LEVANTAMENTO DE FUNGOS TERMOFILOS ASSOCIADOS
A PILHAS DE CAVACOS DE gumr{qpiu-s SPP.

CELSO GARCIA AUER

Orisntador: Prof. Dr, TASSD LEO KRUGNER

Dissertagdo apressniada & Escola
Superior de Agricultura “Luiz de
Qugiroz", da Universidade de Sio
Paulo, para obtencBo deo titule de
Mestre em Agronomiz. Area de
Concentragéo! Fliopatologia,

PIRACICABA
Estado de S&o Paulo - Brasil
Junho - 1886




A meus nais,
Derviia e Ernesto

dedico.

A- Reus g

a§radeg0;



AGRADECIMEMNTOS

Pelas inlmeras colahoracdes prestadas, dificil
sera relacionii-las, mas faz-se necessirioc ¢ mister reconhecer

¢ agradecer:

Ao Professor Dy, Tasso Lzo Xrflansr, pelos ensinamentos,experién

cia adquirida e orientacho;

Ao Prefessor Dr. Luiz E.G. Barrichsllic, pelo apoio, ensinamen —

tos e orientacio;

Ans Professores Dr. Hireshi Ximati, Dr. Paulec de C.T. de Corva-
Lhe, Dr. Clelio Lima Salgedo, Dr. Evic Balmer, Dr. Armande Ber-

gamin Filho, pelos ensinamentos;

Ao Instituio de Botaniea - 5P, na pessoa dos professores Des
Adaute Iveo Milangsz e Dra. Sandre F.B. Trufem, pelos ensinamen -

tes e orientagdo nos trabalhos de identificacdo dos fungos;

Apos Eng? Ftal. Mestre Mareio Pinheiro Ferrari e Eng? Agr?® Mes-
tre Wagner Beittiol, pela grande amizade, apoio, colaboracido e

sugestoes;




vV

Aos académicos Ysabel Tsutsumi, pela colaboragdo nes ensaios e

Luts EBduarde Aranha Camarge, pelas sugestoes;

‘A Champion Papel e Celulose S/4, na pessoa do Eng¢ Quimico Fla-

vio Tezser e ex-funcionarioc Eng? Ftal. Ricardo drdente de Almei
da, pelo apoio e pelas facilidades para o desenvolvimento da

pesquisa;

A Szeretaria de Teenologia Industrial - STI/MIC, pelo financia-

mento dos trabalhos de pesquisa;

A Fundagao de Amparc @ Pesguisa do Estado de Sdo Paule - FAPESP

pela bolsa de estudes fornecida;g

A turma de glunos da pos-graduagas sm Fitopatologia, que de uma
e |
maneira ou outra favoreceram o desempenho dos trabalhos cienti-

ficos;

Aos funeionarios dos Depie. de Fitopatologia e do Depio. de

Ciénciae Plorestais, pelo grande auxilio prestadoe.




INDICE

RESIIEIE o o im0 s 5 i w0 8 e, 508,00 00, S i 3 A
SUMMATDY  cop e g o m i e e s e e e w0 e
T = TNTRODUGADR sroresse-is s aaninse i s wi e wsinna e 4856
IT - REVISAO DE LITERATURA ...sc0vsuus AT
2.1. Armazenamento de madeira na forma de ca
PRBES 5.5 Pk e e Sl w e R R
2.2. Caracteristicas gerais de microrganis -
s TErmoFilos «coceiceviienina s iee
2.3. Pilhas de cavacos com auto-aquecimento.
III - MATERTAL E METODOS -vesvorvcrmmessesssoss A
3.1. Montagem, monitoramento da pilha e cole
ta de cavacos de eucalipto ...ccveacenn

3.2, Atividades conduzidas no laboratorio

3.2.1. ENSAIO 1 - Teste com diferentes
meios de cultura pura para isola
mento de microrganismes termofi-
BUBE oo a S et LA T 4 T

3.2.2. ENSAIO 2 - Comparagac entre BDA
e hidrolisado de madeira-agar pa
ra isolamento de fungos termofi-
T @8 iwe dleis e ol e freaa s e e

ix

x1i

Gl

03

06
09

16

16
24

24

25




- RESULTADOS

Isolamento de fungos termélfileos a
partir dos cavacos coletados da

piilia . .ovne R AR
Isolamento de fungos terméfilos em
varios locais proximos i fibrica de
PAPEL e wie dRi SRR R
ENSAIO 3 - Determinagio de taxas de
crescimento micelial, dos fungos ter

26

mofilos isolados, em diferentes tem

DEYARQRRS Lo R e R A ke
ENSATO 4 - Avaliagio da germinacio

dos esporos de fungos termcfilos,em
diferentes temperaturas ......oe...
ENSAIO 5 - Avaliacao do efeito de
diferentes fontes de carbono no de-
senvolvimento de tres fungos termo-
filos ... T T T
ENSAIO 6 - Teste de hidrolisado de
madeira-dgar com meio de culturz pa
ra fungos termofilos, iscladas de

CAVICOS Q€ SUCRLINTO wiv v v sumae s o

Identificacdo dos fungos terméfilos isola-

dos.da

pilha de cavacos de eucalipto com

auto-aquecinento ..... O T e R R

L R T T

4.1. Monitoramento das condicoes da pilha com au
to-aguecimento .....-.- R R R R e
4.2. Atividades conduzidas no laboratorio ......
4.2.1. Efeito de diferentes meios de cultu-

rad2 no isplamento de microrganismos

Fatchw 1 To b an Bl K v o3I

FaL

31

36

36
41

41




V

VI

VIiI

4.2.2. Frequéncia de fungos termifilos em
pilhas de cavacos de eucalipto e
enm varios pontos da fibrica de pa-
52 S

4,2.53. Avaliacdo das taxas de crescimento
micelial dos fungos iscolados, sob
diferentes temperaturas ..........

4.2.4, Avaliacdco do periodo latente de ger
minacio dos esporos de fungos isola
dos, sob diferentes temperaturas...

4.2.5. Efeito de diferentes fontes de car-
bono no desenvolvimente de trés fun
gos termofilos is0lados cusveioen .

4.2.6. Avaliacao do hidrolisado de madeira-
agar como meio de cultura para fun -
gos termofilos isolados de 'cavaces de

BHEELIP RO G S S T e e e e s

4.3. Identificacdo dos fungos termdfilos isolados
da pilha de cavacos de eucalipto com auto -

Lfa) PEen T b 2 o S e e i O
DISGCUESERE. ~vie v viss - L a5 S o W R
5.1. Monitoramento da pilha de CAVACOS .o veernns
5.2. Isvlamento de fungos termofilos ..oveseeceon.
5.3. Crescimento de fungos termofilos em diferen-
LES LONMPErETIITAS s s s o s s s o vie s

3.4. Germinagao de esporos de fungos isoiados em
diferentes Temperabturas iveaiasesie i el s

5.5. Urescimento de funpos isolados em algumas
EoRtes de ca¥Balo e sdiiin sena fen it e s e e
CONELUSUES sucidn i v i e sm tie v romimecarare .
— LITERATURA CITADA .. cuie s iimnens ommas oriee oo o

50

54

58

60

. Eh Du
Lo 7 R Y |

68

69

15




P T S————— e T B

LEVANTAMENTO DE FUNGOS TERMOFILOS
ASSOCIADOS A PILHAS DE CAVACOS DE Fucalyptus SPP,

AUTOR: Celso Garcia Auer

ORIENTADOR: Tasso Leo Krilgner

RESUMO

0- isolamento de fungos termofilos a partir de
cavacos de eucalipto apresentando auto-aguecimento, com temperatu
ras maximas variando de 53 - EEDC, mostrou a ocorréncia de A4dsper
gillius sp., Dactylomyeces thermoplhilus, Penieillium baciliusporum
Bhizomucor sp., Sporotrichum Sp. e Thermogscus aurvaniiaeus. Com
excecac de D, thermapﬂiiue, estes fungos foram também isolados de
solo de talhGes florestais de eucalipto, do ar e de dguas resi-
duais para lavagem de toras e da lagoa de tratamento de efluentes.

Foram avaliadas as frequéencias relativas de ca-
da fungo isolado, observando-se a auséncia de padrdes definidos
de distribuicdo mos pontos amostrados no decorrer do periodo

de armazenamento.
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A anfilise das taxas de crescimento nicelial,em

meio BDA, nas temperaturas de 20, 30, 40, S0, 60 e 70°C  indicou

as temperaturas otimas de 30°C pafa Aspergilius e P. bacillispawm;

o . 0 2 _ -
40°C para Rhizomucor e 50°C para D. thevmophilus, Sporotyichum e

T. aurantigeus. Nao houve crescinmento nas temperaturas de 60 e

70°C. A incubacio de esporos em agar-agua a 20, 30, 40 e 50°C

mostrou que somente dspergillus, P. basillisporwn e Raizomucor

c = ] - .
apresentaram germinacac de esporos a 20 C. 0s pontos otimos de
germinacao dos conidios se aproximaram dos pontos Gtimos de cres

cimento micelial.

Foi avaliado o efeito de dextrose, sacarocse

¥
amido , hidrolisado de madeira e carboximetil celulose como fontes de

carbono a Aspergillus, Rhizomuceor e T. gqurantiacue. Nio houve di
ferencas significativas entre dextrose, sacarose e amido, POTER
estas fontes foram significativamente superiores as hidrolisado de ma -
deira e carboximetil celulose. 7 crescimento inadequado dos fun-
gos nestas ultimas fontes de carbono sugere a sua incapacidade pa

ra degradacao de hemicelulose ¢ celulose.
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SURVEY OF THERMOPHILIC FUNGI
ASSOCIATED WITH Zuecalypius spp. CHIP PILES,

AUTHOR: Celso Garcia Auer

ADVISER: Tasso Leo Krligner

SUMMARY

Isplations of thermophilous fungi from
self-heated chip piles of eucalypt wood, with maximum tenperatures
ranging {from 52-63°¢ , showed the ocurrence of dgpevgillus 8p., Dootylomuces

thermophtlug, FPentcillium bacillisporum, Rhizomucor sp.,

]

L

Sporotrichum sp. and Thermoascus aurantfacus. With exception of
D. thermophilus, all fungi isolated from the pile were also
isclated from eucalypt forest soil,; air, mill waste water used
for round wood washing and from water of the treatment lagoon of
effluents.

The relative frequency of each thermophilous
fungi isclated did not show regular distributional patterns in

the sampling points and during the period of storage.
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Rates of mycelial growth on potato dextrose
agar at the temperatures of 20, 30, 40, 50, 60 and 70°C showed
the optimum temperature for growth at 30°C for Aspergiilus and
P. bacillisparum; 40°%¢ for Rhizomueor and SDGG For B, thermophilua,
Sporotrichum and 7. auranticcus. Growth was not at 60 and 70°C.

The incubation of spores on water-agar at.ZGL 30, 40 and 50%9%
showed that only Aepergillus, P. bacillisporum and Rhizomucor
germinate at 209C. The optimum germination points were similar to
the optimum growth point.

The effects of glucese, sucrose, starch,hvdrolysate
of weood and carboxymethyl cellulose (CMC) as carbon sources on
mycelial growth of dspergilius, Hﬁizomuc&ré%gT. aurantiacus
were also studied. There were not significant differences among
glucose, sucrose and starch, but they were significantly better
than hydrolysate of wood and GWC.The inadequate growth on wood
extract and CMC suggests the incamacity of these fungi to degrade

hemicellulose and cellulese,
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0 género Euealyptus vem sendo utilizado, no
Estado de Sdo Paulo, como principal fonte de fibras curtas para
a producdo de celulose e papel, em florestas de curta rotacag
Deste tipo de manejo resulta a producio de madeira com grande
quantidade de alburno, que facilita o dataque de microrganismos
(COWLING et al<z, 1974). A estocagem da madeira na forma de ca-
vacos, € uma alternativa de armazenamento para futuro processa-
mento, que paode, porém, ter implicacoes micrnhinlﬁgicas, degra-
daderas ou nao (ESLYN, 1973 e FERRARI & KRUGNER, 1984).

Aquecimento interno em pilhas de cavacos de ma
deira tem side observado em varias de celulose e papel (FOELKEL
& ZVINAKEVICIUS, 1979 e LIMA et al<, 1980), ao qual devem es-
tar assoclados varios microrganismos, dentre eles os fungos ter

mofilos (TANSEY, 1971 e FULLER, 1985).

g
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0 presente trabalho teve por objetives:
verificar a gcorréncia de duto-aquecimento em pilha de cava-

Ccos de Buealypitus Spp., armazenada do ar livre;
isolar os fungos termofilos presentes na Pilha de cavacos:

identificar os fungos termdfilos isolados;

estudar a distribuicio dos fungos termafilos dentro da pilha
de cavacos, durante o periedo de armizenamento e

cstudar o efeito da temperatura e fontes de carbong no cres-

cimento e/ou esporulacio dos fungos isolados.
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IT - REVISAO DE LITERATURA

2.7. Armazenamento de madeira soh z forma de cawvacos

A estocagem de cavacos, ao ar livre, em indus-
trias de celulose foi iniciada durante a década de 1950 nos FEUA

Os cavacos, destinados 3 producdo de celulose, eram residucs de

serrarias e de fabricas de aglomerados. Suas vantagens durzante

o manejo do material & sua economia em custos, atrairam =z -aten-

cao de cutros paises, tais como, Canadi, Australia, Europa e Ja
pdo, que adotaram este sistema (BERGMAN, 1972).
ESLYN (1973) comparande os dois principais ma-

todos de estocagem de madeira, como cavacos ou como toras, afir

mou que a melhor alternativa bara armazenamento de madeira se-

ria na forma de cavacos. Certos aspectos como,; por exemplo,
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maior facilidade no transporte do material, manecjo dentro da
fabrica e maior economia de espaco, apresentam-se como mais fa-
voraveis, em relacio aoc uso de toras (ENGEL,1985) .

Desvantagens, também, sio abservadas nos pon -
tos relacionadds com o aumento no teor de finos durante o mane-
jo dos cavacos, contaminacio dos cavacns.cnm cinzas do ar e ou-
tros agentes qu¢ causam o aparecimento de Pontos pretfos no pa-
pel, e maior risco de ignicdo espontdnea na pilha. LINDGREN e
ESLYN (1961) opinaram que a quantidade de madeira deteriorada ;
na pilha de cavacos, pode ser a mesma ou maior do que com
toras.

BERGMAN 2t eliZ (1970) relatam que a principal
vantagem do armazenamento de cavacos ao ar livre est3 na minimi
zacde dos custos com manejo, mas aprﬂgentaudﬁ perdas substan-
ciais de madeira, da ordem de 1% por m@s de estocagem. Os auto-
res observaram, €ém contraste com esta perda, maior prudugiu de
polpa celuldsica, a partir de cavacos de coniferas estocadss ao
ar livre, sendo devido este fato ao decréscimo ne teor de extra
tivos da madeira.

HATTON (1970) estudando os efeitos do armazena
mento com coniferas, verificou que podem ocorrer perdas na pro-
ducdao de celulose, com base na madeira armazenada, e reducio da
qualidade, aleém do aumento no consumo de produtos quimicos du-

Tante 05 processos de cozimento e branqueamento. As perdas eco-

nomicas mais elevadas, segundo o autor, aconteceriam em estoca-

gens por periodos acima de 1 ano.
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Em condicoes atuais, a madeira destinada a
producio de cavacos provém de florestas de curta rotacao (51-
MOES et aiii, 1980), as quais vio diretamente ao tambor de des-
cascamento e ao picador.

COWLING et ali< (1974]) postulam o usc desta ma
deira, pois a pilha fica constitulda de cavacos com alto teor
de umidade, com valores ao redor de 50%, e de madeira com gran-
de quantidade de alburno, material mais suscetivel & deteriora-

¢do por microrganismos e insetos. Em concordincia FERNANDES

(1977) estabeleceu gue a madeira originada de florestas com me-
nor idade de corte, apresénta alto contelido de madeira Jjuvenil
com baixa quantidade de cerne. Para folhosas, como o eucalipto,
esta madeira possui maior conteido de lignina e composte fenﬁli
cos, com menor teor de holocelulose e extrativeos, gquando compa-
rados com 0s valores de uma madeira de arvore adulta; possui
também, menor densidade e comprimento de fibras ligeiramente in
ferior @ madeira adulta, porém produzindo celulpse de proprieda
des similares.

Em ensaios mais diretos, HATTON & HUNT (1972)
estudaram a permanéncia de cavacos ao ar livre por 12 e 24 me -
ses, utilizandeo Picea glauca e Pinus contorta, verificande per-
das na produgfo de polpa celulodsica, acompanhadas pelo aumento
no consumo de dalcalis. Os autores estabeleceram que o periodo
de permanéncia deve estar restrito a periocdos com menos de
12 meses. Outras consequeéncias do armdzenamento foram discuti -

das por BERGMAM (1972}, que relacionou o decréscimo nos teores
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de extrativos e resinas da madeira de coniferas, aumento da
opacidade do papel que implicaria em maior consumo de produtos
no braqueamento e perdus na resisténcia da polpa e do papel, pe

lo uso de cavacos com 3 a 4 meses de armazenamente aoc ar livre.
2.2. Caracteristicas gerais dos microrganismos termofiles

A termofilia, caracteristica de crescimento
em temperaturas acima das observadas no ambiente, relaciona -se
com a capacidade geneética de certos microrganismos en adaptar -

s . o —-— - @ =
A€ seu desenvelvimento em direcdo 3s condicoes extremas do am

biente (DOWDING,1981). :

A pesquisa com microrganismos termcfilos, de
acorde com EMERSON (19G68), foi iniciada no inicio deste século
e sua constatacdo em meio de cultura, foi devida & incubacdo de
material vegetal em estufas com temperaturas acima de 40°C. Ain
da segundo esse autor, foi concedido z Hugo Miehe o pioneirismo
da investigacdo completa do fenomeno de auto-aquecimento de pi-
lhas de feno, e pela realizacao dos primeiros estudos e anili -
ses do fendomeno da termefilia e associacdo com os microrganis -
mos presentes. 0 estudo da ecologia por Noack, descreveu ocutros
fungos, isolados novos, a partir de residuos, tais como, ester-
co e restos de cultura (APINIS, 1967).

A origem da energia térmica liberada nos pro -

cessos de auto-agquecimento e sua relac3o com a presenca e acao
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de microrganismos foram profundamente estudadas por varios pes
quisadores (WEDBERG & RETTGER, 1941 e BARTHOLOMEW & NORMAN, 1953)

De acordo com os resultados obtidos, os autores obseyvaram modi

ficacoes nas populacbes de microrganismos presentes, ocorrendo
o surgimento de populacoes termofilas durante a decomposicac de
materiais de origem vegetal, bem como, a elevacdo da temperatu-
ra. Houve correlacio entre os valores maximos de temperatura e
aqueles de CO, liberados, mostrando boa probabilidade de termo-
genese bioldgica iniciar-se quando a matéria orginica € consti-
tuida de compostos altamente energéticos (NORMAN e+ elii 1941).

Mais tarde, COONEY & EMERSON (1964) reuniram o
conhecimento adquirido até ent3o e dpresentaram a taxonomia 5
morfologia e biologia geral de fungos com carater de crescimen—
to em altas temperaturas, monografia que tcm.servido com auxi -
lio @ caracterizacfic e identificacio dos microrganismos. Em te-
visao feita por SAMSON (1981), s 13 espécies de funcos termofi
licos classificadas por COONEY & EMERSON (1964) foi estendidza a
50 taxons, sendo a maioria das espécies pertencentes aos fungoes
imperfeitos (deuteromicetos), além de encontrarmos asconicetos
e zigomicetos(mucorales). Entre os basidiomicetos, representan-
tes sac encontrados nos géneros Coprinus € Phanevochacsts.

A base do termofilismo ndo estd completamente
elucidada, pois varios pontos permanecem cbscuros, principalmen

te aqueles referentes ao crescimento em altas temperaturas, por

vezes proximas de 60°C, e o porqué da falta de crescimento enm
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temperaturas comuns, entre 15-25°C. EMERSON (1968) nae conse-
guiu relacionar a termofilia e algumas estruturas presentes nas
células como por exemplo, diferentes pigmentos e prnpﬂr;ﬁﬁ de-
nucleotideos e as cérncteristiﬁas do metabolismo dos fungos ter
mofiles. Outras hipoteses foram levantadas para explicacic do
fenomeno, e CRISAN (1973) baseado no conhecimento sgbre membra-
nas celulares e sua funcao, postulou ser a termo-estabilidade
ultraestrutural, a uUnica hipotese que poderia explicar a exis -
téncia de fungos termofilicos éi que estes microrganismos te-
riam membranas celulares com pontos de fluidez e flexibilidade
em temperaturas acima das encontradas para os fungos mesofili -
cos., Confirmando, SMITH (1981) afirmou que Mucor pusilius pos -
sui membranas particularmente estaveis em aitas temperaturas,co
mo uma possivel consequéncia da membrana celular com estrutura
modificada e que por sua vez modificaria as atividades das enzi
mas associadas.

Diferentes substratos podem ser utilizados du-
rante o desenvolvimento de fungos termofilos restringindo-sc,em
grande parte, na decomposic@o de materiais organicos residuais
nos processos de compostagem (KANE & MULLINS, 1973), em residu-
os de minas de carvac naz Gra-Bretanha (EVANS,1971a), causando
destruicio de gracs em sistemas inadequados de armazenamento
(FLANNIGAN, 1970;FLANNIGAN & SELLARS, 1972) e no armazenamento
de madeira sob a forma de pilha de cavacos em fabricas de celu-
lose (BJORKMAN & HAEGER, 1963; BERGMAN, 1972; SMITH & OFOSU-AST

EDU, 1972). A associacio destes microrganismos e substratos or-
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ganicos estaria ligada a processos de rapida transformacio de
composto lignocelulosico a compestos mais simples, devido a
altas taxas do metabolismo, come parte do sistema de producao
de humus (JAIN et ali<, 1979 e KIRK & SHIMADA, 198%).

Outras ocorrencias e relatos acerca de fungos
termofilos tem sido relacionadas com sua presenca no sglo
(GOCHENAUR, 1875; TANSEY & JACK, 1976 e ELLIS, 1980b), nma atmos
fera (EVANS, 1972; HUDSON, 1973; SANDHU & SINGH, 1985), em agua
aquecida proveniente de fontes geotérmicas ¢ indusStrias (TANSEY
& BROCK, 1978; ELLIS, 1980a) em asSucia&ﬁm com animais & seres
humanos como agente patogénicos (AINSWORTH & AOSTWICK, 1855; CO
ONEY & EMERSON, 1964; EMERSON, 1968), resultando em alergias
respiratdrias, nos casos mais simples e em maior gravidade,
atacando o sistema nervoso (TANSEY et alif, 1979 e THBREQHIST &

LUNDSTRON, 1980).
2.5. Pilhas de cavaces de madeira com auto-aguecimento

Os primeiros trabalhos discorrendc sobre o
fenomeno de autc-aquecimento em pilhas de cavacos ac ar livre ,
foram registrados na década de 1960. ROTHROCK et al<i¢ (1961)ava
liando os efeitos do armazenamento de cavacos de Pinus caribaeaq,
observaram temperaturas da pilha, em sua porcdo interna, de ate
60°C nas primeiras semanas e permanencia deste valor por 5 me -

Ee5.
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Segunde os autores, incrementos sucessives da
temperatura e a falta de relacao com a temperatura ambiente, in
dicaram a geracdo de calor no interior da pilha. Temperaturas
miximas de 63°C foram observadas por SOMSEN (1962) em estudos
com cavaccs de Pinus em periodos de um ano de armazenamento e
em concerdancia com ROTHROCK et alid {1961] que registrou a fal
ta de mudanca na producac de polpa, bem como, zumento na deman-
da de alcali ative. Os autores discutem que, de modo geral, nido
foram afetadas as propriedades mecanicas e fisicas da polpa.

Posteriores ensaios desenvolvidos com ZGusrcus
sp. e Nyssa sp., mostraram comportamento semelhante de auto
aguecimento. Pilhas de cavacos compactadas apresentaram menor
deterioracap, provavelmente pela meror guantidade de oxigenio
dispenivel e as temperaturas internas nao acompanharam os valo-
res do ambiente. de mode que apos 30 dias, a temperatura do cen
tro da pilha de Quercus e Nyse> chegou a 57°C e 44°C, respecti-
vamente (BOIS et a@lif, 1962). A analise da umidade dos cavaces
indicou um gradiente na pilha, aumentando na cemada meis exter
na e decrescendo no interior, com posterior equilibrio em toda
a pilha, apés 30 dias. Houve influéncia de grandes precipita -
gcbes pluviemétricas neo teor de umidade final des cavaces. Con -
firmacoes do processo de zquecimento espontidneo em pilhas de ca
vaces e ﬂSpECtDS.SimiIHTES foram efetuadas por SCHMIDT (1969) e

TANSEY (1971).
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No Brasil, CARVALHO et al<i (1969), em traba

lho pioneirc de armazenamento de cavacos de Euecalypius ao ar

livre durante 7 meses, nidc cbservaram aumento da temperatura

alem dis valores presentes no ambiente. Por outro lado, LIMA e%
alif{ (1980) encontraram em gpperagaoc de estocagem de Pinus ell

|

ettii, temperaturas maximes ao redor de GD-ﬁSDC, sem evidencias
de ataque intensive #s fracBes celuldsicas e perda do rendimen-
to em polpa, apos 8§ semanas de estocagem ao ar livre.

A decomposicdc de materiais de erigem vegetal,
ligada a processos termogénicos, tem sido uma consequencia da
degradagao mucrchbiologica de compostos soluveis. NORMAN st aidid
(1941) estudando o processo de auto-aquecimento em palha de
aveia, notaram que @ remocdc dos constituintes solaveis em dgua
gquente induzia a queds da taxa de elevacap da temperatura e que
a exaustdo dos compostos nutritives do substrato causcu o térmi
no da produgao de calor. louve uma taxa de elevacac de calor,de
acordo com 0Ss microrganismos presentes, e dols pontos maximos
de calor prcduzidos sendo o primeiro ponte, devido & populacao
mesofila (crescimento @ cemperztura ambiente) e, posteriormente
o estabelecimento da populacio termofila. Segundo os auteores
existem enormes possibilidades da termogénese microbiolGgica
quando a matéria orginica & rica em energia disponivel.

Acompanhando o processo de auto-aquecimento
BERGMAN (1972) afirmou que o calor liberado dentro da pilha de

cavacos, € causado principalmente pela respiracao de celulas vi
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vas do alburno, dos microrganismeos presentes e reacdes quimicas
de oxidacao que oceorrem ng interior da pilha., A respiracgao de
c€lulas do alburno, na pilha, decorrente da utilizacdo de madei
ra recém-cortada, seria responsi&vel pelo aumenteo de temperatura
durante os primeiros dias, com a manutencao do calor devido ao
metabolismo de compostos nutritivos promovido pelo crescimento
de microrganismos € o superaquecimento devido 4 reacoes oxidati
vas (HAJNY, 1966 e COWLING e¢ alii, 1974). A acap direta dos mi
crorganismos parece ser ceontraditoria e mais controversa & a
determinacfio de que grupo participa ativamente, fungos ou bacté
rias, explicando a elevacdo da temperatura nos niveis apresenta
dos, FEIST et alif (1973a) discutiram que o inicio da termogé -
nia e derivada da respiracio celular residual da madeira e da
gcorréncia de bactérias, mesofilas, pois poucas colonias fingi-
cas foram isoladas de cavacos durante os sete primeiros dias
de armazenamento. Seguindo a mesma linha de pensamente, ASSARS-
SON {196§} e BERGMAN (1972) relacionaram que as reservas nutri-
cionais, na forma de amido e &cidos graxos, em células de madel
ra, servindo como alimento as bactérias permitiram menos danos
que os fungos, apesar destes tltimos possuirem uma taxa de de-
gradacdo extremamente lenta. Com estes aspectos abordados,e ex-
plicada pelo namero .de trabalhos desenvolvidos com fungos termg
filos nos estudos de populacoes presentes em pilhas de cavacos,
seu isolamento e avaliacdo dos efeitos sobre a madeira atacada

(BERGMAN e+ al<<, 1970; BERGMAN & NILSSON 1971; OFOSU-ASIEDU &
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SMITH, 1973a). SMITH (1875) afirmou que os fungos termdfilos

)
associados a madeira, possuem como caracteristicas principais ,
a falta de crescimento em temperatura ambiente, vivendo entre
37,8 - 6UGE, quando a temperatura da pilha e a alta umidade dos
cavacos fornecem um habitat ideal para creéscimente. Embora n3o
existam evidencias de gue possam degradaf a lignina, uiilizam
a celulose, hemicelulose e extratives comp fonte de energia
(FERGUS, 1969 ¢ ROSENBERG, 1078).

A presenca de reacoes qufmicas de auto-oxida -
¢aoc e termogénese mostraram varios efeitos na qualidade da ma-
deira para a celulese, encontrades por FEIST et al<i (1873b)ana

lisando cavacos obtidos de madeira recém-cortada de Popuiu

]

tre

T

miloides e Pseudotsuga menziesii, paéteurizadns (76 a 78

=]

C por
48 horas) e conservados por 3 meses a 65°C. Foram registradas
perdas na producao de polpa ao redor de 21 a 239C, além do
maior requerimento de alcalis, maior teor de rejeitos ns fabri-
ca e decréscimo das propriedades fisicas & quimicas da polpa na
faixa entre 10 e 35%. KUBLER (1982Zb) postulou gue pequenas quan
tidades de oxigénio nas cavidades celulares e entre cavacos de
madeira poderiam reagir com compostos, gerando calor em :ientas
oxidacoes internas e causar o aquecimento da pilha. O autor so-
mente cbservou a proporcionalidade entre a geracdo de calor e a
temperatura da pilha, apesar das condigoes da pilha apresenta -
rem normalmente total perda de calor para o ambiente . O ' baixo

nivel de oxigénio no interior da pilha foi atribuido, principal
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mente, a4o consumo microbielégico, tendo como consequéncia a
producdo de calor. O consume do oxigénio disponivel aos organis
mos vivos e a oxidacido quimica direta, deixaria o oxigénio resi
dual, de pouco efeito na liberacio de calor.

A importancia do armazenamento de cavacos ao
ar livre e a opcorréncia de auto-aquecimento estaria relacionada
com os principais problemas para a inddstria, tais como, perdas
em madeira e produgdo de polpa com base na quantidade armazena-
da, na qualidade da polpa produzida e aumento de consumo duran-
te a polpacdo e/ou produtos quimicos durante o branquezmento da
celulese (HULME & HATTON, 1976a). Contudo, avaliando-se a fiSiE
logia dos microrganismos termofiles, foi notado que a termogéne
se biologica causou gueda no teor de extrati%us e sepundo .HAT-
TON (1970) o grau ou facilidade da remocap de lignina de PFicea
parece aumentar com o pericdo de armazenamento prolongado, fato
explic~do por OFOSU -ASIEDU & SMITH (1973b) que sugeriram a ca-
pacidade de degradar os extrativos fentlices & a lignina. A pro
ducio de limo, caracterizada pela aglomeracdo da biomassa de
microrganismos e residuos de resinas e pgomas durante as etapas
de producdo de celulose e papel, discutida por ANGELIS & SCGA -
GLIA (1980) poderia ser incrementada pela presenca de fungos e
bactérias que atravessando o processo de cozimento, chegariam
até a polpa e o papel (EVELEIGA & BREMER, 1963). Porém, BERGMAN

(1872) postulou que o consumo de certos extratives, dcidos gra-
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xo0s insaturados e outros compostos insaponificiveis poderiam 1le
var a4 diminuigiio de limo formado, e consequentemente aumentso na

qualidade de polpa preoduzida.




IIT - MATERIAIS E FETODOS

3,1. Montagem , monitoramento da pilha e coleta de

de eucalipto.

A montagem da pilha de cdvacos de madeira

patio da fabrica da Champion Papel e Celulose S/A, em
Guagu , SP. , seguiu a metadﬁlﬂgia utilizada pela mesma ,
d2o construidas , praticamente , duas pilhas de cavacos.
uma pilha maior , de forma trapezoidal (vista sob corte
dinal) com volume estimado entre 25.000 e 30,000 m* de

servindo como base para outra pilha de forma conica de

bem inferior e muito variavel , de acordo com o consumo

-16.
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trial. A pilha maior mantém o cavaco armazenado por 4 a § me-
Ses, enquanto que a pilha ‘menor superposta abastece os digesto
res industriais da fabricaz durante este periodo. Foi destinada
ac estudo a pilha ﬁaior, pele fato de permanecer mais tempo
sob & influgncia do ambiente e dos microrganismos. Esta come-
ou a ser construida em 09,06.84 , sendo completads no dia

15.00.84 , e mantida até fim de outubro/84, época em gue se ini

ciou o consumo final dos cavacos. A pilha foi terminada emn

05.11.84,

A madeira utilizada, para a montagem da pilha,
constou de uma mistura de especies (Fucalyptus grandis, E,
saligna e outras), sendo seus percentuais de participato volu
métrica descritos na Tabela 1, a partir de dados fornecidos
pela fabrica. Da tora até a forma de cavacos , a madeira passou
pelos processos de lavagem com dguas servidas do licor do cozi
mente , descascamento , picagem e transporte por esteira ateée 0
patio de armazenamento, Os cavacos utilizados na montagem da
pilha apresentaram diferentes espessuras, caracterizadas por uma
falxa percentual do total da pilha; com seus valores apresenta
dos na Tabela 2. De acordo com informa(des prestadas pela fa-
brica, a utilizatdo deste sistema condicionava a reducdes no teor

de rejeitos, bem como melhor eficiéncia de cozimento para pro-

diutab de celulose.
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e = - M v, T o
labela 1 - Relagio das espécies de Hgalyptus e sua participacio
em volume (%), na montagem da pilha de cavacos de ma

deira em Mogi Guacu.

Espécie Participacao em volume (%)%
E.saligna 56,35
E. grandis 42,1
Qutras*®* 1,6
* _ Cerca de 84,2% da madeira & de 12 rotacdo, con idade média ponderada

igual a 8,1 anos.

%

- Incluem-se as espécies recebidas pela fabrica em menor quantidade: r,
urgphylla, F. robusia, etc.

Tabela 2 - Caracterizac@o da espessura (mm) dos cavacos em fai-
xas percentuais, produzidos pele picador para a mon-

tagem da pilha de cavacos em Mogi Guacu.

Espessura do cavaco (mm) Faixa percentual na pilhal(%)
abaixo de 4 . 80-85
entre 4 e 6 11-.14
entre 6 e 8§ 3.5
acima de B 0-12

ii—'.-:r.r
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Nas fases iniciais da montagem da pilha, foram
demarcadeos os pontos para a amestragem inicial e mensal do arma
zenamento, visando a coleta de cavacos e medic¢do das temperatu-
ras internas e externa.

0 monitoramento da pilha fixou-se na determi-
nacao dos parametros em apenas um setor, pelo fato de que o au-
mento do nimero de ponteos de amostragem levaria a um confli-
to com as atividades da ind@stria durante as operacoes de abas-
tecimento.

A determinacao de temperaturas fol obtida pelo
uso de termopares de ferro-constantn, ligados a um registrado -
res de temperatura digital de fabricacao nacional, marca I1COS.
Os termopares inseridos dentro de um tubo galvanizado, de modo
gque os fios elétricos nao ficassem em contato com os cavacos ,
sende todo o conjunto colocado na pilha, durante a montagem da
pilha. O registrador de temperatura permaneceu do lado de fora
da pilha, no qual foram efetuadas as leituras, as 3 horas da
manha, das temperaturas presentes na pilha e no ambiente exter-
no, e cuja disposicfio &€ mestrada pela Figura 1.

A precipitacaoc mensal foi registrada, sendo
os dados fornecides pela Champion, através de medigoes locais

efetuadas em pluvidmetros pertencentes a empresa.
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Os coletores de cavacos constaram de recipien
tes construldos com tela de ferro e chapa de aw em formato ci
1fndricn, tendo a parte anterior aguda, onde soldou-se uma ar-
gola de ferro para tracionamento com cabos de aco, quando da
sua retirada da pilha. O coletor possuia em sua parte poste-
rior uma abertura , com tampo parafusado, para a colocatdo e re
tirada dos cavacos., Estes amostradores, em nimeros de seis, fo
ram preenchides com 10 Kg de cavacos e colocados dentro da pi-
lha , prevendo-se a retirada de 2 por més. O coletor delineado
conforme a Fipura 2 foi baseado em estudos relacionados com g
estocagem de cavacos ac ar livre (BJORKMAN e HAEGER , 196 3; TANSEY,
1871; SMITH ® OFOSU-ASIEDU, 1972). Os cavacos coletades foram
acondicionades em sacos plasticos de polietileno e fechados pa
ra se evitar a perda de umidade e rapidamente despachados o la
boratorio do Depto. de Ciencias Florestais (determinaioes fisi-
cas) e o laboratdorio de Fitopatologia (determinatoes microbio-

logicas) da ESALQ/USP.

A determinatso da umidade foi efetuada pela

- i == - -
pPesagenm previa dos cavacos umidos g SECACEM £m estufa =a tempera.

tura de 103 £ 5°C por 12 horas, no minimo

?

& posterior pesa-

gem , obtendo-se a umidade percentual pela seguinte formula:

% 100
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onde:

tados foi bascada e adaptada dos trabalhos de HULME e

(1976b) ., Pesou-se 100 g de cavacos umidos, que foram

P

1l

peso dos cavacos Umidos (g)

peso dos CAVACOS SBCOS

(g]

A obtencap dos valores de pH dos cavacos cole

HATTON

colocadps

€ um frasco de Erlenmeyer de 500 ml, juntamente com 200g de

dpua destilada de pH entre 6,0-6,5. Todo o conjunto foil coloca-

do em agitaclo, por uma hora, sende o liguido filtrado = feita

-

a medicdo dos valores em peagametro digital.
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3 2. Atividades conduzidas no laboratorio

3.2.1. ENSAIO 1 - Teste com diferentes meios de cultu
ra puriz para isoclamento de micror-

ganismos termdfilos.

Cavacos de eucalipto foram coletados no dia
Uo.04.84 , a partir de uma pilha da fabrica, anterior destina
da para os estudos da distribuicio des microrganismes , visan-
do-se testar o metodo de isolamento. Da pilha de cavacos com
auto-aquecimento , com & meses de armazenamento ao ar livre,
retiram-se cavacos de locais onde a temperatura repistrada foi

igual ou acima de dﬂoﬂ, na profundidade entre 1,0 - 1 5 m da

superficie da pilha.

& técnica de isolamento utilizada foi a de
implantacdo de tecidos internos do cavaco em meio de cultura.
Apds esterilizacdo externa dos caviacos ; pela flambagem com
alcool (imersdp em alcool 92°%G.L. e queima) , foram extraidos
tecidos com dimenitoes em torno de 2 - 3 mm de espessura e lar-

gura , com 8 - 10 mm de comprimento. De cada cavaco, retiraram-

-

se 5 .partes-do tecido interno, uma para cada meioc de .«cultura ,
sendo distribuidas 4 partes per placa de Petri , perfazendo ca-
da meio 25 placas, totalizando a amostragem de 100 cavacos, ao

24Casn.
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0s meios de cultura empregados para o ensaio ,
extraidos de BOOTH (1971) , foram meio BDA (extrate de 200 g de
batata; dextrpse, 20 p; dgar-dgar, 18 g e dgua destilada q.s.p
1000 m1) , nutrjcnte—ﬁgaxLEA){Fqﬁ@nﬂ comercial , 5,0 g: extrate
de carne , 3,0 g; dgar-agar, 18 g e dgua destilada q.s.p. 1000 m)
e meio de Martin modificado (peptona comevcial ,15 g5 MgS0,.7H,0,
0,5 g; EEHPﬂd, 1,0 g; rosa bengala, 0,035 g; sulfato de estrep

tomicina, 1:10.000; dextrose, 10 g; agar-agar, 20 g e dgua des

tilada q.s.p. 1000 ml).

As placas inoculadas foram colocadas para in-
cubataoc em estufa controlada para 50°C e mantidas por 48 horas,

sendo posteriormente efetuada a determinaciio da frequincia de

microrganismos isolados.

- 3.2,2, ENSBAID 2 - Comparacao entre BDA e hidrolisado de
madeira-dgar para isolamento de fun

gos termofilos.

Como meio de isolamento foram utilizados o
meio BDA , de composicioidéntica ao Fnsaio 1, hidrolisado de madei -
ra-agar OMA ). O licor de madeira resultou do cozimento de ca
vacos de eucalipto em dgua destilada a 170°C, obtendo-se um
extrato de madeira com 86 8% de aciucares totais (metodo femol-

sulfdrico) apgs neutralizacio com NaQH 1N; pH igual a 7,0,
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0 meio HMA foi elaborado pela aditdo de dgar a um volume do ex
trato , correspondente a 20 g de aqucares totais(hidrolisado de ma

deira, 230 ml; agar-agar, 18 g e Apua deéstilada q.S.p. 1000 ml).

Partindo-se de cavacos coletados na safda do
picador e de cavacos do mesmo lote do Ensaio 1, foram separa-
dos 100 cavacos ao acaso. De cada cavaco foram retirados dois
peda cos de tecido, sem esterilizaldoe superficial , & colocados
cada pedaco em um meie de isolamento. Todo o conjunto foi incu
bado em estufa controlada a 50°C por 48 horas, sendo posterier
mente efetuada a identificacdo dos fungos e sua frequéncia nos

cavacos amogstrados.

3.2,3., Isolamento de fungos termofilos a partir dos

cavacos coletados da pilha.

0 material ccietado na fabrica e transporta-

do em sacos plasticos foi prontamente processadeo , sendo as
amostras coletadas e hao analisadas, conservadas em camara
fria a 12°c.

A metodologia para isolamento censtou de dois

tipos, com e sem esteriliza‘'cao externa (Ensaio 1 e 2).

O primeiro lote de cavacos coletado para iso-
lamento , constituiu-se de cavacos recém-picados, retirados dos

pontos de amostragem da temperatura durante a construigdo da pi




00,
4. % Identificaltuo dos fungos isolados

Os fungos termofilos, isolados a partir de
cavacos de madeira de Fucalyptus, foram identificades de acordo

com as caracteristicas apresentadas a seguir:
« Aspergilius sp

Colonias flocosas, em BDA, de cor .verde—claro a
20°C escurecendo com o aumento da temperatura, dpresentando-se vende-oliva a
50°C, micélio hialine, com conididfores  apresentando alongamento no
- - N il . ¥
apice e vesiculas fterminais com fialides produzinde grande quan
tidade de conidios (ONIONS et afii, 1981). Ndo foi encontrada

a fase perfeita do fungo.

A descrikdo de 4. fumigatus , isolado e identi
ficado por EVANS (1971) , se aproxima das caracteristicas apre

sentadas pelos isolados obtidos.

=
£
o
ot
i
Il

omyees thermophilus Sopp. sensu Apints

Colonias cremes » em BDA , tornando-se alaranja
das a vermelho-tijplo com a idade. Forma cenidial tipe Pageilo
myces , com reduzido nimero de fidlides no conididforo. Ascocar
pos tipo cleistotécie abundantes, livres ou confluentes. Ascos
evanescentes , Com ascosporos , geralmente em numero de 8 por as-

co (APINIS, 1967).
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0 material isolado se assemelha 3 discriiode
talhada de APINIS (1967) , apesar de COONEY & EMERSON (1964) in-
cluirem esta Espécie_dcntru de Thermoascus aurantiacus. Entre-
tanto, as formas conidiais distintas e estruturss do ascocarpo,

indicam que a proposiido de APINIS (1967) estd mais proxima da

realidade.
. Penieiilium bacillisporum Swifrt

ColBnias creme, em BDA, de aspecto flocoso nu
ma camada muito fina, Micélio hialino, do qual se originam inu
meros penicilios curtes , hiazlinos , eretos, septados, do tipo si
métrice , cujas fidlides produzem conidios em cadeias longas e
paralelas (STOLK & SAMSON, 1972), -Ascocarpos thao {oram cbser-

vados em qualouer das temperaturas estudadas.
. Ehizomuceor gp,

Colonias cinza , em BDA, com leve tom castanho,
até 1 cm de altura, de aspectoc cotonoso. Esporangidferos [HOnopo
dialmente ramificados, com tendéncia de apresentar maior namero
de ramificakdes e espordAngios, proximo & regido apical. Colume-
las cbservadas , panduriformes ou ocasionalmente ezféricas. Espo
ros esfericos ; azigosporos , hdo sendo registrada a fase perfei-

ta e consequente: produ ¢do de zigosporos (SCHIPPER , 1978).
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0 género € distinto de Mucar pela forma cio de
estoldes e rizdides, de Rhizopus pela producgio de esporangiofo-
Tos repetidamente ramificados, além da natureza termofilica que

delimita este glnero.
- oporvotrichum sp.

Colénias brancas, em BDA, de aspecto cotonoso
em camada fina, pHSSEnda a escurecer o reverso da placa, com a
idade, Mic&lio hialino com grande quantidade de conidios, ori-
ginades diretamente do micélio, em fidlides ou esterigmas indi
viduais ou conidiéfore dnico ou irregularmente ramificados. As

fidlides variam de muito curtas até esporos quase sésseis (CO-

ONEY & EMERSON, 1964). Ndo foi encontrada a fase perfeita.
- Thermoascus aurantiacus Miehe sensu Apinis

Colonias esbranqui cadas na inicio, em BDA ,tor
nando-se escuras quando providas de ascocarpos. Fase conidial
tipo Aph:naaséua. Conidiosporos, clavados ou obovades, desenvol
vidos terminalmente em ramificaioes de hifas. Ascocarpos . tipo
cleistoteécio, isolados ou confluentes, marron a marron- ESCuro ,
abundantes. Ascos geralmente esfericos evanescentes , com a5COS
peros em numere de 8. (APINIS, 1967).

Preferiu-se a pomenclatura utilizada por API-
NIS (1967) por ser mais consistente, pois COONEY & EMERSON (1264)
apresentaram outra nomenclatura que abrange duas espécies per-

tencentes a dois generos diferentes.
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¥ - DISCUSSAQ
5.1. Monitoramento da pilha de cavacos

0 fenomenc de auto-aquecimento em pilhas de
cavacos de madeira, ocorre normalmente, em fabricas de celulose
e papel, sendo relacionado com a presenca de madeira recéi-
cortada apresentando alto teor de umidade e células do alburno
ainda wvivas, acfo de microrganismos degradadores de compostos
celulares armazenados & reacoes de autp-oxidacdo originadas du-
rante o peripdo de estocagem (FULLER, 1985). Este aquecimento ,
registrado dentro do primeiro més de monitoramento da pilha de
cavacos de eucalipto, mostrou incrementos de temperatura malo -
res nos pontos mais internos da pilha e manutencic posterior da
temperatura na faixa entre 40-60°C (Tabela 4). Desse modo, s&o
varias possibilidades para termugﬁnia.estar relacionada a pro -

cessos respiratdrios, haja visto que a madeira era recem-corta-
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da, com teer de umidade dos cavaces de 41% ¢ microrganismos ter
mofilos presentes nos cavacos recém-picados (Tabela 6,10 e 11].
Provavelmente, a encrgia liberada pela respiracao forneceu con-
dicoes para o desenvolvimento de microrganismes mesofilos consu
midores das resérvas de madeira (ASSARSSON, 10569) produzindo
condigcdes de temperatura, suficientes, para a sucessao e cresci
mento dos termofilos sobre os cavacos. As flutuacoes de tempera
tura e abaixamento do valor do pH (Tabelas 4 e 7) seriam causa-
das, entre outros fatores, por mudancas no numerc & tipo de mi-
crorganismos presentes na pilha (ZOCH et alii, 1976).

A ohservagio dos periodos de precipitacdec e
seus efeitos na temperatura da pilha (Figura 3), mostrou éue as
camadas mais externas sao sensiveis as mudancas de ambiente,com
KUBLER (1982h) acrescentando o fato da pilha produzir calor po-
rém dissipando-o, sendo totalmente perdide para o ambiente. KU-
BLER (1982a) ressalta, também, que se por um Jado o efcite "cha
ming" de ar fimido ¢ quente em pilhas de cavacos fornecendo oxXi-
génio aos sistemas respiratorios (celulas do alburno e microrga
nismos), por outro lado retira calor ¢ umidade na forma de cor-

rentes de ceonveccdo, para fora da pilha.
5,2. Ispglamento de fungos termofiles

Com base nos isolamentos efetuados, com cava -

cos da pilha, foram obtidos seis géneros com trés espécies des-
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critas. Nota-se ser um grupo muito restrite, em comparaciac com
o numerc de fungos isolados por BERGMAN et ailfd (1970) e TANSLY
(1971). Quanto a frequéncia relativa de cada funpo, foranm obser
vados em maior frequéncia Aspergillus e Spovetrichum, porem tal
como ©s outros funges, sem apresentar um padric definido de dis
tribuicio durante ¢ periodo de estocagem. Segundo SMITH & OFOsU
ASIEDU (1972) a distribuicie dos fungos na pilha € afetada pela
temperatura, pETfadm de armazenamento € pﬂsicﬁu PaTa amosiragem
sen Efﬂitu significativo de pil € teor de umidade dos cavaées. A
esterilizacido externa dos cavaces resultou no aumento da fre-
quéncia de T.gurantigeus, mostrande um provdvel antagonismo en-
tre fungos termofilos descrite por JODICE et alii (1874} ou in-
dicacdo da capacidade de penetracdo na madeira, ja que houve
crescimento a partir de tecideos internos, retirados dos cava-
cos.

Pontos proximes da fabrica ¢ camadas superfi -
ciais do solo de formacoes florestails de eucalipto demenstraram
ser possiveis fontes para contaminacdao e inoculacao da pilha de
cavacos (Tabela 15). 4dspergililus e Penicilium foram os mais fre
quentes, tendo sido iscladeos de solo, ar e dpuas residuais com
p.thermophilus nio isolado em nenhum destes pontos.

As observacoes efetuadas em solo de fiorestsa
concordam com trabalhos de WARD & COWLEY (1872} e TANSEY &
JACK (1976}, no sentido dos fungos ocorrerem No solo de flores—

ta em concentracio de propigulos normalmente baixa. 0 meétodo

adotado para coleta simples de espore do ar, demomnstrou somente




a presenga de termefilos no ar (UPSHER, 1985), Aspergi
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lus, RAL
zomuccy, P.basillieporum e T. eurantiacus, ja encontrados por
outros autores (EVANS, 1972; HUDSON, 1973 e SANDHU & SINGH,
1985). O calor presente em dguas residuais aquecidas & suficien
te para manter habitats para crescimento e propagulos de fungos
termofilos (ELLIS, 1980a), Estes propagulos foram observados na
dgua de lavagem de toras e da lagoa de efluentes e podem servir
de fonte de indculo dos termofiles, para a pilha de cavacos.
0 presente trabalho de pesquisa desenvolvido ,
provavelmente, & o primeiro que relaciona o fenomeno da termoge
nese em pilha de cavacos de Fuealyptus ao ar livre, com a acdo
de fungos termofilos, no Brasil. Estudos iniciais com  cavacos
de eucalipto desenvolvidos por CARVALHO et alii (1969) nao cons
tataram auto-aquecimento na pilha e relacionaram, apenas, fun -
gos de carater mesofilico durante 7 meses de estocagem, e FOEL-
KEL & ZVINAKEVCIUS (1579) determinaram a influéncia de cavacos
deteriorados, provenientes de pilha com auto-aquecimento, nas
propriedades da celulose kraft sem isolar e quantificar a popu-

lacido de microrganismos associada ao processo.

5.%. Crescimento de fungos termofilos em diferentes tempera-

turas.

A temperaturz otima de crescimento encontrada
para os fungos estudados, em meio de BDA, (Tabelas. 16 a 21)

apresentou-se similar a ensaieos de autoves com meios de cultivo
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diferentes., CHAPMAN (1974) utilizando extrato de levedura-amido-
agar complementado com sais minerais, encontrou taxas de &rcsci
mento para fungos mucoricevs e Sporotrichum a 409C, nio confir-
mando totalmente Dﬁ-valﬂres encontrados (Tabela 19)., Para os ou
tros fungos, foram observadas pequenas diferencas, com Telacio
ds temperaturas registradas por ROSEMBERG (1975) que concordan-
do com CRISAN (1973) afirma serem estas diferencas devidas 3
especificidade do isclado e a presenca de grandes quantidades
de aminodcides e a aglcares no meio de cultura, que induziriam
2 TEpressocs nNa sintese ou inibicZo de enzimas. Por outro lado,
em conjunto com o substrato e quantidade de oxigenio disponivel
a temperatura exerce grande efeito no crescimento e tipo de es-
porulacdo de fungos termofilos, o que explicaria a ausencia da
fase perfeita de Rhizomucor e P.baeillisporum em meio BDA (DE -
PLOEY & FERGUS, 1975 e DEPLCEY, 1985).

Na discussio do carater terméfilo de cresci -
mento, COOMEY & EMERSON (1864) postularam que fungos termafilos
sdo aqueles microrganismos com um minimo de temperatura regueri
do para crescimento (20°C ou mais) e temperaturas maximas de
50°C ou acima, colocacdo abrangente que incluiria certos mesofi
los com variacao grande nos extremos de temperatura. CRISAN
(1964) citado por EMERSON (1968) cita a termofiliz como sendo
caracteristica de microrganismos com otimos de temperatura em
4UDE-GL mais, diferenciando sensatamente, esta classe de micror

ganismos. Com base nestes autores, D.thermophilus, Fhizomucor ,
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Sporotrichum e P. auraniiacus seriam considerados termofileos e
considerdr-se-iam Aspergiliung e P.bacillisporum comp mesofili -
cos termotolerantes. Fol discutido por varios autores, a neces-
sidade da determinacio exata do Stimo de temperatura, pois tem
sido relatade, em geral, uma queda brusca ne crescimento de ter
mofilos em temperatura logo acima do ponto otimo (EMERSON, 1968
& ROSEMBERG, 1975). Este fato foi confirmado com P. thermophilus,
Rhizomuecor, Sporoiriehum, T. csurantiacus que mostraram otimo

: . 0 = . . =0
crescimente a 50°C, e ausencia de crescimente a 60 € 70°C.

5.4. Germinagdo de esporos de fungos isoladoes em diferentes
temperaturas.

A andlise do efeito da températura sobre z ger
minacio dos esporos indicou estreito relacionamento da tempera-
tura e o menor periodo latente de germinagao (Tabela 22). A ex-
cecao dé Spoerotrichum que germinou somente a SDDC, todos os fun
gcos demostraram menor tempo para lancamento do tubo germinativa,
em temperaturas proximas da temperatura oOtima de crescimento.ds
pergillus, P.bacillisporum e Ehizomueor possuiram capacidade de
germinar a 20°C participando, possivelmente, dos processos ini-
ciais de termogénese biologica, enquanto D.termopiiilus, Sporo -
trichum e T.aurantiaccue participariam do processo de auto-ague-

cimento, no instante em que a temperatura atingisse a capacida-

de germinativa dos esporos (COCHRANE, 1958).
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5.5. Crescimento de fungos isolados em algumas fontes de
carbono.

Diferentes fontes de carbono produziram compor
tamento diferenciado na taxa de crescimento de Aspergillus, RAi
somucer e T.qurantiacus, quando analisadas as taxas de cresci -
mento (Tabela 23). 0 crescimento de Fhisomucor fol o melhor em
todos os tratamentos, fato relacionado com a temperatura de
20°C adotada para o ensaioc (ponto otime para este funge). O ami
do fei a fonte de carbono de maiores taxas de crescimente, com
pequenas diferencas de dextreose, sacarose e da testemunha, e di
ferengas significativas destes com hidrolisade de madeira e car
boximetil celulgse, mostrando efeitos nmegatives no desenvelvi -
mento dos fungos e estabelecimento de uma possIvel inibicdeo ao
crescimento pois os valores médios estdo abaixp dos registrados
com & testemunha (sem fonte de carhﬁnuj.

0 consumo de compostos armazenadeos nas células
da madeira pode estar ligado &s preferencias nutricionais dos
fungos estudados (OBERT, 1979), pois dextrose, sacarose e amido
estdo normalmente presentes em c€lulas vegetais (BERGMAN, 18572)
e fazem parte da fracdo de extrativos da madeira. A composicio
do hidrolisado de madeira nao fol determinada, mas admite-se
compostos hemiceluldsicos, substancias pécticas, proteinas S
lipideos, pela acdo da temperatura e pressdc durante o cozimen-
to (EIRA, 1975). A fracdo pectica € composta, principalmente

de plimeros de varios aclcares: galactose, Acides uronicos, ram
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nose, furanose, arabinose e piranose (ASPINALL, 1970}, e as he
miceluloses de xiloglucanas e outros acucares, tais comb, xila-
nas glocomananas, mananas e galacturonanas (ALBERSHETM et alii,
1973}, componentes da madeira que segundo FLANNIGAN & SELLARS
(1872) =ao consumidos por algumas espécies de Aspergiiius, en-
quanto que Rhizomucor e I'. aurantiacus apresentaram baixa ativi
dade enzimica contra estes substratos. Explica-se assim, a sele
cap de fungos cobservada quande do hidrolisado de madeira como
meio para isolamento (Tabela 10) e menor taxa de crescimento
em comparacdo com BDA (Tabelas 16 a 21 e 24).

A acdo celulotica de fungos termofilos, enfati
zada por HULME e IIATTON (1976b) & ROSEMBERG (1978) ndoc foi de-
tectada, como reflexo da baixa utilizacdo de carboximetil celu-
lose como fonte de carbono e sendo este um composte mais sim-
ples do que a celulose bruta e postula-se que os mesmos fungos
ndo teriam capacidade celulglitica (FERGUS, 1969 e 030, 1978) .
Esta acdo, também, ndo foi confirmada por ADAMS & DEPLOEY (1878)
e FERRARI (comunicagdo pessoal) trabalhando com funges termofi-
los isclados de fabricasz de celulose, ndc sendo constatado o
atague a fragoes celulosicas dos cavacos, pois houve produgao
normal de celulose quando a madeira foi origindaria da pilha com

auto-aquecimento (TESSER, comunicacao pessoal).
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V1 — CONCLUSOES

Em concordancia com os resultados obtidos com

o presente trabalho, pode-se tirar as seguintes conclusoes:

1.— A pilha de cavacos de eucalipto apresentou auto-aquecimento ,
o —~ A

com temperaturas ultrapassande 50°C, dentro das tres primei -

ras semanas e mantendo-se elevadas até o final de 5 meses de

estocagem.

2 - 0 meio elaborado com hidrolisado de madeira fol pior que o

meio BDA para isolamento e cultivo de fungos termdfilos.

3 _ Qs fungos isolados, a partir de cavaces retirados da pilha,
foram identificados como 4spergillus sp., Dactylemuyces thermo
philus, Penicillium bacillisporum, Rhizomuc¢or $p., Sperotri -

ehum sp. e Thermoascus aurantiasus. Fol registrada a presenca
o
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dos mesmos fungos isolados da pilha de cavacos, com exceciio de
b.thermephilus, em solos de {lorestas de Fuealyptus, em Aguas
residuais para lavagem de toras e da lageoa de tratamento de

efluentes.

As frequencias relativas de cada fungo, nao mostraram um  pa -
drag definido de ocorrencia em funcao dos pontos amostrados, e

no decorrer do pericodo de armazenamento.

0s fungos estudados sfo cosmopolitas, porém em menor niimero

quando compardados com o relato de cutros paises.

As temperaturas otimas de crescimento estudadas foram: 30%C pa
ra Aspergillus sp. e P.baeillisporum; 20°¢ para RhAtsomucor Sp.
e 50°C para D.thermophilue, Sporotrichum sp., e T.aquraniiacus.
A 60 e 70°C nda houve crescimento, em meio BDA, dos fungos iso

lados.

Dos fungos estudados, somente Aspergillus sp., P.bacillisPorum

e Rhizomucer Sp. apresentaram germinacio de esporos (conidios)
(@] - - - - [y -

a 20°C em &gar-agua. Os pontos otimos de germinacao dos conl -

dios se aproximaram dos pontos otimos de crescimento micelial.

N3o houve diferencas significativas entre dextrose, sacarose e
amido como fontes de carbono para crescimento de  Aspergilius
sp. e T,auranticcus, porém foram significativamente superior
ag hidrolisado de madeira e carboximetil celulose. Estes fun -
zos ndo apresentaram crescimento adeguado em melo com hidroli-
sado de madeira e carboximetil celulose como. fontes de carbono,

sugerido sua incapacidade de degradar hemicelulose e celulose.
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lha., A avaliagdo da incidéncia de mi¢rorganismos termofilos
foi efetuadua com 24, 48 e 72 horas de incubaltdo em meio BDA a
50°C., Os lotes subsequentes compunham-s5e de cavacos , armazena
dos ao ar livre, retirados dos coletores aos 3, 64 e 95 dias
de estocagem na pilha e uma coleta final manual ao 149 dias de
armazenamento. Feram homogeneizados e separados 100 cavacos. ao
acaso , por ponto de ceoleta. A avgliacﬁb da incidencia dos fun

ermofilos foi feita com 24 horas de incubacdo em meio BDA

Os funges 1isolados foram transferidos para tu
bos de ensaio com meic BDA e armazenados dentro de camara fria

para futuros estudos taxonomicos e Eisialﬁgicas.

3,2.4, lsolamento de fungos term6fileos em varios pon-

tos da fabrica.

A principal finalidade desta série de ativida
des foi a deteccdo gas possiveis fontes de inoculo de fungos

termofilos.

Solos scob talhoes florestais foram coletados
atraves da raspapem da camada de 2 a 2 cm da superficie, em va

rios pontos do talhao, totalizande 100 g. O solo amostrado foi

»

acondicionado em sacos de polietileno, selados transportados

e mantidos sob refrigeracio [SGC} até o momento do plaqueamen-
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to. GSegundo metodolopia de GOCHENAUR (1975), foi efetuado o
plaqueamento de solo em agar fundente colocando-se 1,0 g de s0
agua

So

lo em placa de Petri esteril , juntamente , com 1,0 ml de
destilada estéril para se efetuar a mistura entre os dois
Fo-

bre esta mistura foram vertidos 25 ml de meic de Martin funden

te (40 - 45°C), cuja composicis foi descrita no Ensaic 1.
Fucalyptus,

4 talhoes comerciais , formados por
SP.. Para :cada

ram amostrados
em Mogi Guafu, SP. , e 5 talhoes em Sdo Sihao,
talhoes foram feitos 5 plaqueamentos de sole, correspondendo a

3 placas.
Faoi efetuada a coleta dos esporos presen-
tes no ar, em pontos proximos a pilha de cavacos da fabrica,

pela exposigdo de placas de Petrl com melo de Mairtin por 10 mi
de

nutos (SANDHU & SINGH, 1985).
A dgua pars lavagem das toras e da lagoa
tratamento de efluentes industriais, devido 7 sua proximidade
de

da pilha, foram analisadas para determinacdo da presenca
A partir de 1000 ml de dgua coletada na fa
para

fungos termofilos.
brica, retirou-se a aliquota de 1,0 ml que, transferida
placas de Petri com meio de Martin, foi espalhada com uma al g
incubadas ,

de Drigalski flambada com @lcool.
aao

Todas as placas inoculadas foram

por 72 horas em estufas controladas a SHDC, sendo efetuada

final da incubacfo , a avaliacdo qualitativa dos fungos termofi

1
los nos referidos substratos.




3.2.5, ENSAIO 35~ Determinaltao de taxas de crescimen-
to micelial dos fungps termdfilos em diferen-

tes temperaturas.

Dos isolados preservados em tubos de BDA fo-
ram separados 3 isolados de cada género, para se cobrir a va-

riaiao natural entre ©s mesmos.

0 meic de cultura utilizado para o ensaioc foi
0 BDA, A inoculacdo consteou da transferencia de um disco de
micélio vegetativo, com 6 mm de diimetro, retirade de placas
de BDA com culturas puras dos fungos, para o centro das’placas.

Os discos foram retirados dos bordos de colonias incubadas a

30°¢C.

As placas, ap0s a inoculacdo, foram incubadas
em estufas controladas a 20, 30, 40, 50, 60 e 70°C, com as
duas ultimas tEmperﬁturﬂs exigindo o emprego de cubas de vidro
com chuma ¢o de algoddo umido no seu interior, sendo todo o con
junto colocado dentro da estufa. Este procedimento visou evi-
tar a dessecd ¢do rapida do meio pela agdo da alta temperatura

(BROCK & ROSE , 1968),

Fez-se a3 avaliaco do crescimento micelial

=7
atraves da medicdo da taxa de crescimento linear da colenia do

fungo , quando a colonia se apresentava com os bordos distanci-

ando-se de 1,0 a 1,5 cm dos bordos da placa. Efetucu-se a me-
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dildo de dois difmetros perpendiculares entre si para obten t@o

& W i " = - .
do diametro medio. DPara se consepulr a taxa de crescimento di
vidiu-se o didmetro médio da colbnia pelo tempo de incubatdo,

com o5 valeres sendo expressos em mm/h.

Cada isclado possula I repetiloes, correspon-

dendo cada repetilao a uma placa de Petri.

3.2.0, ENSAIO 4 - A valiaktao da germind’do dos espo-
ros de fungos terméfilos em diferen

tes temperaturas.

Para analise do efeito da temperatura requeri
da , peles fungos termﬁfi]os; para germina'do dos propasgulos ,
utilizou-se como parametro de estudn; o periodo latente de ger
minatdo , tempo minimo requerido para inicio da germina tdo ou

da menor percentagem de germirakdo, em uma dada temperatura

(COCHRANE , 1958).

O metodo foi adaptado do teste de germinatso
de esporos de GATTANI (1954). Em placas de Petri com culturas
esporulantes puras , foram colocados 9 ml de dgua destilada es-
téril e gentilmente raspadas com uma alca de Drigalski fiamba-
da em ﬁlcaﬂl; obtendo-se uma suspensac de esporos cuja concen-
tratdio foi determinada com o auxilio de hemacitémetro ( camara

de Neubauer). Com a ajuda de uma pipeta esteril, foi transfe-
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rida uma aliquota do suspensio, contendo aproximadamente 107 espoves, para
cada placa de Petri com agar-agua (dgar-agar, 18 g e agua des-
tilada g.s.p. 1000 ml), sendo espalhada pela superficie do meio

solido com alca dclﬂrigalski flambada.

De cada fungo foram estudados os 3 iSGiaﬂDS,
com cada isolado tendo 4 placas,repetigoes para as diferentes
temperaturas , que foram colocades para incubacao em estufas
controladas a 20, 30, 40 e s0°Cc. A avaliacde da gETmiHﬁ;ﬁD’nE
servaldo em microscﬁpiu otico em ocular de menor aumentec (100 x),

foi efetuada em pericdos de 2 em 2 horas,

3,2.7. BNSAIO 5 — Avzlidacio do efeito de diferentes
fontes de carbono ne desenvolvimen-

te de trés fungos termofilos.

Partindo-se de um nmeio base , no qual foram
adicionadis vidrias fontes de carbono ; avaliou-se os seus efei
tos no crescimento micelial dos generos isclados: Aspergililua,
Ehizomucor € IPhermoaseus. Para producdo de inoculo, foram

retirados da cimara fria, repicados para placuas com meioc BDA e

incubados a 40°C.

A composicio do meio foi baseada em meic mini
mo para HsuraEpan; apresentado por SUSSMAN (1474). Para a

preparagdo do meio minimo foram empregadas 3 solucoes estogues




(Tabela3 ). A elabora o dos meios foi1 desenvolvida pela pa-
dronizache e adigdo de 20,0 g de carboidratos por litro de
meio de cultura, sendo utilizados dextrose, sacarose, amido ,
carboximetil l::e_lul-:rl':se ¢ hidrolisado de maderrst, com 18,0g de dpar-dgar

e 20,0 ml da soclulao estocue de meio minimo.

As placas de Petri com os meios de cultura fo
ram inoculadas com discos de mic€lio vegetativo com 9 mm de
didmetro e incubadas em estufa controlada a 40°C, 0O desenvol-
vimento dos microrganismos foi avaliado pela taxa de crescimen
to micelial da coldnia, em mm/h, como ja& descrite no Ensaio 3,

apos um periodo de 24 horas de incuba gdo.

0 delineamento experimental foi 1inteiramente
casualizado , no esquema fatorial 3 x G, com 4 repeties, cor-

respondendo cada repetic¢io uma placa de Petri,
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Tabela 3 - Scluoes estoque para elabora’wio do meio minimo

Compositao.

Solukio 1

Sﬂlfi'gii‘ﬂ FN

Meio Minimo -

BAGTEINA  ae aoeaieaaisie s s aie s s e s ssans

~Agug destilada ..eevenerinencans

Keide £Tericée B0 cowsswamans as
Z]‘ISGd 5 ?HEU ..................
Fe(NH,)_ (50;), . 6H,0 ...,
3 - “
Cusl, . SHZD ...................
HHSD4 L I e e
HBO g anldre c.ooeveennnnns veeeas
Nazh]r-JDq EIIED lllllll # & 4 & = & & & @
Apus destilada .. icsiaiins i e

Estoque

Naj citrato . 5 /2 HED ........
Naj citrato . 2 HEG ............
KH;PO, anidro ....ceevevve AT e
NH#PD‘I, aﬂi{.].TD ------------- T

hjgsgﬁ ?“20 R s e s oo
Enﬁlz EHED ................ v
Sl 1 couseasveesass TR
SO aietn: 2" el B
Agua destilada g.s.p. s ivesvs

T mg

5,0 g
5,0 ¢g
1,0 ¢
0 ,25¢
0,052
0,052
0,050
95 ml
150 g
125 g
250 g
100 g
10 ¢
5,0 ¢
25 ml
5 ml
1000 ml

Ll

(<2 ]
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3.2.8. BENSAIQ 6 - Teste do hidrolisado de madeira-fpar como
meio de cultura para fungos termofi
filos isolados de cavacos de euca-

lipto.

0 procedimente para obtencao do hidrolisado de ma-
deira e elaboracao do IIMA s3c oS wesmos do Lnsaio 2. Foram
utilizados os pEneros dspergillus, Rhizomuweor, Sporotrichum,Pe
nicilifum € Thermeoascus para estudo do meio [IMA como meio para
cuitivo de fungos termGfilos. O inoculo constou de discos de
micélio vegetativo com 9 mm de diametro, retirades de culturas
puras em BDA e transferidos para o centro de placas, que foram

incubadas em estufas controladas a 40°%¢c.

A avalialdo do crescimento micelial foi feita
como no Ensaio 5, obtende-se a taxa de crescimento micelial em

mm/h , apés um periodo de 24 horas de incuba‘@o.

C delineamento experimental. foi inteliramente ca
sualizado , com cada género tendo 4 repetikoes, correspondendo

cada repetiido & uma placa de Petri.
%, 3. Identificatdo dos fungos termofilos isolados.

A identificaddo dos funpgos isolados de cava-
cos de madeira foi desenvolvida e completada pela conducio de
trabalhes , em conjunte com o Instituto de Botinica - SP. Pro-

cessou-se a identifica'sio tendo por base a literatura ate 0
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presente momento , enquante haviam sido efetuados contatos com

putros especialistas em taxonemia , no exterior , para maiores

indicatoes ou informid wes para a confirmacio da jdentidade dos

isolados.
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IV — RESULTADOS

4.1. Monitpramento das condicoes da pilha

A temperatura dos pontos & 15 m de profundida
de mantiveram-se mais altas, do que as temperaturas dos pontos
a 3 m. estes (ltimos .com valores inicials proximos da temperatu
ra ambiente (Tabela 4), Con o decorrer do tempo, as temperatu -
ras destes pontos mais externos tornaram-se inferiores #s obser
vadas no ambiente. Notou-se uma grande variagap nos valores in-
ternos, acompanhando & variacdo do ambiente e a precipitacao
mensal (Tabela 5). A relaclo entre as temperaturas e a precipi-
tagao mensal, demonstra um distinto decréscimo nas temperaturas
médias mensais da pilha de modo mais pronunciado nos pontos ex-
ternos da pilha, sendo gque no mes de outubro com a diminuicado da

precipitacdo, houve clevacdo da temperatura (Figura 55 I




Tabela 4 - Eveolugao da temperatura ambiente e nos pontos inter-

nes da pilha de cavacos de Fuealyptus armazenadoes ao
ar livre.

Temperatura (1)

DATA 3 2
PO e Ponteos internos™

(. 3 4
13/06 37 36 43 = =
14/06 31 36 43 34 2
15/06 37 36 15 40 37
18/06 41 36 49 47 48
19/06 34 - 451 48 29  47@4) 48(1%)
20/06 41 36° 52 =~ & ¢ 43
22/06 36 35 50 19 53
25/06 40 36 33 53 56
27/06 40 39 26 55 54
28/06 25 38 22 54 3
29706 35 41 23 58 49
02,07 34 47 g 58 33
04/07 33 54 23 49 26
10/07 38 57 31 51 24
11/07 36 . S8 8T 324 47473 24 53
12/07 40 ! 60 a2y 427 202
13/07 37 60 53 38 24
19/07 32 60 23 35 28
30/07 38 56 22 41 31
10/08 35 52 24 44 27
15/08 28 50 = 29 . 45 57 =
22/08 20 48y 16144  4s("s 23 4
28/08 26 Yy 26 47 23
31/08 29 48 25 48 25
06/09 34 48 23 50 25
10/09 32 43(, 23 52u@} 25
12/09 39 49 fray 2520 5612 26ids)
1?§09 54 49 23 % 56 26—
28/09 28 52 A5 58 gE
10/10 40 55 34 60 35
15/10 38 56 e 39}1\___ 60 f? 27)
l?flﬂ 43 ) 55 ':’1' 29' 4 60+ EF‘ ?_3’
29/10 4z al 30 63 - A

* Pontos internos: 1 -15 m profundidacs

1 mde altura do solo
% -15 m profundidade e 3 m de altura do solo
2 - 3 m profundidace e 1
3

4 - 3 m profundidade

m de altura do solo
m de altura do solo

Mmoo
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Tabela 5 - Precipitacio mensal (mm) observada na fabrica da
Champion Papel e Celulese 5/A em Mogi Guacu, &P. , du

rante o periodo de armazenamento,

MES Precipitacio mensal (mm)
Junho 0
Julho 5
Aposto 113
Setembro 81
Cutubro g
Novembro 127

A umidade dos cavacos indicou a manuten
¢io da umidade em teores proximos, nos  pontos amostra
dos , durante o armazenamento ao ar livre (Tabels 6). Notou-se
uma leve tendéncia para perda de umidade com o decerrer do tem
po de armazenamento, havendo pequenas elevaXoes do teor de umi-
dade no ponto mais externe da pilha, apds 64 e 149 dias, devido
a ocorrencia de precipita'wes nos meseés de agosto e novembro ,

respectivamente ags G0 e 150 dias de estocapgem.

Com rela'@c =0 pH da solu’do cobtida dos cava-
cos , foi observada a tendéncia do decréscimo nos valores do pH
com o aumento do periode de armazenamento ¢ que 0S menores valg

res foram encontrados ne ponto mais interno da pilha (Tabela 7).
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SENSORES DE TEMPEEATURA

1]

1 -5 m. de profundidade

1,5 m, de altura do sole

3 ~-15 m. de profundidade e 3 m. de alturs do role
2 -3 m. de profundidade e 1.5 m. de altura do solo
4 — 3 m. de profundidade e 3 m. de aktura do sols

FIGURA 3 - Relagso entre as temperaturas médias mensais
pontos de amostragem e @ precipitacao mensal

pilha de cavacos de cucalipto.
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Tabela 6 - Teores medios® da umidade dos cavacos (%) coletados
en deis pontos internos da pilha de cavacos de cuca-
lipto, durante o armazenamento ao ar livre, em HMogi

Guacu, SP.

Ponto da Perfodo de armazenamento (dias)***
o kA e
coleta 34 64 95 149
1 41,6 38,0 38,0 34,8
2 37,8 37,5 39,0 41,9
# 0 valor percentual apresentado & média de 3 repeticoes.

**  Pontos de Celeta: 1-6,5 m profundidade e 1,5 m de altura do solo.
2-6,5 m profimdidade & 3,0 m de altura do solo.
== A\ amostragem dos cavacos recem-picados, na montagem da pilha, apresen-
tou o tecr da umidade de 41,0%.

Tabela 7 - Valores médios* de pH obtidos dos cavaceos coletadoes
em dois pontes internes da pilha de cavacos de. euca-

lipte, durante o armazenamento ao ar livre, em Mogi

Guagu, SP.

Ponto da Periodo de armazenamento [dias)=**®
Calera™ 34 64 95 145
1 3,63 5,72 3,00 =
i 4.00 3,80 3,84 =
* 0 Valor abspluto apresentado € media de 3 IEpEtigﬁes.

**  TPontos de coleta: 1 - 6,5 m profundidade e 1,5 m de altura do solo.
2 - 6,5 m profundidade e 5,0 m de altura do solo.
*£x A amostragem dos cavacos recém-picados, na montagem da pilha, apre-

sentou o valor medio do pH de 4,05.
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4.2, Atividades conduzidas no laboratorio

4.2.1. Efeito de diferentes meios de cultura no isola-

mento de microrganismos termofiles.

A avalia @go wo Ensaico 1 revelou diferentes
frequéncias para os microrganismos termofilos, fungos e bacté-
rias , surgidos a partir dos cavacos de madeira .nos tres meios
de cultura estudados (Tabela 8). Comparando-se os substratos |,
observou-se que o meic Nutriente-agar apresentou a maior quanti
dade média de isolados, bem como um maior nimero de bacférias
termofilas sem alterar a frequéncia de fungos isolados em BDA.
0 meie de Martin apresentou decréscimo na frequéncia dos micrar

ganismos , em reld'dio aos anteriores , pela presenc de sulfato

de estreptomicina e rosa bengala em sua compositdo.

No Ensaio 2, a comparacio do meio BDA contra
o meio HMA, foi avaliada pelas frequéncias de microrganismos ter
mofilos (Tabela 9) e as frequéncias dos géneros de fungos termg
filos ([Tabela 1U1, isnlados de cavacos recém-picadns e armazena
dos por 4 meses, Foi registrade um numero quantitativa e quali
tativamente menor de microrganismos termofilos em BDA, em qual-

quer dos lotes de cavacos amostrados.
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Tabela 8 - Frequéncia de microrganismos termdfilos (%) isclados,
a partir de cavacos de eucaliptos armazenados ao ar
livre , em trés meios de cultura incubados a 56°C por
48 horas.

Categoria de Meio de Cultura

Microrganismo il g T e
Rt BDA NA MARTIN

SFungo S 77 57 20

Bactéria 41 03 11

MEDIA 3g 50 16

* (0 wvalor representa a porcentagem de fragmentos plaqueados nos

quais houve crescimento de microrganismos.

Tabela 9 - Freguéncia de colonias bacterianas e de géneros  de
fungos termcfiles (%), isolados de dois lotes de ca-
vacos de eucalipto, incubados .em BDA e HMA a 50°C
por 48 horas.

Neio ds CAVALCOS
3 T = _.1-__'_1' =] zenados®
Cul tura Microrganismos Recem~Picados Aramazenados
¥ * * 2
LMA Fungo 0
Bacteria 0 0
: 5
RDA Pung?
Bacteria U VA

* (s cavacos foram coletados de uma pilha com 4 meses de estoca

gemn.
*+ () valor representa a porcentagem de fragmentes plaqueados jnos
quais houve crescimento de microrganismos.
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Tabela 10 - Discrimina'wio dos géneros de fungos terméfilos e
respectiva frequencia (%) isolados a partir de dois
lotes de cavacos de eucalipto, incubados em BDA =

Frequencia (%)*

HMA por 48 horas,
Meio de Lote de
Cultura Cavacos Fungos
Recén-picados  nenmhum fungo isolads
al
)
HMA Armazenados Aspergillus sp. 1
Penieilliwn bacillisporum 1
Recén-picados Aspergillus sp.
Penieillium bacillisporwn
Aspergillus sp. B4
Rhizomucor Sp. 18
BDA Armazenados e P
Sporotrichum Sp. 2
Penicillium bacillisporum 54
Thermogseus aurgnticeus 2

* 0 valor

representa a porcentagem de frapgmentos

quais houve crescimento de microrganismos,

plaqueados ,nos




'
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4.2.2. Frequéncia de fungos terméfiles em pilhass  de
cavacos de eucalipto e em virios locais proxi-

mos da fabrica de papel.

0 levantamente da incid@ncia de microrganis-
mos termafilos na pilha de cavacos da fabrica, tomou por  base
de amostragem cavuicos recém-picados e cavacos com varios perlo-
dos de armazenamento. A avaliakao Gas placas de meio de cultu-
ra inoculadas com os cavacos , foi efetuada apds 72 horas de in-
cubatdio a 50°C, visande impedir auto-contaminaices de fungos
com alta taxa de esporula’@o e rapido crescimento micelial , bem
como o problema de ressecamento do meic. Dos quatiro pontos a-
mostrados , apenas trés apresentaram fungos ,Eactﬁrias e levedu-
ras em baixa e constante incideéncia (Tabela 71). Os géneros de
fungos identificados foram: Spersotrichum (2Z%) no ponto 2 € (1%)

no ponto 3, e Penicilliumbacillisporum (4%) no ponto 4.

A analise dos cavacos estocados mostrou uma
grande variakdo na frequéncia de microrganismos nas diversas e—
pocas de amostragem. O nimero de bactérias e leveduras termofi
las isoladas foi maior, em média , quando os cavacos foram flam-
bados com ilcool, independentemente do ponto de coleta (Tabela
12). Foram registradas aos 64 e 95 dias, as malores povcenta-
gens de isolamento e posterior queda nos valores no isolamento
efetuado aos 149 dias, este Ultimo periodo apresentando porcen

tagens similares ds encontradas com 33 dias de estocagem. Para os




fungos isolados observou-se claramente, o efeito da esteriliza-
o externa no iseolamento e a falta de um padido Ge distribui-
ido Gurante o periodo de armazenamento (Tabela 13. O0Os fungos
Aspergillus & Sporetrichum foram os mais frequentes nos dois
métodos de isolamento e como Rhizomucor apresentaram  diminui-
wio no numern de isplados guando da esterilizalsp externa. Com
Dactylomyees thermophilus foram cbservados valores medies de
frequéncias similares , com ou sem esteriliza'wo, e como P.bgeil
Ligporum , MOSLTOU MeNoT numero de isolados a partir do ponto
mais interno, onde haviam sido registrados as maiores temperatu
ras (Tabela 4). Thermcasecus auranticens fol isolado em malior
quantidade em cavacos flambados , com baixa incidencia em cava-
cos ndo esterilizados , demonstrando um provivel efeito negativo
ao crescimente ou maior especificidade para desenvolvimente no in

terior do cavaco.

Foi estudada em cenjunto, a presenca de fun-
gos termpfileos em solos de formaldes florestais de Eucalyptus,
e dentro da fabrica, nas dguas residuais para lavagem de toras
e da lazgoa de tratamento de efluentes e mo ar adjacente a pilha
de cavacos (Tabela 15). Adspergillus e P. baeillisporum foram
os fungos de maior ocorréncia , sendc registradcs no 5015, nas
dguas residuais e no ar. Todos os fungos estiveram presentes
no solo coletado , com excetdo Ge D. thermophilus que nao fol i-
solado na fabrica, mas ocorreu em isolamentos efetuados com ca-

vacos da pilha.
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Tabela 11 - Incidéncia (%) de miCTOTgﬂHiSNDS.tefmafiluﬁ isola-
dos de cavacos de eucalipto recém-picados e flamba-
dos em alcoel, retirados de 4 pontos na pilha e in-
cubados em meio BDA, a 50°C por 72 heoras.

_ Ponto de coleta =
Microrganismos S R N

1 Z s 4
Bacterias e leveduras i .. Z 6 5
Fungos 0 2 4 1
Cavacos sem microrganismos 9 96 a0 g4

ar

Ponto de celeta: 1 - 15 m profundidade e 1,5 m de altura do sole.

2 - 15 m profundidade: e 3 m de altura do selo.

3 3 m profundidade e 1,5 m de altura do solo.
4 - 3 m profundidade e 3 m de altura do solo.
Tabela 12 - Incidéncia (%) de bactérias e leveduras termofilas

em cavacos de Eusalyptus em varios periodos de arma
zenamento , a partir de dois pontos internos da pi-
1ha , sob dois m€todes de isolamento e incubagio em
BDA por 24 horas a 50°C.

Periodo de armazenamento (dia)

Ponto de Métodos de

Media
coleta * Iselamento®* 534 64 g5 149
: B 6 50 26 12 33,5
. T N S - . - S 27.5 ___
) E 11 99 34 13 30,3
) N 0 24 70 23,8
o I;;;ta de ecoleta: 1 - 0,5 m profundidade ¢ 1,5 m de altura do solo.

2 - 655 m profundidade e 3 m de altura do solo.
=* Método de isola I - cavaco flanbado externamente em alcool.
mento: M - cavaco nao flambado.
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Tabela 13 - Frequéncia (%) dos fungos termofilos em dois pontos
internos da pilha de cavacos de Eucalyptus , com vi-
rios perioedos de armazenamento , isolados de cavacos
flambados e incuba cgo em BDA por 72 horas e sa%c.,

Periodo de armize-
Ponto de o
muNeOS colati * namento (dias) . MEdia
34 G4 95 149
Aspergillus sp, 1 48 a5 51 a0 36,0
AN, ... ... SR - N S =
1 0 g 4 5 2.3
D, thermophilus 2 0 41 0 11,8
1 1 0 ( 0,5
Hhispmucor sp. 2 0 1 4] n.s
34 12 41 24 27,8
Sperorrichum Sp. o a5 14 37 1 24,5
1 3 0 23 25 12,8
P.bacillisporum 2 £ 3 1 27 =0 27 8§
44 9 52 23,3
. GQUYIRLIOCHS 9 2 20 35 14,3

* Ponto de coleta: 1 - 6,5m profundidade e l.5m de altura do solo.

2 - 633 @ profundidade @ 3 Wmde altura do solo.
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Tabela 14 - Frequéncia (%) dos fungos termofilos em dois pontos
internos da pilha de cavacos de Bucalyptus, com va-

0 - -
rios periodos de armazenamentos , isolados de cava-

cos fdo {lambados e incubacao em BDA por 72 horas a

9k
Ponto de Periodo de armaze-
FUNGOS coleta * namento (dias) Média
34 64 95 149
9 78 96 100 100 93,5
AEpelgdbius Sp. " g 95 100 84 0 70,0
1 3 1 0 1,5
P.thermophiilusg 2 7 0 17 15,5
30 17,0
Ehizomuecor 5SP- 1 %4 !
N S o SO SN SO . S .-
: 11 34 82 21 37,0
Sporctriehwunm Sp. _ i
. S 49 __..Bl . 3% . SO -
1 45 1 1 4 12,8
B, baeiliisporim 2 99 7 7 g7 L
. - 6 0 0 155
T, ouranizacis . ¥
OUTANLLACKE - S - 4 .8

* Ponto de coleta: 1 - 6,5m profundidade ¢ 1,5 mde altura do sole.

2 - 6,5mprofundidade e 3 mde altura do solo.




Tabela 15 =
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Ocorréncia de funpgos termdfileos , em soleos de talhdes
florestais e em tres pontos da fabrica ,isolados em

meio de Martin e incubado por 72 horas a 50°C.

Talhoes Florestais * Agua p/lava Lagoa de trata Coleta de

Fungos :

Isolados Mogi Guaqr Bao Siwao  gem das to- mento de eflu-  Esporos
ras ** entes ** do ar **

Aepergillus sp 2 ! + + &

D, thevmophilua - - - - -

Rhizomucor sp 2 1 w ¥ +

Speratrichum sp - i - F _

F.bhaeiliiporun 2 5 + + i

T, quranticcus 2 3 ot - +

Foram amostrados talloes de Fucalyptus em Mogi Guaou - 5P (4] e

em Sap Simdo - 5P (5) , sendo indicado o ntmero de tallloes , onde

o fungo foi isolado.

** Tndica o -do fungo:

+ pYEScnte

- : ausente




4.2.3. Avalia'cao das taxas de creéscimento micelial dos

fungos isoclados, sob diferentes temperaturas,
s 1

Com base nos valores obtidos, pode-se verifi-
car a existéncia de dilerens entre as taxas de crescimento o-
timo com os fungos estudadeos (tabelas 16 a 2Z1}. Para Aspergiilus
e P. bacilligperum Seu ponto otimo de crescimento foi 309C, en-
quanto que Fhisemueeor demonstrou melhor crescimento a 40%c. .
thermophilus, Sporoirichum e T, aurantiacus apresentaram malo-
res taxas de crescimento a 50°C. Coincidentemente , os géneros
com crescimento a 20°C possuiam pontos dtimos de temperatura
mais baixos que as temperaturas da pilha, com taxas de cresci-
mento a 50°C bem inferiores aos outroes fungos termofiles. Por
outro lado, os fungos com Otimo de temperatura a 50°C ndo cres-

ceram a 20°C., N&o houve crescimento des funges nas temperatu-

ras de 60 & 70YC dentro do periodo de incubakdo.
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Tabela 16 - Taxas de crescimente micelial (mm/h) de isolados de
Aspergtllius sp, incubados em BDA sob diferentes tem
peraturas (°C), até 9 dias.

Temperatura Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 Media
Fe)
20 0,28 0,29 0,27 0,28
30 0,72 0,77 0,77 0,75
40 0,79 0,63 0,42 0,61
50 0,19 0,20 0,19 0,19
60 0,00 0,00 0,00 0,00
70 0,00 0,00 0,00 0,00

* Cada valor € media de 3 repetictes e cada repeticao corresponde 2 uma pla-
ca de Petri.

Tahela 17 - Taxas de crescimento micelial {(mm/h)} de isolados de
D.thermophilus, incubados em BDA sob diferentes tem

peraturas (°C), até 12 dias.

Temperatura Isolado 1 Isclado 2 Isolado 3 Media
°0)

20 0,00 0,00 0,00 0,00

30 0,44 0,50 0,36 0,43

1,21 1,18 0,58 0,99

50 1,24 1,31 1,22 1,26

60 0,00 0,00 0,00 0,00

70 0,00 0,00 0,00 0,00

* Cada valor & média de 3 repeticoes e cada repeticdo corresponde a uma pla-
ca de Petri.




Tabela 18 - Taxas de crescimento micelial (mm/h) de isolados de

P. baeillisporum,incubados em BDA sob diferentes ten
peraturas (°C), até 9 dias.

Temperatura Isolado 1 Isolado 2 Isolade 3 Média

i o4

20 g 2 b, 12 6,12 0,18
30 0,33 0,30 0,28 0,30
40 0,29 0,25 0,30 0,28
50 0,10 0,11 0,09 0,1
60 0,00 0,00 0,00 0,00
70 0,00 0,00 0,00 0,00

* Cada valor & média de 3 repeticoes e cada repeticiio corresponde a uma pla-
ca de Petri.

Tabela 19 - Taxas de crescimentc micelial (mm/h) de isolados de
Rhipomueor sp, incubados em BDA sob diferentes tem-
peraturas (°C), até 9 dias.

Temperatura Isolado 1  Ispolado 2 Isolado 3  Médisa
(°c)
20 0,847 0,08 0,12 0,35
30 1,91 1,00 1,52 1,51
40 2,90 1,80 2,01 2,24
50 7,05 1,58 2,42 2,02
60 0,00 0,00 0,00 0,00
70 0,00 0,00 0,00 0,00

* Cada valor @ média de 3 repeticoes e cada repeticio corresponde a uma pla-
ca de Petri.




Tabela 20 - Taxas de crescimento micelial {mm/h) de isolades de
Sperotrichum sp, incubados em BDA sob diferentes tem
peraturas (°C), até 12 dias.

Temperatura Isplado 1 Isplado 2 lsplado 3 Media
(°c)
20 0,00% 0,00 0,00 0,00
30 0,52 0,45 0,39 0,45
40 0,50 0,53 0,55 0,53
50 0,69 0,74 0,61 0,63
60 0,00 0,00 0,00 0,00
70 0,00 0,00 0,00 0,00

* Cada valor € media de 3 repeticoes e cada repeticido corresponde a uma pla-
ca de Petri.

Tabela 21 - Taxas de crescimentg micelial (mm/h) de isolados de
T, aurantiacceus, Incubados em BDA sgb diferentes tem
peraturas (YC), até 12 dias.

Temperatura Isolado 1 Isplado 2 Isolado 3 Meédia
(°c)
20 0,00% 0,00 0,00 0,00
30 0,39 0,14 0,42 0,32
40 3,68 4,03 3,81 3,857
50 4,98 5,54 5,48 8,57
60 0,00 0,00 0,00 0,00
70 0,00 0,00 0,00 0,00

* Cada valor € media de 3 repetictes e cada repeticio corresponde a uma pla-
ca de Petri.
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4.2.4. Avaliacio do periodo latente de germinacio dos
esporos de fungos isolados , sob diferentes tem-

reraturas.

Com base no tempo gasto pelos esporos -~ para
germinatdo , foi determinado o pericde latente de germina cao dos
fungos isclados em varias temperaturas (Tabela 22). Partindo-
se das taxas Otimas de crescimento descritas no Ensaio 3, pode-—
se notar que oS fungos Agpergillus e P. bacillisporum com cres-
cimento micelial a 20°C foram os iinicos fungos com esporos ger—
minados nesta temperatura. No outro extremo, os fungos que cres
ceram a EGGC, D. thermophilus, Raizomucor © T. auraniiceus oS-

traram esporos germinados nesta temperatura.

A temperatura otima de germina @o , determina-
da pelo menor pericde latente de germinakao , de Aspergilius, D.
thermophilus e Hhisomﬁﬂﬂr fei a mesma da maior taxa de _-cresci-
mento micelial. Com P. baeillisporum, a temperatura do menor
periodo latanté esteve acima da temperatura otima de crescimen-
to, enquanto que com T, aurantiageus houve o inverso. O fungo
Sporotriehum aprescntou problemas de germina‘'do, pois houve cres

cimento a 3, 40 e 50°C e somente germinatdio a 0°C.
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Tabela 22 - Periodo latente de germinalyio (h) dos fungos termd-
filos isolados a partir da pilha de cavacos, em
agar-dgua.®

Temperaturas (OC]

Fungos _—— S s

20 1 40 50
Azpergillus sp 20-22 6- 8§ - 8-10 5850
B, thermophilus S 20=22 T12=14 24-206
kRizomucor sp 68-70 12-14 .2- il 12-14
Sporotrichum sSp 5G 12-14 SG SG
P, bacillispovum 4444 B=10 - 8 =G
T, gqurantiacus sG EU—ZE 12-74 2426

*

0Us valores apresentados sao médias de tr8s isolados de cada
funga.

** 53 = Sem Germinakdo
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4.2.5. Efeito de diferentes fontes de carbone no desen

volvimento de tr@s fungos termofilos isolados.

0 cultive de Aspergilius, Rhisormucor e r,
auranticceus em meio minimo adicionado de virias fontes de carbo
ne foi avaliado pelas taxas de crescimento micelial (mm/h) dos
fungos estudados , cujos valores estdo expressos na Tabela 22 .Nao
foram observados diferencas entre meio minimo com dextrose, sa-
tarose e'amidﬂ, pequena cntre estes e melo minimo simples , po-
rém significativas quande em compara tdoc com hidrolisado de madeira e
carboximetil celulose (CMC). Cada fungo apresentou uma fonte de

carbonoe preferencial para seu melhor desenvolvimento , registra

b |

do-se para Aspergilius, Rhisomucor e 7. aurantiacns , meio mini-
mo com amido (0,78 mm/h) , dextrose (2,3 mm/h) e amido (1 28 mm/h),
respectivamente. Sob outro dngulo, notou-se que o hidrolisado de ma
deira e CMC fotam as piores fentes de carbono, haja visto terem pro
duzido as menores taxas de crescimento micelial , com os fungos

estudados.
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Tabela 23 - Efeito de diferentes fontes de carbono no crescimen

to de Aspergilius, Fhizcmucor & T.aurantiacus, em

meio minimo-agar (MM) incubades por 24 horas a 40°C.

Meio de Taxas de crescimento [mmfh]1
GMELiTS Aspargillue gy Fhizorucor sp. Tauranidiqous Madia
MM-Testemunha 0,65 2,07 0,74 1,15 A
MM-Dextrose 0,74 Z,51 0,68 1,25 AB
MM-Sacarose 0,74 2,25 1,07 1,35 A
MM-Amido 0,78 2513 1,28 1,39 A
MM-Ilidrel isado demadeira 0,71 1,60 0,41 0,91
MM-CMC 0,63 L.75 0,38 0,92 CD
MEDIA 0,71 X 2,02 X 0,76 XY
C.¥. = 10,5%

1 - Médias de meios de cultura e médias de fungos seguidas de mesma letra

nao diferem estatisticamente entre si (Tukeey 15%). Os valores foram

obtidos da m8dia de 4 repeticoes (Placas de Petri).
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4.2.6. Avaliacio do hidrolisade de madeira<igar como meio de
cultura para fungos termofilos isolados de cava

cos de eucalipto,

A elaboratdo de um meio s6lido contendo hidro-
lisado de mdeiﬁl com posterior inoculacdo de cinco . génevos de fungos
termofilos forneceu, como parimetro de andlise deste meio, ta-
xas de crescimento micelial relacionadas na Tabela 24. 0s re-
sultados obtidos mostraram o género RhiZomucor com taxa média ,
significatiVEmente, maior que os outros péneros, na temperatura
de 40°C.

Comparando-se &s taxas apresentadas cgp as
observados no estudo da temperatura o6tima de crescimento (En-
saio 3) , exceXdo feita ao P. bacillieporum , todos os fungos de-
menstraram com o meie BDA, taxas de crescilmentp até1135\%:L5PwiE
Tes que as registradas -com hidrolisade de madeira, provocande um certo

efeito inibitorio do hidrolifada-de-madeira com relacad aos fungos i-

solados em BDA,




Tabela 24 - Taxas de crescimento (mm/h) de cinco géneros de fun
gos termdofilos cultivados em licor de madeira-dgar,
- 3]
incubados por 24 horas a 40°C.

Taxas de crescimente (mm/h)

FUNGOS
Repeticoes Média
Aspergilius sp 0,62 0,52 0,56 0,54 0,56
Bhizomucor sp L33 1,27 1,27 1,23 1,27 A
Eporotrichum sp 0,25 027 0,27 0,25 0,26 D
P.bacillisporum 0,46 0,48 0,48 0,42 0,46 CD
T.auranitiacuas 0,75 0,65 1,02 1,00 0,86 B

Ci¥e = 12:3%

1 - Médias sepuidas de letras iguais nfo diferem estatisticamente entre
s1 (Tukey I%). Cada repeticdo corresponde a umz placa de Petri.




