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RESUMO: Este trabalho analisou o efeito da temperatura e periodo de incubagao e da dilui¢cdo do in6culo, em
dois meios de cultura, sobre a quantificacéo de bactérias totais e esporuladas. O crescimento quantitativo e
qualitativo de bactérias totais e esporuladas depende tanto do meio de cultura, temperatura, diluigo e tempo
utilizados como da interacdo desses fatores. O meio de TSA apresentou maior contagem que 0 meio de
Thorton de unidades formadoras de col6nias (UFC) de bactérias totais mas néo de Bacillus spp. As col6nias
crescidas no meio de TSA apresentaram maior tamanho e forma mais nitida. O cultivo a temperatura de 30°C
propiciou maior nimero de UFC que a 25°C, sobretudo nos primeiros dias de incubagdo. O crescimento
bacteriano correspondeu a uma equagéo de 3° grau. Dependendo do meio de cultura, da temperatura de
incubacdo e da dilui¢ao, os periodos de méaximo crescimento foram de 4,9 a 6,9 dias para as bactérias totais
e de 4,4 a 7,2 dias para Bacillus spp. Embora tenham sido utilizadas diluigdes decimais dos in6culos, as
propor¢8es entre as contagens variaram de 6,3 a 10,0 vezes para as bactérias totais e de 2,0 a 7,0 para as
esporuladas.
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QUANTIFICATION OF TOTAL AND SPORULATING BACTERIA IN SOILS

ABSTRACT: This work studied the effect of the temperature and incubation time and of the inoculum dilution, in
two culture media, on the quantification of total and sporulating bacteria. The quantitative and qualitative growth
of total and sporulating bacteria depended on the growth medium, temperature, dilution and incubation time, as
well as on the interaction of these factors. Tryptic Soil Agar medium presented a greater number of colony
forming units (CFU) for total bacteria. However, for Bacillus spp. there were higher counts on Thorton medium.
Colonies grown on Tryptic Soy Agar medium were of larger size and had a more clearly defined shape. An
incubation temperature of 30°C yielded more CFU than incubation at 25°C, especially during the first days of
incubation. Bacterial growth was fit to a mathematical model and corresponded to a third degree equation.
Depending on the growth culture medium, incubation temperature and dilution, periods of maximum growth
were between 4.9 and 6.9 days for total bacteria and between 4.4 and 7.2 days for Bacillus spp. Although
decimal inoculum dilutions were used, proportions between counts based on different conditions ranged from
6.3 to 10.0 times for total bacteria and from 2.0 to 7.0 times for sporulating bacteria.
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INTRODUCAO

Dos diversos métodos empregados para se avaliar
0 ndmero de bactérias do solo, 0 mais utilizado baseia-se
na contagem de coldnias em placas de Petri, no qual se
verifica uma significativa variacéo das condicdes utilizadas,
basicamente o meio de cultura, a diluicdo do inéculo, a
temperatura e o tempo de incubacgdo. Assim, enquanto
Richaume et al. (1993) determinaram o nimero de
unidades formadoras de colénias (UFC) de bactérias de
solo em placas de Petri, mantendo-as incubadas por 4 dias
a temperatura de 25°C, Acea & Carballas (1990)
empregaram a temperatura de 28°C e o periodo de
incubacdo de 7 a 10 dias. Suwa & Hattori (1984) utilizaram
temperaturas intermediarias, isto é, de 26,5°C por 14 dias
de incubac&o ou de 27°C por um periodo de uma semana.
Para a determinacdo do numero de Bacillus spp. esses

autores incubaram as culturas por duas semanas na
mesma temperatura. Ainda, temperaturas de 27 - 28°C e
diferentes periodos de crescimento foram citados na
literatura (Ishikuri & Hattori, 1987; Balkwill & Casida
Junior, 1979; Schortemeyer et al., 1996) Temperaturas
mais elevadas, de 30°C, foram utilizadas por Aoki et al.
(1995) e Watanabe & Hayano (1995), por um periodo de
uma semana, para a contagem e isolamento de
Bacillus spp..

Temperaturas inferiores as citadas, isto é de 22-
25°C foram utilizadas por Harris et al., 1995. Lynch &
Panting (1980), para avaliar o nimero de bactérias que
se desenvolveram em meio de cultura agar-extrato de
malte, incubaram as placas de cultivo por 6 dias a
temperatura de 25°C. Uma temperatura de incubacéo
ainda mais baixa, de 20°C, foi utilizada por Olsson et al.
(1996), porém com um periodo de incubacao de 14 dias.
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Diferentes meios de cultura tém sido utilizados,
onde a composicdo varia de salina, como 0s meios de
Thorton e de Winogradsky, a complexa, como o meio de
TSA (TABELA 1).

Pelo que se observa, as diferentes condi¢cbes de
cultivo empregadas para quantificar o nimero de bactérias
do solo devem-se ao fato de haver uma diversidade
microbiana, sendo praticamente impossivel permitir que
todos 0s microrganismos crescam em uma Unica situacao
de cultivo (Kennedy & Gewin, 1997). E, diferentes
condicBes de crescimento permitem diferentes respostas
de contagem. Contudo, poucos trabalhos tém levado em
consideracao as associacdes das condicdes de cultivo que
influem no crescimento microbiano. Portanto, este trabalho
analisou o efeito da temperatura e periodo de incubacéo
e da diluicdo do in6culo, associados a dois meios de
cultura, sobre a quantificacdo de bactérias totais e
esporuladas.

MATERIAL E METODOS

Solo: foi utilizada uma amostra de um Latossolo
Vermelho-Escuro argiloso (composicdo: P resina, 112
mg dm®; matéria organica, 26 mg dm?; K, 6,1 mmol_
dm?; Ca, 35 mmol_dm®; Mg, 12 mmol_dm?; H + Al, 34
mmol_ dm®; pH (CaCl,), 5,4) que havia sido cultivado com
sorgo granifero e que encontrava-se sem a presenca de
cultura agricola no momento da amostragem. Foram
coletadas 20 subamostras que foram reunidas em uma
amostra composta, sendo entdo homogeneizada e
estendida em uma bandeja para que se efetuasse a
retirada de materiais estranhos, tais como pedagos de
raizes e folhas, gravetos e outros. A amostra foi seca em
estufa a 45°C por 5 dias e guardada em saco plastico até
0 momento de seu uso. Posteriormente, foi peneirada em
peneira de malha de 2mm (Olsen & Bakken, 1987),
reumedecida em aproximadamente 3/4 da capacidade de

campo (Kasahara & Hattori, 1991) e incubada a
temperatura de 30°C por 7 dias para equilibrar a populacéo
bacteriana. A umidade do solo foi medida gravimétri-
camente (p/p) (Vieira, 1995).

Contagem de microrganismos: Foram
adicionados 10,0 g de solo a um Erlenmeyer contendo 95
mL de uma solucéo de pirofosfato de sédio 0,1% (p/v).
Apés agitacdo por 30 minutos, em uma mesa agitadora,
foram feitas diluicdes decimais em série, de 10" a 10™.
Em seguida, aliquotas de 0,1 mL de cada diluicédo
foram transferidas pelo método “pour plate” em placas de
Petri contendo meio de cultura. As placas foram
acondicionadas em saco plastico com o objetivo de evitar
0 ressecamento do meio de cultura (Olsen & Bakken,
1987; Sorheim et al., 1989) e incubadas em duas
estufas BOD, com temperaturas a 30°C e a 25°C, em
auséncia de luz. A temperatura de cada estufa de
incubacao foi verificada diariamente, utilizando-se, além do
termOdmetro de cada estufa, um termémetro de méxima e
minima. As contagens foram feitas a cada 24 horas em
um contador de col6nias com 6x de aumento, até ndo se
constatar nenhum aumento do nimero de col6nias.
Foram consideradas apenas as contagens gque variaram
de 30 a 300 colbnias (Clark , 1965; Schortemeyer et al.,
1996).

Meios de cultura (Clark, 1965): Para as
contagens das bactérias foram selecionados dois meios
de cultura entre os citados na literatura, sendo um meio
de composi¢do complexa e um outro meio de composi¢ao
salina, respectivamente os meios Tryptic Soy Agar (TSA
Oxoid) e de Thorton (Sorheim et al., 1989). Para contagem
de bactérias esporuladas (Bacillus spp.), submeteu-se o
inéculo a um choque térmico, a temperatura de 80°C por
10 minutos, resfriando-o em seguida (Rothfuss et al.,
1997).

TABELA 1 - Meios de cultura, temperatura e periodos de incubacao utilizados para contagem de bactérias totais.

Temperaturas de

Periodo de incubacéo

Meios de cultura incubacio (dias) Referéncia

Plate count agar* 20°C 5 Andersen & Hirichsen, (1995)
Nutriente agar+ agar solo 15a 20°C 14 Devliegher & Verstraete, (1995)
Thorton 28°C 7 Cattelan & Vidor, (1990)
Extrato de solo agar 22 a 25°C 5 Harris et al., (1995)

Ovo albumina agar 25°C 14 Kanazawa et al., (1986)
Nutriente agar 27°C Até 7 Kozdroj, (1995)

TSA 28°C 6 Lawley et al., (1983)

Bunt & Rovira 30°C 2 Nahas et al., (1994)
Caseinato-agar 15°C 7al4 Linhares & Drozdowicz, (1974)
TSA 25°C 10 De Leijetal., (1993)
Winogradsky's 22°C 2 Sorheim et al., (1989)

Plate count agar* 21°C 30 Olsen & Bakken, (1987)

*Meios prontos
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Delineamento Experimental:  Foi utilizado um
delineamento inteiramente casualizado, em fatorial, com trés
repeticBes (provenientes da amostra composta), constituido
de trés fatores (meio de cultura, diluigdo e temperatura de
incubacdo), com o objetivo de comparar estimativas de
variancias dentro de cada periodo de incubacéo e, a
analise de regressédo polinomial para estudar o comporta-
mento de cada condi¢é@o de estudo no decorrer do periodo
de incubac&o. Os resultados apresentados correspondem
a média do nimero de coldnias observado em cada dia
de avaliagdo, tendo-se cinco placas de Petri para cada
diluicdo utilizada. As contagens nas placas foram
convertidas em UFC g™ solo seco e a seguir transfor-
madas, antes da analise estatistica, emy =log (x + 1) em
gue x corresponde ao numero de UFC (Harris et al., 1995;
Schortemeyer et al., 1996). Essa converséo é utilizada
guando se pretende verificar a proporcionalidade entre as
médias e desvios padrdes dos diversos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de microrganismos do solo em placas
de Petri mostra apenas uma parte da comunidade real
existente neste ambiente. Devido ao fato de haver uma
diversidade muito grande de microrganismos no solo,
diferentes procedimentos podem ser utilizados para

otimizar o crescimento microbiano e revelar nimero maior
de espécies. Porém, quando se trabalha com um nimero
grande de amostras e os resultados sdo exigidos em curto
espaco de tempo, a técnica de diluicdo em placa de Petri
torna-se um instrumento de grande utilidade. Portanto, as
condic@es de cultivo, como por exemplo, 0 meio de cultura,
a temperatura e o periodo de incubacdo devem ser
escolhidas com cuidado (Sorheim et al., 1989). Além do
mais, neste trabalho, ficou demonstrado que os fatores
estudados isoladamente ou associados influenciaram o
crescimento de bactérias totais e Bacillus spp..

Analisando-se o efeito do meio de cultura, verifica-
se que os resultados das contagens diarias de bactérias
totais variaram de 10 a 251,19 x 10’ UFC g™ solo seco no
meio de TSA e de 3,16 a 199,53 x 10" no de Thorton
(TABELA 2). As contagens no meio de TSA foram superio-
res 1,3 a 1,6 vez as obtidas no meio de Thorton, quando
se incubou as placas a temperatura de 30°C e de 1,3 a
3,2 vezes a 25°C. Maiores relagdes foram obtidas no inicio
do periodo de incubacéo das placas, posteriormente as
mesmas foram decrescendo. Além do meio complexo
(TSA) permitir maior crescimento, as col6nias foram
maiores e mais nitidas.

A temperatura de incubacéo de 30°C também per-
mitiu crescimento 1,3 a 1,6 vez maior das bactérias totais
guando se comparou com a temperatura de 25°C, em

TABELA 2 - Numero de bactérias totais observadas nos diferentes tempos de contagens.

Tempo de contagem (dias)

Meio de
Cutura piicso  Temp. 1 2 3 4 5 6 7a10
UFC x 107 g-'solo seco®
10° 30°C 15,80 31,60 39,80 39,80 39,82 39,82 39,82
TSA 10% 30°C 100,00 199,00 251,00 251,00 251,18 251,19 251,19
10° 25°C 10,00 25,00 31,60 39,80 39,81 39,81 39,81
10 25°C 63,10 125,80 158,50 199,50 199,50 199,50 199,50
10% 30°C 10,83 19,90 25,10 31,62 31,62 31,63 31,63
Thorton 10 30°C 79,40 158,40 199,50 199,50 199,52 199,53 199,53
10° 25°C 3,16 12,50 19,90 25,10 25,10 25,10 2510
10¢ 25°C 31,60 79,40 125,00 125,88 125,90 125,92 125,92
Causa da variacao Teste F
Meio de Cultura (A) 56,06** 45,69** 68,06** 31,03** 31,03* 31,03* 31,03*
Temperatura B) 28,06** 45,84*  39,75** 61,40** 61,40* 61,40** 61,40**
Diluicdo (©) 397,6** 807,9** 2059,8*  2123,1* 2123** 2123** 212 3**
AXxB 8,74* 3,98ns 3,48ns 457* 457* 457* 457*
AXxC 1,23ns 1,32ns 2,52ns 8,4 3* 8,43* 8,4 3* 8,4 3*
BxC 3,24ns 0,62ns 7,53* 1,34ns 1,34ns 1,34ns 1,34ns
AxBxC 0,28ns 0,15ns 0,15ns 0,24ns 0,24ns 0,24ns 0,24ns
Coeficiente de variacéo (%) 1,29 0,80 0,47 0,45 0,45 0,45 0,45

@ N° de microrganismos observados no dia anterior + n°® de microrganismos observados no respectivo dia.

** = (p<0,01); * = (p<0,05); ns = néo significativo
Teste F - calculado com base no log do n° de UFC g de solo seco
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todas as condi¢fes, exceto no meio de Thorton, na diluicdo
10°. Nesta situacgo, até o 3° dia de incubag&o maiores
contagens foram obtidas quando se empregou a
temperatura de 25°C. A partir do 4° dia, ndo se notou
diferenca nas contagens.

Como era de se esperar, maior nimero de bacté-
rias foi constatado nos inéculos mais diluidos das amostras
de solo, contudo, ndo se constatou proporcionalidade nas
contagens. Embora se tenha utilizado diluices decimais,
as relacBes entre as respectivas contagens variaram de
5,0 a 10,0 vezes, sendo que maiores relacdes foram
obtidas no meio salino de Thorton, no inicio do periodo
de incubacdo. A TABELA 3 evidencia também que as
contagens para cada meio de cultura foram dependentes
da temperatura de incubagéo e da diluigdo (p<0,05).

O efeito do tempo de incubacéo no crescimento
das coldnias pode ser apreciado pelos dados apresentados
na TABELA 3. As primeiras coldnias foram evidenciadas
nas placas de Petri jA no 1° dia de incubacéo e o
aparecimento de novas col6nias foi verificado apenas até
0 6° dia de incubagéo, para todas as condi¢des de cultivo.
O resultado desse crescimento obedeceu a uma equacéo
de 3° grau e mostrou que as maiores contagens foram
obtidas entre 4,9 e 6,3 dias no meio de TSA e entre 49 e
6,9 dias no meio de Thorton.

Na TABELA 4 estd@o reunidos os dados de
crescimento de Bacillus spp. isolados de solo em fungdo
das condicBes estudadas neste trabalho. Como se
observa, as contagens variaram de 3,16 a 43,95 x 10°
UFC g* solo seco no meio de TSA e de 1,26 a 50,13 x

TABELA 3 - Periodos de maximo crescimento das bactérias totais.

Meio de cultura Temperatura Diluigdo Equacédo de regressédo R?  Tempo (dias) UFC*
30°C 10° y=-0,17+21,11x-3,39%x2+0,17x° 0,99 4,94 41,88
TSA 30°C 10%  y=-0,97+133,11x21,36x%+1,06x° 0,99 4,94 263,12
25°C 10° y=-1,79+17,33x-2,30x>+0,10x° 0,99 6,34 41,12
25°C 10% y=-4,61+86,39x-11,65x2+0,51x° 0,99 6,24 204,76
30°C 10°® y=-0,73+13,68x-1,84x?+0,08x%* 0,99 6,24 32,43
Thorton 30°C 10%  y=-0,76+105,80x16,98x2+0,85x° 0,99 4,94 209,99
25°C 10° y=-2,37+10,28x-1,20x3+0,04x3 0,97 6,92 2456
25°C 10%  y=-7,68+62,47x-9,16x>+0,42x3 0,97 557 128,67
* UFC g solo seco x 107
TABELA 4 - Namero de Bacillus spp observados nos diferentes tempos de contagens.
. — Tempo de contagem (dias)
Meio de Cultura DiluicAo Temp.
1 2 3 4 5 6 7a 10
UFC x 106 g* solo seco®
104 30°C 501 7,94 10,00 10,00 10,03 10,03 10,00
TSA 10% 30°C 10,00 31,60 39,80 39,80 40,10 40,10 40,10
104 25°C 3,16 6,31 6,70 7,17 717 717 717
10°% 25°C 19,90 36,36 4231 43,93 43,93 43,93 43,93
104 30°C 1,26 6,31 6,31 6,31 7,94 7,94 7,94
Thoron 10° 30°C 10,00 31,60 39,80 50,10 50,13 50,13 50,13
104 25°C 1,99 5,01 6,31 6,80 7,20 7,20 7,20
10°% 25°C 10,00 31,60 39,80 50,10 50,10 50,10 50,10
Causa da variagdo Teste F
Meio de Cultura (A) 47,02ns 10,76** 8,26* 2,59ns 2,59ns 2,59ns 2,59ns
Temperatura (B) 1,06ns 1,66ns 8,21* 2,40ns 2,40ns 2,40ns 2,40ns
Diluicao (C) 209,5** 1072** 2252** 2211** 2211** 2211** 2211**
AXxB 0,38ns 0,02ns 0,29ns 2,47ns 2,47ns 2,47ns 2,47ns
AxC 8,35* 0,84ns 10,61** 12,13** 12,13**  12,13** 12,13**
BxC 1,84ns 8,62** 11,94** 9,4** 9,4** 9,4** 9,4**
AxBxC 11,22* 2,56ns 7,68*% 5,99* 5,99* 5,99* 5,99*
Coeficiente de variagao (%) 167 0,73 0,53 0,54 0,54 0,54 0,54

@ N° de microrganismos observados no dia anterior + n® de microrganismos observados no respectivo dia.

** = (p<0,01); * = (p<0,05); ns = n&o significativo
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10°no de Thorton, que correspondem, em média, a 2,5%
do total de bactérias totais observadas para este solo
(dados ndo incluidos). No primeiro dia de incubacao, foram
observadas, dependendo da diluicdo utilizada, contagens
de 1,0 a 4,0 vezes maiores no meio de TSA do que no de
Thorton. Da mesma forma, no 1° dia, as relagdes entre
as contagens a temperatura de 30°C e 25°C variaram de
0,5 a 1,6, mostrando que em determinadas condicbes
menor nimero de Bacillus spp. foram encontrados a 30°C
gue a 25°C. A partir do 2° dia de incubacdo, ndo se
constatou influéncia nem do meio de cultura e nem da
temperatura de incubacao (P<0,01) (TABELA 4).

Da mesma forma que as bactérias totais,
observou-se efeito da diluicdo sobre as contagens,
variando de 2,0 a 7,9 vezes a relacdo entre o indculo mais
diluido e 0 mais concentrado, sendo que no meio de TSA,
a temperatura de 30°C foi encontrada menor relacéo, isto
é, 2,0 a 4,0 vezes (TABELA 4).

Todas as interacBes dos fatores estudados foram
estatisticamente significativas, exceto entre meio de cultura
e temperatura. Esses resultados mostraram a influéncia
do meio de cultura, da temperatura e da diluicdo sobre o
ndmero de Bacillus spp. crescidos em placa de Petri
(P<0,01) (TABELA 4).

A semelhanca das bactérias totais, os Bacillus
spp. apresentaram curvas de crescimento ajustadas nas
equacOes de 3° grau (TABELA 5). As primeiras col6nias
formadas em placas de Petri foram observadas com um
dia de incubacdo contudo o aparecimento de novas
col6nias foi verificado apenas até o 5° dia de incubacéo
para todas as condicdes de cultivo. Os periodos em que
0 maximo crescimento foi verificado variaram de 4,8 a 7,2
dias, sendo que o meio de Thorton apresentou maior
velocidade de crescimento que o de TSA.

O meio de TSA proporcionou maior namero de
col6nias de bactérias totais quando comparado ao meio
de Thorton, embora em muitos casos esta diferenca tenha
sido minima. Contudo, a relacé@o de crescimento nos dois
meios de cultura foi maior no inicio do periodo de
incubacdo e dai foi decrescendo até o Ultimo dia de
contagem. A razéo para essa diminuicao do crescimento

pela inibicdo pelo maior nimero de colénias favorecidas
pelo meio de cultura complexo como pelo crescimento das
colénias em meio salino. As colénias que cresceram no
meio de TSA mostraram maior tamanho que as que
cresceram no meio de Thorton, o que possibilitaria assim
a melhor caracterizacdo morfolégica, bem como o
isolamento das col6nias. Martin (1975) ndo encontrou
diferenca significativa entre o crescimento nos meios de
TSA e YPS (extrato de levedura, peptona e sais), embora
este meio tenha apresentado maior nimero de col6nias
e, Richaume et al. (1993) também ndo encontraram
diferenca entre os meios de cultura TSA, nutriente agar e
agar extrato de solo.

De forma geral, 0 nimero de col6nias observado
no cultivo a temperatura de incubacdo de 30°C foi superior
ao obtido a 25°C nos meios de cultura empregados.
Propriedade comum as reacdes quimicas, o crescimento
microbiano possui 0 comportamento de ativacdo pelo
aumento da temperatura, como relatado por Scriban
(1988), pois todas os processos de crescimento sdo
dependentes de reagfes quimicas que sao afetadas pela
temperatura (Pelczar Junior, 1996). Desta forma, era de
se esperar que a maior temperatura de incubacéo apresen-
tasse maior nimero de colbnias que a menor temperatura
empregada, com nenhuma ou pequenas diferencas
estatisticas entre elas. Além do mais, cabe ressaltar que
0s grupos de microrganismos foram isolados de solos cuja
temperatura média anual foi da ordem de 28°C.

Dentro do critério estabelecido de considerar as
contagens que apresentassem entre 30 e 300 colbnias por
placa, das diferentes diluicGes ensaiadas, pelo menos duas
proporcionaram namero de coldnias entre estes limites,
devido a ndo observacédo de proporcdes de dez vezes
entre as diluicdes. E evidente, entretanto, que as maiores
contagens de UFC foram obtidas nos inéculos mais
diluidos, sendo os recomendados para quantificar o
ndmero de microrganismos em uma amostra de solo. No
entanto, se a intencéo for de estudar a variabilidade de
bactérias em uma determinada amostra, diluicdes mais
concentradas que proporcionem um maior nimero de
colébnias por placa seriam possivelmente as

decorreu possivelmente das limitagcdes encontradas tanto  recomendadas.
TABELA 5 - Periodos de maximo crescimento de Bacillus spp.
Meio de cultura Temperatura Dilui¢do Equacéo de regressao R? Tempo (dias) UFC*
30°C 104 y=0,31+5,26x-0,86x%+0,04x3 0,99 4,8 10,17
TSA 30°C 10°% y=-2,11+21,34x-3,33x?+0,16x® 0,96 5,1 41,33
25°C 10% y=-0,28+2,75x-0,36x2+0,02x° 0,99 6,3 7,76
25°C 10°% y= 1,69+22,82x-3,97x2+0,21x3 0,95 4,4 43,13
30°C 10*  y=- 0,37+3,69x-0,61x2+0,03x3 0,90 4,8 6,61
Thorton 30°C 10°% y=-1,90+19,34x-2,34x?>+0,09x° 0,98 7,2 49,63
25°C 10* y=-0,16+3,05x-0,38x?+0,02x> 0,98 7,2 9,57
25°C 10°% y=-3,12+21,93x-2,87x>+0,12x° 0,98 6,4 51,13

(*)UFC g'solo seco x 108
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Mesmo com relacBes baixas entre as diluicdes
das amostras de solo, na maioria dos casos foram
observadas diferencas estatisticas significativas (P<0,01)
entre as contagens. Contudo, em momento algum
houve proporcionalidade entre as diluicdes, como
teoricamente deveria ocorrer. Porém, estas diferencas
eram esperadas, uma vez que Egdell et al. (1960) também
nédo encontraram rela¢des proporcionais entre diluicbes
10° e 10°, que foram de 1,5 a 2 vezes. Assim, estes
autores citam que particulas de solo, agregados de células
e diferencas de microlitros na diluicdo poderiam compor
uma hip6tese provavel para a ndo observacdo de
proporcionalidade entre as diluicdes. E possivel
considerar tambhém que a dispersédo de particulas de solo
e de microrganismos proporcionada no inéculo mais
diluido seja o efeito mais plausivel para as maiores
contagens.

Dependendo do meio de cultura utilizado, da
temperatura de incubacéo e da diluicdo do in6culo, pelo
menos um periodo de 4 a 7 dias deve ser adotado, que
foi proximo ao empregado por Higashida & Takao (1986),
isto é, 7 dias de incubacdo a temperatura de 30°C. O
comportamento observado para o crescimento das
bactéria totais e Bacillus spp. foi semelhante ao obtido
por Hashimoto & Hattori (1989). Embora se tenha
evidenciado pequenas diferencas entre as contagens
diarias, ndo significativas estatisticamente, ha que se
levar em consideracdo que as variacdes podem
ser bastante expressivas. Por exemplo, na diluicdo 10° a
30°C e empregando-se 0 meio de TSA, obteve-se 251,00
x 10" UFC g™ de solo no 4° dia de incubacéo e 251,18 x
107 no 5° dia, portanto, 0,18 a mais que representam
1.800.000 novas bactérias crescidas no periodo de
24 horas .

CONCLUSOES

* A maxima contagem de bactérias de solo
depende do meio de cultura e do tempo e temperatura de
incubacéo das culturas.

» O maior nimero de UFC de bactérias totais foi
obtido no meio de TSA, a temperatura de 30°C e apds 5 dias
de incubacéo, o de bactérias esporuladas foi no meio de
Thorton a temperatura de 25°C e ap6s 6,4 dias de incubacéo
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