos que receberam vinhaça, para 
cada experiência, g�stou=se por consequinte 6.000 ls. da mesma, na com 
plementação de ambas as partes dos trabalhos. Devemos salientar que a 
vinhaça utilizada foi proveniente de fermentação sulfÚrica (U.M.A.) na 
primeira parte da experiência, e natural (Uº Santa Hele,na ) na segunda 
parte. Isso não foi feito buscando algum novo resultado, mas sim pelas 
facilidades de obtenção e transporte com que foi conseguida a vinhaça, 
nas diferentes épocas de reali,zação das experiências. Ademais, não 
seria de se esperar que quaisquer resultados novos aparecessem da apli 
cação de dois diferentes tipos de vinhaça, visto que, qualquer que se
ja o tipo de fermentação usado, pouca diferença mostra a composição da 
vinhaça, seja ela proveniente de fermentação, natural, sulfúrica ou 
pentr1,clorofenÓlica, como mostra o quadro anexo, realizado atr:;wés de ã 
nálises efetuadas no Instituto Zimotécnico.( 1) 

COMEQ
A
SJQ!O MÉ:fil.J2A VJNHAJ;;_A DA U • Mo A. 

' 

Á�ua 
Solidas totais " , M. organica nos solidas
M. mineral nos sólidos
N em gramas por litro
P em gramas por litro
Ca em gramas por litro
K em gramas por litro
Outros elementos em
gramas por litro
rH 

NATURAL 

93,278% 
6,722 
5,045% 
1,677 
1,160 
1,250 
2,696 

11,486 

1,338 
4,85 

SULFÚRICA PENTACLORO 
FENÓLICA=

93,490% 92,720% 
60510 7,280 
4,692% 5,617% 
1,818 1,663 
1,253 1,110 
1,723 1,490 
2,650 2,546 

12,350 11,136 

1,457 
4,84 

1,458 
4,95 

MÉDIA 

93,163% 
6,837 
5,118% 
1,719 
1,174 
1,487 
2,630 

11,657 

1,416 
4,88 
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,, ,, ,, os sulcos tratados com agua, tambem em numero de seis, CQ 
. ,, mo Jª vimos, os cálculos foram feitos na mesma base, isto é, 1.000 ls 

sulco, num total de 6eOOO litros na experiência tÔdaº por 10 ms ·de 

Tanto a água, como a vinhaça, foram transportadas para os lo-
N A -

cais de realizaçao das experiencias pelo caminhao-tanque do Instituto 
Zimotécnico, que já é apropriado para êsse fim ,,

E - Amostragemº 
. 

,, 

A amostragem do material para os trabalhos de laboratorio, foi 
feita de maneira simples, procurando seguir, na medida do possível, a 
técnica proposta por FRED e WAKSMAN (12) i- ''As amostrc.s, da superficie 
a um pé de profundidade, devem ser tomadas pela técnica que seguei-

,, 
Remover a superficie grosseira e introduzir um cilindro de me-

., 

tal ou outro qualquer instrumento apropriado para a amostragem, ate a 
profundidade desejada. As amostras da superficie do solo devem ser tg 
madas com uma espátula esterilizadaº Tirar t3das as amostras e colocf 
las em sacos de papel esterilizados, ou outra qualquer espécie de vasi 
lhame. Misturar bem as amostras, para sua homogeneização e, em segui
da, pulverizá-las. Estas operações devem ser feitas com o auxilio de 
uma espátula esterilizada. Depois dn homogeneização e pulverização, a 
amostra representativa deve ser levada para a diluição. Para uma maior 

- A N , 

reduçao do erro comum em tais operaçoes, e conveniente que se use uma 
. 

' 

amostra do solo relativamente grande, Quanto as balanças, para a pes� 
,, o 

,, 
t· f t" . gem das o.mostras, uma sensibilidade ate 1 grs. e sa J_s a oria, para 

esta espécie de trabalho n º 

No nosso caso 9 como já dissemos, seguimos a técnica proposta 
por FHED e WAKSMAN, na quasi totalidade de seus itens, 

N ,, A 

Nao nos foi possível, no entretanto, conseguir boas amostras 
da superficie dos solos tratados com vinhnça pela imensa riqueza apr� 

• sentada por ela em microorganismos, riqueza essa traduzida claramente 
pelo incomensurnvel número de colÓhias ali desenvolvidas, formando u-

1 
,, ' /\ 

ma capa comp etamente visj_vel a olho desarmado, e onde predominavam 
fungos tais como:- Neurospora spp., Aspergillus spp., Penicillium spp., 
Mucor sppº' etc., e Streptomyces sppó. A clnssificaçô'.o d�stes microor_ 
ganismos foi feita de acordo com GILMAN (14) ) e uma vez reconhecidos 
seus gêneros foi dnda como terminada, já que se trata esta tese de uma 

,, 
Analise Quantitativa, e não Qualitativa. 

Abstivemo=nos entô'.o, da amostragem da superficie dos solos, p� 
la impossibilid8.de de contagem do infinito número de colónias formados, 
quando levado o material ao isolamento em placas, 
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, , , t' , Alem do mais, a superfcie dos solos ? ja por si e de uma grande 

f'ertilidade 5 independentemente de qualquer tratamento que sofr,;1, ou de.i 
xe de sofrer

? 
o terreno (CONN -C 4) º 

As amostras foram por nós tiradas então, na camada compreendida 
8 6 

,. , ,. entre e 1 cms de profundidade
5 

com o auxilio de uma pequena pa meta-
lica esmaltada, flambada antes de cada introdução no solo, sendo as a-
mostras em seguida colocadas em latas tampadas

5 
previamente esteriliza-

das em estufa a 160QC durante duas horas� 
º A 

De cada sulco foram tiradas tres amostras de terra, cada uma de 
um ponto diferente, dentro do espaço compreendido entre os 10 metros 9 
reunindo�se essas sub-amostras na lata receptora das mesmasº 

Dessa maneira, foram obtidas entao nove latas, para cada expe-
A , A 

riencia ? correspondendo cada uma delas as tres sub-amostras do sulco ,,_ 
correspondenteº 

Isto feito, tomamos as latas com amostras do mesmo tratamento , 
, o transportando-as imediatL�me1-ite para o laboratorio onde foram reunidas 

em uma cuba de vidro esterilizadaº 

ram uma 

A / • Resultaram, portanto, tres amostras medias 9 ou sejam�-
" 

com material dos tres sulcos com vinhaça 
li 

u 

li 

lf 

ti 

li 

" 

!! 

Nestas cubas 9 com o auxilio de uma 
homogeneizaçãoº Em seguida

9 
foram 

, 

fl 

li 

, " agua 
sem tratamentoº 

esp�tula esteriliz ada, sofr� 
pulverizadas com o auxilio 

de u.111n peneiro. reticul0,r milimetrica 9
,. para logo apos, passarem pela pe-

,. . t sagem como ultima fase d2.. amos ragemo
balho do preparo das placas de Petrio 

,. 

Imediatamente procedemos ao tra-

O numero de amostragens feitas, tanto m primeira, como na segun 
da parte das pesquisas, foi de onze (11) para cada umaº Estabelecemos 
o� limites minimo de cinco e máximo de dez dias, para o espaço de tempo
entre umo.. colheita de amostras e outraº

Além dessa ttcnica seguida, todos os cuidados preliminares como 
.., 

esterilizaçao do material de colheita a ser usado, rotulagem das latas 
N 

para evitar desastrosas confusoes das amostras, etcº, foram observados 
à. rigor, para evitar possível contaminação do material em exame falsean 
do os resultados obtidosº 

Segundo WhKSMAN ( 38), devem ser tomados cuidJ.dos especiais no 
sentido de evitar a contaminaç;o das amostras com outro solo, ou pe
la exposição muito demorad2. dos mesmas à atmosfera. Contudo, não é

necessaria uma absoluta esterilidade no processo de amostragem
9 

vis-
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to que o número de mic roorganismos do solo é muito grande

? 
relativamen 

te a uma provável contaminação proveniente de uma breve exposição da� 
mostra. 

" 

A maior importancia nos cuidados a serem tomados com as amos --
tras, está em não permitir-se que as mesmas permaneçam por muito tem -
po guardadas em laboratórioº É que uma rápida mudança pode se efetuar 
na quantidado de microorganismos do solo ? quando a amostra for conser
vada por um espaço de tempo 7 ainda que pequenoº 

Alguns pesquisadores, ainda citando WAKSMA.N (38), encontraram 
uma forte queda na quantidade de mie roorganismos 7 motivada pela demo 
ra em se proceder o trabalho de preparação das placasº 

• 
A ,, 

Em se tratando de solos normais, esse decrescimo da quantida-
,. ,, . 1 de de microorganismos pode�'ser esperado. Ele aumentara proporciona -

mente ao número de dias que permanecer guardada a amostra. 
,, , 

Porem, um aumento e o que se registra, quando se trata de so-
los nos quais as atividades dos microorganismos tenham sid0 postas em 

A ,, A ' 

evidenciaº E o caso de solos secos que sofreram um tratamento a base 
"' 

de ur.üdade, ou quando as amostras sao de baixas profundidades 
5 etc.,. 

,, . ,, . ,, 

Tanto o decrescimo 5 como o acrescimo no numero de microorga -
nismos, é igualmente prejudicial aos resultados finais das experiên -
cias, razão pela qual procurnmos sempre conduzir os nossos trabalhos 

A N 

sem que eles sofressem soluçao de continuidade. 

F= Processo usado 
1-Discussão

O estudo da Microflora dos solos está debaixo de investigações
há mais de 70 anos, e ainda há discussões sÔbre os métodos de pesquisa, 
não havendo, segundo 

. ... 

fornecer informaçoes 
tornar mais claro. 

CONN (5) , um que possa servir como básico para 
,, 

e dados necessarios e precisos ? 
de maneira a se 

A , / 

Sobre os metodos de isolamento e estudo microbiologico dos so--
,, ' .., 

los 9 varias sao os propostos pelas autoridades do assunto ? 
salientandQ 

se entre estas ? 
figuras como CONN

5 
WINOGRADSKY, WAKSMaN, etcºº 

A - � 

Antes de opinarmos sobre a adoçao de um metodo para nossas pe.§. 
quisas, procuramos saber 9 por neio de testes e dos principais trabalhos 

0 

t t 
A ' � exis en es com referencia a Analise Quantitativa da flora microbiana 

dos solos, quais os que nos possibilitariam melhores resultados. 
,, ' ,, 

De todos os metodos existentes no que concerne as Analises Mi-
crobiolÓgicas dos solos, poderemos aconpanhar WAKSMAN(37), SA.LLE (28) �

e FROBISHER (13) na sua sintetização dêsses vi:ir:1.os métodos 9 grupando -
os em apenas tres classesg-
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�i,Jl.Be/l}/;�� -12-,, 
. ,, . Me todo rncrocopico 9 para observQ 

. ,, Metodos que podem ser empr� 
ção direta da flora microbiana 

gados na estimativa da quag 
tidade de microorganismos 
do solo 

II - Métodos de diluiçâo 

,, 

III - Metodos das placas de contagem. 

I - Método �icroscÓpico 9 para Observação Direta da Flora Microbiana 

Êste método de observação foi ideado por CONN (6) em 1917 e lQ 
go em seguido. modificado por WINOGfüillSKY (46). Consiste em efetuar 

,., ,, 

prepnraçoes coloridas 1 microscopicas
9 

diretamente do solo. Isto permi 
~ ,, 

tiria a observaçao da flora microbiana do solo 9 realmente como ela e. 
� .,  A .. A , ., _, • • ., a importancia doste metodo para nos e

9 
no entanto, relo.tiva, pois alem 

de nno permitir que se distinga especificamente os microorganismos , 
,, 

ainda impede um estudo quantitativo razoavel. 
,, ,., Como metodo de observaçao direta encontramos ainda

9 
o processo 

de ROSSI (26) 9 redescoberto por CHOLODNY 9 
e citado por CONN (6), que 

• t 
A ✓ • ,r consJ.S e em colocar laminas aderidas contra a superfície recem-cortada 

de uri. solo e 9 en perni tir o desenvolvimento dos microorganismos que se 
✓ A • 

encontram na oesma
9 

na superficie da lamina durante 8 a 15 dias para , 
A ,-

em seguida a esse espaço de tempo, secar os preparados e colori-los. 
✓ A ✓ 

Tambem
9 

esse metodo, apesar de muito importante para o estudo qualita-
tivo 

9 
nno 2.presentou resultados que justificassem sua utilização em no.§_

so. tesec

ViÍrias modificações foram introduzidas ainda nesses métodos de 
observação direta, citr:ndo-se como de maior importância as de SORIANO 
(32), YAO-TSENG (48)� CONN (6), JONES e MOLLISON (19) e muitas outras. 

En nossos trttbnlhos, não nos utilizamc,s dos métodos de observQ, 
ç�o direta pelas seguintes razÕes:w 

A - Em se tratando nossa tese de An�lise Quantitativa, um inconvenien-
• A , ,.,,. 

te maior se apresentava, pois estes metodos admitem uma confusao 

B -

·" '1 l 
N 

t na contager:1
9 

Ja que o.s ce u 2.s mortas sao contadas juntnmen e con
as vivas; 

N , . ,r 

para 1nnn nelhor deter1:1inaçaO do numero de riicroorganismos, os Met.Q 
,r N 

dos Microscopicos sao de pequeno valor, pela qificuldade em se di.§. 
tinguir as bactérias r:1er10res, de partículas de solo. CUNNINGHAM 
(10)7

C - o nÚr1ero de microorganismos em uma gr2....1TI:1 de solo é surpreE:ndente 
,, ,, mente altoº Os Me todos Microscopicos r�cusam senpre Ur.18. q1,1antidnds 

� . de no m1n1mo dez vezes mais nicroorganisr::10s º Come a vinhaça eleva 



lí 

de r:.10.neiro. ospantosn osp::i..ntosa essa quo.ntidade, ccnsequontonente c:.s pr.Q 
.. " , 

bnbilidades de resultados errados cresceriam ccn a utilizaçao desse □e-
todo; 

A 

D - KU.i:3IEN.1:-... e RENN (20) estudando a influencio.. dos diferentes conpostos 
" A ' . N 

organicos sobro a nicroflora do solo ? chegaram a conclusno de que 
não apresentar.1 os Métodos de Observaçno direta, resultados satisf-ª. 
tÓrios, quando coí:iparo.dos ccn os Métodos de Diluição e os dns pla
cas de ccntngenQ 

II -Métodos de D:!Jlli�o 
Consistem em agregar-se a um determinado meio de cultura lÍqui 

Jo, diferentes diluições de mn solo em �gua esterilizada e comprovar 
em seguida qual a maior diluição a que se pode chegar 9 para que ainda 
se produza o processo que se quer estudarº Foi o Método de Diluição 
sugerido por HILTNER e ST5R1v1ER, e cito.do por WAKSMAN (38). 

/ - N ' 

Os Metodos de Diluiçao podem ser utilizados nao somente para 
a determ.inaç;o da microflora total, mas também, para o estudo de gru
pos fisiolÓgicos especificas, estudo �sse que por nós não foi efetua=

doº WAKSMAN (37) tecendo considerações sÔ1-,re o uso dÔste método em 
, ,

analise microbiologica de solo rotineira
9 

classifica-o como enfador.i.ho 1

por envolve? um número muito grande de diluições e culturas para cada 
, ' 

solo� e tambem, po:.i.:·que 9 somente i-·esultados aproximados podem ser obti-
dos 9 particula�cmr:,mte em vista do fato de que El aç,20 seletivo. do meio 
de cultura possa se manifestar. 

JAMES (18)
9 estudando o Método de Diluiçâo 9 concluiu que o me� 

,

mo, quando utilizado na estimativo.. de microorganismos do solo
9 

da uma 
,., , I\ 

aproxinmçno de seu numero muito erro.da. Cre o citado autor, que tal 
método nêto se encontra C1.inda suficientemente desenvolvido. 

, � IV / Conclue-se que e o Mo todo de Diluiçi.w 
9 

u..rn me todo simplista ?

mas que sub-e stimnndo em remi to o nÚmero de microorgani sr;1os de um solo, 
t n ( 1 N • o N , . , o t• orna-se prererJ.ve a sua nc.o utiliznçao cor:.10 Me todo de Analise Quan -1-,
tD. ti vo. pa:.. a r.1j_croorganisr.10s de soloº 

Em nossCt tese usD.rnos o M�todo de Diluição 9 pel[t sua vantagem 
e□ perr,11 tir o desenvolvinento de todos os r:.1icJ:'oorganisnos conhecidos � 
apeso.1· de diminuir em muito o número de r.1.icroorganisuos por grama de 

, N ; solo. Tal netodo nao foi use.do eL1 sua tecnica puro., r:1cts sim em uma 
~ ,associaçao con o Metodo das Placas de Contagem, procurando-se o.ssin a 

obtenção de melhores 1·esultados � polé1 oli1'.':lin2..ç,;o do rn:ÍxiE10 de falhas 
,

que ambos os �etodos possuo□ o

,,

III ·- MetodQ da.s Placas de Contagen 
" , , Este rnetodo consiste em diluir-se o solo con agua esteriliza -
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da
9 

fazendo=se m:m. série de diluiçÕes
9 

de forma tal que· l e.e. da dilui 
-

çao final
? 

quando colocado em nutriente agar ou gelatina
7 

permit� que 
40 a 200 colónias se desenvolvam na placa. 

RUSSEL e RUSSEL (27) citam a t�cnica proposta por THORNTON e 
. A 

GRAY 
9 

a qual de screvom corr10 1:1ui to usada por estes autores para a conts1 
� A 

gem do numero de riücroorganisr:1os do solo
7 

nlegando o.inda ser este um 
., 

r.1etodo rmito mais j_ndireto que os anteriorr.1onte citados neste trabalho. 

O processo de THORNTON e GRAY
7 

comur.'l.ente denortlinado "plating 
technique 11

9 
consiste em se tomar uma quantidade conhecida do solo a ser 

anrJ.lisado, e subneter rnno.. anostra c:1 uma agitaçê'.o corn um volume conve -
niente de água esterilizadaº Seguem-se diversas diluições dessa pri -

- . ., 

meira susp0nsao 7 para logo apos proceder=se os isolamentos cm caixas 
de Potri

9 
com o meio de cultura adequado., Depois de incubadas essas 

caixas om estufa
7 

por um nÚnero conveniente de horas, as colónias de 
microorganismos estarão desenvolvidas 9 sendo então feita a contagem 
do.s r.1e smas 9 calculando-se; �1 quantidade por gr él!llél de solo • 

., ., ., 

Un inconveniente que pode 2.parocer nesta. tecnica
9 

e que o nu-
' 

mero do microorganismos assü.1 calculado pode unicaaente ser considera-
., 

do o numero presente no solo se�-

a) cnda colÓnia desenvolvida for proveniente de ru� único
Llicroorganisno 7

b) todos os mie roorgo.Iüsnos do. anostra de solo são trazi_
... 

dos para a suspensao;

e) todos os □icroorganis□os da
no r:1eio nutriente usadoº

susponsao podem crescer 

º - " ,, " ª d Nenhur:1a destas condiçoes e porem segura; o..lgunas colonias e 
. 

(microorganisra.os pareco1:1 esto.r fortenonte ligadas entre si por alguma 
b +-" • l t< 1 1 d t" . " . su s ,A::.ncia gomosa? a_ gmms pur · icu as do so o e e r:ia eria organica

são pr&sas aos 0J
0g,cmisnos do forrm tal que ir::ipoder.i quo a dispersão 

• 

dos mesmos no meio de culturn seja con.pleta; alguns microorgo.nis:oos 
n5o poderi1 se desenvolver ün intirw .. o.proxir.m.çê'.o com outros (39); e� 
o.dem1-üs, ncmhum meio nu triunte foi ainda descoberto 9 no qual todos 
os □icroorganisraos do solo se desenvolvam igualmente. 

.,

Á ., , As si1:1 se�1.do 9 concl uüios que e stco netodo tamben1 sub-e stim.n o 
nw:nero de r,,1icroorgnnisnos º 

,, ., 

CONN ('7)
? 

conprlrs.ndo os varios Me todos de Contagen de micro-
., 

. 
,, organismos 9 ontl'.'e os quais o Metodo das Placas� o Metodo de REMY= 

-LÕHNIS� para inoculé..'oç,20 de solo er.1 Vé.1rios neios de cultura espec:Í.fi
/ d 

-n1r'' 
,v 1' 

cos; o Metodo de HILTNER-STOaMER; o 1>ietodo de Diluiçao e a tecnica 
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nncroscopica proposta por CONN, concluiu que ao lado das várias falhas

; 
. apresentadas por todos os metodos citados ? o "plating technique" apre-

.senta duas desvantagens princip�is ? que são�-

I 
'11# " • � • ' , o nao da resultados sat1sfator1os quanto as especies de microorga-

nismos ; 
; 

II - da apenas uma parte da quantidade total de microorganismos exis-
tentes no soloº 

; A 

O primeiro item 1 para nos 7 carece de importancia. 

O segundo 1 já apontado por THORNTON e GRAY 5 e RUSSEL e RUSSEL� 
' A 

a primeira vista pode parecer de importancia principalº. 

No entretanto
5 

para a realização desta tese não ss torna de 
N A ' 

tao grande importancia assim 7 pois dada a enorme quantidade de micro-
organismos encontrada.nos solos após o tratamento com vinhaça� inter�s 
sante se tornaria a utilização de um método que sub-estimasse um pouco 

,./' 
essa quantidade ? para maior facilidade de contagem e tambem para que 
assim as probabilidades de erro se tornassem diminuidaso 

Além disso ? o �rro verificado nesse método é minimo quando 
comparado com os dos demais processos. 

; 
Tambem se tem-a considerar que o fato de ser sub-estimada a 

quantidade de microorganismos nos solos tratados com vinhaça 7 não oca-
,, 

sionn maior transtorno nos resultados finais da pesquisa, pois tambem 
são sub-estimadas as quantidu.des dos solos tratados com água e as do 
testemunha, verificando=se assim apenas um êrro comparativo. 

1,1JYANT (ü7), fazendo um estudo comparativo entre as diversas 
técnicas de Análise Quantitativa de solos ? levanta para solução os 
seguintes pontos�- 1) a quantidade de solo usado na amostragem; 2) a 
proporçEo ·de solo usado para a primeira diluição, em relação so volg 
me de liquido utilizado; 3) o tamanho da segundn diluição? 4) a téc
nica para transferir diluições contendo visíveis quantidades de solo; 
5) a base para a estimativa total dos nÚmeros de microorganismos.

. Em nossa descrição do desenvolvimento da técnica. por nós uti� 
' " 

lizr.da
1 procuraremos responder a todos esses itens. 

2 - Técnica 

A quantidade de sJlo na amostragem ? primeiro item a responder, 
foi relativamente grandeº As nossas amostras de solo foram todas elas 
de ma.is de 1.,000 grs..,. Isso foi feito cor:1 o fim de se conseguir uma 
b/\ .,d o . oa me ia do so�o a ser estudadoº 

-' A 

Como vimos no ini.cio deste trabalho 9 nossas pesquisas consta-
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ram de duas séries de experiências. Na primeira (Secção de Quimica A
grícola), conduzimos as diluições desde 1/10 até 1/1.000.000 ? já que 
mais não se tornava necessário� visto tratar-se de um solo relativamen 
te pobre. Quanto à segunda (Área do Instituto Zimotécnico), necessitá 
mos levar as diluições de 1/10 até 1/10.0000000 9 pois o solo era muito 

,I' A 

mais rico em materia organica 9 e ofereceu resultados supreendentemente 
muito mais elevados. 

A proporção de solo usado na primeira diluição foi de 1/10. 
WyANT (47) propõe que se use de 0,25 a 100 grs. de solo para a primeira 
diluição. NÓs preferimos uma amostra de 50 grs. de solo, para sofrer 

... ,, ... 

diluiçao em 500 e.e. de agua esterilizada. A razao desta nossa esco-
,.. 

lha foi motivada pela importancia de se usar uma quantidade de solo re-
lativamente grande na primeira diluição, e também, de se fazer uma di -
luição relativamente baixa, como a de 1/10 por nós executada. 

"' 

Essa importancia a que nos referimos deve-se ao fato de que, 
quanto maior a amostra de solo� mai or capacidade representativa do me� 
mo, ela ofereceº 

WAKSMAN (38) e CORBET (9) preconizam esta mesma técnica, atra-
,, A 

ves de pesquisas realizadas com pleno exitoo 

Esta diluição primeira, foi feita em frascos Erlenmeyer de 
loOOO Coe. e submetida a agitação por cinco minutos, para homogeneiz� 
ção da suspensão. 

.A segunda diluição que utilizamos foi de 1/100 9 realizada com 
o auxilio de uma pipeta bacteriolÓgica de 1 e.e., transferindo �sse

... . ,, 

volume, da primeira diluiçao para um tubo de ensaio com 9 Coe• de a-
"' 

gua esterilizada. De identica forma procedemos para as sucessivas di 
luiçÕes 1 até n obtenção das suspensões finais 9 respectivamente de o • o

l/lo000.000 e 1/100000.000. 

Escolhemos a proporção da segunda diluição 9 baseados em vários 
A 

autores� entre eles FRED (11) e GILTNER (15) 9 que aconselham que se u-
se as diluições de 1/10 e 1/100 9 primeira e segunda respectivamente, o 

,, . que foi por nos seguido. 

SCHNEIDER (30) em 1920, preconizava o uso das diluições 1/100 
e 1/1.000 como as primeiras, as quais não foram adotadas em nossos tr� 

... .. ,, 

balhos� por razoes ja atras citadas. 

As nossas diluiç;es foram 9 como j' dissemos 9 até 1/1.000.000 e 
l/10�000.000 9 al�m dos motivos alegados linhas atrás 9 por que Wiill:SMA.N 
(40) ressalta a import:ncia de se preparar suspensões a 1/lOô,OOO j

., 

l/lo000.000 e ate mais, para que o apnrecimento dos fungos se processe
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' ,.. t,, . ,, ,, ,, 

de umn maneira satis1a-oria, Ja que e o numero de fungos muito menor ?

·;,., do que o dos outros grupos. As diluiçÕe s . baixas favorecem o de se:ri-
,, ,, 

volvimento das colonias de Ba.cterias e Actinomycetos. 

Quanto à técnica da qual nos servimos para a transferência d.as 
diluições para as caixas de Petri 9 foi a mais utilizada pela maioria 

,, 

dos micro biologistas 9 e que consta apenas do uso de pipetas b acteriol.9. 
cas de 1 e.e�, esterilizadas. 

~ 

Tendo�se o cuidado de nao se usc.r n. mesma pipeto. mais do que 
uma vez, transferimos 1 e.e. de cada diluição para as placas correspog 
dentes. 

,, • I\ 
Paro. cada tipo de solo, procedemos duns series identicas de i-

solamentos, procurando assim obter resultados mais seguros e, evitar 
na medida do possível resultados falsos. 

A ,.. 

De todas as diluiçoes, utilizano-nos para proceder o isolamen · 
to, apenas das compreendidas entre 1/1.000 e 1/10.000.000, restando as 
diluições de 1/10 e 1/100 apenas como o.u:xi lio.res do pr·ocesso. 

Com refer�ncia ao Último item proposto por ítfí.1:1.NT, ou seja, a 
base paro. a estimativo. toto.l do nú.mero de microorganismos, temos a di
zer que seguimos a técnica de WAKS:tv'fJ-1.N (38), que consta de se estabele-

' ,, ,, 

cer limites quanto a contagom do numero de colonias, nunca se contando 
as caixas com mais de 300 9 e com menos de 3 col6nias. 

,, ' ,, . Fugimos 9 porem, algum2.s vozes o. esta tecnica
? 

parn possibilitar 
assim uma melhor verificnçô'.o dos resulte.dos obtidos. 

3 = Meio de ÇJJ..l,:turaº 
,, 

Os meios de cultura empregados em Analises Quantitativas MicrQ 
biolÓgicas de Solos, devem satisfazer urna série de exig(�ncias ? paro. a.§_ 
sim permitir o desenvolvimento do maior nfunero possível de representan 
tes do. flora microbiana• 

" 

, De acordo com WAKSlvf.A.N (38), deve ser o meio de cultura unifor-
me em sua co1:.1posiçÜ0 9 e devem também, ser er.i.pregados em sua composição 

• • A • l\T 
d 

,, . 
b t " . A • sais 1norgan1cose �o caso e serem necessarias su s ancias organicas� 

estas devem ser puras
? 

est�veis e uniformes o quanto possiveis 9 como 
no caso das fontes de carbono e nitrogênioº vários açúcares ou ácidos 
organicos servindo como fontes de carbono, podem ser obtidos em uma 

" 

forma pura e regular,. As substc:mcias nitrogenadas devem entrar na com 
posição do meio de cultura em quantidades tô'.o pequenas quo.nto poss:Ível., 

' ,w. .. Mesno o agar 9 que sozinho no.o serve como nutriente 9 deve ser 
de uma pureza mi1xima. 

: d' ... d t' I' • 1 1 A a içao e na eria organica deve ser a mini.ma poss1vel, para 



,, . 
dessa forma impedir�se o desenvolvimento muito rapido.de certos micro

o cre.§. 
um Pf.Q. 

organismos que possuem essa propriedade 9 e que por isso impedem 
cimehto de um numeroso grupo de bactérias 9 grupo êsse dotado de 
cesso de desenvolvimento muito lento. 

N ,, 

Para CONN (5) 9 existem duas condiçoes principais 9 que alias 9 

vão de ac�rdo com as idéias de WAKSMAN acima citadas, que devem ser s� 
tisfeitas pelos meios de cultura utilizados em Análises Quantitativas, 
que sao�-

) t,, o " • a pouca ma eria organ ica; 

b) baixa temperatura de incubação.
,, 

Os meios de peptona são especialmente insatisfatorios, porque 
a peptona permite um sobre-crescimento de microcrganismos formadores 
de esporos (spore-formes) e proteoliticos. Os mesmos resull:;ados, a
carreta a incubação das caixas à uma temperatura mais elevada que a 
do meio ambiente. 

N 

Os meios de cultura E1ais conveniente usados sao os de gelati ... 
,, ,, 

na e de agar 9 alem das placas de silico-gel propostas por WINOGRADSKY 
(46) 9 

meios 
entes 

N ' N 

que sao usadas mais especificamente. No caso da utilizaçao de 
de cultura de gelatina 9 não devem ser adicionados outros nutri-

,, ,, 
alem dos sais presentes na agua. 

Se o agar for empregado, naturalmente devem ser adicionados 
nutrientes 9 mas em combinação com os sais minerais é conveniente in
cluir-se na composição do meio não mais do que 0 9 1% de glucose 9 e u-

,, " . ma quantidade sinrrlar de algum amino-acido, sais de amonio 9 ou nitr�
.tos .. 

A 

Em nossas pesquisas 9 utilizamo-nos de tres meios de cultura. 
Na primeira parte de nossas experi�ncias 9 trabalhamos com o meio de 
cultura de gelatina 9 proposto por CONN (4) 9 e com um meio de agar, 
sugerido por SOUZA CARVALH0 1 e baseado na técnica de CONN (5). O meio 
dft cultura de gelatina teve logo que ser abandonado 9 pois tornava-se 
º ( l t 

" ... 
impossive a con· agem das colonias dada a liquefaçao do mesmo o

Prosseguimos então 9 apenas com o meio não-seletivo de SOUZA 
8ARVALHO o

N d t d _, A _, t• 
• a segun a par e e nossos trabalhos, alem deste ul imo meio 

introduzimos um outro 9 para microorganismos proteoliticos 9 preconiza-
do por WAKSIV'.111.N (38) º Este meio foi usado ? não porque seja o melhor 
9ara o estudo Quantitativo, mas por uma série de razões�- a) permite 
um maior desenvolvimento 9 tanto de fungos como de bactérias, sÔbre as 
condições dadas ? isto é, dÚ meios para uma comparáçno dos nÚmeros en-
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tre os dois mais importantes grupos de microorganismos existentes; sô
bre absolutamente as mesmas condições; b) é um meio de cultura relati
varrente pobre 1 permitindo dessa forma um pequeno desenvolvimento de tQ 
dos os microorganismos; c) permite um melhor desenvolvimento de todos 
os diferentes grupos de microorganismos, em comparação com os outros 
meios de cultura estudados. 

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

Outro ponto a se considerar no que concerne aos meios de culty 
ra, é a questão de sua reação. 

" N ,' • Una pequena acidez e o usualmente recomendado como reaçao oti_-
ma, elevando-se a acidez há uma diminuição no nÚmero de bactérias, a -

A • ;, 

companhada de um sobre-crescimento de fungos. Quando a acidez e, no 
entretanto maior, verifica-se também uma queda em nú.meros, particular
mente nas proximidades do pH neutro, razão pela qual, com una alcalini 
dade de 7

7
6 há ao total, menor quantidade do que a metade das colónias 

que se desenvolvem con uma reação ácida de 6,4. Um pH 6,5 é portanto 
ainda melhor. Em certos casos porém 1 

verifica�se a necessidade de se 
utilizar un meio de cultura de reação levemente alcalina ou então nou
tra (7,2 - 7,0) como o que nos foi sugerido por SOUZA CARVALHO. 

A .., 

Para o meio de cultura de gelatina, CONN propos uma reaçao ne� 
tra, e para o meio de WAKSNIAN, o pH preconizado foi de 6,5. 

Ajustadas as renções dos meios de cultura, foram �les distribui 
dos em tubos de cultura, na quantidade de 10 - 12 e.e. por tubo. 

"" " "' 
te"cn·tca segui· da foi· .. a ger'"'· lmente Com relaçao a esterilizaçao 9 a � � 

' 

en uso, sendo feita om autoclave a 1 atmosfera durante 20 minutos. 

Incubç._ç_ão Q..f'& caixas Q.ê. PGttlg ... Apts preparadas as caixas de P_ê. 
tri, foram elas levadas� estufa. H� discussões quanto a temperatura 

f 
O 

H W 1) 
de incubaçao, ben crnn.o com relaçao ao nUt:lero de horas er.i que devem per-
manecer incubadas, visando com isso buscar uma técnica conveniente pa
ra un bom desenvolvi:t:1'.;nto das col6nias, para que a contagem se proces-

... � 

se cm condiçoes 3�tisfatorias. 

LE CLERG o SMITH (21), estudo.ndo os solos de Colorado, opina
ram pc:üa incubaçQo D. 22 - 23ºC 1 senclo o tempo de 48 - 72 horas. 

WIERINGA (45) :i tanbéL1 chegou a. conclusões que o levaran a usar 
/ o ' N ,.,. ,, [. mesma tecnicn quanto a duraçao da incubaço.o, vo.riando 7 porem, a ton-

peraturn, n qucü conduziu o.té 25ºC, para meios de cultura com agar. 

f\ t" . t-- ocnica propostn por WAKSMAN (38) Ó a que nelhores resulta-



N 

n 

� 

dos apresenta em seu conjunto 9 razao pela qual foi tomada como base pa-
ra o nosso processo. 

Constou então o nosso trabalho� no que se refere à parte de in
cubação, da técnica seguinte�- as caixas de Petri foram incubadas a 
temperatura constante, ao redor de 25ºC para os meios de agar, enquanto 
que para o meio de gelatina, a incubação foi feita a 18QC. 

Essas caixas permaneceram na estufa durante 48 -· 72 horas j sen
do feita a contagem ao término das primeiras l.+8 horas, e comprovada,por 
uma nova contagem j ao se completarem as 72 horasº 

Um menor periodo de incubação pode ser insuficiente para o de
senvolvimento dos microorganismos� assim como são igualmente insatisfa-

,, . ...  torias as condiçoes de temperat�ra, seja ela abaixo ou acima do ponto 
conveniente. 

,, 
Baixas temperaturas requerem Uln periodo muito longo de incuba-

çao, enquanto que temperaturas altas� especialmente quando superiores 
a 30ºC, tem uma ação deveras prejudicial sÔbre o desenvolvimento dos mi 

. ,, 
croorganismos, alem do fato de se secar o meio de cultura das placasº

Descrita a técnica por nós utilizada para o empr�go dos dife -
,, 

rentes meios de cultura 9 daremos abaixo suas diferentes formulas, para 
melhor compreensão das razões de sua utilizaçãoº 

1) 

2) 

' 

Meio de Cultura de .Q.Qllli: 

H2o º º º º º º º º º • º º º • • •  º º º º • 1. 000 eº e.
Gelatina ••••••••••••••••• 12 %

pH - 7,0 

Meio de Cultura de CONN - SOUZA. C.h.RV.t,.LHO 

Glucose ••••.•••.•• ºººººº• 1 g. 
,, 

Nitrato de sodio ••••••••• 1 g. 
,, 

Fos�at? bibasico de 
. potassio ••..•••••••••.•• o 0,5 g. 

.t::r.gar.ooooooeoovoooooooooGl5 g. 
,, 
Agua. º • • • • • • • • • •  � • º • • • • • • 1. 000 e. e.

\ 



3) Meio de Cutura Agar de Wl-:..KSM1ü�
, 1�gua destilada o Q o o o o o 9 o o o o o e o 

ligar º º º º º º º º º º º º º º º º º º º º º º º º • 

Caseína pura ••·•···••·•••·•••
Glucose e • O O e O o o o o O O O O e e O o 9 O O O 

Sulfato de Mg cristalizado e o •

Fosfato bibásico de potássio .
Sulfato ferroso ·•·••·•···•·••

,

1.000 e.e. 
15 g. 
1 g. 
1 g. 
0,2 g. 
0,5 g. 
traços 
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Contagem das Colonias. 

hpÓs a incubação das caixas de Petri por 48 - 72 procedemos a 
, . contagem das colonias nela desenvolvidas. 

li ( Essa contagem foi feita em placas de Wolfhugel, sendo aqui tam 
bém seguida a técnica de WAKSY.lb.N (38).

Quando as caixas apresentavam um nÚmero de colónias entre 40 ;, 
, li ' e 200, dispensamos o auxilio das placas de Wolfhugel procedendo a contQ 

gem por meio de uma simples divisão, com o emprêgo de lápis dermatográ- 1
' 

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

Quando, porem, o numero de microorganismcs ultrapassava a 200, 
obrigatória se tornava a utilizaçno das placas de contagem. 

I' H 

E convencionado nc,O se contar as caixas que apre sentem menos de 
A 

3 e mais de 300 colonias. 
, , 

Em nossos trabalhos
1 algumas vezes escapamos, porem, dessa tec-

nica, visando com isso, apenas fornecer dados mais completos, para me
lhor esclQrecimento dos resultados apresentados no final desta tese. 

, , 

Tendo o numero de colonias por caixa de Petri, calculamos a 
quantidade de microorganismos por grama de solo, bastando para isso 

' 
, .. 

multiplicar a quantidade de colonias obtidas pela diluiçao correspon-
dente. 

Os resultados finais das contagens efetuadas s;o encontrados 
no final d�ste trabalho, apresentados por meio de gráficos 9 possibili-

.., 

tando dessa forma, u.�a melhor compreensao dos mesmos. 

• A • 

Numero de contagens�- Foram feitas onze contagens para cada e� 
per1enc1ao 

.... s contagens se procederam dentro de um espaço de tempo de cin-
co a dez di�s

9 entre uma e outra 9 
sendo esse fato motivado pela amostr� 

gem 9 já que muitas vezes não se poderiam efetuar as colheitas de amos-
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tras por influência das condições atmosféricas. 

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

" 
Depois que esses sulcos receberam os tratamentos estabelecidos, 

iniciamos 3,s contagens, para assim efetuar o estudo comparativo da in-
" 

fluencia 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 razão principalº 

III - RESULT1J)OS OBTIDOS E DISCUSSÃO 

A) Isolamento.§. Contagem
Os resultados obtidos no decorrer dos trabalhos, podem ser sin

tetizados em dois quadros, baseados nas contagens obtidas. 

' 

i 

QlliillRO I 

Contagens dos diferentes, isolamentos da lª Parte das experiên 
cias. 

Isola- i 
mentos 

lº

2º 

3º 

4º 

5º 

6Q 

7 º 

j
1 

1 

(Solo da Secção T�cnica de Química Agrícola) 
Diluição 1/1.000º000 

Tratamentos Nº t9tal de Nº de microorganimos 
Colonias grama de solo 

1 (lYIÉDI1�) (MÉDii�) 
Vinhaça L,5 1.500.000 
9eco 1 1.000.000 
.ü.gua 4, 5 4.500.000 
Vinhaça 355 355.000.000 
9eco 215 2.500.000 
.: ... gua 4 4.000.000 
V!n..11.aça 131,5 131.500.000 
Seco 1 1-ººººººº,, 
ii.guo. 2 2.000.000
Vinhaça 137,5 137.500.000 
9eco 2 2.000.000 
JigUa 2 2.000.000 
Vinhaça 1 104 104.000.000 
9eco 1 

2 2.0000000 
..:J.gtm 7 7.000 .. 000 
Vinhaça 99�5 99.500.000 
Seco - -

;- 195 1.5000000 ügUa 

Vinhaça 73p5 73.500 .. 000 
Seco 3 3.000.000 
ilgua 

1 
6 5 6.500.000 

por 
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J.5ola•- Tratamentos N9 t9tal de N� dê microorganismos por
·,,ientos Colon.:5.as gramo. de solo 

>---
0Q 1 

91:2 

lOQ 

11º 

t i 

T7; .,,../1 CI 

� ;,;:.illc.Çê1
i:>8C(),. 
..:igua 
V'nh !:> l. .. a.ç ....,. . 
§eco
Agua

v-1 ,.,1·1 ç:::• 
A,1.l .• 1.-.;. .. "''"' 

s.::,co .,� .\.,gua 
V:j.nhr,ça 
9t?.CO 
i .. gua 

·--··-· 
,,.,<."' \ 

--
(111tl'.:l,L,..1 

35,�.Í 
1 r.: 'J
1,5 

1'7 
l 
2 

·.:.:5 ,::.,,, ,..,.
2115
-�· r;:;.... �..,

z··· i:.; _:;,' ., 
1,5 
2,5 

( lYJBD l.h.) 

33.500.000
1.500.000
1.500.000 

17.000.000 
1.000.000 
2.000.000 

35.500.000
2.500.000
3�500.000 

25.500.000 
1.500.000 
.2.500.000 

Á 

Contagens dos diferen.tBs isol�mentos da 2s:i.: Parte das experiencias 
(Solo d::.i :..:"':en do Instituto Zimotécnico) 

Diluicão:- 1/10,000.000 
1-IsúJ.a .. i m1r,_, .... ..,,m ntos 

1
: NQ Total �de Colbniri.B i N� de Microorgs/grarna de scil..oll 

! mentos l ." lít.e •••• e . (MEDI,..l.) (MEDib.) . ! ' . 

].Q V;\-nhe.çu
§eco 
.. �gua 
Vtnhnça
9eco 
.t:i.gua 
V; .... 1,,-,,C�' ';Ã.1.u.�-• •. ·-:.t. 

�eco 
.t. .. gn.a 
Vinhaça
9eco 
.. t .. gu.n. 
Vinhaça 
C'A"'O 9•,J ,.., 
,.,.gu.a 
V�nhaça
§eco 
.... gua 
Vinhaça
9éco 
.1.-4&:uu 

1 CONN- ·1· i,• J'l"SM ?,T CONN--
; �, e · ·�v · r pr,, ,,J,1. .\., �"".,J."

� r• ..RV LHO 
�º--� 

. ..;:\ .1;.,_J.1. . .-J ! -i.>o ,14 ___ ,._"_•· _-....;.. ______ _ 

l 1 l 1,5 10.000.000 l 15.000.000 
1 1 i 2 10.000.000, 20.000.000 
l 1,5 1 1 15.000.000 10.000.000 
t 

170 1.700 .. 000.000 2.300.000.000 230 
2 1,5 15.000.000 20.000.000 
2 1,5 15.000.000 20.000.000 

?7""235 2.350.000.000 2.700.000.000 '"·· U 
1 10.000.000 15.000.000 1v5 
1,5 15.000.000 20.000.000 

280 2.800.000.000,2.850.ooo.ooo 285 
1,5 15.000.000' 20.000.000 
2 20.000.000 30.000.000 3 

lÜl 
, r:::
... ,.., 

-::, 5 ,._,. 

19,5 

l? �5 
22 
1,5 
1 

1 
1 

l 
1 

! 

170 
2 
2,5 

34,5 
3 
2 

36 
1
·, 

30 
CJ,5 
1,5 

• ..,...,. 1-
e../,">

2.' 5 

1.410,.000.000
15.000.000 
25.000,,000; 

2�0 .. 000.0001
�-5.000.000 t
15.000.0001

265 .. 000.0001
·10.000.oco: 
10.000.000\ 

105 (, .... ,., O·OC" l. ? .. vuv. • ..... ,
! 

1 �- O,··.'"' (' r) � . 
.... '.) • Uv • J;_ U i 

i 
220.000.000115.ooc.000 
1O.0OO.coo

i

1.700.000.000
20.000.000 
25.000.000 

345.000.000 
30.000.000 
20.000.000

360.000.000
10.000.000 
10.000.000 

300.000.000
5.oOOeOOO 

15.000.000 
275.000.000
25.000.000 
10.000.000 
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Isola-
mentos 

10º 

llQ 

Tratamen;:;os 

vi:nb.aça 
Seco 
,· ,,::..gua 
V�nhaça 
Seco 
1,.gua 

Nº 
, 

. Total de Colonias 
(�DIL .. ) 

C0NN-
... S º C.1. .. RV.ü.LH0 W.W:<:SM.i...N 

13 21 
1 L,5 
1�5 2 

11,5 17 
1,5 2 

1 2 

Nº de MicroorJs/ grama de solo 
(1' DI.i. .. ) 

C0NN-
WL.KS:M.i...N -S.C.ii.RV�:..LHO

130.000oOOO 210o000o000 

10.000.000 15.000.000 
15.000.000 20.000.000 

115.000.000 170.000.000 
15.000.000 200000.000 
10 .. 000.000 20 .. 000.000 

Ressalta nes,Jes quadros o fato de La ver sido efetuada a conta -
A , • gem de cajxas com menos de t�es colonias. 

, 
Entretanto� isso foi feito para um esclarecimento razoavel do 

enorme contraste aprE"-:sentado entre os diferentes tratamentos, e porque, 
com diluiçoes menores, como 1/100.000, 1/10.000, etc., poderiamas ter 
realizndo a contagem das caixas de Petri em que tenha sido colocado m� 

, N 

terial dos sulcos trntados com agua e dos testemunhas, mas nao das dos 
, 

sulcos que receberam vinhaça
9 pela enorme quantidade de colonias apr� 

sent:::.das e, por conseguinte, da impossibilidade de ser efetuada essa 
conto.gemo 

- A A 

1,. reaçao do solo tem uma influencia decisiva sobre as ativida -
des dos vários microorganismos e, sÔbre a distribuição da Microflora e 
da Microfauna no solo (W.i:..KSM.h.N (38). 

Um solo ácido favore�e o desenvolvimento de fungos 9 e é distig 
tarrente prej11dicial para o crescimento de certos grupos de bactérias 1

(por exeE1plo o 11.zotobacter), que tem cono reação linüte o pH 6�0., Os 
i:.ct:l "'�'-'""'--:e0 são també:rr. inhibidos em seu crescimento quando o acj_dez do 
.solo é maior que 4,8º .ú. grande maioria dos m:tcroorr:;anismos oferece um 
limite máximc de tolerância, ta.nto para a acidGz, como para a alcalini 

A , , 

dade. limite esse que esta compreendido entre os seguintes numeras�-
' 

.1.1.10� 

m,: ·:dmo de acidez - L• . .,2 
. , ,, . ma.�::i.mo de alcalj_nidade

O :1 t:m:ite con� .; aerado Ótimo para a ma:tor parte dos mic..:.".)or3a;.1ifi 

b 'J1ll fato reconhecido o que a vinhaça
7 

apesar de áci6a
? 

eleva 
0 }lH dos solos ? dimi:1.uindo S'!.la 2.cide7, natural ? 

e chegando por vezes a 
�1cc,ini7a ]o (,) c.J e , .L -l-• _ 1 . • • ... .J_ o 

:q_:11,_ r'.)s3�s pesquisas �omp.:..."'ovan::os mais uma ·;:rez essa assertiva 1 
, . . 

�ncor cra.ndo as,üm um am.bie.üt,3 o-cimo para o c1esenvc-J�rimento da quasi 
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totalidade dos microorganismos nos solos tratados com vinhaça, conforme 
veremos em descrição abaixo. 

A ' 
Na primeira parte das experiencias, anotamos somente 

cial, antes de serem efetuados os tratamentos, e o pH final, 
no das Últimas contagens. Os resultados foram os seguintes�-

pH inicial 

sulcos que iriam receber vinhaça 4,78 
ti 

" 

ti " 
, 
agua 4,83 

11 funcionariam como tes
temunhas 4,80 

sulcos que receberam vinhaça 

11 

ti ti 
, 
agua 

11 funcionaram como 
testemunhas 4,80 

o pH ini
ao térmi-

.,. 
Ja na segunda 

dia a uma colheita de 
.,. 

numero de onze� igual 

parte, o 
amostras o 

; 

numero de 

pH foi anotado 
. .:1..ssim sendo, 

determinaçoes 

em cada vez que se proc� 
como as amostras foram em 
da reação do solo tivemo� 

como vemos no quadro anexo�-

1) antes de serem efetuados os tramentosg-

sulcos que iriam receber vinhaça
11 li " ti agua 
1T ti funcionariam como tes 

temunhas 

.,. 
hpos serem efetuados os tratamentosg-

Especificações NQ de lilllostras 

2 3 4 5 6 7 i 8 9 10 11 

Sulcos que receberam vinhaça 6,59 7,7 7,6 7,6 7,7 7,5 7,6 7,6 7,4 7,5 
ti 11 li 

, 
agua 7,00 1,00 7,2 6,9 6,9 6,8 7,00 6,9 7,00 6,8 

11, li funcionaram como 
testemunhas 6,8 6

')
7 6,8 6 ')

716,7 6,5 6,6 6 '}
7 6,7 6,8 

1 1 

Notamos por ês,ses quadros, que no solo da Secção de Química A• 
gricoln, o pH inicial revelava uma acidez relativamente alta, e com a 
adição de vinhaça essa reação ácida diminuiu

1 
tornando o ambiente com

pletamente favorável ao d esenvolvimento dos microorganismosº 

No solo da lrea do Instituto Zimotécnico ? solo mais rico e de 
:i:eação já conveniente para o desenvolvimento de microorganismos, nota
mos também, que a ação da vinhaça se fez sentir 1 elevando o pH inicial 
de 6,72 para um pH = 7,5 ao se concluírem os trabalhos�



Como vemos então 9 a vinhaça confere aos solos uma al te1�ação de 
de sua reação 7 dnndo-lhe assim 9 .melhores condições para que funcione 
como meio de cultura parq um maior desenvolvimento do numero de micro� 
organismos 9 e influindo de maneira vantajosa para o crescimento das 
plantas superiores

9 como já citavam CLl�RK (3) e MULDER e GERRETSEN(25� 
em 1949 e 1952

9 
respectivamente. 

C - Diminuição do m�mero de microorganipmos 

.ii. diminuição do número total de microorganismos nos solos tra
tados com vinhaça 9 diminuição essa que se not'a pela observaçô'.o dos qu§;_ 
dros de contagem

? 
pode ser explicada da seguinte maneirag-

MILLi�R e TUHK (24) 9 
através de estudos nesse sentido 9 verific§:. 

ram que nem os microorganismos ? nem as plantas superi.ores 9 podem se dg 
,. " ... 

senvolver por um periodo de tempo relativamente grande, sobre condiçoes 
naturais 9 na ausencia um do outroo C, crescimento de plantas superiores 
em solos 9 aumenta em muito as atividades microbianasº 

Ora 9 elucida·�se assim 9 a rnzão de tal queda na quantidade total 
, A N 

de mic1'oorganismos por grama de solo 9 ja que em nossas experiencias nao 
efetuamos plantação alguma, permanecendo os sulcos apenas para se procg, 
der o estudo da açr.10 da vinhaça como agente causal da multiplicação es ... 
patosa dos microorganismosº 

D = 
/\ , /\ /\ N 

In� da ll}Q.t_§rig. orgQnicª- .ê.� Q J29.J2Ulacao do soloº 

.... adição de mattria organica resulta em um aumento 9 traduzido 
� � 

em numeros 7 dos varios grupos de microorganismos do soloo Explica-se 
o N , 1 � •" • 

t 
,' 

r:tssim a razao ae um so o ne nossas experiencins aprrisen ar um numero 
mui to mc:•,ior de microorganismos do que o outro o 

" ,. 
. O solo da primeira parte de nossas experiencias era. pauperrimo 

,. " 

em materio, organica 9 ao passo que outro 7 o.presentnva uma grande rique-
za nesse particular. 

tes 
gual 

Foi observado, no decorrer de nossas pesquisas
9 

que os difereg 
sulcos com distintos tratamentos

9 
apresentavam-se de forma desi = 

apos a queda de fortes chuvasº 
, 

Os sulcos sem tratarüento e os tratados com agua 9 mostraram-se 
que.si cobertos com terra, fato es·tc motivado pela erosão. 

, N 

Ja o mesmo nao se verificavn para os sulcos tratados com vinha 
ça 9 naÕ se notando nos mesmos quasi nenhum efeito da erosãoº 

o 
,\ 

L que se deveria este fato? 
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Wli.KSlvL_N () M ..... HTIN (LilJ estudando e. importancia dos mir;:coorgani.Q 
mos na conservação dos solos 1 comprovaram que os mesmos exercem e est,i 

1 ,._ . l ., . ... "', t' 1 f . d mu a.m. 1.un tmpo.r-·,Jani:;(;; ei'o; to de .!..lgD.çno score us par icu as · inas e so ...
de 

<.""1· ·, t··� t'd· a .. r:� Tfc:.; ..!-:-1hc11 �::::.· '1·"1 . ::11 :lC' � .,+ ... ..:: d "'f. t'-.. 1º /'·l .;:,!J.r... qtc.n :i. a .. c, • •  .:i, .• k .• !..•-.i..ec .. ,r,, .. ,n o.que.,_(.;.;, ,..1.l, ... orv s, que quan O Illi1 eJ. , or-
1\ • r :1 · " a· · d t ' "" 

ganica _resca ou e eco::-nr;os-ca <::: a .J_c:LOna a. ao solo, ras como consequen-
. d'.... ,.. ,.. ' . . d d f I i c1.ns mo :i..11ce.çoes r-'.lvc:;,raveis nas suas propr1.e a es 1s co.s, com uma 

p:rop��nséio n diminu.i.r a erosão. Os m:Lcroorgnnismos tendem então, a dar 
"'"'l " ... •jd.,.:. A .. ': !"'l. �� r,·•ar•t' �f • ·1�-,�, ct� C'! -, umn 1;,a:t.ur e, c;renc.1.r... ,_,.., Pu.C .1..CU e;.;:, <::, •• ,O.LO,

WJi .. KSr'l.i . .1.N e M.1.i.H'J?IN (4-2) vol t::::ram a seus •:J studos nesse sentido em 
· 940 t . 1 · d ri • " • • f · ... d .l , " u 1 :tzan o-se ._o novas exper1enc1..s.s, e veri· 1caram que a açao os

. ' ' d ..:i f . . ·,. d te 1 d m1c1 .. corga.n:1.smos e e granue s e::i.:co pa:ra a agr8gaçao as par icu as e
A • 

solo� e como tal ;; de grande Üúportancia para a conservaçao dos solos e 
' N · A • 

d 1 t combate a erosao
9 f'ttto esse mais uma vez comprova. o pe os mesmos a.u o-

J:'f:S no ano soguJ.nte 1 a travfis de :novas pE, squisas (l.i.3) 

SMITH (31) e LOCHJIE.; .. D (22) � eni 19L�8 e 1952 respecti�ramente , ,. 
tornara.m a pesqu:Lsar e ai�sunto, que ,:.,f�;rece enorme importancia para a 
... g:r·onomia.� bas,-1ados nos trabalhos de WJ . ..K8M .. N ü MJ1.RTIN atr�s citado, 

' N A 

ehegttndo a.t) 1nenmar:, (�or1.e]Nusc:efi q�e 8GSfjS a1.1t..;or·es. 

So}PI· l\10 (·;:;··;;;') r,c·,,•,·;,r,•,-,.,,., r· valo'Y' a"r)S m1·c·ro'i.1·os r>QffiO •fr"'clice a•,.,, fer" ... ...... , , •. ,.,,, ,., • ..,v�r:,• .. , ..... .,, ·.J • - , .• ., 1.1 • �·-· .- . .1. -
·' o -

tiJ.idacfo dos solos 
1 

baseaio em resu.1 tados apr,.3senta.dos pelas caixas de 
Pr.,t·->1' 1· s t,, :, :• , .. TC> , .f" -,➔••· 1 · rl r,r' :'.) rt C' ,..,., r< ,... 1 nt"1m ... ro de colo'n1' as ;;, ,.t ' �. ,v ,.., ;/ ,JU .. .c:,'·'· a .l. e.r ,.,.L J.• .• c;. •. ,!.t; , •• O,;;, ..... e.,mow pe e E, 

. , A ' , que apresentam SEms isolamentos, f í:li tos por tecnica ident1ca a por nos 
segutda. Para vHNOGR.L...DSKY (46) porém, êste proc�sso não tem nenhuma. y

t · 1 · d d '+. . d •. -1-1 1 f i J. J.r a e pra ,,:!.ca, se:r.\lJ.n o apenas para aiugnc,s" car se um so o o ou
H • b d 

. ,. A • nc.o, c.r1u a .. o com ma:r;e:i.'ia organ:1.ca. 

J·á WJ1.KSM.ü.N � S�i:.u.RYJ5Y (Lt.1.1.), que realizaram um sem número de peli 
qui�as referentes à flora microbiana dos solos, atribuem um grande va-
.. ' " '- '!,. ·i t · � · 

a · t· "', :i .. • d ' • d .tor fa es"!.,e:; m<-3\,oa.os que u ·:1.J.J.zamos � e f1crs-.. :t. am qufJ e .... es rJ.ti.O 1 eia e 
• h � • � ·r;oda a rrncroflor-e. do sol.o, podendo servtr como medida de seus estados

.. bº 1" . rucro 10 ogicos.

Ora 
1 

c:onft?!:r:Lndo•�;�i::: grande valor no aumento quanti ta ti vo dos m,:i,. 

c.roorganismos no :Jo1ú, :frite, 8SSE:• ;Já eomprovado, temos a concluir que 
]'-::1 ... .,.., ,.,·,�-� ",. ·::a.•� + .. � t·1·d � J)1:,1Cd.t.'�n--e .i:1<1vtJr, .• um 2.um.en ... o de SUE:. :ter· 1 J. aae. 

�K 
.,_,-,p TJ (?•-,.') 'I t:''' '' ' t• -J.'íli..t:tor.1...L-i. .. :., .J <) Eir.n .c.9.J.L, :re:t.Ll.7..0U pe�:;qu1.sas neSS"J s;0n ,J.dO:: 8 cog 

., , ,;# N N 

cluiu to.rn.t)em� q1.:i.r:3 os ME::todc,s d 13 DD.ui.ç0.o e das .Placas sao melhores que 
· ,.r"t.. d r.·• 

' • 1 d l' · d · • os ,/;(n,o os lv1:1.croseop1.cos � pa:ra corrG,1gens e co onia.s e m:i.croorgarns -
.. ,,. •· • • 

1- • t , .. " .... , I!' · ... ', -1 ri"' ... • t"' e , .. r la ;f,u�, 7 1;:; q,:i.e cons 0:1. ;u.(=)m tJ.rnç,;, L'·- .•. ,o .�o�_..,.1.c. p::.ro. provar a e s ,.,rei .;.. o... e - -
ç;�o e1rtr,J o ni!me:ro de microorgan:Lsmos 0 u .fertilidade de tun solo. 
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Nos sabemos que o numero de microorganismos e muito grande em 

solos férteis; SWINGLE e W,.\.LTER (34) encontraram em tais tipos de so
lo 10 ? 20 e até 40 milhões dos mesmos por grama de solo. Estudando ?

ao par dessa quantidade tàtal de microorganismos 7 o papel dos fungos no 
A 

solo 7 encontrou que os mesmos tem a capacidade de produzir enzimas que 
\ hidrolisam a celulose, e que dessa forma contribuem para o processo de 

f 01·mação de humus º 

Estudémdo a tabela apresentada por Sb.RLES
1 

FRL"-ZIER ? VHLSON e 
KNIGHT (29) 1 vemos as quantidades de microorganismos normalmente encon 
tradas em solos normais. 

Microorg_fh Limite mínimo nismos 
, 

Numero Comum Limite 1-�l to 
----------1-----------+-------.-------+------------------1 

,. . Bacterias 
1:1.ctinomy
ces 
Fungos 

lo000-10.000 l.000�000-10�000.000 1.000ft000.000�l0.000.000.000, 

100- 1�000
1- 100

100.000- 1.0000000
1.000- 100 .. 000 

5.000.000-
200.000-

+ de + de + de + de + de + de

10.000.000 
500.000 

j 
Total laOOO-ll.000 l.OOOoOOO-llaOOOoOOO 1,000o000.000-10.000oOOO.OOO

Comparando 
decorrer de nossas 
de microorganismos 
bela acima citada. 

,1\ , • esses dados, com os r9sultados por nos obtidos no 
pesquisasj chega-se a conclusão de que a quantidade

., 
encontrada, situa-se entre os limites maximos da t.ê:. 

Com efeito j na primeira parte de nossas experi�ncias anota�os 
uma quantidade média de lo000.000 - 2,.000.000 de microorganismos por 

A A 

grama de solo, fato esse que nos levou a incluir esse tipo de solo CQ 
mo apresentando um nÚmero comum

9 
antes de serem efetuados os tratamen 

� � I\ � tos� Porem, depois da adiçao da vinhaça 7 esse numero subiu espantosª 
/ N mente no inicio, para depois se estabilizar ao redor dos 20 milhoes 

no final dessa parte das expertências ? o que vem a situar êsse solo 
, 

como apresentando um numero relativamente alto de microorganismosº 
;' A Tambe � na segunda parte ess8 aumento foi notado, cres.cendo 

tremendamente de 10 - 15 milhões de microorganismos por grama de solo, 
' d 1· "' d ºnh t" · d ·" º an-ce s a ap icaçao a vi aça, para, ao ermino as exper1enc1as apr§.

sentar uma quantidade de mais de 100 milhÕes e

, , 

A. tabela de SàRLES, Ffü:..ZIER et al, esta comprovada tambem por
trabalhos de GHL.Y (16) e Hb.RMSEN (17)º 

Se, como ciJ::;a Wl .. KS111.iN ? há uma intima relação entre o nÚmero de 
• o ,1\ microorganismos e a fertilidade dos solos, a influencia da vinhaçc. 

constitue algo de notável no aumento dessa fertilidade. 



G) lnfl uência !J.! .. adição de ág�a, � � c�pinas.

Com respeito ao aumentó quantitativo da flora microbiana dos sg 
los, pouco valor se pode atribuir ao fator água, comparando se os resul 
tados obtidos neste tratamento, com os obtidos no tratamento com vinha-
çaº 

Devido ao seu poder de penetração no terreno, o efeito da dose 
maciça de água da experiência pouco se fez notar e, ainda por muito poy 
co tempo. 

, 
Com efeito, comparando-se os resultados apresentados pelos gra-

,.. 
ficos e fotografias apresentados n<;> final desta tese, nota-se que eles 1
se confundem com os resultados apr,esentados pelos sulcos testemunhas, 
quasi desaparecendo ambos quand.o comparados aos obtidos no tratamento 
com vin.haçao 

' , 

Quanto as capinas� em numero de duas para cada parte da expe -
ri�ncia, notou-se que acarretaram um aumento do nÚmero de microorgani� 

, . li ·•' · , mos nos isolamentos pro�imos sub-sequentes a elasº Isto se explica pe-
lo fato de trazerem essas capinas uma maior aeração do solo '.i motivada :;;' 
por �sses tratos culturais. 

,.. ,.. 
Estes aumentos, entretanto, carecem de importancia principal , 

visto que sã . .) em quantidade mínima e 
7 

ainda mais 9 
de muito curta dura-

çaoo 

�-=-----=---- *** 

J� foi por nós citada, em inÚmeras vezes, no d ecorrer desta t� 
se, a importância do nÚmero de microorganismos d,o solo, em relação com 
a sua fertilidadeº 

A A 

Ao lado desses resultados, apresentamos, de acordo com BUCHaNAN 
( 2) algumas funções importantes dos microorganismos no solo, funções
essas que são mais qualitativas do que quantitativas� mas que ressalta-

( 
t d 

' 
d .  

. 
1 mos aqui porque j aumen an o o numero e microorganismos em um so o 9

suas funções crescerão também em importância.

FUNÇL)ES IMPORTANTES DOS MICROORGANISMOS DO SOLO(BUCHANAN) 

) 
N A 

1 Transformaçoes do Nitrogenio e seus Compostos. 
) 

M A 
a Fixaçao do Nitrogenio livre; 
b) Oxidação Amoniacal e de Nitritos;
e) Redução dos Compostos Nitrogenados;

2) Transformações
a) Oxidação do
b) Redução dos

do EnxÔfre e seus Compostos. 
Enxofre e seus Compostos; 

'"

compostos de Enxofre; 

3) Transformações do FÓsforo e seus Compostosº



/�. -J0-

4) Transformações do Carbono e seus Compostosº���-

Pelo estudo dos gráficos e das·fotografias apresentados ao fi
nal desta tese, pode-se notar a diferença tremenda existente entre os 
sulcos tratados com vinhaça, com os dos sulcos testemunhas e tratados 
com água, já que entre êstes dois Últimos pràticamente não houve dife
rença. 

" 
O aumento do numero de microorganismos do solo 9 provocado pela 

adição de vinhaça, é entaõ um fato provado e de grande importânciaº 

Quanto� esta importância, não teremos necessidade de entrar em 
mais detalhes, bastando citar Wii.KSVJ.A.N e Starkey (44) para verificação e 
comprovação de tal assertiva�-

" In the cycles of transformation of elements in nature, the m,1 
crobes play an important j if not a leading, rSle"º 

11 Economically the major interest in soils is concerned with 
the growth of higher plants j but, since there is such a close correla
tion between the development of plants and microbial activities, a com 
prehensive appreciation of the microbial life is of much more than ac� 
demic interest "º

"In nutrition ? microorganisms have much the sarne requirements 
as higher forms of life, but their existence as single cells is much 
simpler than that of their multicellular associates� All microbes re
quire for their growth and synthesis of cell substance ? supplies of 
energy and several nutritive elements 9 essential for the building up 
of their cells, including carbon 9 hydrogen, nitrogen, phosphorus, po
tassium, sulfur, and a few others u. 

lJ[ - CONCLUSÕES 

1 - ü vinhaça quando aplicada a um solo aumenta espantosamente a quanti 
dade de microorganismos, razão precipua do seu mais elevado Índice 
de fertilidade ••

, 

2 - Fica mais uma vez confirmado que o numero de microorgQnismos que um 
solo apresenta é diretamente proporcional ao sou Índice de fertili
dade. 

3 - Quando a vinhaça é aplicada em ur.1 solo fertil a elevação do seu 
mero de microorganismos é maior comparativar;ient,, ao resultante 
aplicação de igual volume de vinhaça em solo infertil6 

nu-
da 

4 - L. água aplicada aos solos não tem
1 

praticamente, nenhuma influência 
" .. 

no aumento de sua microflora, caindo por terra a erronea op1n1ao g� 
neralizada de que os efeitos benéficos da aplicação da vinhaça se 
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devem a agua que ,ela leva consigo. 

5 - 1� vinhaça ãplicada aos solos, diminuindo a sua acidez natural e els, 
vando o seu pH inicial, torna o meio francamente favorável ao desen 
volvimento dos microorganismos, influindo de modo vantajoso no de
senvolvimento das plantas superiores. 

, 
6 - � vinhaça, pelos efeitos fisicos que promove na estrutura do terre-

no diminue, notada:mente, sua erosão, funcionando, d.esta maneira, C.Q 
mo um agente de conservação dos solos. 

,7 - ..... s capinas 7 arejando os solos 
9 

aumentam o numero de microorganismos, 

8 -

9 -

embora êste aumento seja pequeno e de curta duração. 
. � A / N A H � materia organica exerce notavel açao sobre o nu.menta da populaçao 

li A N ( do solo e, consequentemente, sobre a elevaçao do seu indice de fer-
tilidade. 

Os microorganismos predominantes na capa superficial 
, H ~

apos a aplicaçao da vinhaça nos solos, sao os fungos 
li.spergillus spp., Penicillium sppo, Mucor spp., além 

que se forma 
Neurospora spp. 

, de varias 
Streptomyces spp. 

J , 
10 -ii., anostragem do. superficie dos solos tratados com vinhaça não e po,2 yi! 

sivel ser adotada em virtude dn impossibilidade de contagem das co- 11
, . , 

lonias formadas em numero infinitoº 
11- i� amostragem a ser adotada no estudo da microflora dos solos trata

dos com vinhaça deve ser feita entre 8 a 21+ cms .. de profundidade.

12-Uma reação compreendida entre pH 6,5 a 7,2 nos meios de cultura ,
,; , " 
e a mais aconselhavelª visto que o limite considerado otimo para a, 
maioria dos microorganismos dos solos varia entre pH 6 e 8.

13-

• 

O Método Microscópico de observação direta para o estudo microbio-
,, . -

log1.co dos solos tratados com vinJ:w.ça nao pode ,qer usado pelas se-
... 

guintes razoes principais�
) d •t 

,.. A • 

a - a mi e confusao na contagem das colonias;
b) - dificulta o. distinção das bactérias pequenas com r_::.; p<1rtÍcu

las dó solo; 
c) - falsea os resultados pelo número surpreondente-r1ente elevado

de microorganismos por grama de solo. 

4 
, ... ,, 

1 - O Metodo de Diluiçao associado ao das placas de contagem e O mec• 
com lhor sistema para o estudo da microflora dos solos tratadcs 

.... 
vinhaça� uma vez que facilitando a contagem das colonias dinürn.e 

A N ,' 

o erro das observo.çoeso E preciso 9

una quantidade de solo relativanente 
� 1 r· T' ,..., ..,, e+ .- , por'---'m 1 us ___ n'-" ai10.� ._,ragem 

elevn/la na primeira diluição. 
A 

15- O emprego da vinhaça nos solos de cultura cons�rva, eleva ou res-
taura a sua fertilidade pelo aumento notável de :wicroorginisnos
que proporciona.
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