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1 — INTRODUCAO

As bactérias do geénero Azotobacter, das quais a espécie A.
chroococcum Beijerinck é a mais comum, sdo geralmente con-
sideradas como sendo os mais importantes agentes da fixacéo
nao simbio6tica do nitrogénio atmosférico. Por ésse motivo, a
determinacdo da ocorréncia désses microorganismos nos solos
tem sido preocupacao constante de grande ntmero de investi-
gadores. Uma revisdo da literatura referente ao assunto mostra
que sdo intmeros os métodos usados para tal fim. De um modo
geral, a presenca de Azotobacter pode ser demonstrada das ma-
neiras seguintes : a) por meio de métodos qualitativos, que in-
dicam apenas a presenca ou auséncia da bactéria no solo em
exame; para isso sdo geralmente usadas as solugdes nutritivas
de Beijerinck (1), de Ashby, de Omeliansky e outras (8), e as
placas de solo de Winogradsky (9) ou alguma de suas modifi-
cagoes (6); no primeiro caso, o crescimento da bactéria no
meio liquido, desprovido de nitrogénio combinado, acusa a sua
presenca no solo usado como inoéculo. No segundo caso, a adi-
cdo de um hidrato de carbono, sais minerais, e 4gua até um 6ti-
mo de umidade, ao solo em exame, cria condicoes que provo-
cam o desenvolvimento das colénias de Azotobacter por ventu-
ra existentes no solo. b) por métodos quantitativos, que dao,
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em numeros, a populagéo fixadora aerébica ndo simbidtica de
nitrogénio. Neste sentido, dois sdo os pontos de interésse: o
ntmero de colonias da baciéria por grama de solo, naqueles ca-
S0s em que se provoca o desenvolvimento das colénias existen-
tes nas particulas terrosas (2, 10), e 0 numero de células de
Azotobacter, obtido quando se produz a desagregacdo das cold-
nias désse microorganismo antes da inoculacdo do meio de cul-
tura, de modo que as células se desenvolvam isoladamente na
superficie do meio de cultura, dando origem a colonias distintas
(oga):

O presente trabalho serviu de preambulo para um estudo
da microflora fixadora de nitrogénio de alguns solos de Piraci-
caba. B! um estudo comparativo de alguns métodos qualitati-
vos e quantitativos por nés usados para analizar diferentes a-
mostras de solo, feito com v fito de se saber das vantagens e in-
conveniéncias de cada um dos métodos empregados.

9 . MATERIAL E METODOS

9.1 — Material : Foram utilizadas 16 amostras de solos per-
tencentes aos terrenos da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz”, compreendendo solos argilosos (terra roxa), SO-
los argilo-silicosos (terra roxa misturada) e solos arenosos. Os
exames foram feitos sempre no mesmo dia da retirada das a-
mostras, e todos os métodos descritos a seguir foram emprega-
dos simultAneamente. As caixas de Petri e os frascos Er-
lenmeyer, depois de preparados, foram incubados a temperatu-
ra de 28°C. De todos os métodos empregados, foram feitas 4 re-
peticdes. As determinacoes de umidade foram feitas por seca-
gem em estufa a 100-105°C. durante 3-4 horas.

9.9 — Métodos. No presente trabalho foram empregados 0s
métodos descritos a seguir :
2.9.1 — Métodos qualitativos :

9.9.1.1, — Solucéo de Beijerinck (1). Em frascos Erlenmeyer
de 125 cc., colocava-se porgdes de 50 cc. da solucdo seguinte :
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Manitol 20 gr
K2HPO4 0,2 gr
Agua corrente 1000 cc

Cada frasco recebia ainda 0,5 gr de carbonato de calcio. Os
frascos foram esterilizados em autoclave, e a inoculagéo foi fei-
ta com cérca de 5 gr do solo a ser examinado. As culturas foram
incubadas e mantidas em observacdo durante 30 dias, fazendo-
se periodicamente, exames microscopicos das solugdes.

2.2.1.2 — Placas de solo de Winogradsky, modificacdo de
Peterson e Gooddmg (6). 50 gr de solo foram misturadas com
2,5 gr de amido, 0,3 gr de carbonato de calcio e 5 ce. de uima so-
lugéo contendo 6% de fosfato bipotassico e 0,056% de nitrato de
amoénio. Adicionou-se adgua contendo tracos de molibdato de s6-
dio em quantidade suficiente para se obter uma pasta, que foi
depois, com auxilio de uma espatula, moldada em caixas de Pe-
tri de 10 em de didmetro, de tal modo a se obter uma superficie
lisa e uniforme. As caixas foram a seguir incubadas em ambien-
te umido.

2.2.2 — Métodos quantitativos :

2.2.2.1 — Silica-gel de Winogradsky (8). 75 ce de uma solu-
¢do normal de silicato de sédio foram misturados com igual
quantidade de uma solucdo normal de &cido cloridrico, sendo a
mistura agitada e em seguida vertida em caixas de Petri de
20 cm de didmetro, que foram deixadas em repouso por 24 ho-
ras. Foram a seguir submetidas a lavagem em agua corrente,
por 48 horas, depois em &gua distilada, primeiramente a frio e
por Ultimo a quente, até remog¢éo completa dos cloretos. Prepa-
rava-se uma solucdo nutritiva constituida de :

K2HPO4 0,5 gr

MgS04.7TH20 : 0,3 gr
NaCl 0,3 gr
FeSO4 tracos
MnSO4 tracos

Agua destilada 100 cc
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m NaOH normal. Sobre a superfi-

cie da silica-gel verteu-se uma solucdo constituida de 8cc da
solugdo nutritiva acima descrita, 2 gr de manitol e 0,1-0,2gr
de carbonato de calcio, previamente fervida, sendo as caixas, a

seguir, levadas 3 estufa a 45-50°C. para evaporagao do excesso
a de solo espalhado

de agua. A inoculacao foi feita com 1 gram
uniformemente sobre a superficie da silica-gel. Em seguida as
caixas foram incubadas, sendo examinadas depois de 48 horas

de incubagéo.

com pH corrigido a 7,3-1,5 co

2.9.9.9 — Manitol-agar de Curie (2). Preparou-se um meio
de cultura contendo 15 gr de agar € 15 gr de manitol por 1000 cc
de Agua distilada, e 2 gr da mistura de sais seguinte :

K2HPO4 100 gr
MgS04.7H20 60 gr
NaCl 60 gr
Fe3 (SO4) 2 1gr
MnSO4 1gr
CaCO3 178 gr

Verteu-se porcdes de cérca de 150 cc désse meio préviamen-
te liquefeito em autoclave, em caixas de Petri de 20 cm de did-
metro. Depois do resfriamento e consequente: solidificacdo do
meio de cultura, as caixas foram inoculadas como no método

de Winogradsky, e incubadas a seguir.

2.2.2.3 — Método de Swaby (7). Porgoes de 10 cc do meio
de Curie préviamente derretido foram vertidas em caixas de
Petri de 10 cm de diametro, que foram deixadas em repouso
até solidificagdo do meio de cultura. Preparou-se uma suspen-
sdo de 1gr de solo em 10 cc de agua esterilizada, agitando-se

durante 10 minutos. Inoculou-se cada caixa com 1 cc da suspen-

sdo de solo, e em seguida verteu-se mais 2 cc do meio de cultu-
i turar o meio de

ra liquefeito, agitando-se as calxas para mis
; cultura com a suspensao. Dessa forma as particulas de solo fica-
‘ vam distribuidas numa pelicula de agar muito fina, sbbre o
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meio de cultura. As caixas foram a seguir incubadas, e exami-
nadas dois dias ap0s.

2:2.2.4 — Método de Jensen, segundo o descrito por McKni-
ght (5). O meio de cultura empregado neste méiodo tinha a
composicido seguinte :

Dextrina 10 gr
K2HPO4 0,5 gr
MgSO04.7H20 0,2 gr
FeCl3 0,05 gr
Na2MoO4 0,025 gr
CaCO3 5gr
Agar 20 gr
Agua destilada 1000 cc

Colocou-se uma camada désse meio em caixas de Petri de
10 cm de didmetro, deixando-se esfriar, e pipetou-se s6bre ela
0,4 cc de uma suspensdo de 1gr de solo em 10cc de agua este-
rilizada, espalhando-se a suspensdo por sobre téda a superficie
do meio de cultura, com o auxilio de uma agulha de platina em
alca, e deixando-se as caixas expostas ao ar até evaporacio do
excesso de dgua. Em seguida procedeu-se & incubacdo das mes-
mas.

3 — RESULTADOS

Os resultados obtidos com 6 solos que continham = Azoto-
bacter estdo apresentados na tabela I. 10 outros solos deram re-
sultado negativo quanto a presenga dessa bactéria, e por isso
nao constam da tabela.

A silica-gel de Winogradsky mostrou ser bastante adequa-
da para o crescimento de Azotobacter, cujas colénias desenvol-
viam-se rapidamente, atingindo didmetro variavel de 2 a 5 mms
ap6s 72 horas de incuba¢do. O meio mostrou ser bastante sele-
tivo, impedindo quase por completo o desenvolvimento de ou-
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tros microorganismos que nio o A
tol-agar de Curie também deu resu
nias desenvolviam-se téo bem quant
croorganismos, apezar de se desenvo
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zotobacter. O meio de mani-
ltados satisfatérios. As col6-
o na silica-gel. Outros mi-
lverem pouco melhor que
no caso anterior, formavam ainda colénias pequenas € comple-
tamente distintas das colonias de Azotobacter, nao interferindo
com o exame e a contagem dessas ultimas.

TABELA I — Distribuigéo de Azotobacter chroococcum em SO-
los, de acordo com 0S métodos empregados (*)

METODO USADO

Amostra de
alo Curlet Woogadskyt  lensen2  Swaby2 %”Jﬁﬁ‘l’{:ﬂ; Beilerineka
1 495 528 305 640 4 +
2 309 316 784 920 + o+
3 301 293 273 760 -+ —
4 135 107 99 150 + ——
5 72 123 123 70. + —
6 15 15 14 30 e —
(*) — meédia de 4 repetigoes
1 — namero de colonias por grama de solo
9 _ namero de células por grama de solo
3 — (4) = frascos com crescimento de A. chroococcum,

(—) = frascos sem crescimento da bactéria.

Os resultados obtidos com o ‘uso dos dois métodos sao mui-
to semelhantes, parecendo nao haver diferencgas devidas ao em-
prégo de um ou de outro método.

6nias de Azotobacter

Ambos os métodos ddo o ntmero de col
do meio de cultura

por grama de solo, de vez que a inoculacéo
& feita com o solo distribuido de tal man
s umas das outras. Nestas condigoes, as colo-
o meio de cultura sdo prove-
lgumas particulas do solo em

las fiquem isolada
nias que aparecem na superficie d
nientes de colénias existentes em a

eira que suas particu--
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exame, que ndo sofreram desagregagdo com o tratamento da
amostra, e se desenvolveram por terem encontrado condicdes
favoraveis.

Os métodos de Swaby e de Jensen procuram distribuir as
bactérias sobre a superficie do meio de cultura. Fogem da téc-
nica usual de se misturar o inéculo com o meio de cultura, por-
quanto as células de Azotobacter nao se desenvolveriam no in-
terior do agar por falta de oxigénio.

Em 5 dos 6 casos positivos, o método de Jensen acusou um
numero sensivelmente inferior de células de Azotobacter por
grama de solo, do que o método de Swaby. Esses resultados po-
dem ser devididos ao uso de dextrina como fonte de energia, no
meio de cultura de Jensen. De fato, Gonick e Reuszer (4), estu-
dando o efeito de varios compostos organicos sébre a multipli-
cacdo de Azotobacter, obtiveram, com dextrina, uma populacgio
apreciavelmente menor que a obtida com manitol.

Os resultados da tabela I, referentes ao ntiimero de colonias
e de células de Azotobacter por grama de solo, concordam com
os apresentados por Swaby (7), e indicam que as colénias dessa
bactéria no solo sdo formadas de nimero relativamente peque-
no de células. :

Dos dois métodos qualitativos usados, o método das placas
de solo apresentou melhores resultados que o da solucdo de
Beijerinck. Os resultados obtidos com o primeiroc concordam
os obtidos com agar e silica-gel. Em alguns solos, as colénias de
A. chroococcum desenvolviam-se bastante bem sébre a super-
ficie do solo moldado em caixas de Petri, apresentando-se es-
pessas e brilhantes, ao passo que em outros formavam colénias
muito finas, quase opacas, com diAmetro pequeno, mesmo na-
quelas caixas com pequeno ntimero de colénias. O método pode
fornecer, atravez da concentragio das colénias sébre a superfi-
cie das placas de solo, indicagdes acérca da populacdo de Azo-
tobacter no solo em exame.
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i A solucio de Beijerinck acusou presenca da bactéria em a-
penas dois dos solos examinados, discordando completamente
dos resultados apresentados pelos outros métodos. Nos dois ca-
sos positivos, somente o exame microscopico da solugao acusou
a presenca de células de Azotobacter. Em todos os frascos hou-
ve desenvolvimento de bacterias anaerobicas — Clostridium
spp. — com desprendimento de maior ou menor quantidade de
gazes. Os resultados pouco satisfatérios obtidos com o uso da
solugéo de Beijerinck podem encontrar explicacdo na concorren-
cia feita por bactérias anaerobicas, de desenvolvimento mais
répido, no consuro das substancias usadas como fonte de -
bono (10). B’ também possivel que um crescimento vigoroso de
A. croococcum em meio liquido 6 se manifeste quando o nime-
ro de células no inéculo for relativamente grande (3).

4 — RESUMO E CONCLUSOES

Seis métodos qualitativos e quantitativos foram usados si-
multaneamente para a determinacdo da ocorréncia de Azoto-
bacter em 16 amostras de solo. Foram usadas a solucdo de Bei-
jerick e as placas de solo de Winogradsky como métodos quali-
tativos; a silica-gel de Winogradsky e ¢ método de Curie para
a contagem de coldnias daquela bactéria, e o método de Swaby
e 0 meio de dextrina-agar de Jensen para a determinacéo do nu-
mero de células daquela fixadora de nitrogénio. 6 das amostras
de solo deram resultado positivo quanto a presenca da bactéria.

A vista dos resultados obtidos, pode-se concluir-se que :

41 — O método das placas de solo é mais eficiente que o
das solucdes nutritivas, para a determinacdo qualitativa de A.

chroococcum.
4.9 — Os dois métodos de contagem de colonias apresentam

resultados semelhantes. A silica-gel pode ser substituida pelo
agar, como substrato para o crescimento de A. chroococcum.

43 — O método de Swaby, com meio de manitol-agar, da
melhores resultados que o de Jensen, com dextrina-agar, na
contagem de células dessa bactéria em solos.
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5 — SUMMARY AND CONCLUSIONS

Six qualitative and quantitative methods were used for
determining the occurrence of Azotobacter in 16 soil samples.
The Beijerinck’s solution and Winogradsky’s soil plaques were
used as qualitative methods, the Winogradsky’s silica-gel pla-
tes and Curie’s agar plates for colonies counts and Swaby’s ma-
nitol agar and Jensen’s dextrine-agar for cells' counts. Azoto-
bacter was present in 6 soil samples.

The following conclusions can be drawn :

5.1 — The soil plaqﬁe method is more efficient than the
Beijerinck’s solution for qualitative analysis of Azotobacter in
soils:

5.2 — Both methods for colonies counts are siimilar. Agar
may replace silica-gel as substratum: for Azotobacter.

5.3 — The Swaby’s manitol agar medium gives better re-
sults-than does'Jensen’s dextrin-agar for counting Azotobacter
cells. :
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