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RESUMO

O bagago da cana, como outros residuos vegetais, como as serragens de espécies
madeireiras sdo pouco utilizados e podem gerar produtos biotecnolégicos de interesse
econdmico, caso sejam melhor aproveitados. A Amazonia € uma regido onde o refugo vegetal
€ elevado e muito pouco usado, sendo muitas vezes, jogado no meio ambiente. Considerando
a utilizacdo de matéria organica de origem vegetal e microrganismos presentes no solo com
potencial em metabolizar celulose, hemicelulose e lignina, a presente pesquisa visou selecionar
microrganismos do solo capazes de converter material vegetal em sélidos solUveis, como um
pré-produto para a produgdo de produtos biotecnoldgicos, como alcool, agucares entre outros.
Para isso, foram realizados experimentos de laboratério usando solos regionais e, bactérias e
fungos isolados desses solos para avaliar seus potenciais de converter bagago de cana
(Saccharum sp L.) moido e serragem de assacu (Hura crepitans L.) em solidos soluveis.
Testou-se também, o efeito da adicdo de doses elevadas de nitrogénio no meio e de
temperatura elevada no acumulo desses sélidos. Os resultados indicaram que houve
diferencas entre as microbiotas dos solos em produzirem sélidos sollveis usando esses dois
materiais vegetais como fontes de carbono. As microbiotas dos solos de urucu proporcionaram
maiores acumulos de solidos soluveis que as dos solos dos campus do INPA. Houve
diferencas significativas entre os fungos e entre as bactérias isolados desses solos quanto ao
acumulo de sdlidos sollveis. Aumentando a quantidade de nitrogénio no meio resultou em
maiores acUmulos de solidos solluveis. Houve maiores acumulos de sélidos sollveis a
temperatura de incubagdo de 39° C quando comparado com 26° C. Os fungos que
proporcionaram maiores acumulos de solidos sollveis foram os identificados como INPA 4FC,
INPA 5FA, INPA 7FC e INPA 8FA. As bactérias que proporcionaram maiores acumulos de
sélidos sollveis foram as identificadas como INPA 1BA, INPA 5BA e INPA 6BA.

Palavras chave: Metabolismo microbiano, Biotecnologia, Assacu, Cana-de-agucar,

bioconverséo vegetal.



ABSTRACT

The cane bagasse, as other vegetable residues, as the sawdust of woody species, are
not very used and they can generate biotechnical products of economic interest, in case they
are better used. Amazonia is an area where the vegetable refuse is high and very a little used,
being a lot of times, throwed away in the environment. Considering the use of organic matter of
vegetable origin and present microorganisms in the soil with potential to metabolize cellulose,
hemicellulose and lignin, the present research sought to select microorganisms of the soil able
to convert vegetable material in soluble solids, as a pré-product for the production of
biotechnical products, as alcohol, sugar among others. For that, laboratory experiments were
accomplished using regional soils and, bacteria and fungi isolated of those soils to evaluate its
potentials in converting cane bagasse (Saccharum sp L.) and assacu sawdust (Hura crepitans
L.) in soluble solids. It was also tested, the effect of the addition of high doses of nitrogen in the
medium and of high temperature in the accumulation of those solids. The results indicated that
there were differences among the microbiotas of the soils to produce soluble solids using those
two vegetables materials as carbon sources. The microbiotas of the urucu soils provided higher
accumulations of soluble solids that those of the INPAs soils. There were significant differences
among the fungi and among the bacteria isolated of those soils in relation to the accumulation of
soluble solids. Increasing the amount of nitrogen in the medium resulted in higher
accumulations of soluble solids. There were higher accumulations of soluble solids at the
temperature of incubation of 39° C when compared with 26° C. The fungi that provided higher
accumulations of soluble solids were those identified as INPA 4FC, INPA 5FA, INPA 7FC and
INPA 8FA. The bacteria that provided higher accumulations of soluble solids were the identified
as INPA 1BA, INPA 5BA and INPA 6BA.

Words key: Microbial metabolism, Biotechnology, Assacu, Sugar-cane, vegetable bioconvertion.
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11

INTRODUCAO

O Brasil ocupa desde a década de 70, um lugar de destaque tanto no
setor produtivo quanto no aproveitamento agricola dos residuos da cana-de-
acucar. O bagaco da cana, como outros residuos vegetais, como as serragens
de espécies madeireiras sao pouco utilizados e podem gerar produtos
biotecnolégicos de interesse econbmico, caso sejam melhor aproveitados. A
Amazénia € uma regido onde o refugo vegetal € elevado e muito pouco usado,

sendo muitas vezes, jogado no meio ambiente.

A maioria dos organismos componentes da microbiota dos solos
depende da matéria organica, seja folha morta, palha, madeira ou raizes que
incluem um sem numero de substancias, como amino Aacidos, acgucares,

enzimas, ou acidos orgéanicos, para desencadear o processo de decomposi¢ao.

Os microrganismos do solo podem ser classificados em grupos
funcionais de acordo com suas atuagbes nos processos biolégicos dos
ecossistemas. A matéria organica do solo é resultante, principalmente, da
deposicdo de residuos de origem animal e vegetal, que sofrem acéo
decompositora de microrganismos, por meio da producdo de enzimas
(BUCHER et al., 2004; ARO et al., 2004) e juntamente com o auxilio da macro
e mesofauna. O efeito da matéria organica sobre os microrganismos pode ser
avaliado a partir da biomassa e da atividade microbiana, parametros que
representam uma integracdo de efeitos sobre as condi¢Bes biologicas do solo

(BAYER; MIELNICZUK, 1999).

A composicdo da comunidade microbiana afeta a producéo de enzimas,
pelas quais conseguem se alimentar e reciclar nutrientes nos ambientes em

que vivem. Dessa forma, mudangas na composicdo microbiana podem
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influenciar na producéo enzimatica, uma vez que diferentes grupos microbianos
necessitam de distintas e baixas concentragbes de nutrientes para formar a
biomassa, ou ter enzimas que diferem na afinidade por nutrientes (ALLISON, et
al., 2007). Com base no seu potencial enzimatico, os microrganismos tem um
papel importante no balanco de nutrientes e equilibrio dos ecossistemas
terrestres, podendo exercer sua funcdo no metabolismo dos residuos vegetais.
Essa possivel utilizacdo é reforcada pelo fato de que a biomassa microbiana
desempenha um papel de destaque no cenario da sustentabilidade ambiental.
Ela é considerada a parte viva da matéria organica do solo, contendo, em
média de 2 a 5% de carbono orgéanico e de 1 a 5% do nitrogénio total do solo,
incluindo bactérias, actinomicetos, fungos, protozoarios, algas e microfaunas
(SMITH & PAUL, 1990).

Considerando a utilizagdo de matéria organica de origem vegetal e
microrganismos presentes no solo com potencial em metabolizar celulose,
hemicelulose e lignina, a presente pesquisa visa selecionar microrganismos do
solo capazes de converter material vegetal em sélidos solaveis, como um pré-
produto para a producdo de produtos biotecnologicos, como éalcool, agucares

entre outros.
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1 OBJETIVOS

1.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar microrganismos do solo capazes de converter material vegetal
em sdlidos sollveis como uma fonte inicial de carbono visando posterior

producéo de bioprodutos de valor econémico.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a capacidade da microbiota de alguns solos da Amazénia em
converterem a madeira de assacu (Hura crepitans) e do bagaco de

cana-de-agucar (Saccharum spp. L.) moidos em sélidos soluveis;

b) Avaliar alguns microrganismos isolados desses solos em produzirem
sélidos soluveis usando madeira de assacu e bagaco de cana-de-

acucar como fontes de carbono;

c) Avaliar o efeito da temperatura sobre a producdo de soélidos soluveis
desses microrganismos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS MICRORGANISMOS

O conceito de diversidade € um importante critério utilizado em estudos
ecologicos, principalmente no monitoramento das espécies do ambiente. A
biodiversidade em um ecossistema € definida a partir de dois componentes: o
namero total de espécies presentes e a distribuicdo dos individuos entre as
espécies (KENNEDY; SMITH, 1995). No caso da comunidade microbiana do
solo, estudos sobre a diversidade sdo complexos, devido as dificuldades na
identificacdo das espécies, bem como no isolamento de microrganismos do
meio ambiente, que sdo encontrados frequentemente ligados aos minerais
e/ou & matéria organica (PAUL; CLARK, 1989).

A elevada diversidade microbiana no solo esta diretamente relacionada
a resisténcia do sistema aos estresses e condi¢cdes extremas de temperatura
(ALVAREZ et al.,, 1995), metais pesados e sais. Praticas culturais e
desmatamentos de florestas e queimadas podem modificar a diversidade
microbiana dos solos. Os microrganismos séo reconhecidos por sua habilidade
em promover transformacdes bioquimicas dos nutrientes e por sua importancia
em prover os elementos nutritivos de interesse as plantas, destacando-se 0s
elementos N (nitrogénio), P (fosforo) e S (enxofre) (PAUL; CLARK, 1989).
Podem-se inferir essas transformacdes pela quantificagdo do numero de

microrganismos ou por sua atividade (NANNIPIERI et al., 1978).

O solo é habitado por uma enorme variedade de microrganismos
vegetais (microflora do solo) e animais (microfauna do solo) e ainda por
organismos animais que vao de dimensdes submicroscépicas a dimensdes
médias ou mesmo relativamente grandes (macrofauna). As atividades dos

diversos grupos de organismos do solo estéo interligados entre si e com as
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condi¢cbes do ambiente prevalescentes a cada momento, verificando-se que a
populacdo microbiana se ajusta rapidamente as variagcdes dessas condi¢des
ambientais e que séo estas que fundamentalmente determinam o sentido em
que a atividade dessas populacdes se desenvolve mais do que a espécie ou 0
namero de microrganismos presentes (PAUL; CLARK, 1989).

Os microrganismos sao responsaveis pelos processos de mineralizacéo,
representando eles préprios uma quantidade consideravel de nutrientes
potencialmente disponiveis para as plantas. Os nutrientes armazenados na
biomassa microbiana podem atingir valores equivalentes a 100 kg de
nitrogénio, 80 kg de fésforo, 70 kg de potassio e 11 kg de calcio por ha. Como
a biomassa dos microrganismos € reciclada cerca de 10 vezes mais
rapidamente que a fracdo organica morta do solo, tem-se que a quantidade de
nutrientes presentes nas células dos microrganismos € muito significativa
perante a ciclagem de nutrientes em todo o ecossistema. O fluxo de N e P via
biomassa microbiana, pode alcancar valores equivalentes a 40 e 10-20 kg ha-1
ano-1 respectivamente (HOLTZ & SA, 1995).

Em condi¢Oes ideais, a microbiota do solo permite que os nutrientes
sejam, gradualmente, liberados para a nutricdo das plantas, sem perdas por
lixiviacdo. A diminuicdo da microbiota do solo prejudica a fixagcdo temporaria
dos nutrientes, incrementando suas perdas e resultando no empobrecimento
do solo (HUNGRIA et al., 1997; CAMPOS et al., 2001).

Os microrganismos ocorrem na forma de células livres ou como
agrupamentos de células que somente podem ser observados mediante o uso
de um microscopio. As células microbianas sao distintas das células animais e
vegetais porque estas ultimas séo incapazes de sobreviver na natureza a nao

ser como partes de um organismo multicelular (ALVAREZ et al., 1995).

A acdo microbiana do solo depende, entre outros fatores, da
temperatura, do arejamento e das condi¢cdes de umidade do meio ambiente,
além das reacbes e do teor dos elementos nutritivos e da competicdo e

antagonismo que se estabelecem entre os préprios grupos de microrganismos.
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Dessa maneira, a intensidade de decomposicdo da matéria organica esta
diretamente relacionada a variacéo de temperatura. Entre 5° C e 30° C verifica-
se que, uma vez estabilizada a baixa taxa de decomposi¢cédo, as perdas em
matéria organica sdo pequenas e uma tendéncia no sentido de se tornarem
residuos ricos em nitrogénio é notada. No entanto, em temperaturas elevadas
(entre 45° C a 75° C), a intensidade de decomposicdo também diminui, assim
como em condic¢des reduzidas de arejamento, mesmo com umidade suficiente,
fazendo com que a atividade microbiana seja pequena, modificando,
principalmente, o sentido em que se processa a decomposi¢éo, especialmente
em relacdo aos produtos finais dessa atividade (FELSK; AKKERMANS, 1998).

As bactérias sdo o0 grupo mais importante de organismos do solo, no
qual, em condicdes favoraveis, atingem numeros extraordinariamente
elevados. Ha bactérias aerObias obrigatorias, anaerObias obrigatérias e
facultativas. As primeiras obtém o seu oxigénio do ar, e sO prosperam, portanto
em solos bem arejados. As segundas ndo necessitam de oxigénio, podendo
ser prejudicadas por este, sendo sua atividade muito inferior & das primeiras.
As chamadas facultativas constituem o grupo mais importante e atuam tanto
num caso como no outro. As bactérias desempenham papel importante na
decomposicdo de residuos organico e na formacdo do humus, incluindo
organismos fixadores de nitrogénio na forma amoniacal e nitrico. Dentre as
bactérias fixadoras de azoto (nitrogénio), uma delas (Rhizobium) vive em
simbiose com leguminosas, fixando nitrogénio em nodulos na suas raizes.
Outras ndo simbidticas obtém o azoto do ar e a energia da decomposicao de
residuos vegetais. E o caso das bactérias Azotobacter e da Baijerinckia
(aerdbias), e do Clostridium pasteurianum (anaerébio) (NANNIPIERI et al.,
1978).

Outro grupo que chama atencéo séo os fungos, atingindo, no solo, uma
massa total superior a das bactérias. Sdo provavelmente todos heterotroficos
e, em certas condi¢bes, podem ser 0s organismos do solo mais aptos para
decompor a lignina. Algumas espécies sdo predadores de protozoarios e de

nematédeos e sdo menos exigentes em calcio e mais tolerantes a acidez do
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que as bactérias. Certos fungos vivem em simbiose com as raizes de plantas
superiores e sédo conhecidas por micorrizas (FELSK; AKKERMANS, 1998).

2.2 COMPOSICAO DA MADEIRA

A madeira é constituida por celulose, hemiceluloses, lignina e extrativos.
A variacdo da composicdo e da organizacdo destes componentes na ultra-
estrutura da madeira justifica a diversidade das caracteristicas morfologicas e
mecanicas do material.

A madeira € a parte compacta ou fibrosa do tronco, dos ramos e das
raizes de arvores, arbustos e outras plantas, sendo constituida de tecidos
lignificados, que se desenvolveram sob a casca (SOARES, 1998). A madeira
caracteriza-se por seu alto teor de material ligninocelulésico e por seu baixo
teor de nitrogénio. Apesar desses fatores terem um efeito negativo tanto no
crescimento como na atividade de degradacdo dos microrganismos, existe um
grande numero destes que sdo capazes de decompor a madeira sob condi¢des

externas favoraveis.

A madeira € um composto polimérico cujas propriedades técnicas e
biolégicas sao principalmente determinadas pela composicdo quimica da
parede celular. A forte tensdo das fibras da madeira é determinada
principalmente pela celulose e hemicelulose, enquanto que a lignina

proporciona a adesdao entre as fibras (ARO et al., 2004).

A parede celular de uma célula vegetal € formada por camadas
individuais dispostas segundo um arranjo concéntrico. A estrutura tipica de
uma parede celular consiste de uma parede primaria e uma parede
secundaria, apresentando uma camada de ligacdo entre as células chamada
de lamela média. A lamela média é freqiientemente comparada com o cimento
que liga tijolos de uma estrutura. E altamente lignificada, apresentando
substancias pécticas, principalmente na fase inicial de formacdo. Sua
espessura, com excecao dos cantos da célula € de 0,2 — 1,0 um (LEPAGE,
1986; CASTRO E SILVA, 1996).
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A parede primaria é uma camada fina, mais exterior, a qual é formada
durante o desenvolvimento inicial da célula, com espessura estimada em 0,1
MM e constituida de 9% celulose incrustada numa matriz plastica-amorfa de
hemicelulose, pectina e lignina, e cerca de 70% ou mais de agua. Apresenta
uma disposicdo simples, contrariamente a parede secundaria, que possui trés
camadas mais ou menos distintas: camadas S;, S; e S3 (Figura 01). A camada
S, é relativamente fina, cerca de 0,1 — 0,3 um. A camada S, € a mais espessa,
com cerca de 2-5 ym e a camada S; € a mais exterior, tem 0,1 uym de
espessura. (PANSHIN & DE ZEEUW, 1980; CASTRO E SILVA, 1996).

S3
> PAREDE SECUNDARIA

S2

S1

> PAREDE PRIMARIA

Figura 01: Esquema tridimensional de uma parede celular mostrando a parede
primaria e as camadas que compdem a parede secundaria. Fonte: D’Almeida, (1982).

O arranjo das microfibrilas celulésicas que compdem a parede celular
varia nas diferentes camadas. Na camada S; varia de 50 — 70° em relacdo ao
eixo longitudinal da célula; na camada S, o angulo que as microfibrilas
celulésicas fazem com o eixo da célula é menor, variando de 10 — 30° e tem
uma relagdo inversa com o comprimento da fibra; na camada S; varia de 50 —
90° (PANSHIN & DE ZEEUW, 1980; CASTRO E SILVA, 1996).
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2.2.1 Composicao Quimica da madeira

De uma maneira geral, as madeiras sdo constituidas de quatro
componentes principais: celulose, hemicelulose, lignina e os assim chamados
extrativos (D’ALMEIDA, 1982; FENGEL; WEGENER, 1989). A variacdo da
composicdo e da organizacdo destes componentes na ultra-estrutura da
madeira justifica a diversidade das caracteristicas morfologicas e mecanicas
do material. Sendo um material orgéanico e heterogéneo, a madeira € muito
susceptivel a danos causados por um conjunto variado de agente bioldgico,
tais como bactérias, fungos, insetos e xil6fagos marinhos. Os fungos da
podriddo sdo provavelmente uma das formas de degradacdo da madeira mais
comuns que resulta na destruicdo acentuada do material e consequente perda
de resisténcia. As alteragbes causadas dependem do tipo de madeira, dos
microrganismos envolvidos e das condicdes ambientais associadas a um
conjunto de mecanismos, enzimaticos e/ou n&o-enzimaticos, cujo
entendimento requer ainda um esfor¢o de investigagdo acentuada (BONONI,
1999).

Juntamente com a celulose e a hemicelulose, a liginina é um dos
principais constituintes da madeira, sendo responséavel pela sua resisténcia. E
um biopolimero aromatico amorfo, tridimencional, formado via polimerizacdo
oxidativa. Este ocorre na parede celular de plantas superiores em diferentes
composicoes: madeiras duras, de 25 a 35%; madeiras macias, de 18 a 25% e
gramineas de 10 a 30% (GOLDSTEIN, 1976; BONONI, 1999; LARSON, 1994).

O papel da lignina nos tecidos vegetais € o de conferir forca e resisténcia
mecanica, porém com elasticidade. Outra funcéo da lignina é a de protecao da
madeira contra a degradacdo microbiolégica, funcdo esta desempenhada
gracas a sua natureza recalcitrante, ou seja, de dificil biodegradacéo (KIRK &
FARRELL, 1987). Dessa maneira, a lignina desempenha um papel fundamental
no controle do ciclo de carbono na biosfera, uma vez que controla ou

condiciona a degradacéo de celulose e hemicelulose por microorganismos.
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As fung@es biolégicas da lignina sédo: (1) Fornecer suporte estrutural a
parede secundaria de plantas vasculares. A parede celular lignificada pode ser
vista como um complexo, com microfibrilas de celulose e hemicelulose, e a
lignina como uma “matriz plastica”, conferindo resisténcia ao material
lignocelul@sico; (2) Tornar a parede celular vegetal hidrofébica, permitindo o
desenvolvimento eficiente dos tecidos para transporte de agua em plantas
vasculares; (3) Conferir resisténcia contra ataques microbianos (ONNERUD et
al., 2002).

Os principais agentes de degradacdo da lignina estdo entre os fungos
da decomposicdo branca, que sdo dotados de um sistema ligninolitico
constituido de peroxidades (Lignina e Manganés-Peroxidase) e da lacase,
essas enzimas atribuem aos fungos a capacidade de desestabilizar a estrutura
da lignina (BONONI, 1999).

Durante o processo de degradacdo oxidativa da madeira
microrganismos transformam o material organico componente da madeira em
CO,, tendo energia e humus como produtos finais. Além dos fungos, bactérias
e actinomicetos também produzem enzimas que atuam sobre a lignina, porém
em menores propor¢des. Os fungos tém facilidade de acesso ao substrato,
uma vez que as hifas do micélio penetram nos tecidos vegetais melhor do que
bactérias e actinomicetos e dessa forma, tém acesso ao contetdo celular
indisponivel para outros microrganismos do mesmo ambiente (WUBAH et al.,
1993). Além de fundamental para o equilibrio das cadeias troficas, a
degradagcdo da lignina apresenta grande importancia econfémica, tornando
disponiveis substancias de interesse na industria, pecudria e na agricultura
(ONNERUD et al., 2002).

Na madeira, as moléculas de celulose sdo mantidas juntas, de tal
maneira a formar microfibrilas, as quais por sua vez sdo organizadas em um
arranjo paralelo, lado a lado, formando fibrilas, que se entrelacam, formando
entdo as fibras de celulose (FENGEL; WEGENER, 1989) (Figura 2).
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Paseede oo in

Prrede secundsris
fom 3 camadas

Figura 2: Representagdo esquemdatica das fibras de celulose e sua disposicédo
espacial na madeira. Fonte: D’Almeida (1982).

Duas regibes morfologicamente diferentes podem ser bem
caracterizadas, quando se analisa as fibras de celulose por difracdo de raios-X:
uma regido cristalina, altamente organizada e uma regido amorfa,
desordenada. As propriedades fisicas das fibras de celulose, tais como
resisténcia a tracdo mecanica, alongamento e capacidade de sovatacéo,
dependem do grau de organizacdo (grau de cristalinidade) das mesmas
(D’ALMEIDA, 1982 apud SOARES, 1998).

As células de suporte, correntemente designadas por fibras, que
conferem resisténcia e rigidez ao material, apesar de distintas, sdo formadas
por uma estrutura de natureza comum, e inclui componentes nao-estruturais,
nomeadamente compostos de baixo peso molecular, como o0s extrativos
(material organico) e as cinzas (material inorganico). Geralmente, apontam-se
valores para a composicao relativa destes componentes da ordem de 40 — 55%

[celulose], 25 — 40% (hemicelulose) e 18 — 33% (lignina). A percentagem de
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material ndo-estrutural €, em média de 3 — 4%. Os extrativos ou materiais
acidentais séo, freqlientemente, responsaveis por determinadas caracteristicas
como cor, cheiro, resisténcia natural ao apodrecimento, gosto e propriedades
abrasivas da madeira (IPT, 1988).

2.3 COMPOSIGAO QUIMICA - SOLIDOS SOLUVEIS

2.3.1 Os agucares

Os acUcares (sacarose, glicose e frutose), sais organicos e sais
inorganicos sdo os componentes soélidos sollveis. Na maioria das vezes séo
encontrados em maior parte na cana-de-acUcar. A sacarose, representando
18% do caldo, € o principal componente do ponto de vista industrial, e sua
concentracdo é normalmente avaliada em graus Brix. Os aguUcares, também
designados por hidratos de carbono, sdo compostos organicos que contém
carbono, hidrogénio e oxigénio, de formula geral Cn (H20)n, onde n representa
um numero inteiro. Os acgUcares sdo produzidos pelas plantas verdes a partir
do di6éxido de carbono e da agua, a custa da energia solar captada pela
clorofila. Enquanto que as plantas constroem os acgucares, 0s animais, pelo

contrério, efetuam a sua degradac&o para obter energia (SIMOES et al., 2001).

Os acucares mais simples designam-se monossacarideos. Entre estes
destaca-se a glicose ou glucose, a frutose e a galactose. A glicose encontra-se
nas uvas, nas ameixas, no mel e no néctar das flores e é um nutriente muito
importante para a vida das plantas e dos animais, além de ser um dos
acucares mais importantes para a Quimica. Os monossacarideos séao
polidlcoois que contém um grupo aldeido ou um grupo cetbnico. Os mais
importantes sdo os que contém 6 atomos de carbono. Os monossacarideos
podem existir agrupados, originando moléculas maiores, como a sacarose e a
lactose (dissacarideos) ou ainda em moléculas muito maiores, como a
celulose, o amido e o glicogénio. Estes ultimos, devido ao seu tamanho, sédo

denominados de polissacarideos. Os polissacarideos sdo polimeros de
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monossacarideos e formam-se a partir de uma estrutura fundamental, a
glicose, cujas moléculas se unem com liberacdo de agua (DEGENS; HARRIS,
1997).

A sacarose é um acgulcar que existe em muitas plantas, especialmente na
cana-de-agucar e na beterraba e € utilizada no nosso dia-a-dia como vulgar
acucar. O amido € um pé branco, insoluvel em agua fria, que tem uma funcgéo
de reserva vegetal e que se encontra presente nas batatas e nos cereais. O
glicogénio, tal como o amido, tem funcdes de reserva e é armazenado no
figado. A glucose, também designada por dextrose ou aglcar da uva, é o
monossacarideo (aldo-hexose) mais abundante na natureza, estando presente
nos frutos doces, como é o caso da uva e, também no mel, juntamente com a
frutose. Também existe em pequenas quantidades no sangue (glicemia) e na
urina. A sua férmula molecular (CsH1206) foi estabelecida por Tollens em 1888
e a sua estrutura por Emil Fischer em 1891 (SIMOES et al., 2001).

A glucose é constituinte de muitos oligossacarideos, entre os quais: a
maltose, dissacarideo que se obtém por hidrélise enzimatica do amido; a
celobiose, que se obtém por hidrélise enzimatica da celulose; a sacarose, em
gue a glucose se encontra combinada com a frutose; e a lactose em que a
glucose se combina com a galactose. E o (nico componente de VAarios
polissacarideos como o amido, a celulose e o glicogénio. A glucose e 0s seus
derivados sdo muito importantes no metabolismo da energia dos seres vivos

(DEGENS; HARRIS, 1997).

A frutose é considerada um acucar, sendo um composto soélido, incolor,
cristalino e solivel em agua. Os acuUcares sdo carboidratos e apresentam
carbono, hidrogénio e oxigénio na sua composicdo em uma propor¢cao de
1:2:1. A frutose é um monossacarideos, pois é composta por seis atomos de
carbono unidos em ligacdes covalentes simples, apresentando grupamentos
hidroxila, formados por hidrogénio e oxigénio e um grupamento carbonila,
formado por ligagdo dupla entre o carbono e o oxigénio. A posicao desse
grupamento € que determinard, apds a hidrélise do monossacaridio, se ele

dara origem a cetona ou aldeido. A frutose, contendo o grupamento carbonila
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no final da cadeia, quando hidrolisada, fornecera cetona, e sera denominada
cetohexose. A glicose, por sua vez, quando hidrolisada, dara origem a aldeido,
sendo chamada de aldohexose. A oxidagdo dos carboidratos é a principal via
metabdlica produtora de energia para a maioria das células nao fotossintéticas,
fornecendo um grama de frutose 16kJ de energia. (CONN, E. E.; STUMPF, P,
1980)

A frutose, também conhecida como levulose, além de ser encontrada
sob forma isolada na natureza, é constituinte da sacarose (b-D-Frutofuranosil
a-D-glicopiranosida) e de outros polimeros denominados fructans ou inulina. A
inulina estd presente na chicéria, batata-doce e alcachofra de Jerusalém. A
frutose € o monossacaridio predominante em varias frutas, incluindo macgas,
laranjas e meldes. Os vegetais podem conter de 1% a 2% de seu peso na
forma de frutose livre e mais 3% de frutose sob a forma de sacarose, A frutose
pode ser encontrada como rafinose, que € um trissacaridio, e também como
estaquiose, que é um tetrassacaridio, em algumas leguminosas como a soja,
lentilha, ervilha e feijdo. Essas formas nao sdo absorvidas pelo intestino
humano, sendo fermentadas pelas bactérias no intestino grosso, gerando
gases que acompanham a digestdo dessas leguminosas (LEHNINGER et al.,
2002).

2.3.2 Os Acidos organicos

As plantas possuem a habilidade de acumular acidos orgéanicos em
seus vacuolos. Isto pode ser evidenciado, por exemplo, no suco das frutas
citricas, cujo pH é de aproximadamente 2,5, devido a presenca do acido
citrico. Estes acidos nao estdo restritos apenas aos frutos; eles podem
aparecer também nas folhas de muitas plantas como, por exemplo, as
crassulaceas, que apresentam uma notavel variacdo das quantidades de
acidos em suas folhas durante o dia (HARBONE & BAXTER, 1995).

O acido oxalico € o &cido mais frequiente na natureza, aparece desde

bactérias até Angiospermas. Pode estar presente nas plantas em sua forma
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soluvel, ou na forma de oxalato de calcio insolavel, cristalizado no interior das
células vegetais. Quando ingerido em sua forma sollvel, o acido oxalico irrita
as mucosas do estdbmago e do intestino. Em seguida, € rapidamente absorvido
pela mucosa intestinal e reage com o célcio sérico, formando o oxalato de
calcio insoluvel que se deposita e obstrui os néfrons, ocasionando sérias
lesdes renais (COSTA, 1978). O &cido oxalico soluvel esta presente em
guantidades consideraveis nas folhas de espécies do género Rumex
(Polygonaceae) e de espécies do género Oxalis (Oxalidaceae), sendo
responsavel pela toxicidade de algumas plantas destes géneros
(SCHVARTSMAN, 1979). A forma insollvel € mais comumente encontrada no
interior das células vegetais do que a forma soluvel. O oxalato de célcio pode
se apresentar na forma de varios tipos de cristais que representam estoques de
calcio ou simplesmente depdsitos de restos metabdlicos, que de outra forma
poderiam ser toxicos para as células e para os tecidos. A presenca de algumas
formas destes cristais protege as plantas contra herbivoros, pois quando
ingeridos, os cristais causam sensagdo de queimacdo na mucosa bucal
(PRYCHID & RUDALL, 1990).

2.4 ETANOL E SUAS CARACTERISTICAS

O etanol (CH3CH,0OH), também chamado alcool etilico e, na linguagem
popular, simplesmente alcool, € uma substéncia obtida da fermentacdo de
acucares, encontrado em bebidas como cerveja, vinho e aguardente, bem
como na industria de perfumaria. No Brasil, tal substancia é também muito
utilizada como combustivel de motores de exploséo, constituindo assim, um
mercado em ascensdo para um combustivel obtido de maneira renovavel e o
estabelecimento de uma industria de quimica de base sustentada na utilizacéo

de biomassa de origem agricola e renovavel (LIMA, 2001).

O etanol é o mais comum dos alcoois. Os &lcoois sdo compostos de
grupos hidroxilas ligados a atomos de carbono Podem ser vistos como
derivados organicos da agua em que um dos hidrogénios foi substituido por
um grupo organico (SOLOMONS; FRYHLE, 2002).
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O etanol, cuja formula molecular € CH3CH,OH (Figura 3), € um liquido
incolor, claro, volatil, inflamavel, possuindo um odor agradavel é caracteristico.
Apresenta peso molecular de 46,07 g, sendo como &lcool etilico e de nome
oficial etanol. Além de estar presente nas bebidas “alcodlicas”, o etanol tem
largo emprego industrial como solvente, na producao de lo¢cbes e perfumes e,
ainda como combustivel para automoveis. O etanol tem sido descrito como um
dos mais peculiares compostos organicos contendo oxigénio, dado sua
combinacdo de propriedades como solventes, germicida, anti-congelante,
combustivel, depressivo, componente de bebidas, além de grande
versatilidade como intermediério quimico para outros produtos (ALLINGER et
al., 2002).

Suas propriedades fisicas e quimicas dependem primeiramente do
grupo hidroxila — OH, o qual imputa polaridade & molécula, além de promover
interacdes intermoleculares via ligagbes de hidrogénio. Essas duas
caracteristicas ocasionam as diferencas observadas entre os alcoois de baixo
peso molecular (incluidos ai o metanol e o etanol) e o0s respectivos
hidrocarbonetos (SOLOMONS; FRYHLE, 1998).

O alcool € um composto organico que contém um Ou mais grupos
oxidrilas (OH) ligados diretamente a a4tomos de carbono saturados. Costuma-
se representar um monoalcool por R-OH. Pode-se também considera-lo como
derivado da agua (H-O-H) pela substituicdo de um hidrogénio por um grupo
organico. A oxidrila ou hidroxila (OH) é o grupo funcional dos alcodis, pois é a
responsavel pelas propriedades quimicas dos compostos. A familia dos
alcodis, no entanto, € muito mais numerosa e diversificada. Por exemplo, séo
alcodis (ou tém o grupo funcional dos alcodis), substancias como a glicerina,
usada em sabfes, em cosméticos, nas tintas de impressdo gréafica, como
aditivo em alimentos etc.; os agucares como a glicose, a sacarose etc.; o
amido na batata, na mandioca, no trigo etc.; a celulose, presente no papel.
(LIMA, 2001).
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O etanol ou alcool etilico, de extenso uso doméstico, pode ser
preparado das seguintes maneiras: por hidratacdo de etileno, que é obtido
através do petréleo, ou por fermentacdo de agucares ou cereais. No Brasil, 0
alcool é obtido por fermentacdo do aclcar da cana, que é 0O processo
bioguimico catalisado por enzimas, e que ocorre em duas etapas: A primeira
envolvendo a conversdo de polissacarideos (acucares em monossacarideos,
partindo de quaisquer fontes naturais), a fonte ainda € a cana-de-acucar. A
segunda envolve a conveng¢do do monossacarideo obtido (ALLINGER et al.,
2002). A figura 4 destaca o diagrama da producdo de agucar e bioetanol de

cana-de-acgucar.

Cana
Moage _B'ag'ac'o—> Caldeiras
1 Caldo
Tratamento
auimico
Filtragdo — Torta de filtro
v
Melaco
Evaporacdo Fermentacgao
v v
Cozimento Destilag&o Vinhaga
v v
Centrifugacao Retificacao
v v
Secagem
Etanol )
l (hidratado) — > | Desidratacao
Acucar ‘
Etanol
(anidro)

Figura 3: Diagrama de fluxo da producdo de aclcar e bioetanol de cana. Fonte:
SEABRA (2008).
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De um modo geral, o etanol pode ser obtido pela via bioquimica de
fermentacbes de aclcares ou pela via quimica de sintese, a partir da
hidratacdo do etileno. O mais difundido € o processo de obten¢édo do etanol a
partir da fermentacdo realizada por microrganismos. Diversas espécies de
levedura tém a capacidade de gerar alcool etilico a partir de hidrocarbonetos.
Para a qualidade e eficiéncia do processo, € importante que, durante a
fermentacdo, sejam usadas linhagens unicas e com grande capacidade
fermentativa. Elas devem ser acompanhadas constantemente (TORTORA et
al., 2005).

Os residuos agro-industriais sdo abundantes e podem ser utilizados
para a producdo de glicose e de produtos derivados (GACESA; HUBBLE,
1991). No Brasil, obtém-se os mais diversos subprodutos e residuos agro-
industriais, como é o caso do bagaco de cana-de-agucar. Em decorréncia da
producao do alcool etilico e do agucar cristal a partir da cana-de-acucar, avalia-
se que, da quantidade de bagaco processado e utilizado para alimentar
caldeiras, haja um excedente correspondente a 8% nas destilarias anexas a
12% nas autdbnomas, que poderia ser empregado na hidrolise de acucares,
como glicose, a partir da celulose contida nesse bagaco (CAMARGO, 1990).
Ha diversas maneiras pelas quais essa celulose pode ser transformada em
acucares livres: acdo de acidos, bases, compostos oxidantes, microrganismos
ou enzimas. A degradacado biolégica da celulose consiste em uma hidrélise
enzimatica catalisada por celulases que sdo amplamente produzidas por
fungos e bactérias (BARRICHELO; BRITO, 1985).

No Brasil, os atuais meios de producdo de etanol baseiam-se na
fermentagcdo da cana-de-acUcar. Porém € possivel fazer uma vasta
observacdo direta sobre grande quantidade de residuos, que ndo séao
utilizadas, assim como materiais que sao descartadas em lixos comerciais.
Partindo desta observacéo, surge o interesse de pesquisar novos meios de
reaproveitamento desses materiais. Observa-se que o consumo de um unico
meio na producédo de etanol torna-se insuficiente para a demanda e até mesmo

seu uso intenso mostra-se prejudicial ao ambiente (ALMEIDA, 2007).
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2.4.1 Caracterizacao do material lignoceluldsico

Os materiais lignocelulésicos tém em sua composicdo basicamente
celulose, hemicelulose e lignina, na proporcéo aproximada de 40 a 50%, 20 a
30% e 25 a 30% respectivamente, variando em func¢édo do tipo de material. A
fracdo celuldsica (40% - 60% da matéria seca) € um polimero linear do dimero
glicose-glicose (celobiose), rigido e dificil de ser quebrado; sua hidrélise gera
glicose, um acucar de seis carbonos, cuja fermentacdo com Saccharomyces
cerevisiae. Por sua vez, a fracdo hemicelulésica (20% a 40%) em geral, é
constituida de uma cadeia principal de xilose (ligacbes B-1,4) com varias
ramificacbes de manose, arabiose, galactose, &cido glicurdnico, etc. A
hemicelulose é muito mais facil de ser hidrolisada do que a celulose, mas a
fermentacdo dos acucares de cinco carbonos (pentoses) ainda nao € tao
desenvolvida quanto os processos envolvendo a glicose. Esses compostos
formam uma estrutura complexa e compacta, cujas caracteristicas também
dependerao do tipo de material a ser processado (bagaco ou palha de cana e
diferentes variedades de cana, entre outros) (ALMEIDA, 2007).

2.5 ASPECTOS GERAIS DA CANA-DE-ACUCAR (Saccharum L.)

A cana-de-acUcar € uma planta semiperene com ciclo fotossintético do
tipo C4, pertencente ao género Saccharum, da familia das gramineas,
composta de espécies de gramas altas perenes, oriundas de regides
temperadas quentes a tropicais da Asia, especialmente da india. A parte aérea
da planta é composta pelos colmos, nos quais se concentra a sacarose, €
pelas pontas e folhas, que constituem a palha da cana, como mostrado na
Figura 4. Todos esses componentes somados totalizam cerca de 35 toneladas
de matéria seca por hectare. Um dos cultivos comerciais de maior importancia
em todo o mundo, a cana ocupa mais de 20 milhdes de hectares, nos quais
foram produzidos, aproximadamente, 1.300 milhdes de toneladas em
2006/2007, com destaque para o Brasil, que, com uma area plantada de cerca
de 7 milhdes de hectares, respondeu por cerca de 42% do total produzido
(FURTADO, 2008).
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\ | Folhas verdes

Palha = Folhas secas e verdes + pontas
Palha = 140 kg (ms)/t cana

.-';\.!',l..é] 65% i
Fibira B%~14%
Aclcares

rose 10%=17%
Acdcares redutores 0, 5%-19%

L A

Figura 4: Estrutura tipica da biomassa da cana-de-acUcar. Fonte: FAOSTAT
(2008).

O clima ideal para o cultivo da cana é aquele que apresenta duas
estacOes distintas: uma quente e Umida, para proporcionar a germinagao, o
perfilhamento (formagé&o de brotos) e o desenvolvimento vegetativo, seguida de
outra fria e seca, para promover a maturagdo e o acumulo de sacarose nos
colmos. A cana nado apresenta boa produtividade em climas como o das
regibes equatoriais Umidas, por isso faz pouco sentido imaginar que a
Amazobnia se preste a cultivos comerciais extensivos dessa planta. O ciclo

completo da cana-de-acUcar é variavel, dependendo do clima local, de
variedades e praticas culturais (LANDELL, 2003).

No Brasil, o ciclo &, geralmente, de seis anos, dentro do qual ocorrem
cinco cortes, quatro tratos de soqueiras e uma reforma, como se explica a
seguir. De forma geral, o primeiro corte é feito 12 ou 18 meses apo6s o plantio
(dependendo da cana utilizada), quando se colhe a chamada cana-planta. Os
demais cortes, quando se colhe a cana-seca resultante da rebrota, séo feitos
uma vez por ano, ao longo dos quatro anos consecutivos, com reducao gradual
da produtividade, até que se torne economicamente mais interessante reformar
o canavial do que efetuar um novo corte. Substitui-se, entdo, a cana antiga por

um novo plantio e inicia-se um novo ciclo produtivo. Nessa reforma do canavial,
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a area cultivada fica alguns meses em descanso e pode receber outros cultivos
de ciclo curto, como leguminosas. O periodo da colheita da cana varia de
acordo com o regime de chuvas, de modo a tornar possiveis as operagfes de
corte e transporte e para permitir alcancar o melhor ponto de maturacdo e
acumulacéo de acucares (LORA, 2006).

2.6 ASPECTOS GERAIS DO ASSACU (Hura crepitans)

Ocorre em toda a Amazénia, em matas de varzea, de solo argiloso e
alagadico, margeando os rios. Distribuem-se nas Guianas, Antilhas, América
Central, Peru e Bolivia (LANDELL, 2003).

Segundo a EMBRAPA (2006), o Assacu pertence a familia:
Euphorbiaceae, com nome cientifico Hura crepitans L., conhecida
popularmente como assacu, agacu, uassacu. No exterior: Arenillero, Cataua,
Possum wood, Rakuda, Sablier, Sand Box. O contato do latex com a pele
causa irritagdo, formando bolhas; em contato com os olhos, causa conjuntivite
e dor; no sistema digestivo, provoca nauseas e vomito, bem como queimacgéo
na boca e na faringe. Em sua descri¢do botanica, a arvore com espinhos, que
usualmente cresce de 25 a 30 m em altura (podendo atingir até 40 m), por 0,80
a 1,80 m de diametro. Em condi¢c6es muito favoraveis alcanca 66 m de altura
por 2,10 m de diametro, acima das sapopemas. Como caracteristicas gerais
apresentam-se como uma madeira leve (0,35 a 0,40 g/ cm®), de cor branca
com tonalidade levemente amarelada, ou variando de branca a bege; alburno
indistinto do cerne; macia, muito facil de trabalhar; textura média; gra direita a
irregular; superficie lisa ao tato; cheiro e gosto indistintos (Figura 5). Poros
visiveis a olho nu, poucos, médios e grandes, solitarios, geminados chegando a
compor algumas cadeias radiais, alguns vazios, na maioria obstruidos por tilos
brilhantes. Linhas vasculares distintas sem auxilio de lente, longas e retilineas.
Raios no transversal muito delgados e numerosos, visiveis apenas sob lente,
com uniformidade na largura e espacamento; no plano tangencial sé&o
irregularmente distribuidos, pouco visiveis mesmo sob lente. Parénquima axial

visivel apenas sob lente, difuso, agregado e formando trechos de linhas
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tangenciais, formando com os raios reticulo irregular. Camadas de crescimento
pouco distintas. Apresenta baixa resisténcia a acdo de fungos xiléfagos, sendo

muito atacada por grupos manchadores.

Figura 5: Hura crepitans L (Assacu).
Foto: Débora Gikovate Barg

Pelo teor de fibras, que chegam a 67% do volume de lenho, pode ser
usado para producio de polpa de celulose. E arvore de crescimento rapido, e

originaria das areas inundaveis da regido amazonica (LANDELL, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETAS DE AMOSTRAS DO SOLO

As amostras de solo foram coletadas na Provincia Petrolifera de Urucu -
AM, localizada no municipio de Coari, distante a 600 km de Manaus-Am, e de
areas de florestas proximas a Manaus, como as reservas do Instituto Nacional

de Pesquisas da Amazonia (INPA) (Tabela 1).

Tabela 1: Amostras de solos

Ne LOCAIS DE COLETA IDENTIFICA(;AO DAS
AMOSTRAS
1 | Provincia Petrolifera de Urucu - AM Ponto 2
Ponto 3
) . . .. INPA 1
2 | Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia INPA 3

(INPA) — Campus | - Sede
3 | Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia INPA 12
(INPA) — Campus Il - V-8 INPA 13

As amostras foram acondicionadas em saco de polietiieno em ambiente

natural para o desenvolvimento dos experimentos (Figura 8).

Figura 6: A: Amostras de solo da Provincia Petrolifera de Urucu — AM
B: Amostra de solo do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA)
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As amostras de solo foram analisadas quimicamente pelas metodologias
recomendadas pela EMBRAPA (1977) e apresentaram as seguintes
caracteristicas (Tabela 2):

Tabela 2: Caracteristicas quimicas dos solos usados nos experimentos.

AMOSTRAS DE SOLOS

CARACTERISTICAS Ponto2 Ponto3 INPA1 INPA3 INPA12 INPA 13

QUIMICAS

pH (H20) 4,0 3,9 54 55 6,2 6,0
N(%) 0,23 0,20 0,42 0,44 0,32 0,22
MO (%) 4,44 2,47 5,54 4,69 3,50 2,13
Ca (cmol/kg) 0,10 0,06 18,80 16,82 7,12 5,90
Mg (cmol/kg) 0,35 0,19 0,93 0,90 0,78 0,70
K (mg/kg) 57,0 375 1020 585  102,0 42,0
Al (cmol/kg) 1,26 1,08 0,35 0,34 0,31 0,30
P (mg/kg) 0,60 0,83 4,80 3,64 32,2 55
Fe (mg/kg) 490 417 96 86 74 50

Zn (mg/kg) 0,9 0,6 21,6 12,4 34,4 19,8
Mn (mg/kg) 15 1,7 13,1 10,1 23,3 9,8

3.2 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizados neste estudo, o bagago de cana-de-agucar (Saccharum
L.) e p6 de serragem da espécie madeireira Assacu (Hura crepitans L.) (Figura
9).
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Figura 7: Material Vegetal: A: Bagaco de cana-de-acglcar
B: P6 de serragem de Assacu

O material utilizado serviu como fontes de carbono para avaliar a
capacidade dos microrganismos em converterem material organico em sélidos

sollUveis.

3.3. AVALIAGAO DAS ATIVIDADES MICROBIANAS UTILIZANDO SOLOS E
MATERIAL VEGETAL - LEITURA DO GRAU BRIX

Para a realizacdo do 1° experimento, foram usados o0s solos
apresentados na Tabela 1, que em testes preliminares apresentaram maiores
producbes de solidos soluveis (de um total de 20 amostras de solo) quando
enriquecidos com a serragem de assacu ou bagac¢o de cana moido (dados néo
apresentados). Esse experimento foi realizado em laboratério, usando
recipientes de vidro com capacidade para 250 mL, nos quais foram adicionados
10 g de cada amostra de solo a ser testada, 2 g de assacu ou 2 g de cana-de-
acucar e 4 mL de &gua destilada. Foram usados trés vidros para cada
tratamento como repeticdes, dando um total de 72 parcelas (seis solos x dois

tipos de material vegetal moido x 3 repeticdes).

Em adicdo a esses tratamentos, foram acrescentados ainda, duas
testemunhas com trés repeticdes cada uma, consistindo da adicdo de assacu
ou bagaco de cana-de-acUcar, nas quais foram somente utilizados o material
vegetal e 4gua destilada. Com excecado dos solos, todo o material usado no
experimento foi esterilizado em autoclave antes da adicdo das amostras de

solo.

Ap6s a instalacdo do experimento no laboratorio, foram realizadas

leituras periodicas através do refratbmetro portatil, para leitura do grau brix,
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espacadas aproximadamente a cada sete dias, para verificagdo a producao de
solidos sollveis pelos microrganismos presentes em cada uma das amostras
de solos utilizadas. Foi adicionada periodicamente em todos os vidros, agua

destilada e esterilizada sempre que necessario.

3.4 AVALIACAO DE SOLIDOS SOLUVEIS PELA DECOMPOSICAO DO MATERIAL
VEGETAL NOS SOLOS QUE SE DESTACARAM

Para a realizacdo do 2° experimento, foram utilizados os solos que se
destacaram no 1° experimento, denominados de Ponto 2, Ponto 3, ambos da
area de Urucu-AM e, INPA 3 da area do INPA. Para este experimento, onde foi
observada a producgéo de sélidos soluveis pela microbiota desses solos, foram
utilizados 5 g de cada solo, acrescentando-se como fonte de carbono, 0,5 g de
serragem de assacu ou 0,5 g de bagaco de cana-de-acucar e 50 mL de uma
solucdo com nutrientes (Tabela 3, Atlas, 1995), visando acelerar o processo de
decomposicdo desse material vegetal e maior producdo de sélidos soluveis,
acondicionados em erlenmeyers de 125 mL. Para cada material vegetal foram
feitas triplicatas, totalizando 9 amostras de assacu e 9 amostras de bagaco de
cana-de-acucar. Para cada material vegetal foi feito um tratamento testemunha
com triplicata, consistindo apenas amostra de solo, no qual servird de

comparativo.

Tabela 3: Experimento das amostras de solo com bagac¢o de cana-de-agUcar
moido ou po6 de serragem de assacu.

Amostras de solo 509
Bagaco de cana-de-agucar 0,59
Assacu 0,549
50 mL de solucéo (Atlas, 1995), contendo:
Fosfato de Potassio - K;HPO, .................... 10g9
Fosfato de Potassio - KH,PO,..................... 109
Sulfato de Amdnia (NH4)2SO04.................... 1,659
Sulfato de Magnésio - MgSOy.......cceeveeeennnne 0,29
Cloreto de Ferro - FeCL3 0,05¢
Cloreto de Célcio - CaCLy.......cccevvvveeeennnnne. 0,02g
Agua (H20) ..o, 1000 mL




37

ApoOs preparagdo das amostras, estas foram colocadas em agitador de

mesa, a 75 rpm visando homogeneizagéo e oxigenagao continua.

Periodicamente foram coletadas amostras da solugcéo para a medicéo de
sélidos sollaveis produzidos pelos microrganismos desses solos, usando como
referencial a medicdo do seu grau brix aos 4, 7, 11, 13, 16, 20, 24, 44, 55, 58,
73, 74, 76 dias, perfazendo um total de 13 leituras, acrescentando a solucéo de

Atlas (1995) sempre que necesséario (Figura 11).

Figura 8: Medicdo do grau brix nos
experimentos

3.5 MICRORGANISMOS CAPAZES DE CONSUMIR BAGACO DE CANA-DE-
ACUCAR MOIDO E PO DE SERRAGEM DE ASSACU PARA A PRODUCAO
DE SOLIDOS SOLUVEIS

As amostras de solo que apresentaram boas producfes de solidos
soliveis dos experimentos anteriores foram usadas para o isolamento de
fungos e bactérias responsaveis por essa conversao usando o bagacgo de cana
ou o assacu como fontes de carbono. Foram isolados diversos microrganismos

e alguns deles, apresentados na Tabela 4, serviram de tratamentos para
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avaliar seus potenciais de producdo de sélidos sollveis usando esses dois

materiais vegetais como fontes de carbono.

Tabela 4: Microrganismos testados quanto a producdo de sélidos soluveis
usando bagaco de cana ou assacu como fonte de carbono.

Tipo de Identificagcdo | Identificacéo Fonte de in6culo
microrganismo inicial final (Solo — Material vegetal)

Fungo 1A 2F4 INPA 1FA INPA 1 - Assacu
Fungo 3C2 INPA 2FC INPA 13 - Cana
Fungo FA INPA 3FA INPA 12 - Assacu
Fungo o9C1 INPA 4FC INPA 13 - Cana
Fungo INPA 3aFA | INPA 5FA INPA 3 - Assacu
Fungo INPA 3aF5 | INPA 6FA INPA 3 - Assacu
Fungo Ponto 2CF5 | INPA 7FC Ponto 2 - Cana
Fungo Ponto 3aF | INPA 8FA Ponto 3 - Assacu
Fungo TC 10 INPA 9FC N&o identificada
Bactéria 1A1 INPA 1BA INPA 1 - Assacu
Bactéria 3 Al INPA 2BA INPA 3 - Assacu
Bactéria 7A1 INPA 3BA INPA 12 - Assacu
Bactéria 10 A1 INPA 4BA INPA 1 - Assacu
Bactéria 10 A2 INPA 5BA INPA 1 - Assacu
Bactéria INPA 3a INPA 6BA INPA 3 - Assacu
Bactéria Ponto 3a INPA 7BA Ponto 3 - Assacu

O primeiro experimento usando esses microrganismos purificados

consistiu em se testar os fungos individualmente e um tratamento com a
mistura de todos eles, além de um tratamento testemunha, no qual nenhum
microrganismo foi colocado em contato com o material vegetal. Foram usados
o0 bagaco de cana e o assacu como fontes individuais de carbono para esses
microrganismos, com trés repeticdes para cada tratamento. Desse modo, o
delineamento experimental consistiu de um experimento inteiramente
casualizado com trés repeticdes, usando-se dois materiais como fontes de

carbono e oito fungos como tratamentos individuais, um com a mistura deles e
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uma testemunha para cada um dos dois materiais vegetais, dando um total de

20 tratamentos e 60 parcelas experimentais.

O experimento foi realizado em condigbes de laboratério a uma
temperatura variavel de 26-29°C, usando-se saquinhos plasticos com
capacidade de 250 mL onde foram colocados 5 mL da solucdo de Atlas (1995,
Tabela 3), 0,5 mL de uma suspenséo contendo cerca de 10’ UFC (Unidades
Formadoras de Col6nias) por mL e 0,5 g de bagaco de cana ou assacu. Esses
saquinhos foram colocados individualmente dentro de copos de plasticos com
capacidade de 330 mL como suportes. Nos tratamentos testemunhas foram
colocados 5,5 mL da solucdo modificada de Atlas (1995) (Tabela 5) para que a
relacdo 5,5mL de solucéo/0,5 g de material vegetal ficasse igual em todos os
casos. Periodicamente foram medidos os teores de sélidos sollveis usando o

refratbmetro portatil, para a leitura do grau brix (Figura 11).

Tabela 5: Solugéo de Nutrientes modificada de Atlas (1995)

Fosfato de Potassio - K;HPO, .................... 109
Fosfato de Potassio - KHoPOy4 covvevevnveennn. 10g
Sulfato de Amoénia (NH4)2SOq....cccvvvveeennnns 3,39
Sulfato de Magnésio - MgSOy.......cceveeeeeennn. 0,29
Cloreto de Ferro — FeCl; 0,05¢
Cloreto de Célcio — CaClj.......cccceeeviivinennnns 0,01¢g
Sulfato de Zinco — ZNSO4...ccvvvvevieiviiiiineen, 0,01g
Sulfato de Cobre — CuSOy ......cevvvvieieeeininnnns 0,01g
Agua (HoO) ..o, 1000 mL

O segundo experimento com microrganismos purificados foi realizado
com as bactérias descritas na tabela 4, usando-se ainda, um tratamento com a
mistura delas e um testemunha para ambos o0s materiais vegetais. A
metodologia adotada foi a mesma usada para o experimento dos fungos
descrita no paragrafo acima, usando suspensées de células contendo 10® UFC

por mL.

Os terceiro e quarto experimentos foram realizados idénticos aos acima

citados, mas modificando novamente a solucdo de Atlas (1995) aumentando a
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quantidade de sulfato de aménio para 8,25 g por litro visando aumentar o teor

de nitrogénio na solucgéo, tendo em vista a alta relacdo C/N do material vegetal.

3.6 EFEITO DA TEMPERATURA NA PRODUCAO DE SOLIDOS SOLUVEIS
POR BACTERIAS E FUNGOS USANDO BAGAGCO DE CANA COMO FONTE
DE CARBONO

O ultimo experimento consistiu de se testar o efeito da temperatura na
producdo de sdlidos soluveis por alguns desses microrganismos. Foram
selecionados os melhores dos experimentos anteriores usando apenas bagago
de cana como fonte de carbono e as temperaturas de laboratério (26-28°C) e
40°C para avaliar a producédo de sélidos soltveis. A metodologia utilizada foi de
acordo com a dos terceiro e quarto experimentos, mas colocando o material
vegetal, solucdo e suspensbes de microrganismos em frascos de vidro com

capacidade para 250 mL. sem tampas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 PRODUCAO DE SOLIDOS SOLUVEIS DA MICROBIOTA DE SOLOS
AMAZONICOS

O potencial da microbiota dos solos em produzir sélidos solUveis usando
o assacu como fonte de carbono (Figura 9), considerando a média de leitura do
grau brix durante o tempo de conducdo do experimento, indicou variacdo entre
as amostras. Observou-se que as duas amostras de urucu apresentaram 0s
maiores valores. A amostra de solo identificada como Ponto 3 apresentou em
torno de 4,6° brix e a denominada de Ponto 2, 4,0° brix. As microbiotas dos
solos coletados dentro do INPA produziram menos, sobressaindo a amostra
INPA 3 com 3,2° brix, seguida das INPA 1 e INPA 13. A microbiota do solo
INPA 12 apresentou teor médio de soélidos soluveis equivalente aos observados
na testemunha (auséncia de solo), sugerindo que n&do estava convertendo
serragem de assacu em produtos solUveis ou entdo, que estava consumindo
esses elementos sollveis na mesma taxa que a produzia. Essa segunda
suposicdo pode ser a que prevaleceu, tendo em vista os valores observados
aos 17 e 22 dias de incubacéo (Tabela 6), cujos valores de graus brix foram

maiores do que os observados na testemunha.

m Leitura do
Grau Brix

Média de Incubacgao - Periodo 80 dias

Teste A Pontoz Ponto3 INPA1 INPA3 INPA12 INPA 13

Figura 9: Médias das producdes de sdlidos soluveis pelas microbiotas de solos
usando serragem de assacu como fonte de carbono.
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Ao analisar a tabela 6 com mais detalhes, observou-se que diferengas
na producao de sélidos sollveis apresentaram-se ja aos 8 dias de incubacéo,
sobressaindo-se as microbiotas dos solos Ponto 2, INPA 3 e INPA 13. No
entanto, as maiores producdes desses compostos foram observados no
periodo entre 32 e 60 dias de incubacdo, declinando apds esse periodo,
conforme pode ser observado pelas médias de cada dia de avaliagdo. Os
maiores valores foram observados com a microbiota do solo denominado de
Ponto 3, da Provincia Petrolifera de Urucu - AM, aos 47 e 57 dias, com leitura de
8,3° brix, diminuindo para 6,3° brix na analise feita trés dias apds. A maior
producéo de soélidos soluveis pela microbiota do solo Ponto 2 ocorreu aos 65 e
77 dias de incubacéo, enquanto a do INPA 3 aos 60 dias e, a do solo INPA 13
aos 47 e 57 dias, mesmo periodo de maior produgéo ocasionada pela do solo

Ponto 3, mas com valores bem inferiores (Tabela 6).

Para isso, 0s microrganismos produziram enzimas capazes de degradar
0 assacu, tais como hemicelulose, celulose ou lignina, principais componentes
da estrutura do material vegetal (VAN SOEST, 1994), convertendo-as em
solidos soluveis. No entanto, as diferencas entre as produc¢des quanto aos
valores e periodos sugerem sistemas enzimaticos e/ou dindmica microbiana

diferentes ao se comparar as amostras de solos estudadas.

Tabela 6: Produgdo de solidos soluveis pelas microbiotas dos solos usando
serragem de assacu como fonte de carbono.

DIAS DE INCUBACAO

SOLOS | 8 | 14 | 17 | 22 [ 32 | 47 | 57 | 60 | 65 | 77 | 80

°Brix

Testem. | 1010 |10 10|10 |10 10 10 10| 10| 10
Ponto2 | 18 | 20| 36 | 43 | 50 | 51 | 50 | 53|60 |60 | 30
Ponto3 | 1,0 | 15| 40 | 40 | 56 | 83 | 83 | 63 | 45 | 46 | 3,0
Inpa 1 10,1530 33,30 |38|30|28|11| 40| 20
Inpa 3 13|15 |33 |36 |46 | 33|45 |51 |28]| 33| 20
Inpa12 | 10|11 |18 |16 | 10| 10| 10| 10 | 06 | 03 | 1,0
Inpal13 | 13|15 (33|33 |20 |36 |23 |15 |15 |25 20
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Médias | 1,2 | 14 | 29| 30|32 |37 |36 |33|25]| 31|20

Ao se analisar a atividade das microbiotas desses solos colocando-se
bagaco de cana moido (Figura 10 e tabela 7) como fonte de carbono,
observou-se também, uma variagdo das producdes de solidos soluveis. Nesse
caso, todas as microbiotas produziram quantidades significativas desses
compostos quando comparadas com a testemunha (Figura 10). A microbiota
gue converteu mais bagaco de cana em sélidos solluveis foi a da amostra
Ponto 3, seguida da INPA 3, Ponto 2 e INPA 13. As com menores producfes

foram as das amostras INPA 1 e INPA 12.

m Leitura do
Grau Brix

Média de Incubacdo - Periodo 80 dias

Teste C Ponto  Ponto INPA1 INPA: INPA1Z  INPA

- - 1/:
I3 < <

Figura 10: Médias das producdes de soélidos sollveis pelas microbiotas de solos
usando bagaco de cana moido como fonte de carbono.

No entanto, ao contrario dos resultados obtidos com a serragem de
assacu, 0os maiores valores foram observados no inicio do experimento (Tabela
7), talvez devido aos residuos de agUcares contidos no bagaco e a presenca
de componentes vegetais de mais facil decomposi¢cdo no inicio. Diferentes
comportamentos foram observados, como por exemplo, as maiores producdes
de solidos soluveis ocasionadas pelas microbiotas dos solos de urucu (Ponto 2

e Ponto 3) ocorreram no oitavo e no sexagésimo dia, enquanto que as das
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amostras INPA 3 e INPA 13 ocorreram nos dias 8, 57 e 60. As microbiotas das
amostras INPA 1 e INPA 12 s6 apresentaram boa producédo de sélidos sollveis

no oitavo dia.

Tabela 7: Produgdo de solidos soluveis pelas microbiotas dos solos usando
bagaco de cana-de-acucar moido como fonte de carbono.

DIAS DE INCUBAGCAO
SOLOS 8 | 14 [ 17 | 22 [ 32 | 47 [ 57 | 60 | 65 | 77 | 80
°Brix

Testem. 10,10} 10 20| 10|20 | 10|20 | 10 10 | 10
Ponto 2 40| 20|15 |27 |00 |17 |20 | 42| 20| 31| 25
Ponto 3 3515|1521 |30 |23| 20|33 |26 |38/ | 30
Inpa 1 3315|1520 |15 |10 | 20 | 18 | 26 | 23 | 2,0
Inpa 3 31| 15|15 |20 |20 |17 |35 |36 | 21| 30| 25
Inpa 12 3015|1521 15|11 |15 | 10| 22 | 09 | 10
Inpa 13 31|15 |30 |28 | 00| 20|40 | 30|21 17 | 20

Whitman et al. (1998) mencionam que o solo € um importante habitat
para 0os microrganismos, onde eles desempenham papel fundamental na
decomposicao da matéria organica do solo, catalisando transformagfes Unicas
e indispenséaveis no ciclo global do carbono e do nitrogénio. Em contrapartida
Paoletti & Bressan (1996) descrevem que o0 solo pode apresentar mais de
10.000 espécies por grama de organismos de dificil identificacdo e representa
cerca de 85% da biomassa ou 90% do fluxo de CO, entre componentes
bidticos responsaveis pela decomposicdo de serrapilheiras em florestas

deciduais.

Essa diversidade de microrganismos poderia explicar as diferencas
encontradas nas atividades observadas no presente trabalho, quando se
compara as amostras de solo e a adi¢cdo de diferentes materiais vegetais como

0 assacu e a cana—de—agﬂcar.

4.1.1 AVALIACAO DAS AMOSTRAS DE SOLOS USANDO UMA SOLUCAO
COM NUTRIENTES
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No 2° experimento, no qual foram utilizados apenas os solos que se
destacaram no 1° experimento: Ponto 2, Ponto 3 e INPA 3, procurou-se usar
uma solucgéo de nutrientes (Atlas, 1995, Tabela 5) ao invés de agua destilada e
esterilizada. O objetivo foi acrescentar nutrientes ao solo esperando que suas
presencas aumentassem a taxa de producao de solidos sollveis, tendo em
vista a baixa fertilidade dos solos (Tabela 2) usados nessa pesquisa, 0s quais
representam as condicdes de acidez e baixa fertilidade dos solos de terra firme
da Amazonia (COCHRANE et al., 1985). As amostras de solo passaram por
um periodo de incubacdo de 74 dias em agitado de mesa, com leituras

freqUentes para todos os tratamentos.

Os resultados médios obtidos indicam diferencas significativas ao se
comparar as ac¢des das microbiotas dos solos em relacdo a testemunha, onde
se encontrava apenas a solucdo nutritiva e o material vegetal moido e

esterilizado (Figura 11).
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Figura 11: Médias das producbes de solidos solluveis pelas microbiotas de solos
usando assacu ou bagaco de cana como fonte de carbono e solucdo de nutrientes de
Atlas (1995).

Observou-se que a amostra controle (sem adicdo de material vegetal)

do solo INPA 3 destacou-se com média em torno de 1,3° brix, apresentando
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maior teor de solidos sollveis, enquanto que os tratamentos controle do Ponto

3 e Ponto 2 apresentaram médias em torno de 1,1° brix.

Uma analise mais detalhada dos dados (Tabela 8) indicou que a
solugdo nutritiva teve pouca influéncia no acimulo de soldos sollveis pelas
microbiotas dos solos, podendo ser devido ao maior consumo desses

microrganismos, necessario aos seus crescimentos.

Nas parcelas testemunhas, onde a fonte de carbono foi proveniente
apenas da matéria organica do solo, observa-se que o maximo de sélidos
soltveis foi encontrado no solo Ponto 3 aos 73 e 74 dias de incubacéo (Tabela
8). Os demais valores de sélidos solUveis observados durante todo o periodo

de conducéo dos experimentos variaram de 0,4 a 2,0 graus brix.

Tabela 8: Producdo de solidos soluveis pelas microbiotas dos solos usando
solucao nutritiva e material vegetal moido como fonte de carbono

DIAS DE INCUBACAO

SOLOS 4 I 11 13 16 20 24 44 55 58 73 74

% Brix

Testemunha

ponto2 08 09 10 10 10 10 10 10 10 10 20 20

Ponto3 0,7 10 10 10 10 10 10 10 10 10 22 22

Inpa 3 o4 09 10 10 12 10 13 20 20 10 20 20

Médias 06 09 10 10 11 10 11 13 13 10 20 20

Assacu

Ponto2 0,7 15 11 1,7 20 21 20 26 43 43 33 36
Ponto3 08 10 10 18 20 20 30 23 33 36 30 30
Inppa3 05 10 10 14 21 20 20 20 20 20 30 3,0

Meédias 06 11 10 16 20 20 23 23 32 33 31 32

Bagaco de cana-de-agucar

Ponto2 08 11 10 16 31 32 35 30 30 30 50 50
Ponto3 0,7 08 11 22 20 20 28 26 30 30 28 30
Inpa3 04 13 10 17 20 20 35 23 23 26 46 46

Médias 06 10 10 18 23 24 32 26 27 28 41 472

Quando foi adicionado o assacu como fonte de carbono, os teores de
sOlidos soluveis chegaram a atingir o valor maximo de 4,3 graus brix na
amostra de solo Ponto 2 aos 55 e 58 dias de incubacdo. O solo Ponto 3

comecou a ter seus valores aumentados a partir dos 55 dias de incubagéo,
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com os valores diminuindo aos 73 e 74 dias, possivelmente pelo maior
consumo dos microrganismos de sélidos solUveis ou, pela exaustdo de um
componente de mais facil decomposi¢do presente no material vegetal como a

hemicelulose ou celulose.

Quando foi adicionado o bagaco de cana como fonte de carbono, o
valor maximo de solidos sollveis ocorreu também no solo Ponto 2, aos 73 e
74 dias de incubacdo com 5,0 graus brix. De um modo geral, a producédo de
solidos soluveis foi maior ao se usar o bagaco de cana do que a serragem de
assacu, com o0s maiores valores ocorrendo no final do experimento,
descartando a possibilidade de isso ter ocorrido devido aos residuos de
agucares presentes no bagaco. Se houvesse esse efeito, 0 mesmo teria

ocorrido no inicio do experimento e ndo no fim.

Pelczar et al. (1981) citam que os compostos organicos de carbono,
depositados no solo, sdo decompostos pela atividade microbiana, e o dioxido
de carbono é liberado no ar e no solo. Mencionam ainda que o material
organico mais abundante nas plantas é a celulose, facilmente atacada por
muitas espécies de bactérias e fungos. A acao enzimética inicial é feita pela
celulase, a qual desdobra este polimero de glicose, de longa cadeia, em
celobiose, esta contendo duas unidades de glicose. A celobiose é levada a
glicose pela enzima B-glicosidade, a glicose, enfim, é facilmente metabolizada
por muitos microrganismos. A oxidagcdo fornece CO, e H;O. Toda
decomposicdo é uma sequéncia de oxidacOes e reducdes de uma substancia

organica até agua e gas carbonico.

4.2 BACTERIAS PRODUTORAS DE SOLIDOS SOLUVEIS USANDO
SERRAGEM DE ASSACU E DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Para esse experimento foi utilizada a solugdo modificada de Atlas
(1995), conforme mostrado na Tabela 5, podendo-se observar pela tabela 9,
gue ndo houve producao significativa de solidos soluveis pelas bactérias

testadas ao se usar a serragem de assacu como fonte de carbono. Os
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resultados obtidos indicam que valores numéricos abaixo da unidade (1,0)
obtida no tratamento testemunha (sem bactérias) foram observados em alguns
casos. Se houve alguma producao significativa de sélidos sollveis por essas
bactérias, elas entdo usaram esses produtos para seu crescimento evitando

gués se acumulassem e elevassem os valores de grau brix.

Por outro lado, nos tratamentos onde foi utilizado o bagaco de cana-de-
acucar, houve uma producdo de solidos solaveis pelas bactérias quando
comparadas com o tratamento testemunha (Teste) sem microrganismos
(Figura 12).

m Leitura do
Grau Brix

Média de Incubacéo - Periodo 30 dias

INPA INPA  INPA  |NPA INPA |NPA  INPA Mist. Teste
1BA 2BA 3BA 4BA 5BA 6BA 7BA Bact.

Figura 12: Producéo de solidos soluveis por bactérias usando bagaco de cana-de-
acucar e solucao de nutrientes

Nestes tratamentos, a bactéria INPA 3BA destacou-se com 2,3° brix
apresentando maior teor de soélidos soluveis, seguido de INPA 1BA com 2,0°
brix e INPA 7BA com 1,8° brix. AS demais bactérias apresentaram médias

variando de 1,7 ° brix a 1,0 ° brix (Tabela 9).
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Tabela 9: Producdo de sélidos sollveis por bactérias usando assacu como
fonte de carbono.

Dias de Incubacéo

Bactérias 03 | 09 | 13 | 16 | 23 | 27 | 30 34

°Brix

INPA 1BA 1.0 1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0

INPA 2BA 0,8 09 | 08 | 09 | 10 | 09 | 10 | 1,0
INPA 3BA 0,8 0,9 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
INPA 4BA 0,8 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
INPA 5BA 0,8 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
INPA 6BA 0,9 1,0 1,0 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0
INPA 7BA 0,9 1,0 0,9 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0

Mistura Bact. 0,9 0,9 0,9 0,9 1,0 1,0 1,0 1,0

Testemunha 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Ao se analisar em detalhes cada tratamento (Tabela 10), observou-se
gue os maiores valores de sélidos soltveis medidos em grau brix foram os de
3,3 produzidos pela bactéria INPA 3A e 3,1 pelo tratamento com a mistura de

todas as bactérias, ambos ocorrendo aos 23 dias de incubagéo.

Tabela 10: Producéo de sélidos sollUveis por bactérias usando bagaco de cana
como fonte de carbono.

Dias de Incubacéo

Bactérias | 03 | 09 | 13 | 16 | 23 | 27 | 30 | 34

°Brix

INPA 1BA 11 1,4 2,2 1,8 1,9 1,9 2,8 2,6
INPA 2BA 11 1,0 15 1,2 1,8 2,0 2,0 2,0
INPA 3BA 1,8 1,8 1,8 2,0 3,3 2,7 2,4 2,4
INPA 4BA 1,4 1,0 14 11 2,1 2,3 2,0 2,0
INPA 5BA 1,0 1,0 11 11 14 1,8 1,7 1,7
INPA 6BA 1,6 1,0 1,9 1,7 1,7 1,7 2,0 2,0

INPA 7BA 1,2 1,2 1,9 1,7 2,5 1,9 1,9 1,9

Mistura

1,8 14 2,4 15 3,1 1,9 2,0 2,0
Bact.
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Testemunha| 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Ao serem comparados os resultados com o tratamento controle o qual
apresentou meédia de 1,0%, os resultados foram considerados relevantes,
sendo portando, os sélidos sollveis consumidos pelas bactérias. Sugere-se
gue essa diferenca de comportamento das bactérias quanto a fonte de carbono
(assacu ou bagaco de cana) tenha ocorrido pelo fato da composicdo quimica

do assacu ser diferente da cana-de-acucar.

43 FUNGOS PRODUTORES DE SOLIDOS SOLUVEIS USANDO
SERRAGEM DE ASSACU E DE BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Observa-se que também nesse caso, como nas bactérias, que nao
houve acumulo significativo de sélidos sollveis ao se utilizar o assacu como

fonte de carbono para os fungos (Tabela 11).

Tabela 11: Producdo de solidos soluveis por fungos usando assacu como
fonte de carbono na presenca de uma solucdo com nutrientes.

Dias de Incubacéao
Fungos 03 06 15 20 24
°Brix

INPA 1FA 0,8 0,8 1,0 0,9 1,0
INPA 2FC 0,7 0,8 1,8 1,0 1,0
INPA 3FA 0,8 0,8 1,6 1,0 1,0
INPA 4FC 0,8 0,8 1,8 1,0 1,0
INPA 5FA 0,8 0,9 2,0 1,0 1,0
INPA 6FA 0,8 0,8 1,2 1,0 1,0
INPA 7FC 0,8 0,8 1,4 1,0 1,0
INPA 8FA 0,8 0,8 15 1,0 1,0
Mistura Fungos 0,8 0,8 1,2 1,0 1,0
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Testemunha 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Para estes tratamentos, a analise estatistica evidenciou que ndo houve
diferenca ao nivel de 95% para os fungos testados, que apresentaram teores
de soélidos soluveis similares aos observados no tratamento testemunha, com
média de 1,0° brix. A média para os tratamentos ficou em torno de 0,9° a 1,1°
brix de teor de solidos soluveis, concluindo que o acumulo de sélidos soluveis
pelos fungos néao foi significante.

Do mesmo modo que para as bactérias, ao se usar o bagaco de cana-
de-acucar como fonte de carbono ocorreu acumulo significativo de sélidos

soluveis pelos fungos (figura 12, Tabela 12).

A amostra denominada de INPA 2FC apresentou média de 1,4° brix,
seguida de INPA 3FA, INPA 7FC e INPA 8FA com 1,3° brix (Figura 13).
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Médias de Incubacéo - Periodo 30 dias

0,2

INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA 3 INPA Mist. Teste
1FA 2FC 3FA 4FC 5FA 6FA 7FC 8FA Fungos

Figura 13: Producdo de solidos soluveis por fungos usando baga¢o de cana-de-
acucar e solucdo de nutrientes modificada de Atlas (1995).

Os demais fungos proporcionaram acumulos de soélidos soluveis
variando de 0,9° a 1,2° brix, indices muito préximos do tratamento controle com
média 1,0° brix.
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Tabela 12: Producéo de sdlidos soluveis por fungos usando bagaco de cana-
de-acucar e solucao de nutrientes modificada de Atlas (1995).

Dias de Incubacao

Fungos 03 06 09 ‘ 20 ‘ 24
°Brix

INPA 1FA 1,0 1,0 1,0 0,9 1,0
INPA 2FC 1,5 1,2 1,0 1,5 1,8
INPA 3FA 1,2 1,2 1,0 15 1,8
INPA 4FC 1,2 1,0 1,0 1,2 1,8
INPA 5FA 11 1,2 1,0 1,2 1,8
INPA 6FA 1,0 1,0 1,0 1,2 1,5
INPA 7FC 1,0 1,2 1,0 1,5 1,8
INPA 8FA 1,0 1,0 1,0 15 2,0
Mistura Fungos 1,0 1,0 1,0 1,2 1,5
Testemunha 1,0 1,0 1,0 1.0 1,0

Ao se analisar os tratamentos com detalhes (Tabela 12), observou-se
gue o0s maiores acumulos de solidos soluveis ocorreram no final do
experimento, aos 24 dias de incubacdo, com apenas 1,8 e 2,0° brix para os
fungos INPA 2FC, INPA 3FA, INPA 4FC, INPA 5FA, INPA 7FC e INPA 8FA. O
fungo INPA 6FA e a mistura de todos os fungos proporcionaram acumulos de
1,5° brix.

Apesar de significativos, seus valores ainda estdo muito baixos,
sugerindo que algum fator deve estar limitando essa conversdao do material
vegetal em solidos soluveis. Como as madeiras e material vegetal tém
geralmente relacbes C/N elevadas, optou-se por acrescentar mais nitrogénio

na solugéo de nutriente utilizada nos experimentos anteriores.

Para isso, a quantidade de sulfato de amonio usada na solugéo (Tabela
5) foi elevada de 3,3 g para 8,25 g, visando suprir mais nitrogénio para a agao
dos microrganismos contra a serragem de assacu e bagaco de cana. Os

proximos experimentos foram realizados com esse objetivo e modificagéao.
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4.4 PRODUCAO DE SOLIDOS SOLUVEIS POR FUNGOS USANDO
ASSACU E CANA-DE-ACUCAR E UMA SOLUCAO DE NUTRIENTES
ENRIQUECIDA COM NITROGENIO.

Ao se aumentar a quantidade de sulfato de aménio para 8,25g por litro,
observou-se uma elevacdo substancial de solidos soluveis nas parcelas

experimentais (Figura 14).

Durante o periodo de incubacédo de 30 dias, os tratamentos inoculados
com os fungos INPA 7FC e INPA 8FA destacaram-se com teores de sélidos
sollveis respectivos de 3,5° e 3,4° brix, seguidos pelos inoculados com os
fungos INPA 3FA, INPA 5FA e INPA 6FA com médias de aproximadamente
3,0° brix (Figura 14).
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Figura 14: Producado de sélidos soltveis por fungos usando assacu e solucdo de
nutrientes enriquecida com nitrogénio.

Ao se analisar os dados com mais detalhes (Tabela 14), observou-se
gue as amostras iniciaram maiores picos de degradacdo dos solidos soluveis

em torno do décimo dia de incubacéo.
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Os fungos que proporcionaram maiores acumulos de sélidos solluveis
foram os INPA 7FC e INPA 8FA durante o periodo do décimo até o vigésimo

sétimo dias de incubacédo, com valores iguais ou superiores a 4,0° brix.

Os demais fungos proporcionaram acumulos de sélidos solUveis que
variaram entre 2,5 e 3,6° brix, enquanto que o tratamento com a mistura dos
fungos proporcionou acumulos de 2,8 a 3,0° brix ao longo do tempo de
realizacdo do experimento. E importante frisar que houve uma elevacdo do
grau brix do tratamento testemunha de 1,0 parfa 2,0 ao se aumentar o teor de
sulfato de aménio na solugdo com nutrientes, o que pode ser observado se
compararmos os dados das tabelas 11 e 13, nas quais a Unica diferenca nos
tratamentos testemunhas foi a concentracdo de sulfato de amonio, que subiu
de 3,3 g por litro (tabela 11) para 8,25 g por litro (Tabela 13).

Tabela 13: Producdo de solidos soluveis por fungos usando serragem de
assacu e solugéo de nutrientes enriquecida com nitrogénio.

DIAS DE INCUBACAO
FUNGOS 7 10 15 27 31
°Brix
INPA 1FA 2,0 3,0 2,0 2,5 3,6
INPA 2FC 2,0 3,0 2,6 2,8 3,0
INPA 3FA 2,0 3,0 3,0 4,0 3,1
INPA 4FC 2,0 3,0 3,0 3,3 3,3
INPA 5FA 2,0 3,3 3,0 3,6 3,1
INPA 6FA 2,0 3,1 3,0 3,6 3,1
INPA 7FC 2,0 4,0 4,3 4,6 3,0
INPA 8FA 2,0 4,0 4,0 4,0 3,0
Mistura

fungos 2,0 2,8 2,8 3,0 3,0
Testemunha 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Diferencas significativas também foram observadas entre o0s

tratamentos quando se usou bagaco de cana como fonte de carbono e a
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solucdo de nutrientes contendo 8,25 g de sulfato de aménio por litro (Figura
15).

- Periodo 30 dias

m Leitura do
Grau Brix

Médias de Incubagéo

INPA INPA INPA INPA INPA  INPA INPA INPA Mist. Teste
1FA 2FC 3FA 4FC 5FA  6FA 7FC 8FA Fungos

Figura 15: Producéo de sdlidos soluveis por fungos usando bagac¢o de cana e solugéo
de nutrientes enriquecida com nitrogénio.

Através da leitura do grau brix foi possivel observar que o fungo INPA
4FC proporcionou 0 maior acumulo de sélidos soluveis, seguido pelo fungo
INPA 5FA. Todos os fungos proporcionaram acumulos significativos em
comparacao com a testemunha, com o fungo INPA 1FA, com menor acumulo,

apresentando quase o dobro do observado na testemunha.

Uma andlise mais detalhada dos dados (Tabela 14) indicou valores
altissimos em alguns tratamentos, superando 10° brix, como pode ser visto
com os fungos INPA 2FC e INPA 7FC aos 27 dias de incubacao e, INPA 4FC
aos 20 dias. Em todos os casos, desde a primeira medicdo realizada aos 7
dias de incubacdo os tratamentos com fungos apresentaram acumulos de

sélidos sollveis superiores aos observados no tratamento testemunha.

Tabela 14: Producéo de sélidos soluveis por fungos usando bagaco de cana e
solucdo de nutrientes enriquecida com nitrogénio.

Dias de Incubacéo |
FUNGOS o7 | 10 | 15 | 20 | 27 | 31
°Brix |

INPA 1FA 30 | 30 | 35 | 36 | 40 | 60



INPA 2FC 3,0
INPA 3FA 3,6
INPA 4FC 3,0
INPA 5FA 3,0
INPA 6FA 2,6
INPA 7FC 2,9
INPA 8FC 2,6
Mistura Fungos 2,8
Testemunha 2,0

3,0
3,0
3,0
3,3
3,0
3,0
3,0

2,8
2,0

8,3
3,6
7,0
9,0
45
4,0
6,0

10,0
2,0

4,6
3,0
11,8
4,0
3,0
3,0
3,0

4,0
2,0

11,3
6,6
9,6

11,0
5,6

11,0
4,0

10,0
2,0
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7,0
5,6
9,3
10,0
5,3
10,0
6,6

9,3
2,0

4.5 PRODUCAO DE SOLIDOS SOLUVEIS POR BACTERIAS USANDO
ASSACU E CANA-DE-ACUCAR E UMA SOLUCAO DE NUTRIENTES
ENRIQUECIDA COM NITROGENIO

Para este experimento foram utilizados pé de serragem de assacu,

bactérias e solucdo de nutrientes contendo 8,25 g de sulfato de amonio por

litro.
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m Leitura do
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Figura 16: Producéo de sélidos sollveis por bactérias usando serragem de assacu

e solugdo de nutrientes enriquecida com nitrogénio.
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As amostras iniciaram diferenca no teor das médias de degradacao a
partir do sétimo dia. As médias apresentadas para 0s trés primeiros
tratamentos destacaram-se em maior degradacdao de sélidos sollveis pelas
bactérias. O tratamento 1Al destacou-se com média de 5,1° brix, seguido de
4,4° brix para o tratamento 10A2 e 3,8° brix para o tratamento 10A1 (Figura
16).

Nessa situacdo, também todos os tratamentos em que se usou
bactérias proporcionaram acumulos de sélidos soluveis de forma significativa
usando serragem de assacu como fonte de carbono e uma solugdo de
nutrientes enriquecida com nitrogénio. Todos foram significativamente
superiores ao tratamento testemunha (Figura 16), com a bactéria INPA 1BA
apresentando-se bem superior as demais, com mais de 5° brix de sélidos

sollveis seguida pela bactéria INPA 5BA com aproximadamente 4,4° brix.

Pela tabela 15 observa-se que os acumulos de sélidos solaveis
comecgaram a ocorrer no décimo dia de incubacdo, mantendo-se relativamente
constantes até o final do experimento, aos 24 dias de incubacdo. As bactérias
gue mais se sobressairam ao longo do experimento foram a INPA 5BA, INPA
INPA 4BA, seguidas pelas INPA 6BAS e INPA 7BA. Em todos os casos, desde
o décimo dia de incubacdo, os tratamentos com bactérias apresentaram
acumulos de solidos soluveis superiores aos observados no tratamento

testemunha.

Tabela 15: Producdo de solidos sollveis por bactérias usando serragem de
assacu e solugéo de nutrientes enriquecida com nitrogénio.
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Bactérias Dias de Incubacéo

7 10 | 14 21 24
° Brix
INPA 1BA 2,0 4.6 4.0 3,0 51
INPA 2BA 2,0 2,3 3,3 3,0 3,3
INPA3BA 2,0 2,9 4,3 2,9 3,7
INPA 4BA 2,0 3,6 4.3 4.6 4.7
INPA 5BA 2,0 5,3 50 4.3 5,6
INPA 6BA 2,0 40 40 3,6 4.0
INPA 7BA 2,0 3,5 3,3 3,6 4.7
Mistura 2.0 33 53 3.0 33
Bact.

Testemunha 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Ao se utilizar o bagaco de cana como fonte de carbono, observou-se
também, acumulos significativos de solidos solUveis em comparacdo com o
tratamento testemunha (Figura 17). As que menos acumularam (INPA 2BA,
INPA 3BA e INPA 4BA) proporcionaram o dobro de solidos soluveis
apresentados no tratamento testemunha. As que proporcionaram maiores
acumulos de solidos soluveis foram as bactérias INPA 5BA, INPA 6BA e o
tratamento com a mistura de todas as bactérias, todos com valores de

superiores a 5° brix.

- Periodo 30 dias

m Leitura do
Grau Brix

Médias de Incubagéo

INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA Mist. Teste
1BA 2BA 3BA 4BA 5BA 6BA 7BA Bact.

Figura 17: Producdo de soélidos sollveis por bactérias usando bagaco de cana e
solucéo de nutrientes enriquecida com nitrogénio.



Os tratamentos apresentaram médias em torno de 5,4° a 3,9° brix do

teor de degradacéao de sélidos sollveis e através do grau brix foi possivel

detectar a
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Ao se analisar os dados com detalhes ao longo do experimento (Tabela

16), observou-se que os acumulos de sdlidos solUveis ocorreram a partir do

décimo dia de incubacdo, com a bactéria INPA 5BA proporcionando 0s
maiores acumulos, seguida pelas bactérias INPA 4BA, INPA 1BA e INPA 6BA.

Tabela 16: Producdo de solidos sollveis por bactérias usando bagaco de

cana-de-acucar e solucao de nutrientes enriquecida com nitrogénio.

Dias de Incubacéao
Bactérias 7 10 ‘ 14 ‘ 21 24
°Brix
INPA 1BA 2,0 4,6 4,0 3,0 51
INPA 2BA 2,0 2,3 3,3 3,0 3,3
INPA 3BA 2,0 2,9 4,3 2,9 3,7
INPA 4BA 2,0 3,6 4,3 4,6 4,7
INPA 5BA 2,0 5,3 5,0 4,3 5,6
INPA 6BA 2,0 4,0 4,0 3,6 4,0
INPA 7BA 2,0 3,5 3,3 3,6 4,7
Mistura Bact. 2,0 3,3 53 3,0 3,3
Testemunha 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0

Os maiores acumulos foram observados ao final do experimento, aos 24

dias de incubacéo.

4.6 AVALIACAO DA TEMPERATURA NA PRODUCAO DOS SOLIDOS
SOLUVEIS POR BACTERIAS E FUNGOS USANDO BAGAGCO DE CANA

COMO FONTE DE CARBONO
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As serem comparadas as acdes microbianas das bactérias em
temperatura de laboratério a 26°C e temperatura de estufa a 39°C, observou-
se que o acumulo de sélidos soluveis foi maior na temperatura mais elevada,
sugerindo metabolismo mais acelerado dessas bactérias (Figura 18). Todas as
bactérias testadas apresentaram esse comportamento, com a INPA 7BA sendo
mais produtiva na alta temperatura, seguida pela INPA 1BA. O acumulo de

sélidos soluveis na temperatura mais baixa foi semelhante para as trés

bactérias.
5
g 45
a) 4 -
]
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o
z§ 34 . Temp. Lab.
2 25
8 . Temp. Estufa
£ 24
[0}
° 1,54
1%}
©
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@
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0 -

INPA 1BA INPA 4BA INPA 7BA

Figura 18: Producdo de sdlidos solluveis por bactérias usando bagaco de cana e
solucdo de nutrientes enriquecida com nitrogénio. Temperaturas de laboratério a 26°C
e de estufa a 39°C.

Ao serem comparadas as a¢des metabolicas dos fungos (Figura 19), os
resultados também foram bastante semelhantes aos observados com as
bactérias, uma vez que sob altas temperaturas, o acimulo de sélidos soluveis
foi maior para todos eles. Ao contrario das bactérias, o comportamento dos
fungos foi muito semelhante, ndo se observando, de forma significativa, a
predominancia de algum deles em relacdo aos demais em ambas as

temperaturas.
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Figura 19: Producdo de solidos sollveis por fungos usando bagaco de cana e
solucdo de nutrientes enriquecida com nitrogénio. Temperaturas de laboratério a 26°C
e de estufa a 39°C.

Ao se analisar os dados em detalhes sob a temperatura de 26° C
(Tabela 17), foi possivel observar que tanto as bactérias como os fungos em
condicdes de temperatura de laboratério a 26°C apresentaram diferenca nos
resultados, apresentando médias em torno de 2,7° a 2,9° brix quando
comparadas ao tratamento testemunha com média de 2,0° brix. Destaca-se
gue no preparo do tratamento testemunha, foi utilizado apenas bagaco de
cana-de-acucar e solucdo de nutrientes, enquanto que nos tratamentos acima

mencionados, foram acrescidos fungos e bactérias.

Tabela 17: Producdo de sodlidos soluveis por bactérias e fungos usando
bagaco de cana-de-acucar como fonte de carbono. Temperatura de 26°C.

Dias de Incubacéo
Bactérias 03 | 06 | 09 | 14 | 17 | 21 [ 28 | Média
°Brix

INPA 1BA 3,0 3,0 2,8 2,5 2,5 2,7 2,9 2,7
INPA 4BA 3,0 3,0 3,0 2,6 2,6 29 3,0 2,8
INPA 7BA 3,0 3,0 3,0 2,7 2,6 2,8 3,0 2,8
INPA 6BA 3,0 3,0 3,0 2,8 2,8 2,9 3,0 2,9

Fungos

INPA 2FC 3,0 3,0 3,0 2,9 2,8 3,0 3,0 2,9
INPA 4FC 3,0 3,0 3,0 3,0 2,8 2,8 3,0 2,9
INPA 5FA 3,0 3,0 3,0 2,8 2,9 3,0 3,0 2,9

TC10F 3,0 3,0 3,0 2,6 2,6 2,8 3,0 2,8
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Testemunha | 20 | 20 | 20 | 20 | 20 [ 20 | 20 | 20

Ao serem analisadas as amostras durante o periodo de incubacdo de
bactérias e fungos em temperatura de estufa a 39°C, foi possivel observar que
a bactéria INPA 7BA destacou-se com média de 4,4° brix, apresentando ao
longo do experimento, valores entre 3,6 e 6,0° brix, com o maior valor (6,0°
brix) ocorrendo aos 28 dias de incubacdo. Quanto aos fungos, os resultados
foram semelhantes aos observados com as bactérias, mas sem que algum se

sobressaia em relagdo aos demais conforme ja apresentado na figura 18.

Tabela 18: Producdo de sélidos solluveis por bactérias e fungos usando
bagaco de cana-de-acucar como fonte de carbono. Temperatura de 39°C.

Dias de Incubacéo
Bactérias 03 | 06 | 09 | 14 | 17 | 21 | 28 |Média
°Brix

INPA 1BA 4,3 4,0 3,1 3,5 4,0 4,9 6,0 4,2
INPA 4BA 3,8 4,0 3,0 3,1 3,4 4,3 53 3,8
INPA 7BA 4,0 5,0 3,6 3,8 4,0 4,6 6,0 4,4
INPA 6BA 3,0 4,7 3,1 3,3 3,6 4,0 5,0 3,8

Fungos

INPA 2FC 4,0 3,6 3,3 3,5 3,6 4,9 50 3,9
INPA 4FC 5,3 4,1 3,5 3,6 4,3 4,9 6,0 4,2
INPA 5FA 4,8 4,5 3,1 3,6 4,0 4,3 5,0 4,1

TC10F 4,3 4,0 3,1 3,3 3,6 4,6 5,0 3,9

Testemunha | 20 [ 20 [ 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20

No entanto, como mostrado nas figuras 17 e 18, os acumulos de sélidos
solaveis foram bem mais elevados a temperatura de 39°C, conforme pode ser
observado olhando-se os dados dessas duas ultimas tabelas (Tabelas 17 e
18). Isso demonstra que as amostras em altas temperaturas tiveram seu
metabolismo aumentado. Consequentemente houve maior degradacdo do
material vegetal e maior producdo de enzimas ou entdo as enzimas produzidas

estdo trabalhando com mais eficiéncia em temperaturas mais elevadas.



63

A intensidade de decomposicdo da matéria organica do solo esta
diretamente relacionada a variacdo de temperatura. Entre 5°C-30°C (Baixa
taxa de decomposicao) as perdas de matéria organica sao pequenas e uma
tendéncia de se tornarem residuos ricos em Nitrogénio. Nas temperaturas
elevadas entre 45°C-70°C, a intensidade de decomposi¢cdo também diminui,
assim como a atividade microbiana; alterando o sentido que se processa a
decomposicdo da matéria organica, em relacdo aos produtos sinais dessa
atividade (FELSK; AKKERMANS, 1998).

CONCLUSOES

- Houve diferengcas entre as microbiotas dos solos em produzirem sélidos
solaveis usando serragem de assacu e bagaco de cana-de-acucar moido como

fontes de carbono.

- As microbiotas dos solos de urucu proporcionaram maiores acumulos de

solidos solaveis que as dos solos dos campus do INPA.

- Houve diferencas significativas entre os fungos e entre as bactérias isolados
desses solos quanto ao acumulo de sdlidos solaveis usando esses dois

materiais vegetais como fontes de carbono.
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- Aumentando a quantidade de nitrogénio no meio resultou em maiores

acumulos de sélidos soluveis.

- Houve maiores acumulos de sélidos sollveis a temperatura de incubacao de
39° C quando comparado com 26° C.

- Entre os fungos, os que proporcionaram maiores acumulos de sodlidos
solaveis foram os identificados como INPA 4FC, INPA 5FA, INPA 7FC e INPA
8FA.

- Entre as bactérias, as que proporcionaram maiores acumulos de sélidos
soluveis foram as identificadas como INPA 1BA, INPA 5BA e INPA 6BA.
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