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1 - INTRODUGXO

A tecnologia da madeira tem aberto um campo de suma
importancia e inegavel interesse a microbiologia. Considerando que
a matéria prima basica, e muitos materiais empregados na fabricacio
da celulose, papel e outros produtos derivados da madeira, podem su
prir as exigéncias nutricionais de microrganismos, tornou-se neces-—
sdrio estudar as funcgBes que estas formas de vida podem desempenhar
nessas industrias. Se de um lado, podem ser obtidos alimentos atra-
vés do crescimento microbiano a partir de residuos industriais (HAR
RIS e cols., 1948a e 1948b; STRANKS, 1970), de outro, estes micror-
zZanismos podem causar sérios prejuizos quando se estabelecem nesses

residuos em recirculacdo nos sistemas industriais (DIEFM, 1969).

As instalacles da Duratex S.,A., Industria e Comércio
em Botucatu e Jundiai, Estado de SZo Paulo, produtora de chapas de

fibras da madeira de Fucalyptus, vem apresentando um problema deacu

mulagoes limosas nos sistemas de recirculagéo da "&zua servida'. Eg
sas acumulacoes caracterizamese;pof sua consisténcia membranosa, vig
cosa ou limosa e leve odor sulfidrico. Ao atingirem certas propor -

gges de crescimento, desprendem-se das estruturas de sustentacgao da
miquina formadora do colchZo, entram no sistema de recirculacio da
"agua servida" ou caem diretamente sobre o cclchfio de polpa, pProvo -

cando manchas depreciadoras da qualidade das chapas. Além dos pre-
juizos diretos & qualidade do produto, considerada de nivel excelen
te no Mercado Internacional, devem ser somzdos 0s prejuizos da parg
lizag8o periddica da industria, para a eliminac¢f8o das acumulagles 1i

mosas.

A inegavel importincia econbmica e cientifica do pro
blema e sua nabureza complexa e pouco ccnhecida, levaram a elabora-
¢ao deste trabalho que, especificamente, visou estudar a natureza
microbioldgica dos materiais limosos enccntrados nessas indistrias,

e apresentar subsidios para seu controle.



2, REVISXO BIBLIOGRAFICA

As acumulagBes limosas, encontradas em industrias
de celulose e papel sdao comumente referidas na literatura (CASEY,
1960; DIEHM, 1969; EVELEIGH & BREWER, 1964a; e SANBORN, 1965), co-
mo acumulagdes devidas ao crescimento de microrganismos, aos produ
tos de seu metabolismo, fibras e varios compostos orginicos e inor
ginicos. SANBORN (1965), definiu os materiais limosos formados nes
sas indistrias por suas caracteristicas iniciais gelatinosas e adg
rentes, membranosas, espessas, Vviscosas a pastosas ou gomosas, tor

nando-se, em estidgios mais avancados, coridceas e muito duras.

Na literatura consultada, nao foram enconstrados re—.
latos sobre a ocorréncia de acumulagBes limosas de origem microbia
na, em industrias de chapas de fibras da mzdeira. Por outro lado,
muitos autores dedicaram-se ao estudo da natureza e controle da mi
croflora de induUstrias de celulose e papel (ALPER, 1960; BECKWITH,
1931; EREWER, 1953; CASEY, 1960; CONKEY & CARLSON, 1962 e 1963;C0S
TER, 1968; DELAPORTE & VLASSOF, .1960; DIEHW, 1969; EVELEIGH & BRE-
WER, 1964a, 1964b e 1965; MARTIN, 1957; SANBORN, 1933/44/65; WANG,
1965; WOLFSON & MICHALSKT, 1964 ) e outros autores, dedicaram-se ao
estudo da natureza e controle da microflora deterioradora da madel
ra e cavados empilhados (ASSARSON, 1969; GREAVES, 1971; KNUT, 1964;
MERRIL & FRENCH, 1964 e 1966; SHIELDS, 1970; STRANKS, 1970; TANSEY,
1970).

Segundo SANBORN (1965), o infcio da formagdo de acu
mulacgBes limosas, em industrias de celulose e papel, deve-se aos
nutrientes, provenientes da polpa e "dzua branca" (2gua recircula-
da na miquina formadora da folha de celulose), adsorvidos nas su-
perficies das miquinas. A prépria dgua industrial, retirada dos -
rios, possui uma variedade de compostos orginicos e inorginicos(WA
TERS, 1957) que contribuem para complementar os requisitos nutri -

cionais da microflora do limo (MARTIN, 1957).

A natureza da flora microbiana causadora do limo, nas

indistrias de celulose e papel, depende do tipo de indistria, con-

~ ~ 3 ’ .
troles de operag¢ao, estagoes do ano, e caracteristicas das matérias
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primas nzo fibrosas adicionadas ao processo (DIEHM, 1969). Segundo
TORGESSON (1967), muitos microrganismos diferentes tém sido encon-
trados nesses sistemas, isto é, bactérias, fungos, actinomiéetos,
algas e protozoarios; a flora varia entre locais de uma mesma in-
dustria na dependéncia dos nutrientes disponiveis, pH, temperatura,
oxigenagdo, e do numero de recirculacOes da "agua branca'". CASEY,
(1960) aborda ainda os fatores que afetam o crescimento de microrga
nismos constituintes do limo dessas industrias tals como: tempo de
geracdo, ambiente quimico, luz aeragao, umidade, temperatura, fon-
tes de inb6culo (agua, fibras ou polpa, materiais nfo fibrosos ou
aditivos industriais do processo), e o nivel de contaminacgao dos

sistemas industriais.

Dentre os grupos de microrganismos de maior impor -
téncia, as bactérias tém sido apontadas como as principais responr.
saveis na formagZo dessas deposicles limosas (Nason & cols., 1940,
e Stracham, 1947, citados por EVELEIGH & BREWER, 1964a). Com efei-

to, as bactérias dos géneros Achromobacter, Aerobacter, Alcaligenes,

Arthrobacter, Bacillus, Frevibacterium, Chromobacterium, Clostri -

dium, HEscherichia, Flavobacterium, Paracolobacterium, Proteus e

Pseudomonas tém sido, frequentemente, isoladas por varios autores

(CONKEY & CARLSON, 1962 e 1963; BECKWITH, 1931; COSTER, 1968; DELA
PORTE & VLASSOF, 1960; EVELEIGH & BREWER, 1964a; SANBORN, 1933, -
1944 e 1965; WOLFSON & MICHALSKI, 1964) e, a formagao de materiais

capsulares, resultantes do metabolismo de alguns des:es géneros, -
tém sido enfocada como responsavel pelo aspecto viscoso do limo das
industrias de celulose e papel (BECKWITH, 1931; CASEY, 1960; DELA~
PORTE & VLASSOF, 1960; e SAMBORN, 1965).

Dentre os imimeros géneros de fungos saprdéfitas de
sistemas industriais da fabricacgdo de celulose e papel, WANG (1965)
apresenta, minuciosamente, uma extensa relacgdo de géneros de Phyco-

micetes, Ascomycetes, Basidiomycetes, Deuteromycetes e alguns Acti-

nomycetes, isolados a partir de amostras de varias industrias dos
Estados Unidos. Nessa relagao sao citados como infrequentes, as le

veduras dos géneros Trichosporon, Candida e Rhodotorula e, como fre

yuentes, os géneros Aljernaria, Aspergillus, Penicillium, Clados -
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porium, Geotrichum, Polyporus, Trichoderma, Fusarium, Hormodendron,

Torula e outros Deuteromvcetes em m=2nor escala. As bactérias tam-

bém foram isoladas por WANG (1965), mas nio foram estudadas.

Por outro lado, EVELEIGH & BREWER (1964a), estudan-
do a natureza da flora microbiana das acumuiagﬁes limosas de indus
trias de celulose e papel dos Estados Unidos, numa série de amos—
tragens entre 1959 e 1961, verificaram uma flutuacgido acentuada na
populacio e na predomindncia dos géneros de fungos e bactérias isgb

ladas. No decorrer das épocas de amostragem os géneros Sporotrichum,

Geotrichum, Phialophora e Trichcoporon pullulans, foram os mais fre-—

quentes dentre os fungos, enquanto que os géneros Pseudomonas, Fla-

vobacter e Aerobacter foram os mais frequentes entre as bactérias.

Além dos géneros acima citados, EVELEIGH & BREWER (1964b e 1965),

isolaram Nectria, Cerhalosporium e Candida em menor frequéncia, bem

como miitas outras leveduras nio identificadas.

Os géneros Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, -

Chaetomium, Penicillium e Trichoderma, bhem como Oidium5 Monilia e

outros fungos relacionados com as leveduras, foram relatados por

SANBORN (1933, 1944 e 1965),

As observagdes de que os fungos sdo, aparentemente,
de maior importAncia na formagfo das deposicles limosas de indus -
trias de celulose e papel, foram feitas por EVELEIGH & IREWER -
(1964a), através do exame microscoépico do limo. Desta forma, as ca
racteristicas microscdpicas denotaram um material composto, prinel
palmente, por um emaranhado de fibras de celulose e hifas nido espo
rulantes, associadas com pequena gquantidade de bactérias e impure-
zas. Enfatizaram também a importédncia dos fungos, face as altas con
tagens de coldnias obtidas nos isolamentos por diluigles em série,
a despeito de que muitas células das hifas deveriam morrer, duran
te os processos de homogeneizacao das amostras, uma ez que as CoO-
1dnias originaramese de fragmentos de hifas com mais de quatro in-
terseptos. Alertaram também que a dominidncia, na natureza da flora
limosa, é dinimica: em 1957 o género mais frequentemente isolado -
foi Phoma; de 1959 a 1961, este organismo praticamente nao foi iso

lado enguanto que, Sporotrichum sp, Geotrichum candidum, Phialopho-
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ra fastigiata e Trichosporon pullulans foram dominantes, conforme

a época do isolamento. -

A importancia da interrelacio entre microrganismos,
em deposicglOes limosas de industrias de celulose e papel, foi abor
dada por EVELEIGH & PREWER (1964b) através de estudos sobre os re-
quisitos nutricionais da flora microbiana do limo e posteriormente
em 1965, pelo efeito de extratos de cultivo de alguns microrganis-
mos no crescimento de outros. Os resultados desses estudos sugeri=-
ram uma interdependéncia de organismos deficientes para vitaminas
com outros organismos do limo nZo deficientes e que deve ocorrer me
canismos de sinergismo que regulam o crescimento ou a predominfncia
de certos géneros na flora limosa, dependendo da época do ano, con
digOes nutricionais e de outras condigBes ecoldgicas. Tais mecanis
mos de sinergismo e outros de antagonismo sfo discutidos de manei-
ra mais ampla, rara associag¢Oes gerais entre microrganismos, por -

IMARSHALL (1915) e POCHON & BARJAC (1958).

Para estudar a natureza da flora microbiana de in-
dustrias de celulose e papel, de maneira geral, tém sido utilizados
meios de cultura artificiais (Pacto malt. extract agar, RDA, Cza-
pek Dox agar, e outros), no isolamento de microrganismos da polpa
e papel (WANG, 1965) e de materiais limosos ocorrentes nesses in-
dustrias (CONCKEY & CARLSON, 1963; COSTER, 1968), bem como, alguns
meios seletivos para grupos de microrganismos como, por exemplo, O
meio de POSTAGE (1963), utilizado por COSTER (1968) no isolamento
de bactérias redutoras do sulfato, a partir de amostras limosas de
Victoria e Tasmania. Por outro lado, EVELEIGH & BREWER (1964a e
1964%bv), utiligaram-se da adicdo de rose bengal a meios artifici-
ais, com a finalidade de diminuir o crescimento de bactérias duran
te as operagles de isolamento de microrganismos das acumulagdes 1i
mosas. BEVELEIGH & BREWER (1964a), utilizaram, além dos meios arti-
ficiais, 0 meio natural de"agua branca'"-agar, o qual mostrou-se si
milar no tocante aos tipos de microrganismos isolados, exceto pelo

maior mimero de bactérias.

O isolamento de microrganismos da microglora limosa,

tem sido efetuado pelo método de diluigles em série, conforme  as
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recomendacgOes da Technical Association of Pulp and Paper Industry
(1965) citadas e/ou utilizadas por varios autores (BREWER, 1958;
EVELEIGH & EREWER, 1964a; WANG, 1965; WOLFSON & MICHALSKI, 1964)e,
pelo método de plaqueamento em estrias (BECKWITH, 1931; e COSTER,
1968).

O principal objetivo de todos os pesquisadores, na
tentativa de elucidar as causas do problema, é fornecer os subsi-
dios para manter o crescimento da flora microbiana sob controle,
Segundo CASEY (1960), a primeira medida importante é o controle
preventivo através da inspecdo periddica da industria visando ob-
servar: 1) as fontes de inéculo, 2) os locais onde esta ocorrendo
crescimento excessivo, 3) recomendagbes para o controle, e 4) in-
dicagBes sdobre a eficiéncia de varios tratamentos. Sugere ainda,
que sejam colhidas amostras dos varios locais de formacgado limosa
das industrias, bem como, da '"agua branca" e ainda dos aditivos
inerentes ao processo, para a determinacgdo da populagao de micror-—
ganismos. A segunda medida € a limpeza dos sistemas industriais e
0 uso subsequente de desinfetantes, constituindo-se no passo mais

importante antes de qualguer tipo ou programa de controle,

Na literatura consultada, foram encontradas duas o0p
¢Oes de controle & microflora de industrias de celulose e papel :
elevacdo da temperatura (aquecimento) e utilizacdo de agentes bio-

cidas ou biostaticos.

O efeito da temperatura no crescimento de microrga—
nismos foi abordado de maneira ampla por COCHRANE (1958) e, mais
especificamente, em relagao a flora microbiana do limo por CASEY

(1960) e EVELEIGH & BREWER (1964a e 1964b). Alzumas espécies de le

sus inconspicua) foram isoladas por EVELIGH & BREWER (1964a) com

crescimento 4timo a 20°C, e inibiclo a partir de 25°C.

A agua quente e o vapor tém sido largamente utiliza
dos nas operacgles de limpeza dos sistemas industriais de celulosee
papel (CASEY, 1960). Segundo esse mesmo autor, a agua quente temse

mostrado mals eficiente guie o vapor, pelo fato de entrar em conta-
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to com todo o sistema por um periodo mais longo. Por outro lado, a
resisténcia de microrganismos & temperatura e toxicantes tem sido
enfatizada por varios autores. Em geral, as bactérias nfo esporu -
lantes sao completamente destruidas ao contrario das esporulantes

(Appling, 1945, citado por CASEY, 1960). Sob outro aspecto, a mor-
te ou inibigao de um grupo de microrganismos pode redundar no cres
cimento de outros que eram inbidos pelos primeiros (CASEY, 1960) .

Segundo este Gltimo autor, os fungos Aspergillus flavus—-oryzae, -

Cladosporium, Penicillium e Monilis s30 mais dificeis de controlar -

que Oidium, Spicaria e Trickoderma. Dentre as bactérias, Bacillus

subtilis, Actinomyces e Aerobacter cloacae sio de controle mais di

ficil que Achromobacter, Aerobacter aerogenes e Escherichia coli.

Entretanto, UNLIGIL (1968) relata as espécies de Trichoderma viri-

de, Gliocladium viride, Cevhaloascus fragans e Pullularia pullu -

lans, como organismos tolerantes ao pentaclorofenol,

A opgao de controle normalmente utilizada pelas in-
dustrias de celulose e papel, tem sido o uso de agentes quimicos -
na inibigao do crescimento microbiano. Os produtos normalmente uti
1ligzados no controle a flora limosa, sao comumente referidos COomo
"slimicidas". Os mecanismos de agdo de toxicantes biostaticos e/ou
biocidas sZo amplamente abordados por TORGESSON (1967) e, segundo
CASEY (1960), os "slimicidas" podem agir por duas vias: interferin
do em funcgOes metabdlicas especificas do microrganismo ou, reagin-
do cecm as proteinas citoplasmaticas causando a inativagado das célu

las.

A escolha do biocida industrial adequado a um deter
minado uso requer ccnhecimerto de condig®es fundamentais como: 0
tipo de microrganismo predominante no ambiente, o nivel de elimina
¢ao microbiana requerido, o emprego de tratamento periddicc ou con -
tinuo, pH, temperatura, presenga de emulsificantes, matéria orgéq;
ca, poteneial de inbculo, espectro de acgio, estabilidade e poder -
residual do produto, dosagem inibitodéria e letal, preco, corrosao e
suas implicagBes na poluigdo das dzuas com esgotos industriais (AL
PER, 1960; BENIGNUS, 1948; CASEY, 1960; HACKETT, 1967 e 1968; HILIL,
1971; LAGARDE, 1961; MARSH e cols., 1944; ROS3, 1963; SCHMITZ e



cols., 1930; SHAPIRO, 1958; TORGESSON, 1967; WESSEL & BEJUKI, —
1959).

Dentre os principais toxicantes utilizados nas in-
dustrias de celulose e papel, CASEY (1960), discute os efeitos da
cloragdo, cloraminas, fenois clorinados, compostos organo-mercuri-
ais, e alguns outros germicidas. CONKEY & CARLSON (1963) anresen-—
tam uma extensa lista com a toxicidade relativa de agentes biosta-
ticos, sugeridos para a utilizagdo em industrias de celulose e pa-
pel. O método para tesbtar os toxicantes foi o de placas de Petri,
contendo meio artificial (Bacto-malt Extract-Agar), ao qual adicio
naram concentrac¢des conhecidas de um grande numero de produtos, -~

frente as bactérias do géneros Aerobacter e Bacillus e, aos fungos

Aspergillus e Penicillium.

Um dos problemas encontrados na escolha dos agentes
biocidas ou biostaticos, é o método para comparar a eficiéncia re-
lativa dos mesmos. A avaliagio pode ser realizada na propria indus
tria, através de um método citado por CASEY (1960), que consiste -
no peso seco do material limoso; em g, acu@ulado em chapas de plas
tico de &rea conhecida, mergulhadas no sistema de recirculacgdo da
"szua branca", e, os resultados sfo expressos em g/unidade de &rea.
A maioria dos métodos, entretanto, consiste na utilizagfo de técni
cas de laboratdério, ou seja, no teste "in vitro" das propriedades

biocidas ou biostaticas dos preodutos.

Vérios autores, como CASEY (1960), CONKEY & CARLSON
(1962) e COSTER (1968), discutem as vantagens e desvantagens dauti
lizagao de diferentes métodos "in vitro", cujos fundamentos foram
sintetizados por COSTER (1968), conforme a Tabela 1, adaptada e -
transcrita neste revisdo. CONKEY & CARLSON (1962), observaram cor-
relagtes de 47 a 77% entre 3 métodos utilizados para testar a efi-
ciéncia de toxicantes "in vitro": incorporagdo dos toxicantes a
placas de Petri contendo meio artificial, inoculadas com o0 micror-
zanismo teste; incorporacdo de toxicantes e culturaspuras de micror
ganismos a meio liquido de polpa desintegrada - "spore-pulp-method"

incubado sob agitagado constante; incorporagao de toxdcantes e popu
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lag¢Bes naturais da microflora do limo, a meio liguido de "agua bran
ca", incubado sob agitacdo constante. Segundo esses autores, o ul
timo método mostrou-se desejavel para comparar ou recomendar a uti

lizag&o de toxicantes em situagOes especificas de cada industria.

Segundo COSTER (1968), nenhum dos métodos analisa-—
dos na tabela 1, satisfaz totalmente os seguintes critérios: 1) o
substrato deve ser invariavel e os indculos devem ser constituidos
de culturas puras e ccrhecidas; 2) as condigOes do teste devem as-
semelhar-se ao maximo as condig¢des da industria (aeracdo, pH, com—
posigdo do meio e temperatura); 3) deve possibilitar facil visuali
zagdo dos efeitos potenciais dos toxicantes e fornecer uma boa su-
perficie de crescimento aos microrganismos; 4) a técnica deve per-
mitir o teste de um grande numero de tratamentos. Em vista deste -
fato, COSTER (1968), idealizou um método "in vitro" para testar as
propriedades biocidas e biostaticas de toxicantes que, em linhas -
gerais, consiste num aparato rotatério (1 revolugio/minuto) no qual
os tubos de ensaio ficam em posicdo proéxima a horigontal e, o meio
teste é a "4gua branca, artificialmente preparada, conforme formu-—

la de Michalski e cols (1963), citados por COSTER (1968).

As técnicas empregadas nos isolamentos de microrga-
nismos e nos testes das propriedades biocidas ou biostaticas de to

xicantes, ainda que relatadas nos estudos da natureza e controle da
flora microbiana das acumulagOes limosas de indiustrias de celulose

e papel, serviram como ponto de partida para o vnresente estudo, on
de a matéria prima fundamental é a polpa da madeira, e alguns pas-
sos do processo de industrializacgao de chapas de fibras da madeira,
como por exemplo, os sistemas de recirculagado da "agua servida" e
formagdo do colch&o de polpa, s@ao muito semelhantes aos das indus-—

trias de celulose e papel.



3 - MATERIAL E MATODOS

A natureza da flora microbiana, das acumulag¢des limo
sas encontradas em industrias de chapas de fibras de madeira, foi es
tudada levando-se em consideragdo a frequéncia de estruturas de mi-
crorganismos presentes nos materiais limosos, o isolamento de micror
ganismos em cultura pura, e o cultivo desses microrganismos em meio
natural de "agua servida", visando reproduzir as principais caracte

risticas dos materiais limosos "in natura".

As amostras limosas foram coletadas nas instalacgOes
da Duratex S.A. Indistria e Comércio, em Botucatu, em diferentes pon
tos de ocorréncia do limo relacionados ao sistema de recirculagdoda
"dgua-servida" e formagdo do colchio de polpa (Figuras 1 e 2), no
periodo compreendido entre maio de 1974 a setembro de 1975. O penta
clorofenol, na dosagem de 25 p.p.m., vem sendo incorporado ao siste

na de recirculagao da "agua servida'.

As amostras foram coletadas e acondicionadas em frag
cos esterilizados de 250 ml, com o auxilio de um aparato em aco
inoxidavel, idealizado para retirar o limo em locais de dificil aces
so e drenar o excesso de &zua das amostras (Figura 3). Antes da co-

leta de cada amostra, o aparato fol lavado e flambado.

A coleta das amostras condicionou-se ao estagio em

gue as acumulagdes limosas atingiam um crescimento capaz de causar

problemas a industria, fato que geralmente ocorria a partir do 109

dia apds as limpezas periddicas da miquina formadora do colchfo.

3.1l. Caracterizacao dos materisis 1imosos

Com a finalidade de caracterizar o material em estu-
do, as amostras de limo foram analisadas macro e microscopicamente,

da, maneira que se segue:
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Figura 2: Aspectos do problema de acumulacoes limosas em industrias
de chapas de fibras de madeira: acima, limo de tonalidade
clara, encontrado nas sustentagdes horizontais da maquina
formadora do colchdo de polpa (P14B); abaixo, limo de to-
nalidade intermediaria e escura, encontrado nas paredes da

canaleta de cimento da miaquina formadora (P15B).
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3.1.1. Caracterizacio macroscoédpica

As amostras de limo, de cada ponto de coleta, foram sub
divididas quanto a tonalidade em limo claro, intermedidrio e escuro,
de acordo com padrodes préviamente estabelecidos em mostruirios e
cuja avaliacdo quantitativa foi medida através do volume. Foram co-
letadas amostragens ao 102 e 162 dia (23/07/75 e 29/07/75, respecti
vamente), apds uma das limpezas periddicas da mAquina formadora do

colch3o de polpa e do sistema de recirculacio da "agua servida'.
3.1.2 - Caracterizacio microscépica

Apbs a caracterizacio macroscdpica, foram prepara —
das lAminas, em lactofenol, de pequena porgdo de material limoso
claro, intermediario e escuro, dos diferentes locais e épocas de
amostragem, avaliando-se a ocorréncia e frequéncia de estruturas mi
croscépicas, selecionadas apds varias observagBes e dados preliming,

res, descritas a seguir e ilustradas na Figura 4:

A - Hifas de 5,5-10,6 n (&t = 7,8 1) de espessura,hia
linas, cilindricas, septos evidentes em relévo (7,3 a 12,8 u (L =
8,9 u), distando entre si de 41,2 p a 125,4 p (i = 68,4 p), com ra-
mificagBes laterais de espessura média (Caracteristica C), geralmen

te unidirecionadas e a base dos septos;

B — Hifas de 6,9-13,8 n (i = 10,2 n) de espessura,
sub-hialinas, septadas, com disténcia entre septos variando de 55,0
a 154,2 p (= 75,3 1)

C - Hifas de 3,6 a 5,4 o (@ = 4,4 ) de espessura,
hialinas, cilindicas (semelhantes as descritas em A), septos eviden
tes em relévo (5,4 a 7,3 p, M = 6,2 pu), distando entre si de 21,8-
145,4 p (= 58,9 u);

D - Hifas de 1,8 a 2,9 p (it = 2,5 pn) de espessura,
hialinas, cilindricas, com distincia entre septos variando entre

36,4 a 181,8 p (& = 77,8 ju);
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Caracteristicas microscdpicas encontradas em acumulagdes

limosas de industrias de chapas de fibras da madeira. Da
esquerda a direita e de cima para baixo: aspecto geral hi
falico e presenga de impurezas (K); hifas de 5,5 a 10,6 nu
de espessura com septos em relévo (4); as mesmas hifas aci

"ma, reproduzindo-se pela formag¢do de artrosporos (I); for

magao de clamidosporos (G); hifas de perfil irregular (E);
bacilos formando cadeias (H).
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E - Pseudo-hifas hialinas, com constrigdes regulares
(em forma de colar) ou irregulares, relacionadas ao pseudomicéliode
leveduras e, outras hifas hialinas ou levemente coleridas, com per-
fil irregular, de espessura variando entre 4,2 e 6,8 n (@ = 5,5 )

e distdncia entre septos de 8,2 a 13,7 m (&2 = 10,7 u);

I — Hifas caracterizadas em A, B, C, D e E, apresen-
tando esporulacfes por gemulagado (blastosporos), e fissdo transver-

sa terminzal ou intercalar (artrosporos), ou outros esporos;

G - Clamidosporos terminais ou intercalares - estru-

turas de paredes duplas, medindo 3,6 a 10,9 m de didmetro (fi=6,9m);
H - Bactérias (bacilos) unidas em longas cadeias;
I - Bactérias (bacilos)em aglomerados muscilaginosos;
Jd — Leveduras em aglomerados muscilaginosos;

K - Impurezas — presencga de células ou tecidos paren
quimatosos, fibras, meias fibras, casca da madeira, cristais e ou-

tros residuos industriais de aditivos inerentes ao processo.

As caracteristicas A a E indicaram a ocorréncia dos
diferentes tipos de hifas nos materiais limosos e foram avaliados pe
lo mimero de estruturas presentes em 5 campos microscépicos (casua-
lizados em relagdo ao material da 1amina), em cada uma das 3 repeti-
¢Bes. Para obter-se uma idéia relativa de importancia, a contagem -
foi transformada em porcentagem, relativamente ao numero total des-

sas caracteristicas,.

As caracteristicas F e G indicaram a frequénciamieeg
porulacao docs diferentes tipos de hifas no limo. Desta forma, essas
contazens foram transformadas em porcentazem relativamente ao nime-

ro total das caracteristicas A a E.

As caracteristicas H a J mediram a importincia das
bactérias e leveduras na formacgdo de muscilazens sendc que, I foi
avaliada pelo numero, e as caracteristicas I e J foram avaliadas e
la area (em.cm?), transformada em porcentagem em relagio a area to-

tal do campo microscoépico (70,85 cm2), projetada pela cimara licida.
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A caracteristica K mediu as impurezas dos materiais
limosos e foi avaliada pelo mesmo critério, citado acima, utilizado

nas caracteristicas I e J.

Para a avaliagdo quantitativa descas estruturas mi-
croscdpicas utilizou-se uma camara licida, cuja imagem projetada foi
tracejada em papel fosco, utilizando-se cores diferentes para cada
estrutura. Os desenhos das dreas ocupadas pelas caracteristicas I,

J e X foram medidos através de planimetro.

Os dados da caracterizagao do limo, n&o foram subme-

tidos a analise estatistica.

3.2, Natureza da flora microbiana dos materiais limosos

Para oisolamento de microrganismos em cultura pura,
as amostras de materiais limosos foram fracionadas em limo claro,in
termediario e escuro (conforme os métodos descritos anteriormente)e

processadas da maneira que se segue:

3.2.1. Isolamento de microrganismos por diluigdes em série

Os isolamentos de microrganismos por diluigles em sé
rie visaram avaliar, quantitativa e qualitativamente, a natureza da

Tflora microbiana do limo.

3.2.1.1 — Analise da populacgdo microbiana

Amostras compostas de cada tonalidade de limo, prove
nientes dos pontos P14B, P14C e P15B (coletadas em 15/06/74,30/07/74
e 04/11/74), foram homogeneizadas em liguidificador por 30 segundos.
A s eguir, 30 ml dos materiais foram diluidos em 270 ml de 4gua esté
ril, dando infcio ao método convencional de diluicBes em série(JOHN
SON e cols, 1959), com plagueamento das diluic3es 10—5, 10_6, 1077 e

lo~8 1 n LA, . " . I
, em meilo de "agua servida" - agar. A "acua servida" é a agua
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recirculada no sistema de formagao do colchfo de polpa, para propi-
ciar uma diluicao adequada das fibras da madeira e, por este fato,

congstitui~se num extrato de madeira de pH = 3,6 e cerca de 1%(hacg£
bohidratos tosais. Para evitar a hidrdlise do agar na confecgdo dos
meios sb6lidos, devido ao seu alto grau de acidez, a "agua servida"

foi filtrada em velas porosas de gesso, que a tornavam limpida e com
pH em torno de 5,5. Apds a autoclavagem o pH foi corrigido, ao seu

~ o 0
valor inicial, com solugao saturada de sulfato de aluminio, a 50 C.

Ap6s o plaqueamento das diluigles em série, as pla -
cas foram incubadas a 2700, durante 3 dias e, finalmente procedeu -

se a contagem do nmimero de coldnias.
3.2.1.2 - Amostragem de coldnias

A partir do isolamento de microrganismos por dilui -
cGes em série, da amostrazem de 04/11/74, foram repicadas ao acaso
10% das coldnias ocorrentes nas menores diluigGes (placas contendo
entre 100 e 300 colodnias), e a totalidade de colbnias ocorrentes nas
maiores diluicles (placas contendo entre 1 e 30 coldnias). Essas co
10nias foram transferidas em meio liquido de extrato de malte e le-
vedura (segundo Wickerham, 1951, citado por LODDER, 1970), com pH a
3,6 e incubados a 27OC durante 4 dias. ApOs a incubagfZo procedeu-se
a purificacio das culturas, mediante o plagueamento de 0,1 ml da
suspensfo, em meio com a mesma constituigdo acima, acrescido del3g
de agar em pd Merck, e com pH corrigido a 3,6 apds a autoclavagem .
As culturas puras foram repicadas para tubos com meio inclinado de

malte~-extrato de levedura-glucose~agar, de composicgao descrita por

TLODDER (1970).

Apds a purificacgio, as culturas foram agrupadas ma -
croscoOpicamente em tipos culturais, utilizando-se placas contendo
meio de malte-extrato de levedura-glucose-agar, inoculadas ao cen-
tro. As caracteristicas macroscdpicas utilizadas para os agrupamen—
tos culturais foram: perfil da coldnia (protuberante, ondulado, con

cavo ou convexo); bordos (lisos, lobados, ondulados, filamentosos ou



rizoides); aspecto (viscoso, umido, seco, filamentoso, aveludado,co
tonoso, pulverulento ou leitoso); superficie (lisa, rugosa ou rendi
lhada); brilho (translicido, brilhante, ceroso ou opaco); e colora-

Ga.0.

Os tipos culturais, obtidos nos agrupamentos macros-
cbépicos, foram conservados na micoteca em frascos herméticameante fe
chados, contendo meio de "4dgua servida'"-agar, apds prévia incubagdo
a 2700 durante 6 dias. Paralelamente, os tipos culturais foram man-
tidos em tubos com meio inclinado de "dgua servida'-agar, para pos-—
terior utilizagdo nos ensaios envolvendo o cultivo de microrganis -

mos, em meio liquido de "dgua servida" e biotestes.

3.2.2. Isolamento de microrganismos dirigido as hifas mais

frequentes do limo

A partir de materiais limosos, coletados na amostra-
gem de 29/07/75, nos pontos P14B e P15A, foi efetuada uma selegho
inicial dos materiais de coloracgdo clara e intermedidria. A seguir,
os materiais foram lavados 5 vezes em agua esterilizada, com o auxi
lio de um agitador magnético, com a finalidade de provocar o desmen
bramento da trama miceliana e livra-la de esporos, células de leve-
dura, talos bacterianos e impurezas. Amostras desses materiais fo-
ram espalhadas, com o auxilio de uma espatula de Drigausky, em meio

de agar-agua.

Sob o microscdépio e com auxilio de técnicas de micro
manipulacgdo, coletou-se fragmentos de hifas espessas (caracteristica
microscépica A), as guais foram repicadas para tubos contendo meio
inclinado de "dgua-servida'"-agar, enriquecido com 0,1% de extrato de

levedura.,

Apds a purificacgdo, as caracteristicas culturais dos
microrganismos isolados, foram confrontadas com os tipos culturais
obiidos nos isolamentos por diluigOes em série, utilizando-se a mes

ma metodologia descrita no item 3.2.1.2.
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3.2.3. Habitods vegetativos e reprodutivos das hifas mais

frequentes do limo

Utilizando-se a mesma metodologia descrita para o}
item anterior (3.2.2), com o auxilio de técnicas de micromanipula -

cao, fragmentos de hifas espessas do limo "in natura", de coloracgao

clara, foram semeadas em laminas escavadas, contendo uma gota de
"geua servida" filtrada e esterilizada, coberta com uma laminula

fixada 3 lamina através de pontos de silicone, para permitir aerac&o.
Este conjunto foi incubado a 2700, no interior de placas de Petri ,

com umidade saturada.

Com a mesma metodologia, estudou-~se os hibitos vege-

tativos e reprodutivos de Trichosporon cutaneun (de Beurm., Gougerot

et Vaucher) Ota (T46) obtido através de isolamento dirigido as hifas

espessas do limo, acima referidas.

3.2.4. Classificacéao sistemitica dos microrganismos isolados

do limo

Para estudar as caracteristicas microscoépicas dos mi
crorganismos isolados do limo, foram efetuadas microculturas em
meio de BDA (extrato aguoso de batata, 200 g; dextrose, 20 g; agar
Merck, 13 g; e agua destilada, g.s.p. 1.000 ml), segundo técnica de

TASCHDJAN (1954) ligeiramente modificada.

Na classificacdo dos fungos, excluindo-se o grupo
das leveduras, foram utilizadas as caracteristicas culturais e mi -
croscopicas citadas nos padrtes sistematicos de varios autores (ALE
XO0POULOS, 1966; BARNET, 1960; LACAZ e cols., 1970; SILVEIRA, 1963 ;
WANG, 1965).

As leveduras foram classificadas segundo LODDER,
(1970) de acordo com padrdes culturais, microscbpicos e fisioldgi -
cos. As caracteristicas fisioldgicas estudadas, basearam—-se na ha -
bilisade dos microrganismos em: formar pelicula em meios liquidos;

fermentar a glucose, sacarose, galactose, maltose, trehalose, rafi-
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nose, lactose e inulina; assimilar a glucose, . sacarose, sorbose, ga-
lactose, maltose, trehalose, lactose, melibiose; rafinose, melezito
se, imulina, amido soluvel, xilose, IL-arabinose, D-arabinose, ribo-
se, rhamose, etanol, glicerol, manitol, M-D-glucosidio, salicina, &-
cido latico, succinico, citrico e inositol; assimilar nitratos e ni
tritos; produzir ester; e, crescer em meios com 50 e 60% de glucose.
Todos os materiais e métodos utilizados na elaboracio dos testes,a-

cima referidos, estao contidos em LODDER (1970).

As bactérias nao foram classificadas no presente tra

balho.,

3.3. Fatores relacionados com a avaliacdo do crescimento de mi-

. . g . n< ) . n
crorganismos, em meio liquido de "agus servida'.

Todos os ensaios envolvendo o cultivo de microrganis
mos isolados do limo, ou de populag¢des naturais em meio liguido de
"agua servida", foram efetuadas mediante a inoculagio em frascos con
tendo 150 ml de "Azua servida",-filtrada em cilindros de 2" (conten
do 20 cm de areia de quartzo) e, esteriligada a 1 atmosfera por 15

minutos. A incubagdo procedeu-se em agitadores horizontais com tem-—

peratura controlada a 2700, sob agitacao constante de 100 ciclos por

minuto.

Preliminarmente, foram instalados dois ensaios para
determinar o periodo de incubacio e o efeito da concentragdo do ind
. ~ . . . . L4 .
culo na avaliagao do crescimento de microrganismos em meio liquido

de "agua servida", conforme se segue:
3.3.1 - Influéncia do periodo de incubagao

Empregou-se a metodologia de incubacgao descrita no
item 3.3 sendo que, a "azua servida", foi enriquecida ou n3o (meta-
de dos tratamentos) com glucose a 0,5%, autoclavada separadamente.,
Nos substratos, assim constituidos foram utilizados os seguintes ind

culos:
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- T44 (Trichosporon vullulans (Lindner) Diddens et

Lodder), microrganismo isolado das deposicles limosas, crescendo
em meio de ”égua»servida"wagar, inoculado através de blocos de cul-~

. 2 .
tura de aproximadamente 2 mm~ de superficie;

- Limo claro lavado (LCl) conforme método descrito
no item 3.2.2, do gual inoculou-se um volume de hifas suficiente pa

ra formar uma gota na alcga de platinag;

- Limo intermedidrio lavado (LI1l), constituido da,

mesma forma que o LCL;

~ Limo escuro lavado (LEL) constituido da mesma for-—

ma que o LCl,

As avaliagGes do crescimento de T, pullulans e das
populacles naturais foram efetuadas no 192, 42, 72 e 142 dias de in-
cubacdo, através do peso seco do material retido em papel filtro

Whatman n? 1, previamente tarado.

Adotou-se um delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 3 repeticles. 0 efeito da testemunha (sem inbdculo)
ndo foi levado em conta na analise estatistica, servindo apenas pa-
ra correcdo do peso seco de sbélidos insoluveis da "dgua servida'nos

tratamentos inoculados.
3.3.2 = Influénecia da concentracdo do indculo

Com base nos principios que regem o crescimento de
microrganismos e, devido a dificuldade de padronizacgio do potencial
de inbculo para todos os tipos culturais de microrganismos isolados
do limo, aventou-se a hipdtese de que as variag¢Ses do potencial de
indculo, decorrentes do método de inoculacgfo por blocos de cultura
(2 mm2), ngo aumenbariam o erro experimental na avaliagdo (peso se-
co) do crescimento dos microrganismos, em meio liguido de "4gua ser
vida'.

Desta formaz, instalou-se um ensaio empregando a meto

dologia de incubagdo descrita no item 3.3, bem como as concentracdes
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e 1nd i ganis elacionados a seguir:
de inoculo dos microrganismos, relacionados a seguilr

Tipos . . CONCENTRAGOIS DE INGCULO
cultu Microrganismos
rais s paros /ml
_x. N
T1l  Trichoderma viride Pers : 3,6X106 3,6XlO3 3,6
T92 Penicillium sp : : 8,4xl06 8,4XILO3 8,4
T46  Trichosporon cutaneun (de Beurm., 6 ' 3
Gougerot et Vaucher) Ota 64.,0x10 64,0x10 64,0
T43  Aspergillus niger van Tiegh l42,OxlO6 142,OX103. 142,0

(*) Dados médios da contagem de esporos em 20 campos microscdpicos

ao acasoe.

A inoculagdo por suspensio de esporos foi efetuada a-
través da transferéncia de 1 ml, de cada uma das 3 concentracoes,

para os frascos de "dgua servida'.

Adotou-se um delineamento experimental inteiramente
a0 acaso com 3 repeticles. O efeito da testemunha (sem indculo) nao
foi levado em conta na andlise estatistica,pelo mesmo motivo aponta

do no ensaio anterior (item 3.3.1).

0 periodo de incubacao foi de 7 dias, com base  nos

resultados do ensaio anterior.

los ensaios envolvendo o cultivo de microrganismos,
em meio liquido de "4dgua servida", foi utilizado o método de inocu~-
lagdo por blocos de cultura. Por este motivo, estudou~-se as varia -
¢Oes da concentracao de esporos numza série de blocos de cultura, de
dimensdes aproximadamente iguais, retirados 30 acaso de culturas de

T, viride (T11), Penicillium sp (T92), T.cutancum (T46) e A. pmiger

(T43) e, as contagens sio apresenbtadas a seguir, no insuido de ca -

racterizar as limitac¢Oes do método.
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Blocos MTCRORGANISMOS
de T.viride Penicillium sp T.,cutaneum A. niger
Cultura (T11) (T92) (746) (T43)
I 96, 0% 200, 0 115,2 196,38
CIT 96,0 240,0 147,6 310,38
ITT 268, 8 280,0 174,2 336,0
v 288,0 360,0 204,0 348,0
v 345,6 400, 0 204,0 512,0
VI 422,4 440,0 224,0 592,8
VII 480,0 640,0 234,6 630,38
VITI 499, 2 760,0 239,4 833,0
IX 691, 2 840,0 265, 6 1050,0
768,0 920,0 278, 4 1139,0
[FDTA 395,5 508,0 208,7 594, 2

(*) mimero de esporos x lO3 (contagem média de 20 campos microsecdpi

cos a0 acaso)

3.4. Caracteristicas do cultivo de microrganismos isclados do 1i-

mo, em meio liguido de "4~ua servida’

Devido & dificuldade de testar em conjunto, a totalida-
de dos tipos culturais de microrganismos isolados do limo, o estudo
das caracteristicas macro e microscdpicas do crescimento desses mi-
crorganismos, em meio liquido de "Azua servida", foi conduzido pre-
liminarmente em 3 séries de testes. Na primeira série, foram testa-
dos os tipos culturais T1 a T56; na segunda, T57 a T119; e, na ter-

ceira, T120 a T186. Como testemunhas, foram inoculadas porg¢oes de 1i
mo claro "in natura" (gotas do material aderente & ponta da alga de

platina), em cada série de testes. Os microrganismos foram inocula-
. 2 )
dos wor blocos de cultura de aproximadamente 2 mm~ de superficie e

incubados, conforme a metodologia descrita no item 3.3, durante 7

dias.
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A avaliagio foi efetuada através do peso seco dos mi
crorganismos, frequéncia das caracteristicas microscdpicas reprodu—
zidas (conforme padrdes estabelecidos no item 3.1.2) e pelas carac-—
teristicas macroscOpicas dos materiais reprodizidos (tonalidade, as
pecto limoso, e formacgao de granulos, aglomerados ou esferas de mi-
célio, de tamanho variavel, conforme padrdes estabelecidos por oca~

sido da avaliacgio).

A partir dos resultados obtidos nas 3 séries de tes~
tes preliminares, onde foram utilizadas partidas diferentes de "a-
gua servida', selecionou~se 94 tipos culturais que apresentaram um
crescimento (peso seco) acima de 30 mg, e/ou que reproduziram macro
e microscopicamente algumas caracteristicas dos materiais limosos
"in natura" (acima de 10% de hifas espessas A, conforme o item
3.1.2). Desta forma, foram testados em conjunto os tipos culturais
T5, 16, 177, 79, T10, T11, T15, T17, T24, T26, T29, T30, T33, T34, T36
a T40, T42 a T51, T55, T59, T66, T&8, T69, T73 a T76, T82, T84, T87
a 792, 794, T106 a T110, T113, T115 a T117, T1l21, T123, T124, T1l26 a
7130, T137, T139, T140, T141, T144 a T149, T154, T157 a T160, T1l62a
7170, T173, T175, T176, T178, T181 a T183.

Os métodos de inoculagio e incubacgfo foram os mesmos
descritos acima e, na avaliagzo dos resultados, foi utilizado apenas

0 peso seco dos microrganismos,

O delineamento eéxperimental foi inteiramente casua-
lizado, com 3 repeticldes. O efeito da testemunha (sem indculo) nio
. . . L g . ~
foi considerado na analise estatistica e serviu para correcao do pe

so seco dos tratamentos inoculados.

3.5. Efeito de azentes fisicos e quimicos no crescimento dos mi-—

crorganismos "in vitro!

Com base nos levantamentos das condigdes ambientais
dos locais de formagdo do limo (Figura 2), e na revisdo da literatu
ra, foram aventadas hipdteses sobre a influéncia da temperatura e

agentes quimicos no crescimen’to de microrganismos do limo.
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3.5.1. Influéncia da temperatura

O efeito da temperatura, no crescimento e morte dos
principais tipos culturais de microrganismos do limo foi estudado
visando aquilatar a possivel existéncia de microrganismos termdéfi-
los na flora microbiana das acumilagdes limosas, das industrias de

chapas de fibras da madeira.

Com base nos resultados obbiidos no ensaio do 1itlem
3.3.3, foram selecionados 39 tipos culturais de mwicrorganismos, de
acordo com seu crescimento em "dgua servida" (acima de 70,0 mg) e/
ou com sua habilidade em reproduzir as caracteristicas microscopicas
mais frequentes do limo "in natura'" (acima de 20% de hifas espessas
A, conforme item 3.1.2)., Desta forma, os tipos culturais T5, T6, T10,
711, T15, T17, T24, T37, T38, T39, T40, T42, T43, T44, T46, T47,T50,
751, T69, T75, T76, 782, T87, T106, T107, T108, T110, T115, T117,
T124, T128, 7130, T137, T157, T165, T169, T170, T173 e T176, foram
inoculadas por blocos de cultura de 2 mm? no centro de placas de
Petri, contendo meio de "Agua servida'-agar (jia descrito anberior -
mente), enriquscido com glucose a 0,5% (esterilizada separadamente),
Paralelamente inoculou-se pequenas porgdes de limo claro (LC) "in na,
tura", para testar a representatividade dos tipos culturais selecio-—

nados em relacgao a uma populacao mista,

Os microrganismos inoculados foram incubados durante
) \ o
6 dias as temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 C. As placas
incubadas a 40, 45 e SOOC, foram vedadas com fita adesiva para evi -

tar o secamento do meio de cultura.,.

0 parametro de avaliacfo, utilizado na medicgio do cres
cimento, foi o didmetro médio das coldnias em mm. Os dados nao fo-

ram submetidos & andlise estatistica.

Apdés a leitura do ensaio anterior, as placas de Pe~

L 0 . 0
tri, incubadas a 40, 45 e 50 C, foram reincubadas a 25 C durante 6
dias. O método de avaliacio foi o mesmo do enszio anterior, e da

~ . ~ ’ . .
mesma forma, os dados ndo foram submetidos 5 anilise estatistica.
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3.5.2. Influéncia de produtos guimicos biocidas ou biostati

CO0S8.,

Com base na revisao da literatura, na solubilidade
dos produtos em dzua e na amplitude de seus espectros dé agdo bios-
tatica ou biocida (ALPER, 1960; BENIGNUS, 1948; CONKEY & CARLSON,
1963; HACKETT, 1967 e 1968; HILL, 1971; HODGMAN e cols., 1962;HOECHST,
Bolt.HOE 17411 OF; LAGARDE, 1961; MARSH e cols., 1944; MONSANTO Tech.,
Bull. n%s 0/PL-9, Q-444Bl; ROSS, 1963; SCHMITZ e cols., 1930; SHAPL
RO, 1958; THOMSON, 1973; TORGESSON, 1963; WESSEL & BEJUKI; 1959),fg

ram utilizados os seguintes produtos e dosagens:

- Derosal, pdé molhdvel com P.A. a 60% de 2-(metoxicar

bonilamino)-bencimidazol, na dcsagem de 30 ppm do P.A.

- Santicizer-9, pd molhavel com P.A. a 100% de orto-

-para-toluenosulfonamida (40% na forma orto e 60% na forma para), na

dosagem de 1.000 ppm.

- Merpacine, com P.A. a 1,7% de fenil acetato de mer

curio, na dosagem de 10 ppm dc P.A.;

~ Santophem I Flakes, com P.A. a 100% de orto~benzil-

para-clorofenol, na dosagem de 80 ppm.

Os precdutos foram adicionados em frascos contendo
150 ml de "Agua servida" filtrada em areia e enriguecida com gluco-
se a 0,5% (esterilizada separadamente). Os produtos nfo foram auto-

clavados €evido as suas caracteristicas termoldbeis.

Utilizou-se os seguintes indculos: 1 ml da diluicgso
1:10 de limo claro (LC); e, blocos de cultura (2 mmg), dos tipos cul

turais T44 (Trichosporon mwullulans (Lindner) Diddens et Lodder) e

T46 (T. cutaneun (de Beurm., Gougerot et Vaucher) Ota). Para ccrre-

¢ao dos dados de peso seco dos tratamentos inoculados, foram utili-
zados os seguintes tratamentos: sem indculos com produtos (peso seco
dos veiculos dos produtos e dos sdlidos insoluveis da "Azua servida")

e, sem indculos sem produtos (peso seco dcs sdélidos insoliveis da,

"jdoua servida"). Como testemunhas utilizou-se os tratamentos com ind



_..29._

culos sem produtos.

Apds a inoculacido os frascos foram incubados durante
10 dias nas mesmas condic¢les descritas para o item 3.3. Como crité
rio de avaliagdo, utilizou-se o peso secc do material, formado pe~-
los microrganismos, retido em papel de filtro Whatman n? 1.

O delineamento experimental foli inteiramente casuvalil

zado com 3 repetigbes., O efeito da testemunha, com igual ntumero de

repeticgles, foi incluido na andlise estatistica.



4 - RESULTADOS

Os dados obtidos através da metodologia descrita, fo
ram analisados em fungdo dos objetivos propostos, proporcionando os

seguintes resultados:

4,1, Caracterizacao dos materiais limosos

Os dados médios da caracterizacio macroscédpica dos
materiasis limosos, amostradas em varios locais da mAaquina formadora
do colchdo, no 102 e 162 dias apds a limpeza da maquina, estao apre

sentados no Quadro 1l.

Os dados médios da porcensagem das caracteristicas mi

croscoépicas analisadas, para os mesmos locais de amostrazem acimare

feridos, estdo relatados nos Quadros 2 e 3.

4.2, Natureza da flora microbians dos materiais limosos

A flora microbiana do limo foi estudada através do
isolamento de microrganismos pelo método de diluigdo em série e atra
vés do isolamento dirigido as hifas mais frequentemente encontradas

nas acumulacoes limosas,

4.2.1. Isolamento de microrganismos por diluigles em série

As andlises da populagdo microbiana dos materiais 1i

mosos, das amostrasens de 15/06/74, 30/07/74 e 04/11/74, apresenta-

ram os resultados relatados no Quadro 4,

Na, amostragem de 04/11/74, foram repicadas ao acaso
um total de 818 coldnias que, apds os agrupamenbtos culturais e clas
sificacao sistematica, redundaram em 181 tipos culturais de micror-
canismos, cujos dados de frequéncia estZo apresentados no Quadro 5.
A diferenga entre o nimero total de tipos culturais (181) acima in-

dicado, em relacao & numeracdo dos tipos culturais obtidos nos iso-
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Quadro 1l: Tonalidades das acumulagtes limosas coletadas ao 109 e
162 dias apds a limpeza da maguina formadora do colchfo

de polpa.

DIAS APOS A LIMPEZA DA MAQUINA

Pontos de

amostragem 1O° 418 (23/07/75) 162 dia (29/07/75)
LC LT LE LC LT LE

P12A 0,00% 96, 30 3,70 ~ -

P12B 0,00 98,90 1,10 - -
P13A 0,00 98, 30 1,70 0,00 100, 00 0,00
P13B 0,00 98,90 1,10 0,00 97,59 2,40
P13C 10,10 54,80 35,10 3,83 87,40 8,70
P14A 2,10 97,30 0,60 0,00 100,00 0,00
P14B 95, 40 1,70 2,90 95,50 0,00 4,50
P14C 81,90 18,10 0,00 44,23 53,15 2,62
P15A 0,00 85,70 14,30 0,00 96,08 3,92
P15B 0,00 78,30 21,70 0,00 54,96 45,04
P17 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00
P19 0,00 98,40 1,60 0,70 96,19 3,11
Média 15,80 68,90 15, 30 14,43 68,54 17,03

(*) Média de 2 a 3 repeticles (porcentagem do volume de cada tona-
lidade de material limoso em relacgdo ao volume total de cada
amostra)

(=) Nao foram coletadas amostras

LC Iimo de tonalidade clara

LI Limo de tonalidade intermediaria

LE ILimo de tonalidade escura



QUAD30 2: Caracterizagfio micxosedpica das acusulagdes linmoaas ao 108 dia (23/07/75) apds a limpeza da wiguira formadora de calchio

de polpa
TONALIDADES LOCALS DI c.aas’cm‘txisrlcai‘ . KICROSCGPICAS o nﬁ;" -
L0 L0 AVOSDAAGE TI¥0S DE HIPAS (#1) IZ nIsas/ ESTCRULAGAS ($1)  RACTERIZS DUsS . i%7AS
: A B c D E ? G q I(%2)  J(%2) E(2)
mie 62,0 0,0 27,0 64 45 - 24,8 . 63 03 0,0 TL4 68 97
LIvo PL4A 27,1 47,4 16,8 1,2 7,5 37,2 0,1 9,1 0,0 0,0 0,9 12,2
C1420 Pea  enz 0,0 8,0 34 Taa- D 36,9 5,5 0,8 . 1,7 80 1,7 89
PL4C 50,8 0,0 77 0,4 1,i 42,3 14,9 . 0,3 0,0 16,6 2,9 ;1.4
yédia 65,3 .11,8 14,9 2,8 5,1 E T 34,5 6,7 . 0,4 0,4 24,0 3,1 8,8
Fl2a 11,6 0,0 21,1'.‘ o.é S1,1 . 21,6 09,0 0,0 0,0 . 0,0 1,2 40,4
“P12B 8,7 0,0 2,7 0,8 11,8 36,1 02 1,6 01 3,4 1,1 61,6
LIo P13A . . ‘91,6 0,0 ° 7,:1 0,3 0,8 v 40,7 1,2 . 9,7 ¢,0 2,3' 4,2 60,9
r13¢ 85,0 0,0 - 16,1  3,3 1,6 25,5 2,9 2,7 0,0 18,4 5,1 38,8
AL 65,3 0,0 26,2 4,6 3,3 29,8 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 49,8
| INTERAE "P143 71,0 0,0 20,6 4,6 3.9 3649 1,0 2,1 0,0 9,3 0,0 51,8 B
p14a10 - e 74,0 0,0 9,4 41 12,4 4,1 13,0 21 00 59 L1l 462
5 8,8 00 95 1,3 54 322 .09 27 00 3,3 06 €62
753 86,6 0,0 8,8 14 5,4 29,3° 37 25 0,0 45 - 8,2 45T
£19 8,8 0,0 12,5 55 3,67 - 33,5 9 1,5 0,0 4,9 .10,6 579
C o Cgéaza C 79,6 0,0 12,8 2,6 4,9 33,3 2,4 1,6 0,0 53 4,5 52,0
FlA 40,3 3,5 46,1 he e C 18,4 2,6 0,0 0,0 0,0 1,3 %69
P128 M0 4L 54 6T 6,8 32,7 3.4 0.8 0,0 52 11,2 55,5
F13A 86,6. 0,0 ' 61 0,7 = 6,6, 45,5 0,5 41 05 57 49 61,8
1o . P13C 743 00. 1,8 1,2 166 3,5 3,9 54 0,00 10,9 4,9 53,2
Cpaa 44,8 00 1,8 57 31,7 271 36 25 01 0,0 1,5 57,0
43 80,3 0,6 12,0 2,5 5,2 46,7 8,2 2,7 0,0 0,7 2,1 58,0
550020 F251 82, 05 87 L3 T3 ' 314 L2 47 00 40 40 43,8
7158 T4,5 0,0 13,6 5,4 6,4 31,9 2,8 44 00 14 13,3 62,8
" nr K 5,4 0,0 18,2 6,6 sé_,e ) 23,1 3,1 30,5 0,0 0,0 3,9 55,4
P19 . 75,5. 0,0 10,4 5,6 T)5 527..9 3,1 2,4 0,1 6,4 11,3 €2,7
xédia 64,2 0,8 14,6 4,1 16,3 C32,3 Lz 5.7 0,1 3,4 5,3 55,4
KEDIA GE2AL ' 63,7 42 181 3,2 8,8 33,4 5,4 2,6 0,2 10,9 4,5 39,1

® % Médin de 3 repeticSes {(1Aairns) e, cala repetigdo conatituida pela leitura midia de 5 canpos microscézicos de 400z, “casualiza-
doa en relagfo ao material da lé=ira. :

(£1) = en relaj3o a0 nimero total de hifae A, 3,'C, D e B
(%2) @ en relagio & drea tozul do caxpo microscépio projetado pela chzara jucida (70,85 cm?)

A = hifas-ds 7,8 4 de ‘eapésaura, hinlinas com septos em relevo; F = hifas foirandd artrosporos, bLasissporos e outros esporos;
B = hifes de 10,2 m de espesisura, sub-hialinasy : G = hifas forzando clacilceporos;

= hifas de 4,4 m de espesoura, eilindricas, hielinass = bacilos ea lorgnd codeins;

= bacilos em azlomerudos tugcilsginssoss

& owo ™

o]
D « hifas de 2,5 ;1 de esypessura;
E = pacudo~bifns ¢ outros hifaa diferentes de A, B, ¢ e Dj = leveduran en uglomerados muscilaginosos;

K = fibras & cutres icpurezad.



QUADR0 3: Caracterizagfo microsedpica dos acummlagSualicosas ao 16% dia (29/07/75) apds a limpeza da mdquina forcadora da colchie

de polpa.

RORALIDATES - caracrzrisrrC AIE "“D"'OE ICROSCOPICAS T

20 LD 05724621 TIPOS DE KIPAS (¥1) DE HIPAS ,  ESTORUL4GRO (#1) BACTIRIAS DoRAS  RraAs
a B ¢ D E CAMEO ? G H (x2)  J(Y2)  R(X2)

P3¢ 67,77 0,0 1,77 1,0 23,2 18,1 3,2 68 .65 62,7 9,6 87

LT P14B 96,0 0,0 0,9 0,0 3,1 47,1 15,1 2,3 0,0 22,8 4,2 5,3

CLAZ0 P14C 99,6 0,0 0,2 0,2 0,0 34,2 1,5 0,6 44,9 20,9 0,0 6,2

19 92,2 0,7 3,8 0,6 2,7 45,5 2,6 1,3 0,0 5,1 12,7 18,7

véaia 88,9 0,2 1,6 2,0 7,3 36,2 5,6 2,9 12,8 27,9 6,6 9,7

P13A 90,6 5,0 4,8 0,8 3,8 18,9 2,4 1,4 0,0 2,4 4,6 60,2

P138 99,7 0,0 3,3 1,2 4,8 36,3 1,0. 2,0 0,2 3,0 S,L 61,6

1090 PL3C 90,0 0,0 3,7 0,3 6,0 36,3 2,5 2,1 0,2 2,0 7,3 54,0

Plaa 92,0 0,0 2,1 0,5 544 43,9 2,7 1,5 0,0 1,0 7,6 63,7

THTIRIZ F14C 51,7 0,0 1,8 1,0 45,5 33,1 15,0 6,8 0,0 T4 9,9 66,1

DIiaro F154 46,4 45,8 3,2 1,9 2,8 26,1 0,5 1,2 0,1 3.4 5,0 73,7

P15B 60,0 17,9 12,2 2,6 7,3 25,8 1,4 1,9 0,0 2,6 6,5 62,2

P19 83,9 0,0 8,5 3,6 4,0 30,5 2,3 2,0 0,0 1,3 5,0 49,0

¥éaia 75,7 8,0 4,9 1,6 10,8 38,4 3,5 2,4 0,% 2,9 6,5 61,3

F13B 70,9 0,0 0,0 13,9 15,2 12,6 5,2 20,9 33,7 36,2 7,5 48,3

PL3C 67,4 0,0 4,7 5,9 22,4 23,0 10,5 10,9 0,0 4,4 14,5 60,3

Lv0 P143 69,8 0,0 8,4 5,4 16,4 25,2 7,8 1,7 0,0 4,5 11,5 67,2

P4c 60,3 0,0 5,0 4,9 27,9 19,4 5,3 6,4 0,0 4,4 9,1 4,4

P154 74,5 11,3 3,7 31 7,3 21,7 1,0 6,1 0,0 2,4 5,0 T1,4

ESCURO F158 82,3 1,9 8,8 4,4 2,6 29,4 10,1 6,9 1,7 3,1 12,4 66,0

P17 44,9 0,0 9,6 11,1 35,1 9,2 73 34,5 9,0 2,9 5,6 84,5

P19 47,3 0,0 11,4 30,5 10,8 19,5 13,4 11,6 0,2 1,1 16,6 65,1

¥édia 64,7 1,7 6,5 9,8 17,3 20,0 746 13,1° 4,5 7,6 10,3 7545

XEDTA GERAL 76,4 3,3 4,3 455 11,8 31,5 5,6 6,1 5,8 12,8 7,8 48,8

® = Nédia de 3 repetigles (1fminaa) e, cada repeticfo constitufda pela leitura média de 5 camzos microscépicos de 400x, cesualiza-—

dos exm relagio ao material da lérinma.
(£1) = enm relagdo eo miaero totel de bifac A, 3, C, De £

(%2) = en relagdo & area total do carpe microsedpico projetado pela cdmara lucida (70,85 ca?)

A = hifas ée 7,8 M de esgpeszura, hialinns com septos em relevoj T = hifes forzando ertrosgperos, tlastosporos e outros esporeds
B = hifas de 10,2 1 de espegsura, sub~hislines; G = hifas formendo clamidospoross

C = hifas de 4,4 M de espessura, cilindricas, hialinao; B = btacilna em locgas cadeins;

D = hifas de 2,5}1 de espessuraj I = bacilos em aglomerados muscilagincscss

E = poeudo-hifas e outras hifas diferentes de A, B, C.e D} J =» levoduras em aglomerados cuscilaginososs

K = fitras e outras Limpurezas
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lamentos por diluigBes em série (T1 a T185), deve-se a perda de via

bilidade de alguns microrganismos no decorrer dos trabalhos,.

Quadro 4., Populacgio microbiana de algzumas amostras de materiais 1li-~

mosos coletadas em industrias de chapas de fibras de ma-

deira.
DATA DAS 179 de propazulos viaveis/ml de limo
AMOSTRAS 1190 ¢TARO  LIMO INTERMEDIARIO LIMO ESCURO
15/06/74 2,4 x 10/ 37,3 x 107 8,6 x 10"
30/07/74 5,7 x 10 2,3 x 10/ 3,4 x 10!
04/11/74 2,4 x 10/ 7,7 % 10/ 1.0 x 104
WDTA 3,5 x 10/ 15,7 x 10/ 4,3 x 10/

Os dados sobre as caracteristicas morfoldgicas de to
dos os tipos culturais e dos testes fisioldzicos, aplicados as leve

duras, estfo transcritos no Quadro I do Apéndice.

4.2.2., Isolamento de microrganismos dirigido as hifas mais

frequentes do limo.

Foram isolados 116 microrganismos (ID1 a ID116) que
apbds a purificagfo, foram agrupados nos tipos culturais relaciona -

dos no Quadro 6,

Um total de 6 microrganismos foram agrupados num ti-
po cultural (T186), diferente dos tipos culturais isolados anterior

mente pelo método de diluigdes em série.

4.2,3. Habitods vegetativos e reprodutivos das hifas mais

frequentes do limo

Os resultados do estudo do crescimento e reprodugao

de hifas espessas (A) e do tipo cultural T46 (T.cutaneun), obtido

por isolamento dirigido a essas hifas, encontram-se ilustrados nas

Figuras 5 a 7.
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Quadro 5: Microrganismos isolados de materiais limosos de colora~—
cees clara, intermediaria e escura, pelo método de dilui
¢Oes em série,

TREQUENCIA DE ISOLADOS

Microrganismos 2;??? Limo Li?o Limo nomat, %H(*)
claro 1inter. esc.
Trichosporon cutaneun T6 8 10 1 19 2,32
(de Beurm., Gougerot et T15 4 14 7 25 3,06
Vaucher) Otba T23 1 0 0 1 0,12
737 5 0 0 5 0,61
738 0 2 0 2 0, 24
742 0 1 0 1 0,12
T46 1 1 1 3 0, 36
47 30 12 0 42 5,13
769 0 7 2 9 1,10
775 1 p) 0 3 0, 36
776 1 1 0 2 0, 24
T87 23 5 2 30 3,67
T110 6 0 0 6 0,73
7115 6 2 0 8 0,98
7117 6 1 0 7 0,86
7124 1 0 0 1 0,12
7128 2 0 0 2 0, 24
7130 1 1 0 2 0,24
7137 19 13 2 34 4,16
7157 1 0 0 1 0,12
7165 0 2 0 2 0, 24
T170 0 1 0 1 0,12
T173 1 0 0 1 0,12
Total 23 117 75 15 207 25, 30
P(*%) - 3645 23,51 8y42 - -
Trichosporon fermentans T177 o 0 2 2 0,24
Diddens et Lodder
T %%) _ 0,00 0,00 1,12 - -
Trichogporon inkin 750 3 1 1 5 0,61
(Oho) Do Carmo—Sousa et
Van Udem o *%) - 0,93 0,31 0,56 - -
Trichosporon pullulans T26 1 4 0 5 0,61
(LIindner) Diddens et T41 0 0 1 1 0,12
Lodder T4.4 0 1 0 1 0,12
761 0 1 0 1 0,12
763 2 1 0 3 0, 36
7125 1 0 0 1 0,12
7127 2 0 0 2 0, 24
T129 2 0 0 2 0,24
7145 1 0 0 1 0,12
TL47 1 0 0 1 0,12
7167 2 3 0 5 0,61
Total 11 12 10 1 23 2,81
B(**) - 374 313 0,56 - -

(continua)
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Quadro 5: continuag&o
D008 FREQUENCIA DI ISOLADOS ()
Microrganismos s Limo Limo Limo TOTAL
cult. . ]
claro inbter. esce.
Trichosporon spp T21 0 0 1 1 0,12
T35 0 1 0 1 0,12
T40 1 0 0 1 0,12
T45 0 0 1 1 0,12
T59 1 1 0 2 0, 24
T60 0 1 0 1 0,12
T68 1 9 0 10 1,22
782 0 2 0 2 0,24
7106 3 0 0 3 0, 36
7107 2 0 0 2 0,24
7108 1 0 0 1 0,12
T109 1 0 0 1 0,12
T113 2 0 0 2 0,24
T114 1 0 0 1 0,12
7118 1 4 0 5 0,61
T123 1 0 0 1 0,12
T126 1 0 0 1 0,12
T136 0 0 1 1 0,12
T140 1 0 0 1 0,12
T144 1 0 0 1 0,12
7148 2 0 0 2 0,24
T149 2 0 0 2 0,24
7158 1 0 0 1 0,12
T159 2 0 0 2 0,24
T166 3 0 0 3 0, 36
7168 1 0 0 1 0,12
T175 1 0 0 1 0,12
T176 1 0 0 1 0,12
7178 1 0 0 1 0,12
7180 1 0 1 2 0,24
T181 1 0 0 1 0,12
7183 1 0 0 1 0,12
TOTAL 32 35 18 4 57 6,97
h( *%) — 10,90 5,64 2,24 - -
Total para o género 68 167 104 23 294 35,94
Trichosporon
G *¥%) - 52 02 32 60 12 92 - -
Candida curvata 75 1 0 1 2 0, 24
(Diddens et Lodder) Lodder
et Kreger-van Ri ]
Candida spp T100 24 2 1 27 3, 30
T164 1 0 0 1 0,12
T174 0 0 2 2 0,24

(continua)
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FREQUENCIA DE ISOLDADOS

Microrganismos zifsf LimP Li@o Limo  qomag h(*)
claro inter. esc,
Candida spp T184 0 0 2 2 0,24
185 0 0 1 1 0,12
TOTAL 6 26 2 7 35 4,27
B *%) - 810 063 393 - -
Endomycopsis bispora T24 1 0 0] 1 0,12
(Beck) Dekker
Endomycopsis sp T49 0 1 0 1 0,12
TOTAL 2 1 1 0 0, 24
B(**) - 03 03 000 - -
Sporovolomyces salmoni- T133 0 0 1 1 0,12
color (TFischer et Bre~
beck) Kluyver et
van Miel pLxx) - 0,00 0,00 0,56 - _
Cryntococcus spp T14 1 2 0 3 0, 36
732 1 1 0 2 0, 24
TOTAL 2 2 3- 0 5 0,61
7 *%) - 0,62 0,94 0,00 -
Hansenula anomala
(Hansen)H. et P.Sydow TL19 ! éi 00 8 0,98
(%% ) - 2,18 0,00 0,56 - -
Kluyveromyces bulgaricus T7 1 3 6 10 1,22
(Santa Maria)v.d.Walt
B(xx) = 0,31 0,94 3,37 - -
K. drosophilarum T22 0 3 0 3 0, 36
(Shehata,lrak et Phaff) T141 1 0 0 1 0,12
v.d, Walt
TOTAL 2 1 3 0 4 0,48
Bx*) = 0,31 0,94 0,00 = -
K. marxianus T3 0 1 2 3 0, 36
(Hansen) v.d, Walt 713 9 14 5 28 3,42
725 4 15 9 08 3,42
756 2 2 3 7 0, 86
773 5 12 11 28 3,42
7120 3 3 0 6 0,73
7132 1 3 0 4 0,49
T135 1 3 0 4 0,49
7154 2 3 0 5 0, 61
TOTAL 9 27 56 30 113 13,061
g(xx) - 8,41 17,55 16,85 - -
K. phasecolosporus T1 8 35 24 67 8,19

(Shehata,Mrak et Phaff)
v.d. Walt P #*)

2,49 10,97 13,48 —

(continua)
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FREQUENCIA DE TSOLADOS

MICRORGANISMOS S;ggf Limo  Limo Limo gon.o % (%)
claro inter. esce.
K. vanudenii T4 5 3 3 11 1,34
(v.d. Walt et Nel) 27 2 5 4 11 1,34
v.ed. Walt T150 2 0 0 2 0, 24
7153 2 2 1 5 0, 61
TOTAL 4 11 10 8 29 3,54
P(**) - 3,43 3,13 4,49 - -
Kluyveromyces spp T33 0] 0 1 1 0,12
T53 1 8 1 10 1,22
779 2 2 3 7 0,86
T99 1 0 0 1 0,12
T102 4 1 20 25 3,06
T104 3 0 1 4 0,49
T142 3 2 1 6 0,73
T151 2 o) 0 2 0,24
T152 2 0 0 2 0,24
T155 0 2 0 2 0,24
T179 0 1 0 1 0,12
T182 0 0 1 1 0,12
TOTAL 12 18 16 28 62 7,58
B %) - 5 60 50115 73 - -
Total para o género
Kluyveromyces 29 66 123 96 285 34,84
(%) = 20 56 38 59 53 93 = =
Pichia sp T131 2 0 2 4 0,49
T *%) - 0,62 0,00 1,12 - =
Rhodotorula glutinis 70 0 1 0 1 0,12
(Fres.) Harrinson
R.rubra 71 o 2 0 2 0,24
(Derme )Lodder 772 0 1 0 1 0,12
TOTAL 3 0 4 0 4 0,49
AETE - 0, 00 1,25 0,00 -
Torulopsis sp T~ T54 8 4 12 24 2,93
_ Z(x*) = 2,49 1,25 6,74 - -
Nao Classificados:
Leveduras nio micelianas T134 2 0 0 2 0,24
T171 5 0 2 7 0,86
T172 0 0 1. 0,12
Leveduras pseudo~miceli~-
anas T112 2 1 0 3 0, 36
7143 2 0 0 2 0, 24
Leveduras micelianas T2 0 0] 1 1 0,12
T58 0 1 0 1 0,12
TOTAL 7 11 2 4 17 2,07
%o **) - 3,43 0,62 2,25 - -

( continua)



Quadro 5: continuagao

FREQUENCIA DE ISOLADOS

MICRORGANISMOS Siﬁi? Limo — Timo Limo nop.o  #(¥)
claro dinter. esc.
Penicillium spp T9 0 1 0 1 0,12
710 0 0 1 1 0,12
T17 3 6 0 9 1,10
751 0 2 1 3 0, 36
T52 0] 5 0 5 0,61
755 1 0 0] 1 0,12
764 0 1 0 1 0,12
T66 0 3 0 3 0, 36
T73 0 1 0 1 0,12
174 0 1 1 2 0, 24
781 0 0 1 1 0,12
784 0 1 0 1 0,12
788 0 1 2 3 0, 36
789 0 4 2 6 0,73
790 2 2 1 5 0,61
791 1 2 2 5 0,61
792 0 2 1 3 0, 36
793 0 2 0 2 0, 24
794 0 o 1 1 0,12
795 0 1 0 1 0,12
796 0 1 2 3 0, 36
7103 1 1 0 2 0,24
7116 0 0 1 1 0,12
7121 0 1 0 1 0,12
7139 0 0 1 1 0,12
7146 0 0 1 1 0,12
7156 1 0 0 1 0,12
7160 1 0 0 1 0,12
7161 0 1 0 1 0,12
7162 2 0 0 2 0, 24
7163 0 1 0 1 0,12
T1.69 0 1 0 1 0,12
TOTAL 32 12 41 18 71 8,68
A *%) - 3,74 12,85 10,11 - -
Aspergillus niger T43 2 16 3 21 2,57
van Tiegh
G(%*) - 0,62 5,01 1,68 - -
Aspergillus spp 785 1 0 1 2 0, 24
786 0 1 0 1 0,12
797 0 1 0 1 0,12
TOTATL 3 1 2 1 4 0,49
B *%) - 0,31 0,63 0,56 — -

(continua)
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Quadro 5: continuacgio
Tipos FREQUEBNCIA DE ISOLADOS
. o - . 2 4 s 00 X
Microrganismos oLl Limo Ll?on leo TOTAL % *)
claro inter. esc.
Beauveria sp 7105 o) 0 1 1 0,12
B %*) - 0,00 0,00 0,56 - -
Cephalosporium spp T67 0 1 0 1 0,12
783 0 1 0 1 0,12
TOTAL 2 0 2 0 2 0, 24
AGD, - 0,00 0,63 0,00 - -
Cladosporium sp 718 0 0 1 1 0,12
% ( #x) - 0,00 0,00 0,56 - -
Graphium 748 1 0 1 0,12
000 056 Bex) - 0,00 0,31 0,00 - -
Tsaria sp 765 0 1 0,12
B(**) - 0,00 0,31 0,00 - -
Mucor sp A 0 0 1 1 0,12
B(*¥) = 0,00 0,00 0,56 = -
Paecillomyces spp T34 0 1 0 1 0,12
739 1 1 0 2 0, 24
TOTAL 2 1 2 0 3 0, 36
P(**) - 0,31 0,62 0,00 = -
Steccherinum spp T29 3 1 0 4 0,49
T30 0 0 1 1 0,12
TOTAL 2 3 1 1 5 0,61
Fx*) - 0,93 0,31 0,56 = -
Trichoderms viride T11 0] L 0 1 0,12
Pers 736 1 4 0 5 0,61
TOTAL 2 1 5 0 6 0,73
P( %) - 0,31 1,57 0500 -
BEumicetos nao
classificados 712 2 1 0 3 0, 36
T28 0 0 1 1 0,12
719 1 0 0 1 0,12
798 1 0 0 1 0,12
T101 1 0 0 1 0,12
TOTAL 5 5 1 1 7 0,85
A *%) - 1,56 0,31 0,56 _ -

(continua)
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Quadro 5: continuagéo

TREQUENCTA DR IS0TLADOS

TipOS p— p— p— o
™ \ Q 1 A
MIGRORGANISMOS oult, Timo glmo Timo TOTAL %( %)
claro inter, egsce.
Pactérias (bacilos) 757 0 3 0 3 0, 36
T62 3 0 0 3 0, 36
T80 0 0 5 5 0,61
7111 2 0 0 2 0, 24
7122 0 1 0 1 0,12
7133 1 0 0 1 0,12
TOTAL 6 6 4 5 15 1,83
AGED! - 1,87 1,25 2,81 - -
TOTAT GERATL 182 321 319 178 818 -

(¥) Porcentagem sdbre o total de microrganismos agrupados.

(**) Porcentagem sdbre os microrganismos isolados de cada tipo de
limo (claro, intermedidrio ou escuro).
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Figura 5: Desenvolvimento inicial de hifas espessas do limo (carac-
teristica microscoépica A). llifa espessa inoculada em meio
de "aszua servida" por microma nipulacfio (A); formacgdo de ra
mificagOes dicotdmicas (B); aspecto geral das ramificagOes
dicotdomicas (C); inicio da reprodugiao assexual através de

artrosporos (D).



- 43 -

Figura 6: Bstagios da reproducgio assexual das hifas espessas do 1li-
mo. Formacao de artrosporos de Tormas e tamanho variaveis
(A, C e D); formacdo de blastosporos (B e C); exsudagdes

‘citoplasmiticas nao identificadas (C e D).



Figura 7T:

Estagios de desenvolvimento e reproducgao assexual de Tri-

chosporon cutaneun, (T46), obtido através de isolamentos

dirigidos as hifas espessas do limo. Aspecto miceliano com
abundidncia de hifas espessas (A); ramificagdo terminais -
dicotomica (B); formagiZo de artrosporos de formas e btama-
nho varidveis (C e D); formacgdo de blastosporos (D); exsu

dacBes citoplasmiticas nio identificadas (A).
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QUADRO 6: Frequéncia de microrganismos, isolados de materiais 1limo
sos de tonalidade clara c¢ intermediaria, pelo método deisolamento

dirigido as hifas mais frequentes do limo "in natura".

FREQUENCIA DB ISOLADOS

s R Tipos . — g
Microrganismos cult. lep @1@0 TOTAL %( *)
claro interm,
Trichosporon cutaneun T15 50 6 56 48, 27
T46 13 0 13 11,21
787 1 0 1 0,86
7115 5 1 6 5,17
TOTAL 4 69 7 76 65,52
%(**) - 77,53 25,93 - -
Trichosporon spp T158 1 2 3 2,58
7166 19 5 24 20, 69
TOTAL 2 20 7 27 23,27
T %%) - 22,47 25,92 - -
Total para o género 89 14 103 88,79
Trichosporon
GH(**) 100, 00 51,85 - -
Kluyveromyces sp 733 0 7 7 6,03
AGED! - 0:00 25393 - -
Monileaceae(Sporotrichum? )T186 0 6 6 5,17
B *x%) - 0200 22222 - -
TO0TATL GERATL 39 27 116

(*) Porcentagem do total de isolamentos dirigidos
(*¥*) Porcentagem sobre o numerc de isolados de cada tonalidade de

limo (claro e inbtermediario)
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A anidlise dessas figuras mostra, para ambos 05 casos,
um desenvolvimento inicial de hifas espessas com septos em relévo,
bifurcando~se dicotomicamente nas extremidades e, com reprodugdo ve
getativa através da formacgido de artrosporos de tamanho ¢ forma vari
aveis e blastosporos. Nas Figuras 6 e 7 observaram-se também certas

exsudac¢lbes citoplasmaticas terminais, nio identificadas.

4,3, Fatores relacionados com a avaliacgo do crescimento de mi-

crorganismos, em meio liguido de "azua servida

Os ensaios preliminares para determinar a influéncia
da época de coleta dos ensaios e da concentracdo do indculo, na ava
liagdo do crescimento de microrganismos em meio liquido de "&gua ser

vida'", propiciaram os resultados relatados a seguir,

4.3,1. Influéncia do periodo de incubacio

Os dados originais, referentes ao crescimento de mi-
crorganismos, em mg de peso seco, em diferentes periodos de incuba-

¢cdo0, s30 apresentados no Quadro II do apéndice.

A aplicagao do teste F, de acordo com o esquema fato
rial do ensaio, indicou efeitos altamente significativos de inécu -
los, épocas de leitura e uma interacdo entre ambos. O desdobramento
do nimero de graus de liberdade desta interagso e a anlicagao do -

teste de Tukey, mostrou os resultados relatados na Figura 8.
4.,3.2 - Influéncia da concentracZo do inbdeulo
Os dados originais relativos & influéneia do poten-

cial de indculo no crescimento de microrganismos em meio liguido de

"oua servida', estdo apresentados nos Quadro ITI do apéndice.
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wmmsess A4 goM glucose
wGe=s 144 com glucose
ema= LC sem glucose ‘ G
veeGoe G com glucose
e=Qe= LI sem glucose
—@em LI com glucose

e —eme LB sem glucose

e 4 == LE com glucose

etm- = - -

AMS (Tukey 5%)=CV=547s5

4

Pigura 8:

(*) Valido

4 14

—t e

Dias de incubagao

Curvas de crescimento de populagbes naturais de materi-
ais limosos de tonalidades clara (IC), intermedidria(LI)
e escura (LE), e, do microrganismo T44 (Trichosporon pul-
lulans), em substratos enriquecidos ou nao com zlucose.

para confrontar cada indculo nos diferentes periodos de

incubagao
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A aplicacao do teste F indicou diferencas altamente
significativas entre og tratamentos, e os resultados da aplicacaodo

teste de Tukey, sao apresentados na Figura 9.

4,4. Caracteristicas do cultivo de microrgarismos isolados do 1i-

mo, em meio liguido de "dzua servida"

Os dados médios do peso seco e das avaliagOes macro
e microscopicas do crescimento de microrganismos isolados do limo, -
obtidos preliminarmente pelo cultivo de 182 tipos culturais em meio

liguido de "agua servida" sfo apresentados no Quadro 7.

A aplicagao do teste F, aos dados originais de peso
seco, obtidos com o teste conjunto de 94 tipos culturais seleciona-—
dos apds os resultados preliminares do Quadro 7, indicou diferencgas
altamente significativas entre tratamentos. A aplicagdo do teste Tu
key, as médias dos géneros e de algumas espécies de microrganismos,

apresertou os resultados sintetizados no Quadro 8.

4.5, Efeito de agentes fisicos e quimicos no crescimento de mi -

crorgarnismos, "in vitro"

0 efeito de agentes fisicos e quimicos no crescimen-—
to de microrganismos isolados do limp bem como de populag¢les naturais

dos materiais limosos, apresentaram os resultados relacionzdos a se-

guirs:
4.5.1. Influéncia da temperatura

Os dados médios da temperatura inibitdria e letal ao
crescimento de 39 tipos culturais de microrganismos isolados do 1li-
mo, bem como de uma populag¢io natural de limo claro, sao apresenta-

dos no Quadro 9,
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QUAZRO 7: Carecierizagio mocre e microscopica do crescizents "in vitro® da 182 tipos eulturais @o microrgcanismos isolados de acurulagGes

lizogeo de industrias do ch. apada fidbres da madoira.

pronoass  TIROS AVALTAGKO MACROSCOPICA 1250 CAYACTERIZAGRO ¥1CHOLCOPICA
5 ISL?O'S— cULRg STAL FORADO LIS 52C0 FREGUENCIA  DE BYPAS(RL)  ESPORULACYO (F1) EACTIRIAS LI¥ZITUR2AS
RA13 it e s B (ra) A B [+ D B P G h:¢ (x) J(52)
oxichosnoron 16 axlon. de limo tipico eL 60,2% 93,3 = 6,7 =~ - 65,0 - - -
cutancuwa 715 sclod. de 1izo tfpico o1, 34,4 94,3 - 547 - - 36,6 - - - -
223 grénulos s scdim. InT 37,9 - . - - 200,0 15,0 .. " .. - 8,3
137  aglom. de lizo tipico cL 30,4 96,0 - 4,0 - - 46,6 - - - f -
738 aglon, e sediz. Cr/Ing 59,3 84,0 " - 10,0 - 6,0 83,3 0,68 - - 6,6
242 grirulos e sedin, ¢t 26,9 33,3 - 40,0 16,7 10,0 75,0 5,0 = B
146 sglonm. de lizo tfpic’o. cL 1,8 90,0 - 10,0 - - €5,0 - o - -
247 eglosn. e zedim. . cr 50,7 97,6 ‘= 2,4 - - 97,0 . - - - -
T69  grénules e gedim. cx/mn 29,6 100,0 = - - - 6 - - - -
775  sedimeatos 5T 25,8 95,0 - 5,0 - - 7 83,3 - - - -
76 gedim, e aslom. . by T 14,9 21,7 - » 13,3 - - 21,8 - - - -
© P87 aglow. de limo tipico W 26,5 $5,0 - 5,0 - - - 43,3 - - - -
2110  grirulce & sedinm. LIS 50,3 23,3 - 8,4 - 8,3 80,0 - - - -
7115 sedizeatos S 14,2 100,00 - - e e 200,00 e e e -
$117  grinulcs e sedim, %D 19,7 80,0 ~- 20,0 - - 100,0 . - - 6,6
T124 grinuloa cL 38,3 56,6 - 43,4 . - - 93,3 - - - -
2128 . asloz. ¢ gedinm, e 46,3 51,6 - 894 | = - 80,0 - - - -
7130  aglozerados o 40,5 100,0  ~ - - - 30,0 - - - -
1137 aglomerados T 29,8 103,0 - - - - 80,0 w . - - -
P57  aglox. e sedim. \ 534 30,9 100,0 - - - - 10,0 - - - -
7165 aglomerados L 34,2 120,0 - . - - 81,6 . - - -
m70 agl&:. globosos 2 19,7 100,0 - - - - 3,3 3,3 - - -
T173 lizo tipico compacto 37 .27 55,0 - 5,0 - - 56,6 | - - - -
2. fermentema T177  sedifeatos mr . 26,9 =~ - - 7,0 30,0 80,0 . . - 83,0
T. ioxin 750  gréntlos 4 sedim. B3 70,9 2,3 - - - T 50,0 4,0 . - 2,3
P puldwlans 126 granulos e gedis. cL 50,1 11,6 - 7n,6 - 15,8 €3,6 1,7 - - -
141  grimulos e sedim. cL . 35,0 0,5 = 45 950 37,5 - = . 6,6
m44 . egiod. de limo tipico L 75,2 5,1 -- 6,6 10,0 78,3 55,0 3,3 - - -
T61 pouco sedizentos Eac 3,8 - - - - - - - - - -
63 griowlos e sedim. ™ 1 33 - 35,0 11,7 50,0 25,0 1,6 - - -
7125 grérulos CL * 36,2 5,0 - - - 95,0 100,0 - - s = 70,0
2127 aglonmerados T oL 42,0 4,0 " =~ 6,0 3,3 86,7 63,0 - - - -
" 2129 aglomerados e . 61,8 . 3,7 - 9,6 3,3 83,4 65,0 -  m - -
T145 aglomeradoa hacyd 21,1 10,0 - £6,8 - 23,4 75,2 - - R -
2147  grdnulos IRT 374 3,3 - 20,0 5,0 71,7 73,0 - - - -
167  grinulos . bacy 57,7 - - 65,7 - 33,3 10,0 - . - -
Ixichosxorea T2y gedinsntosn CL 0,6 - - - - - - - - - -
8pp ’ 735 | sedimentos - CL 49,8 - - - - - - - - - 3.3
740 craculos s sedin. c1L 87,5 -90,0 - 10,0 - - 69,0 - - - -
T45 grinulos e sedim, CT 50,5 5,0 - 8,3 - 86,7 70,0 - - - 26,6
759  azlom. & sedim. e 30,3 14,7 - 30,0 - 58,3 69,0 1,6 . - -
160 grdnulos @ sedim. bacpy 16,2 5,0 = 15,0 1,7 78,3 70,0 ~ - - 16,6
268 gedimentos (239 42,8 00,0 - Lo - - 100,0 - - - -
782 grinulos e sedim. CL 8,2 26,7 - 56,6 - 16,7 - 35,2 - -~ - 10,0
T166. gednulos de 1izo tipico cL 29,9 23,6 - 20,0 - 56,4 63,0 - - - -
T107 eglom. e secdim. : ksivy 33,% 45,0 - 10,0 - 45,0 80,0 5,0 - - 35,0
168 8glon. e sedin. 57T 35,0 40,0 - 20,0 - 40,0 ; 99,0 [ - - -
T109 granulos e sedim. horsi 45,0 16,7 - 11,6 - 1,7 °z,0 - - - 25,6
T113 aglos. de limo tipico T 11,9 3.7 - 4,7 - 96,6 4,0 | . - - -
114  granulos i 12,3 - - - - 200,0 12,0 5,0 - - 93,3
. T118 sedizentos cL 31,6 - - - - 100,06 100,0 . - . 01,8
T123  aglozerados Ine 42,9 6,7 = 5,0 - 88,3 70,0 - - - -
T126  grimulon ez A28 4,1 - 1,7 - %66 95,0 33 - - 86,6
T136 eglos. e ocdim. I 11,5 - - - - - - - - - 29,0
7140 aglot. & scdim mp 26,4 - - 6,7 23:3 79,0 . 85,0 - - - -
T144 = grénvlos o aglom. huif 62,5 4,7 - 5,0 -~ 90,3 75,0 2,0 - - -
T148  grdsulos IRD 30,6 5,0 - 6,7 - 83,3 £5,0 - - - -
1149 - aglom. e ocdim. - i 51,9 8,3 - 10,0 5,0 76,7 60,0 1,6 . - -
T158 aglem. eacfericos cL 3643 3,7 - 76,7 8,0 11,6 65,0 - - - -

continun
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QUADRR0 7: ContinuagZo

Ytcaosgy | TEEO e pis0 CARACTERIZAGHO EICROSCYPICA
S oo AVALTAGXO MacacsclrIca s820 -  erore mvoer st e .
15008 g PREQUENCIA DE EIRAS (1)  ESIORULAGTO(#1) Dac2EaIss . LIYEDCRAS
RAIS VATERTAL FORUADO  TOFALIDADE  (my) A 3 ¢ » # ? s - Ws2)  2052)
Trichosroron T159 egloa. de lirmo tiptco cL . 41,2 8,3 - 66,7 11,7 13,3 50,0 - - - -
spp 1186 grinulon INT. 50,0 5,7 -~ 91,7 = 2,6 43,3 = = - e
' 168  aglom. de 1lizo tipico ba5id 29,4 3,3 - 83,3 -~ 13,4 5,0 = - - .
T175 . azloa. do lims tipico ©INT 26,8 - - 10,0 6,7 83,3 90,0 - - - 83,0
278 grimules 7 40,5 36,7 - 55,0 - 8,3 80,0 - - - -
7178  aglom.eafericos e sedim, ™ 48,6 5,0 -~ 76,7 -~ 18,3 76,6 - e - -
7180 sgedimentoa : mr . 3,8 - - - - - - - - - 0,3 ~
181 .aglom. @e limo tipico cL 59,7 13,3 =~ 80,0 - 6,7 2,0 - - - -
7183  grinulos ™ 39,2 - -l 10,0 1,7 88,3 90,0 = - - 83,2
Cazdida i ) AN
curvata © s aglom. eafericos . CL 85,7' " 54,3 - 45,7 - - 109,0 - - - 3,3
Gandida app 7100 - aedin, guianuwlos INT 19,1 - e C - - - - - - - 12,0
7165  aglo. esfericos e 43,5 07 - 3,3 9,0 5,0 30,0 3,3 - - 43,3
m174 sedinentos me 19,38 - - - 36,7 63,3 - - - - 50,0
2184 . sedientos oL 21,5 - e . - - - - - - s,3
7185 griaulos e sedin, mr 23,9 - - - e . - - - 1.6
Erdoryconeis s . ' . .
grizulos e asedim, oL 69,2 5,0 - 85,0 - - 100,0 - - - -
2slonerados cL/mx 50,3 5,0 - 7 5,0 « 93,0 £, 50 = - 20,0
sedimentes o omr 11, - - - - - - - - - 1,0
Crystococeus | T14 sedizentes cL 46,8 - - - - - - - - - 5,0
8op 232 sedimestes e 29,1 - - - - - = - = 80
* -
sedimentes me 5:3 - -~ - - - - - -~ - 2,0
eglon, e sedim. IRT 50",2 - < - 65,0 34,0 4,0 - - - 10,0
sedirentos ) pacyy 20,2 - - - - - - - S - 857
) aglom. esffricos mer . 20,8 - .~ = 9T 83 . - - - - 30,0
K.zarxiacus * T8 sedizmentos . CL - 18,0 - - - - - - - - - 2,7.
713 ‘Bedimentos - oL 59,9- -~ = - - - - - - - 5,0
T25 sedimentos CL 23,3 - - - - - - - - - 4,0
156 gedinentos ) CcL 28,6 - -~ - - 100,0 120,0 - - - 25,7
T78 - sedimentos L 15,1 e e e o - . - - -~ 35,0
T120 sedizentos : 7 31 - - . - - - - - - 1,0
© 7132 . aglom. e sedim. CL ' 24,0 - - - - - - - - C - 66,7
7135 granulos e sedin. b 15,0 - - - ~ - - - - - 20,0
7154  aslom. irregwl.ezfericos  CL 29,9 5,0 - 45,0 - 50,0 80,0 « - = - -
K.phazeolosporos TL sedimentos ' CL 27,4 - - - - - - - - - 1,3
E. vonudent T4 sedimentos - CL 36,2 - - - - - - - - - . 1,3
' 727  sedimentos cL 31,9 - - - - - - - - - 3,0
T150  sedimentoa cL 29,3 - - - - - - - - 2,3
153 sedimentos me - 15,3 - - - - - - - - - 5,3
Klugyverosyces T33 aglom. e sedim. zsc 54,2 - - - - 100,0 - . - - 23,0
8rp 753 aglom. & sedix. ' m? 13.9 - - S - ' 300,0 100,0 6,7 - - 33,0
T79 gedinentoa IaT 9,7 - - - - - - - - - 8,3
199  sedimentos . poci 35,3 - - - = . - - - - 2,0
7102 sedimentos : . ST 13,3 - - - - - - - - - 1,3
. T104 eedizentos : baty 16,7 - - - - - - - - - 2,7
T142  secdizentos ) €L 1l - - - - - - - - 1,0
7151 sedinentos . Cn 38,5 - - - - - - - - - 20,3
7152 sedimentos © CL 11,4 - - - - - - - - - * 1,0
'TJ.SS aglon. e sedim. IRT 19,4 - - - - ~ - - - - 90,0
7179  sedimentos ' mr 9,9 =~ & - - - - - e = 1,6
7182 gedimentos : peciy 9,5 - - - - - - -~ - - 1,0
Tichie sp o T131  sedimentos putiy 4,3 - - - - - - - - - 4,0
770 sedimentos ey 6,2 - - - - - - R - - 5,0
R. rubra 771 sedimentos ™D 15,1 - - - - - - - - - 8,3
' 172 sedimenton T 32,2 - - - - - - - - .- 10,0

continua
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GUAZRO0 7: Continuagdo

TIF0S " IES CARACTERIZAGIO x1cicscdpica
cRoRGA ; “4cR05C4R e - ‘ =
KICRORGE - cyrpy AVALTAGRO DACROSCORICA s2c0 FREQENCIA DE RIFAS(%1)  ESFOROLASZO(F1) 2iCIRILS  LEVEDLRAS
.
FIses RAT HATIATAL FCREALO - QONALIDADE  (rg) A B c ) z ? G 2 Hg2)  J(22)
Terulorais op 254 secizeatos Ine 35,1 - - - - 100,0 - - - - -

Ieveduras pao - 7134  sedimentos " IRT 10,4 - - - - - - - - s 1,0
 micelikras T171  sedixentos bece: 10,2 | - - - - - - - - - 27,3
7172 sedizentos INT 9,0 - - - 78,3 21,7 10,0 " L . 33,3
Levedvzaz 7112 sedipeatos . cL 26,4 - . - - - - - - - 2,0
ﬁ:‘;ﬁ:‘mce" 1143  sedizentos 2 " 14,9 - - - - - - - - 2,0
Levidurag 72 sedirentos cL 22,8 - - - - - .- - - - 0,3
miceliznas 158" o3 o sedim. m™e 7.6 1,7 - 50,0 - 15,0 33,3 Sc,l{! 3.3 - - -
Penicilliiva 19 azlez. esfericos cL 43,7 - 8,0 - 8,3 3,3 80,4 - 8T e - -
8TD 710 eglsz.2af.lize tipico CL 66,9 8,3 - 36,7 - 55,0 - 3,3 - - - -
717 agloz. eafericos er 50,3 - - - 56,7 33,3 223,30 - - -
151  eglom. ezfericos . L 68,9 2,3 - 2,7 56,7 38,3 - 3,3 - - -
752 gréi=ules e sedinm, IED 2,0 - . - - 100,0 - 51,7 - - -
55 eglon. safericos CL 41,8 - - - 6.7 23,3 - - - - -
T64 zedizentagao ST 3,0 - - - -, 100,0 - - - - -
266 aglom.eaf.lizo tipico oL 32,4 3,3 - - 40,0 58,7 - - - -
773 sgloz.esZ, lirs tigico IR '11‘.,5 3,3 - 8,3 33,3 55,1 - - - - -
274 agloz.es?.. liza tipico .  IR? 13,5 1,7 - 5,0 38,3 55,0 - 1T - - -
781 graonvlcs o cedim. - IKT 8,7 3,3 - 5,0 33,3 58,4 - - - - -
784 sglom. esf. e gedim, CL 5549 3,3 - - 83,3 13,4 - - - - -
788 aglor.eaz. lirn tipico =R 12,4 8,3, - 6,7 39,0 55,0 - - - - -~
69  aglem.esf, limo tirieo IRT 14,3 1,7 - 6,7 11,7 - 19,9 - - - - -
T 250 aglem.esf. lizo tipico IsT 1,1 5,0 - 6,7 60,0 28,3 - - - - -
791 aglomsasl. 1lizo tipico paiid 2352 6,7 - 5,0 85,7 21,6 - - - - -
292 aglom.eaf, Lim tipico  CL 59,0 3,3 —. 8,3 50,0 38,4 - - - - -
793 aglom.esf. lims tipico L 8,0 3,3 - 8,3 30,0 58,4 - - - - -.
94 aglom.esf. limo tipico 18T . 32,7 16,0 - 10,0 36,7 43,3 - - - - -
195 2gloz. € sedin, N 14,0 - - 5,0 65,7 28,3 - - - - -
13 eglon, lizmo tipico Ing 1,1 3,3 - 6,7 13,3 16,7 - - - - -
7103 sedizmeatos L 48,2 . - - 1,7 8,7 11,6 - - - - -
7116 . egloz.esf. limo tipice priyd 19,5° 5,0 - 5,0 48,7 43,3 - - c- -
1021  aglom. eafericos e 25,5 4,0 . . =. AL0 85,0 - - - - -
T139  eglom. esf. lizo tipico cL 28,6 - L - 6,7 23,3 N - - - -
T146 eaglom. esfericos .. CL 60,4 - - 5,0 23,3 71,7 - 10,0 - - -
7156  aglom. & sedim, ct 15,2 - - - - 100,0 - 5,0 ° - - -
. 7160 egloc.eaf. lizo tipice cL. 65,5 - 5,0 - 5,0 83,3 6,7 - = - - - -
T161 - sedizentos CL - 1,8 - - - - - - - - T - -
2162  aglom.eafs lizo tipico 039 5552 - - - 43,3 56,7 - -~ .- - -
7163 - aglom..eafericos cL 54,7 - - - 18,3 81,7 - - - -, -
7169 sgloz.eaf. lizmo tipico ¢L 83,8 - - - 28,3 T, - - - - -
T43 aglos. esfericos cL 13¢,8 4,0 - 6,0 46,7 43,3 - - - - -
Astarsillusg TES sedimentos pazi 0,8 L - - - - - - - -
app 136  medimeatos e 6,4 - - - . - - e - - -
87 gedizentos cL 1,1 - - - . - - - - - -
Bepnverin sp - T105  sedinmeatos IR 0,8 - - - - P . - P - - -
Cextwlogno~ T67 granulos e sedim. InT 11,7 - - - 70,0 - 30,0 43,3 - - - -
rica app 783 gedimentoa ISt - 27,7 - - - - - — - - - -
Clodoazorinasp 118 sedimentos cL ' 1,7 - .- - - - - - - - -
Crarhiiua ep 48 aglon. ¢af, a medin, ety 51,3 - - - - 1090,0 - - - - -
Isaria ap 165  sedizentos Ine 2,3 - = - - - - - - - -
Yucor ap T77  sedineatos bocs! 4,9 - - - - - - - - - -
Ioocillorvesa T34 aglon. ¢nf. e sedim, cL 7,4 10,0 - 6,7 13,7 T,6 - 3,7 - - b
80D . 139 agloz.eaf. limo tipico (34 85,2 - - - 40,0 60,0 - 21,7 - - -
Stescherinum 129  grinules e sedim. cL 24,4 11,7 - - 1,3 87,0 - - - - -
epp 230 agloz. esf. a gedin. cL 1,7 - 12,3 - - - 87,7 - - -t - -

continua
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QUAS20 7: Cestinuagdo

- TILOS £2S0 ' CARACTEAIZAGTO MICR05COPICA C
MICROICA -
rIsves CLLTg < AVALIAGXO Mic203¢CEICA s2co - FREQUENCIA DL RIPAS(HL) ESEGRULAGAS(RL) BRLCIIRIAS TTRAS
RAIS LATIRTAL FORLADO TONALIDADE - (mg) A . B >} D E ? G i I(<2 J(%2)
Trichederza i1 agloz. de lizo tipico cL 98,5 30,0 - 6,7 23,3 40,0 - 33,3 - - -
yiride 136 ezloz. de limo tipico CL 17,1 1,7 - - 33,3 65,0 - 5,0 - - -

ECMICZT0S KO CLASSISICADO3

aglom.eaf. limo tfpico - IR 57,6 - 100,0 - - - 5,0 - - - -
Fdo esporulan T12 sedizentes C CL 20,7 - - R - - - - - - -
tes T19  sedimentos . cL 5,6 - e - - - - e - -
728 agioz. e sediam, cL 6,0 - - - 20,0 80,0 - 5,0 .~ - -~
pet:) sediceatos tooImn 3,0 - - - - - - - - L,
TL01 - eedimentos T 2,6 - - - - - - s - - - -
Bactérizs 57 sedizentos C by 1,4 - - - - - - - - 4,0 -
762 sedizmentos . it 6,2 . =~ - - - - - - - 30,0 -
280 sedizentos m? 0,8 - - -~ - - -~ - - 1,0 -
LTI sedizm.lizmo gel.paredes CL 6,5 - - - - - - . 123 93,3 -
T122 azlom.lizo gelatincao i 17,3 - - - - - - - rT 95,0 -
T133  azlon.limo celatinoso m? 14,9 - - - - - - - - 83,3 .
TESTEMUREAS - . . ‘ . )
14 gérie Lifzo Claro zzloxm. de limo tipico me 91,4 63,3 - 21,0 -~ 10,7  93.3 4,0 =~ 6,7 30,0
2% girie Lizo Clare aglom. de lizo tipice cL 40,5 20,0 - 23,3 43,3 13,4 '55,0 5,0 - 10,0 8,3
3% périe Limo Clare aglei. de limo tipico o 41,3 10,0 - 26,7 43,3 20,0 75,7 1,0 - 11,6 36,6
aglom. = gzlo:zerados sedim, = sedimentos esf, = esfdricos
#* = glguzas pequenzs cadeias de tacilos CL = ¢lars RT = intersedilria ESC » escura

-

(#1) = ea relagdo ao total das caracteriaticas A a B

(#2) = em relagZo & drea total do canmpo microscépico

4 = kifgs de 7,8 p de enpessura, kizlinzs com septos em relevo; 2 hifas forsando artresporos, hlastoporos 8 Outros 4syorvs}
B = hifcs de 10,2 m de 2spessurs, sub-hialimas;

C = hifes de 4,4 p de espacswra, cilfndricas, hialinzs;

=» hifas formazado claczidesgores;
bacilos .em longas cacdeias;

D = hifes de 2,5 p de eapesmuraj = baciloa en aglemeradcs zmmacileginosos;

AT S TR =< S = B Y
L

2 = paeudo~-nifes e outras hifas- diferentes de 4, 3, ¢ e D; = leveduras ex aglomerados miacilaginosos;



Quadro 8: Crescimento de 94 tipos culturais de microrganismos iso—
lados do limo, em meio liquido de "agua-servida'.

PESO SECO (mg)

Microrganismos itgis Repeticgcdes
° I 1T I1T Média
Trichosporon cutaneun T6 36,6 23,1 29,9 29,9
715 16, 2 11,1 9,4 12,2
T 37 27,6 28,5 18, 3 24,8
738 8,7 9,3 14,3 10,8
742 5,7 7,2 15,7 9,5
T46 15,3 30,0 11,0 13,8
T47 18,7 25,0 18,2 20, 6
769 26,0 19,7 18,1 21, 3
75 34,9 21,7 17,8 24,8
76 23,9 23,2 59,6 35,6
787 23,4 39,0 28,1 30,2
7110 39,1 50,6 32,1 40,6
7115 9,4 12,3 34,2 18,3
7117 28,8 12,1 49,1 30,0
124 22,4 21,8 24,0 22,7
7128 31,7 50, 4 29, 4 37,2
T130 32,7 35,4 23,3 30,5
7137 33,0 39,1 33,2 35,1
T157 61,0 94,9 71,1 15,7
T165 49,7 60, 6 96, 2 68,8
7170 17,7 17,3 11,0 15,3
T173 40,1 23,2 24,0 29,1
Média p/
T.cubaneun 22 29, 2abc*
T. inkin 750 6,7 12,7 14,0 11,1
T. pullulans T26 0,1 2,7 0,1 0,9
T44 52,7 56,2 62,7 57, 2
T127 53,2 41,9 53,0 439, 4
7129 63,5 63,7 71,6 66, 3
7145 32,5 22,4 27,9 27,6
7147 40,5 51,5 32,7 41,6
T167 43,4 48,8 39,7 44,0
Trxichosporon spp 740 40,7 49,2 49,2 46,4
T45 37,1 34,6 23,5 31,7
T59 44,1 38,2 49,0 43,8
768 18,9 22,9 12,8 18, 2
782 13,2 16,7 14,1 14,7
T106 30,0 19,0 29,6 26,2
7107 61,1 54,7 48,5 54,8
7108 48,8 59,6 47,8 52,1
7109 24,8 22,8 21,4 23,0
7113 10,1 20, 9 18,1 16,4
123 45,8 34,9 42,9 41,2
7126 51,6 53,8 56, 3 53,9

(continua)
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Quadro 8: continuacgio

PESO SECO (nmg)

Microrganismos Tiﬁis RepeticgTes
cuLbe T TI TIT Média,
Trichosporon Spp T140 8,6 5,7 18,6 11,0
T144 56,4 67,1 60, 3 61,3
7148 7,3 7,4 23,7 12,8
T149 40,7 43,8 54,1 46,2
T158 62,7 67,4 48,1 59, 4
7159 41,2 35,8 29,9 35,6
T166 72,1 67,1 95,7 78,3
7168 12,9 52,5 22,6 29,3
T175 27,7 27,9 24,5 26,7
7176 54,8 11,1 13,7 26,5
T178 28,6 58, 2 48,3 45,0
7181 70,8 55,7 41,2 55,9
7183 48,6 61,7 55,5 55, 3
Média p/ ou~
tras spp de
Tyichosporon 33 38,1bcd
Média gen. Trichosporon. 55 34, 6bed
Candida curvata T5 58,4 48,8 34,9 47,4
Candida sp T164 21,6 40,2 51,3 37,7
Média gen. Candida 2 42,5bcd
Endomycopsis bispora T24 21, 29,3 35,4 23,6
Endomycopsis sp T49 35,9 18,2 16,6 23,6
Média gen. Endomycopsis 2 26,lab
Kluyveromyces bulgaricus T7 0,1 0,1 0,1 0,1
K. marxianus 7154 10,4 9,4 30,5 16,8
K. drosophilarum T141 19,38 14,2 30,0 21, 3
Kluyveromyces sp T33 11,0 112,7 107, 2 110, 3
Média gen. Kluyveromyces 4 37,1becd
Penicillium spp T9 53,7 45,8 76,2 58,6
T10 44,9 54,1 39,3 46,1
T17 76,3 64,0 95,5 78,6
751 68,2 53,2 52,7 58,0
755 47,5 35,2 44,2 42,3
T66 40,7 60,1 63,2 54,7
273 14,2 14,5 26,4 18,4
74 32,7 35,6 26,0 31,4
T84 46,4 135,1 88, 2 89,9
788 12,7 22,9 17,5 17,7
789 27,2 18,4 14,1 19,9
T90 37,4 34,7 56,7 42,9
T91 99,1 90,7 103,0 97,6

(continua)
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Quadro 8: continuagdo

PESO SECO (mz)

. . Tipos L = _
Microrganismos cult. Repetig¢goes )
I 1T ITT Media
Penicillium spp T92 77,1 60, 6 71,4 69,7
T94 65, 2 65,6 58, 4 63,1
7116 40,4 47,2 48,1 45,2
7121 18,3 29,6 30,1 26,0
7139 6, 2 7,0 5,8 6,3
7146 70,9 71,1 90,5 77,5
7160 67,1 94,1  143,1 101, 4
T162 71,2 64,5 12,7 69,5
7163 28,3 30,0 39, 3 32,5
T169 87,5 30,1 81,5 66,4
Média gen. Penicillium 23 52,8de
Aspergillus niger T43 55,8 55,6 58,9 56,8de
Graphium sp T48 40,1 89,7 98,7 76, 2e
Paecillomyces Spp T34 44,9 11,5 44,7 33,7
T 39 68,8 68, 3 76,2 71,1
Média gen. Pzecillomyces 2 52,4cd
Steccherinum spp 729 21,2 23,9 10,9 20, 3
730 0,1 0,1 0,1 0,1
Média gen. Steccherinm 2 10, 2a
Trichoderma viride T11 57,9 56,1 49,9 54,6
736 57,0 63,4 53,1 57,8
Média 2 56,2de
MEDIA GERATL 94 40,2

* Médias seguidas de letras iguais nfo diferem estatisticamente ao
nivel de 5% (Teste de Tulkey).
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QUADRO 9: Datcz:::;ir.m;.’io da toaperutura inibitdria e lotal 8o crescimento don principais tipoa culturais de microrgszninos isola

dos 4o liro.

DLVMPIRATURA  INIBITORIA TENTLAATUZA LETAL (%3)
MICRCRGLRISVOS TITCS TEVFERARURAS OC De 40 Da 45 Te 50
CULTURAIS 20 25 30 35 40 45 50 25%  p/5°C  p/25%¢
Trichoaporon cutanena 6 23,75* 40,75 50,50 27,50 0,00 0,00 0,00 15,25 8,00 0,00
715 12,50 - 16,50 17,00 0,00 0,00 = 0,00 0,00 0,00 0,00 - - 0,00
237 31,00 42,75 60,75 - 34,50 . 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 - 0,00
738 8,25, 15,25 22,75, 22,25 8,50 0,00 0,00 22,50 0,00 0,00
742 8,75 16,50 23,50 25,25 8,50 0,00 0,09 23,75 0,60 0,00~
746 29,75 38,50 26,50, .o,oo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
747 26,25 41,50 56,50 45,25 0,00 - 0,00 - 0,03 0,00 0,00 - 0,00
769 7,50 9,00 - 10,00 © 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 . 26,00 37,25 33,00 ° 1,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
776 26,00 31,50 11,75 0,60 0,00 0,00 0,00 6,00 0,00 - 0,00
237 28,00 39,00 26,25 0,00 0,00 - 0,00 0,00 . 0,00 0,00 0,00
1110 9,00 15,50 24,75 27,25 7,00 0,00 0,00 20,00 0,00 0,00
1115 23,50 39,50 55,25 0,00 0,00 . 0,00 0,00 0,00 0,00 - 0,00
217 . 37,25 38,00 6,45 0,00 0,00 + 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2124 11,00 16,00 20,50 22,75 3,00 0,00 0,00 15,00 0,00 0,00
128 27,75 37,715 29,50 0,00 0,60 8,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1130 26,50 35,25 24,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00
7137 28,50 42,75 56,50 51,25 = 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
57 25,75 38,50 27,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,8 0,00
165 28,50. 34,25 32,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 = 0,00
m7 19,50 15,75 16,25 0,60 - 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00
173 17,00 28,25 37,00 23,75 0,060 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
rédia 22 21,51 30,45 30,39 12,78 3,23 0,00 0,00 ° 4,38 0,00 0,00
2. intin ' 750 9,50 14,50 20,50 21,00 4,25 0,90 0,50 15,25 0,00 0,00
2. puilulens 744 22,75 126;00 34,25 16,50 0,00, 0,00 0,60 15,50 3,00 0,09
Tricheseoron app 740 11,75 22,50 23,50 23,75 7,75 0,00 0,00 20,75 0,00 0,00
763 - - - - - - - - - - -
782 9,00 14,00 22,50 25,25 5,75 0,00 0,00 18,75 - 0,09 0,00
7106 5,25 11,75 15,75 6,59 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 0,09
7107 11,50 14,25 21,50 ° 23,00 5,25 0,00 9,00 13,50 0,00 0,00
1108 - 9,25 16,25 25,75 26,7 8,25~ 9,00 0,00 21,50 0,00 0,2
7176 8,75 15,25 331,75 23,25 5,00 0,00 2,09 17,90 0,59 9,90
wédia 8 10,97 16,81 24,69 25,75 4,66 0,00 - 9,80 15,78 3,00 0,20
/o gea. Trickoswozon 30 18,95 26,82 28,67 14,9 2,14 0,00 0,00 7,42 0,00 9,00
" Candtaa curveta 15 7,75 15,50 . 24,25 25,50 4,75 © 0,00 0,G 15,25 0,00 . 0,09 -
Endozycorsis blarora 724 23,00 32,75 0,00 0,00 0,00 0,60 0,50 9,99 2,99 0,9
Teaiciliiua Bpp - o 22:25 . 25,75 7,50 0,00 0,60 - ©,00. - 0,00 0,00 c,60  ©,%0
‘ 17 26,50 55,25 84,75 25,25 . 0,00 : 0,00 0,69 54,50 0,00 0,00
51 22,00 28,25 18,50 0,00 0,00 0,00 0,50 0,90 0,80 0,00
7169 15,50 = 26,75 °© 21,25 8,25 0,00 0,00 - 0,00 0,00 9,00 0,20
Média»—' - 21,56 34,00 13,00 8,37 0,00 0,60 0,00 13,62 Q% 0,00
Aspergillus piges T43 17,50 34,50 50,0 46,25 8,25 0,00 . 0,00 51,59 S, G,20
Faecillomyoea 8p 739 21,00 28,50 1,00 41,00 . 29,25 0,00 0,00 72,50 55,00 0,00
Trichoderse viride o 60,25 81,50 75,25 34,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
LINO CLARO e 27,00 35,00 44,50 4,60 2,50 - 0,00 0,00 36,00 0,90 | 9,00
¥ADIA GERAL 40 20,30 29,20 31,10 15,80 2,7 0,00 0,00 11,30 1,40 0,00

@ Difzetro Bédlo da coldnim ez =, dados médios de 2 repctigfea

## Reincudbagio a 25°C dos microrganismos previacente incubtados a3 tewpersturas de 40, 45 e 50°¢
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4.5.2. Influéncia de produtos quimicos biocidas ou biosta-

ticos

Os dados originais de peso seco, deste ensaio sdo a-
presentados no Quadro IV do apéndice. A aplicacdo do teste F indi -
cou efeitos altamente significativos entre tratamentos (vnrodutos -
quimicos), inbéculos e uma interacifo entre ambos., O desdobramento de
nimero de graus de liberdade desta interacfo e, a aplicacgdo do tes—

te de Tukey, propiciou os resultados ilustrados na Figura 10,
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Figura 10: Influéncia de alguns produtos quimicos no crescimento de
microrganismos isolados do limo e de uma populacizo natu-
ral de limo claro.

(%) Para cada microrganismo, as colunas com letras iguais n3o dife--

rem significativamente ao nivel de 5% de probabilidade (teste T
Tukey) - CV = 29,6%,



5 - BISCUSSAO

No intuito de facilitar a compreensao dos resultados
0os principios envolvidos no estudo das causas do problema e, o efei
to de alguns agentes fisicos e quimicos no crescimento da flora mi-
crobiana dos materiais limosos, serao discutidos separadamente, em

funcdo dos objetivos propostos.

5.1.— Natureza da flora microbiana

Os resultados obtidos através da caracterizacgdo ma-
croscbpica de materiais limosos, coletados em varios locais de ocor
réncia e em duzas épocas de amostragem, mostraram que a fragao predo
minante do limo foi a de toralidade intermedigria entre as mais cla
ras, quase transparentes e, as mais escuras ou negras (Quadro 1).En
tretanto, relacionando-se as Figuras 1 e 2 com os dados do Quadro 1,
nos locais mais abundantemente lavados (préximos aos bicos de agua
de lavagem das telas), a fragdo.predcminante foi o limo de tonalida
de clara, enquanto que, nas paredes do tanque de "dzua servida'" pre
dominou o limo escuro. Na literatura ccnsuvltada, ndo foram encontra
das referéncias sobre a predominidncia de materiais limosos de aspec
tos diferentes, em relacdo aos locais de ocorréncia nas indiustrias
de celulose e papel. Alguns autores (CASEY, 19603 DIEEN, 1969; EVE-
LEIGH & BREWER, 1964a; e SANBORN, 1965), definiram as acumulacdes
limosas de industrias de celulose e papel de uma maneira geral,cuja
descrigio assemelha-se as estudadas neste trabalho, pelo menos nos
estagios iniciais de sua formacgdo. Os estd ;ios finais coridceos ou
muito duros, citados por SANBORN (1965), nAio foram encontrados nas

industrias de chapas de fibras de madeira.

A separagao doe materiais limosos por tonalidades,vi
sou observar possiveis variagdes na natureza da flora microbiana -
considerando que determinadas tonalidades de limo predominaram em
"habitats" diferentes (Quadro 1 e Figura 1). Embora os dados nio pos
sam ser conclusivos, uma vez que foram analisadas amostras compos —

tas de cada tonalidade, os géneros Kluyveromyces e Penicilliuvm foram
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isolados em maior frequéncia dos materiais limosos de tonalidades

mais escuras (Quadro 5).

Por outro lado, os resultados das avaliag¢Oes micros-—
copicas das acumulagOes limosas (Quadros 2 e 3), denotaram que o 1i
mo é composto principalmente por hifas nio esporulantes, em cuja
trama miceliana prendem-se fibras, bactérias e leveduras (formando
aglomerados muscilaginosos), e uma variedade de impurezas. Sob este
aspecto geral, as observacbes de EVELEIGH & BREWER (1964a), obtidas
no exame microscopico direto dos materiais limosos de industrias de
celulose e papel, concordam com as obtidas neste trabalho. Na lite-
ratura consultada, relativa ao assunto ern pauta, EVELEIGH & BREWER
(1964a) foram os Gnicos autores que se preocuparam em associar es -
truturas microscépicas aos materiais limosos, no estudo de proble -
mas causados por populacdes microbianas ccmplexas. Todavia, estudos
mais aprofundados da frequéncia dos tipos de hifas e de outras es-
truturas microscopicas dos materiais limosds, conforme os dados trans
critos neste trabalho, nao foram encontrados na literatura consul-
tada. A analise dos Quadros 2 e’ 3, permitiu apontar a estrutura hi-
falica A (hifas de 7,8/p.de espessura, hialinas, cilindricas comsep
tos em reléveo) como as hifas mais frequentes das acumulac¢tes limosas
encontradas em industrias de chapas de fibras da madeira, levando-se
em conta a média geral, os diferentes locais de amostragem (com re-
ras exceg¢odes) e, ainda, as diferentes tonalidades dos materiais li~-
mosos. Os dados transcritos no Quadro 7, excetuando-se a caracterig
tica B, denotaram que os demzis tipos de hifas podem ser formados
pPOr um mesmo microrganismo e que, um mesmo btipo de hifa pode ser
formado por varios microrganismos. Fateres ccmo temperatura, nutri-

entes, pH, aeragado, teor de CO, e outros, podem causar o dimorfismo

2
em alguns fungos, principalmente no grupo das leveduras (COCHRANE,
1958). As estruturas A e C, apesar de sua semelhanga, foram mantidas
em separado com a finalidade de confrontar as caracteristicas microg
cOpicas do 1limo "in natura" com as caracteristicas de crescimento
"in vitro" dos microrganismos isolados do limo., Num sistema fechado,

o actmulo de metabdlitos ou deplexio de nutrientes poderia inibira

formacgao da caracteristica A (hifas mais vigorosas), e favorecer a
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formacao de hifas semelhantes, mas de espessura mais fina (caracte-
ristica C). Por conseguinte, somente estudos mais acurados, envol -
vendo isolamentos dirigidos as demais estruturas hifdlicas, poderi-
am permitir o agrupamento de algumas caracteristicas, fato a ser le

vado em conta na continuacao da pesquisa.

Com relacdo & tonalidade dos materiais limosos, 08
resultados dos Quadros 2 e 3, evidenciaram que os mabteriais mais
escuros englobam maior quantidade de impurezas. Com efeito, o con-—-
fronto do Quadro 1 com a Figura 1 mostra, conforme ja discutido an-
teriormente, que o0s limos mails escuros formam—-se geralmente em lo-
cals de menor lavagem ou que recebem maior quantidade de fibrase ou
tros componentes da madeira, provenientes da lavagem das telas. As
tonalidades mais escuras também poderiam ser devidas & maior oxida~—

¢ao dos materiais componentes do limo (SANBORN, 1965).

O isolamento de microrganismos, a partir de materi-
als limosos de indistrias de celulose e papel, tem sido conduzido g
través dc método de diluigOes em série e plagueamento em meios arti
ficiais (CONKEY & CARLSON, 1963; COSTER, 1968; EVELEIGH & BREVER,
1964a e 1964b; POSTAGE, 1963; WANG, 1965), seletivos ou nio, a deter
minados grupos de microrganismos., Neste trabalho, utilizou-se o)
meio natural de "agua servida'~agar para todos os isolamentos de mi
crorganismos dos materiais limosos bem ccmo, na conservagao das cul-
turas puras em micoteca. Em ambos os principios existem desvanta -
gens: a utilizacao de meios artificiais, de composicao muito rica e
acentuadamente diversa das condi¢Oes naturais, pode levar ao isola-
mento de microrganismos pouco envolvidos com o0 problema em estudo,e
em contraposicdo, os meios naturais estdo sempre sujeitos a flutua-
cOes de sua composicar (ALEXANDER, 1961; COCHRANE, 1958; COSTER, -~
19683 STANIER e cols., 1969), o gque torna extremamente dificil o es
tudo de floras microbianas complexas (POCHON & BARJAC, 1958). Os re
sultados obtidos por EVELEIGH & BREWER (1964a), confrontando a uti-
lizagfo de meios artificiais e meio natural de "&jua branca", noiso
lamento de microrganismos de acumulacGes limosas de industrias de

celulose e papel, mostraram que ésses meios foram similares no tocan
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te aos tipos de microrganismos isolados, exceto pelo maior numero de
bactérias isoladas em meio natural. Os resultados de EVELEIGH & IRE
WER (1964a) poderiam, entretanto, constituir-se numa evidéncia  da
importancia das bactérias nas formagOes limosas das indistrias de
celulose e papel, tal como aventaram Nason & cols., 1940, e Stracham,
1947, citados por EVELEIGH & BREWER (1964a), BECKWITH (1931) e SAN-
BORN (1965), fato ndo constatado no presente trabalho, onde as bac-
térias ocorreram ccm apenas 1,8% de frequéncia, a despeito de utili
gar-se o meio natural de "dgua servida". Finalmente, levando-se éﬁ
conta o conceito de meios enriquecidos, segundo STANIER e cols.
(1969), i.é, meios em gue determinados reguisitos nutricionais  de
um microrganismo ou grupos de microrganismos sio deliberadamente fg
vorecidos, o meio natural (no caso a "azua servida") certamente de-
ve conter propriedades nutricionais seletivgs, que determinam o es-

tabelecimento da flora limosa em seu "habitat", inimitaveis por

qualquer meio artificial (POCEON & BARJAC, 1958).

Os resultados das andlises de populacgso das acumula-
¢Oes limosas (Quadro 4), denotaram acentuadas e inconstantes varia-
¢Oes entre as diferentes tonalidades de limo e no decorrer das épo-
cas de amostragem. A exemplo dos resultados obtidos por EVELEIGH &
PREWER (1964a) e WANG (1965), a inconst@ncia nos dados da andliseda
populagdo poderia ser atribuida a numerosos fatodres como locais de
amostragem na inddstria, contrdle de operagdes dos sistemas indus -
triais, estacbes do ano, temperatura dos "habitats" de formagzo li-
mosa, tipo e qualidade do polpa, pH, oxigenagao e muitos outros dis
cutidos por CASEY (1969), DIFHM (1969), SANBORN (1965) e TORGESSON
(1967) que, em suma, tradugem as freguentes mudancas das condicOes
ambientais da industria.

O estudo da natureza da microflora limosa, efetuado
através do isolamento de microrzanismos pelos métodos de diluicGes
em série e, isolamentos dirigidos as hifas mais frequentemente en-
contradas nas acumulag¢tes limosas (Quadros 5 e 6), denobtaram que a
flora microbiana do limo é constituida predominantemente por fungos

relacionados as leveduras micelianas. Dentre estes, Trichosporon =~
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cutaneun (de Beurm., Gougerot et Vaucher) Ota foi isolado em maior
frequéncia (25, 3% do total), seguido de outras esnécies do género

Trichosnoron nio identificadas. Dentre as leveduras nao micelianas

varias espécies do género Kluyveromyces apresentaram, somadas, a

mesma frequéncia do género Trichosporon. Varias espécies nZo iden—

tificadas do género Pénicillium foram, entre os fungos propriamen-

te ditos, isoladas em maior frequéncia. O confronto destes resulta-
dos com os obtidos por WANG (1965), apresenta certas discordidncias
quanto as frequéncias de microrganismos isolados de amostras de pol

- N 1 . ’ . ~
pa e papel pelas quais, o0 genero Trichosporon e apontado como infre

quente e, varios géneros de Deuteromicetos (Alternaria, Aspergillus,

Penicillium e outros), foram os mais frequentemente isolados. Por

outro lado, varias espécies dos géneros Geotrichum, Oidium, Monilia,

Oospora e Sporotrichum, isolados em elevada frequéncia por EVELEIGH
& BREWER (1964a e 1964Db), SANBORN (1933, 1944 e 1965) e WANG (1965),

nao passam de uma sinonimia de Trichospororn cutaneun, segundo LODDER,

(1970). Se a toda esta discussio somar—se os resultados de frequén-—
cia, obtidos por EVELEIGH & RREWER (1964a), nos isolamentos de uma
série de amostras de industrias de celulose e papel dos Estados Uni
dos, e ainda, a possibilidade de que o tipo cultural T186, isolado

neste trabalho, seja uma espécie do género Sporotrichum (Trichospo-

ron cttaneun, segundo LODDER, 1970), poder-se~ia supor que a micro-

flora encontrada naquelas industrias apresenta muita semelhanca com

a flora limosa de industrias de chapas de fibras da madeira.

Na literatura consultada, varios autores (Nason &
cols., 1940 e Stracham, 1947, citados por EVELEIGH & BREWER, 1964),
apontaram as bactérias como as principais responsaveis pelas acumu-
lagBes limosas de industrias de celulose e papel. Outros autores, che
garam inclusive a estudar formagdes extracelulares (capsulas), de -
alguns géneros de bactérias, como os mwateriais responsiaveis pelo as
pecto viscoso do limo (BECKWITH, 1931; CASEY, 1960; DELAPCRT & VLAS
SOF, 1960; SANBORN, 1965). Além disso, varios géneros de bactérias
(transcritos na Revisdo Bibliografica), foram frequentemente isola-

dos por CONKEY & CARLSON (1962 e 1963), COSTER (1968), EVELEIGH &
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BREWER, (1964a), SANBORN (1933, 1944 e 1965) e WOLF3SON & MICHALSKI

(1964), de materiais limosos de industrias de celulose e papel. Nes
te trabalho, ainda que os resultados dos isolamentos (Quadro 5) si~-
tuem as bactérias com apenas 1,8% de frequéncia, os resultados das
caracterizagGes microscdpicas (Quadros 2 e 3) mostraram que, em al-
guns locais de amostragem e para materiais limosos de coloragao cla
ra, ocorreram quantidades aprecidveis de bactérias, formando cadei-
as de bacilos e aglomerados muscilaginosos, fato que merece maior -

énfase na continuacao desta pesquisa,

Na literatura consultada, nao foram encontradas cita
¢cOes a respeito de outros métodos de isolamento mais dirigidos as
estruturas microscdpicas de maior frequéncia nos materiais limosos,
tal como os isolamentos dirigidos as hifas mais frequentes do limo,
utilizados no presente trabalho. Os resultados de frequéncia, obti-
dos nestes isolamentos (Quadro 6) vieram ratificar a estreita asso—

ciagao de Trichoswnoron cutaneun com as acumulagOes limosas de indus

tria de chapas de fibras, corroborando com os resultados obtidos pe
lo método de diluigldes em série;, sabidamente seletivo a microrganig
mos esporulantes (ALEXANDER, 1971; JOHNSON e cols., 1959; STANIER e
cols, 1969) e, a despeito da quebra sensivel de viabilidade das es-
truturas hifalicas durante o processo de homogeneizacfo das amos -

tras, conforme observou EVELEIGH & EREWER (1964a). Esta Ultima ob-

servagao, pode erywlicar também o ntmero elevado de perdas nos isola
mentos dirigidos as hifas, provavelmente devido as lavagens sucessi

vas dos materiais limosos.

A utilizagio de técnicas de micro-manipulacfo paraes
tudar o desenvolvimento e reproducgao de fragmentos das hifas mais -
frequentes dos materiais limosos e, do isolado dirigido (T46) de Tri-

chosporon cutaneun, possibilitaram visualizar as Tformas reprodutivas

da caracteristica microscépica A do limo "in natura" em condigles de
laboratdério e, assim, correlacionar essas estruturas com as obtidas
durante as operacdes de cultivo "in vitro" dos microrganismos isola
dos do limo. O confronto das Fisuras 5 e 6 (h'bitos vegetativos e

reproditivos das hifas espessas "A" do limo), com a Figura 7 (Tri-
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chosporon cutaneun - 1746), evidenciou toda a similaridade entre es—

te organismo e as referidas hifas, ratificando sua estreita associa
¢ao0 na complexa flora limosa das industrias de chapas de fibras da

madeira,

Finalmente, as caracteristicas do crescimento "in vi
tro" dos tipos culturais de microrganismos isolados das acumulages
limosas (Quadro 7), ratificaram uma vez mais a associacgdo de Trichos-

poron cutaneun a flora limosa estudada neste trabalho, uma vez que -a

maioria dos tipos culturais desse microrganismo, reproduziu as hifas

mals frequentemente encontradas no limo "in natura'.

A escolha do método de cultivo "in vitro" dos micror-—
ganismos do limo, ainda que discordante das opinides de COSTER
(1968), segundo as quais o meio teste deve ser invariavel, concor -—
dou com CONKEY & CARLSON (1962) quando se visa o estudo da flora mi
crobiana do 1limo e seu controle, nas condig¢les especificas de cada
industria. As considerac¢des feitas por CASEY (1960), também foram
levadas em conta para a escolha do método utilizado neste trabalho,
Os resultados apresentados no Qﬁadro 8, denotaram guz os géneros Pe-

nicillium, Aswergillus, Graphium, Paecillomyces e Trichoderms foram

os que mais se adaptaram ao sistema de cultivo artificial, utiliza-—
do neste trabalho. Este fato confirma a dificuldade da escolha de
um método que invariavelmente se aproxime das condig¢des naturais ,

conforme sugerido por COSTER (1968) e discutido por CASEY (1960) e
CONKEY & CARLSON (1962). Deve-se ressaltar ainda, que o método ideg
lizado por COSTER (1968), apesar de . utilizar um meio artificial si-
mulando a "Agua branca" (portanto, menos sujeito a variagdes nutri-
cionais), ndo passa de um sistema fechado, onde a exaust&o de nutri
entes e o acimulo de metabdlitos tdéxicos, certamente favorece deter
minados microrganismos de uma flora, na dependéncia do rendimentodé
seus processos de vinculag¢io energética ou de sua resisténcia a0s me
tabdlitos aufo-inibidores (ALEXANDER, 1961; COCHRANE, 1958; PELCZAR
& REID, 1965; STANIER e cols., 1969; POCHON & BARJAC, 1958). A uti-
lizacBo de populagles mistas, tal como o inb6culo de hifas do limo

claro previamente Javado (Quadro 7), evidencia ainda mais este pro-
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blema considerando a inconstancia da frequéncia dos tipos de hifas
formadas em sistemas artificiais de cultivo, em confronto com o 1li-
mo "in natura" (Quadros 2 e 3). Os estudos de EVELEIGH & BREWER
(19e4b e 1965) bem como, os mecanismos de associacgbes gerais de mi-
crorganismos discutidos por MARSHALL (1915) e POCHON & BARJAC(1958),
podem elucidar as dificuldades encontradas na reproducgo "in vitro"
de fendmenos causados por populac¢les complexas, a partir de indculos

naturais.

Pelos resultados obtidos na determinacio da época -
mais apropriada & coleta dos ensaios (Figura 8), o 72 dia de incuba
gao seria mais indicado para indculos constituidos de populagles na
turais. Por outro lado, a "dgua servida" enriquecida com glucose,man

teve o crescimento de Trichosporon pullulans até o 1409 dia, fato ex

plicével pela ausénecia de competigdo (POCHON & BARJAC, 1958). Entre
tanto, nos biotestes com a utilizagio de produtos quimicos, manteve-
se o periodo de incubacgdo de 10 dias, pelo fato de envolver tratamen
tos inoculados com populagees naturais. A tendéncia évdiminuigao do
peso seco (Fizura 8), encontrada para a maioria dos tratamentos ao
142 dia de incubagdo, pode ser explicada pelo fendmeno da autolise,

segundo STANIER e cols., (19e9).

Aventou-se também a hipdtese de que as variacGes do
potencial de inb6culo, decorrentes do método de inoculagdo por blo -
cos de cultura, ndo afetariam & paso seco final dos tratamentos,com
base nos principios do crescimento e morte de microrganismo (PELC -
ZAR & REID, 1965; STANIER e cols., 1969). A anzlise da Figura 9 evi
denciou que, somente diferencas de potenciais de inbculo da ordem
milhoes de unidades reprodutivas, podem afetar o peso seco ao final
do periodo de incubagfo (7 dias). Como o t:mpo de geragdo dos micror
ganismos € geralmente pequeno, o crescimento exponencial atin-iria
niveis t5o0 elevados que ao final do 72 dia de incubac¢fo, mesmo par-—

tindo de poucos esporos viaveis (3, esporos pars Trichoderma viri-

de ~ T11l), o volume da matéria viva poderia ezaurir os nutrientes ou
auto inibir-se pelo acimulo de metabolitos tdéxicos (STANIER e cols.,

1969). Destas consideragdes, pode-se supor que o elevado coaficiente
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de variacgao, obtido no cultivo de microrganismos e materiais limo -
sos "in vitro", seria devido, principalmente, ao método de avaliacgdo
do crescimento (peso seco retido no papel de filtro). Todavia, face
aos resultados apresentados na Fisura 9, a padronizagao da concen-
tragéio do inbculo devera ser efetuada sempre que possivel o que,cer

tamente, contribuira para reduzir o érro experimental,

5.2. Influéncia de agentes fisicos e quimicos no crescimento dos

microrganismos do limo

Segundo CASEY (1960), a opgdo de controle realmente
empregada nas industrias de celulose e papel & o controle atravésde
toxicantes e, a elevagio da temperatura (vapor e agua quente), tem
sido utilizada nas operacgles de limpeza para reducgo do pontencial

de inobculo,

Os resultados apresentados no Quadro 9, onde se estg
dou a influéncia da temperatura no crescimento e morte dos principais
tipos culturais de microrganismos isolados dos materiais limosos bem
como, de uma populagao natural do limo, mosirou que, tanto as cultu
ras puras quanto a populagdo natural, foram inibidas a 45°C. Por ou
tro lado, a temperatura de 40°C foi letal a alguns inbéculos, a de
45°C foi letal a 97,4% e, a de 50°C, foi letal a todos os indculos.
Estes resultados sugerem que, pelo menos nas condiglss atuails, ndo
existem microrganismos termdfilos pelo conceito de COCHRANE (1958).
Por outro lado, deve ser lembrado que a morte de microrganismos pe-
la aplicacgao continua e prolongada das temperaturas mais albtas, nao
preenche o senso estrito de "ponto letal" (COCHRANE, 1958) e que,
apesar de nao terem sido constat os microrganismos termdéfilos, nzo
pode ser excluida a possibilidade de uma presszo de selecao para que
alsuns microrganismos da flora microbiana, tornem—se adaptados a tem
peraturas mais elevadas, durante os programis de controle (COCHRANE,

1958 e STANIER e cols., 1969).

Alsuns tipos culturais de Trichosporon cutaneun, Pe-
¢ y LS

nicillium spp, Trichoderma viride e Endomycopsis bispora, evidencia
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“am uma temperatura 6tima de crescimento en torno de 25°¢ (Quadro 9).
Embora nao sejam considerados psicrdfilos, em comparagdo com 0s re-
sultados obtidos por EVELEIGH & BREWER (1964a), a baixa temperatura
O0tima de crescimento poderd significar enormes esperangas na utili~
zacdo da elevacido da temperatura (aquecimento de agua de lavagemdas
telas ou aplicagSes de choques de vapor), para o controle da flora

microbiana do limo das indistrias de chapas de fibras da madeira.

A hipotese de controle da flora limosa, através da
utilizacdo de agentes biocidas ou biostaticos foi confirmada atra-
vés dos resultados ilustrados na Figura 10. Dentre os produtos tes-—
tados, o Santophen I equivaleu-se ao Merpacine (mercurial orginico),

controlando Trichosporon cutaneun, T. pullulans e a populagio natu-—

ral do limo. Resultados semelhantes foram obtidos por CONEEY & CARL-
SON (1963), para alguns microrganismos da flora limosa de indistrias

de celulose e papel.

Considerando a possivel propriedade corrosiva dos
produtos mercuriais, ainda que nao tenha sido discutida por CASEY
(1960), DIEHM (1969) e SANBORN (1965), provévelmente pelas baixas do
sagens recomendadas, o Merpacine foi incluido neste trabalho apenas
para servir como testemunha de um agente de poder biocida, ja que a
sua utilizag8o na pritica dependeria de estudos para evitar-—se a po
1uig§o (TORGESSON, 1967). Por outro lado o Santicizer-9 e o Derosal
nao controlaram a flora limosa e apresentaram efeitos inversos no

controle de T, cutaneun e T. pullulans, gquando confrontados entre si

(Fizura 10). BEste fato encontra fundamentos nas discussbes de CASEY
(1960), pois a morte ou inibigZo de um grupo de microrganismos po-
de redundar no crescimento de outros, nic afet o3 pelo toxicante,
mas que eram inibidogs pelos primeiros. Os fundamcntos de MARSHALL
(1915) e POCHON & BARJAC (1958), sobre as leis que regem o equili~
brio bioldégico, podem também explicar este fendmeno gue devera ser
sempre levado em considerac¢do, na escolha do biocida industrial ou
em qualguer programa de controle, fato que nio esta bem esclarecido
na, literatura consultada, onde os biotestes sao normalmente dirigi-

dos a microrganismos em cultura pura (CONKEY & CARLSON, 1963; COSTER
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1968). 0 método utilizado neste trabalho, para testar "in vitro" as
propriedades biostaticas ou biocidas de toxicantes, embora nio sa-
tisfaga todos os requisitos levanbtados por COSTER (1968), conforme
discutido anteriormente, foi considerado importante para aquilatar
a estabilidade dos produtos em "&4gzua servida'", cuja acidez e a pos-—
sivel presenga de substancias oxidantes, poderia afetar o principio
ativo ou sua solubilidade, conforme TORGESSON (1963), THOMSON (1973)
e outras informag®es contidas nos Boletins Técnicos das firmas pro@g
toras de toxicantes (MONSANTO Tech.Pull nos 0/PS-2, 0/PL~0, SC-6 -
I1C¢/Ps-8, Q-444 B-1; HOECHST, Bull HOE 17411 OF).

Por outro lado, a resisténcia de microrganismos a0s
toxicantes, abordada com frequéncia na literatura (CASEY, 1960; STA~-
NIER e cols., 1969; TORGESSON, 1967), tem um exemplo marcante nas
instalacgBes da DURATEX S.A. Indistria e Comércio, onde é incorpora-
do o Pentaclorofenol aos sistemas de recirculag¢do da "agua servida",
desde longa data. Esta fato, mostra a necessidade de se ter varios
toxdcantes eficientes no controle da flora limosa, para que haja a
possibilidade de aplica~los alternsdamente, evitando-~se a presssode

selegdo as linhagens tolerantes,

Finalmente, conforme discutido por CASEY (1960) ne-
nhum programs de controle podera surtir efeitos satisfatorios, sen
a limpeza e desinfecg¢do prévia de todo o sistema industrial, visan-
do reduzir o potencial de inoéculo e evitar a auto protegdo das cama

das mais internas das acumulacgbes limosas.
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6 — RESUMO E CONCLUSOES

O presente trabalho visou estudar a natureza da flo
ra microbiana das acumulagBes limosas, de industrias de chapas de

fibras da madeira e, apresentar subsidios ao seu controle.

O estudo das causas do problema envolveu a caracte
rizacdo, macro e microscodpica, dos materiais limosos; o isolamen-
to de microrganismos em cultura pura, pelos métodos de diluigdes.
em série e isolamentos dirigidos as hifas mais frequentes do 1imo;
o estudo dos habitos vegetativos e reprodutivos das hifas mais
frequentes do limo; e, o confronto das caracteristicas de cresci -
mento "in vitro", dos microrganismos isolados do limo, com as
principais caracteristicas do limo "in natura". Em todos os isola
mentos, conservagao e manutencao das culturas, cultivo dos micror
ganismos "in vitro" e biotestes, utilizou~se o meio natural de
"ggua servidal.

Pelos resulbados obtidos, foram extraidas as seguin

tes conclusoes:

1. As acumulagles limosas de indistrias de chapas
de fibras da madeira sao constituidas, essencialmente, de uma tra
ma miceliana & gual agregam-—se bactérias e leveduras em aglomera-

dos muscilaginosos, fibras e uma variedade de impurezas.

2. De maneira geral, as estruturas hifalicas mais
frequentemente associadas com os materiais limosos, foram hifas

hialinas, com septos em relévo e espessura média de 7,8 m.
’ I p ’

3. A natureza da flora microbiana do 1imo mostrou-
se complexa tendo sido isoladas, em maior freguéncia, varias espé

cieg dos géneros Trichosporon, Kluyveromyces ¢ Penicillium e, em

menor frequéncia, uma série de Deuteromicetos, leveduras e algumas

bactérias nao identificadas.

4. Trichosporon cutaneum mostrou—~se estreitamente

associado as acumulagdes limosas, uma Vez gue: OCOrYen sempre em

. . A~ . . ’ .
maior frequencia nos isolamentos; e, suas caracteristicas de cres
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~cimento "in vitro" foram anilogas as principais caracteristicas do
limo "in natura'.

5. Nao foram constatados microrganismos termdéfilos
na flora microbiana do limo, tendo sido inibidos "in vitro" por
. ~o O
incubag¢do continua a 45 C.

6. 0 Santophen I (O-benzil-P-clorofenol), a 80 ppm

do P.A., e o Merpacine (fenil acetado de mercurio), a 10 ppm do

P.A., inibiram o crescimento "in vitro" da flora microbiang das

acumulagdes limosas.,
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7. SUMMARY

The purpose of the present work was to study the
nature of the microbial population of slime accumulations in
fiberboard industries, as well as to suggest alternatives to its
control.

The diagnosis of the problem involved: a) macro and
microscopic characterization of slime accumulations; b) isolation
of microrganisms in pure culture by the dilution plate method and
direct isolation of the most frequent hyphae in the slime; c) a
study of the vegetative and reproductive habits of the most frequent
hyphae in the slime; and d) a comparison of the characteristics of
slime microrganisms growth "in vitro'" with the main characteristics
of the slime accumulation "in natura". Isolation, slime microrganisms
growth "in vitro", and biotest, as well as conservation of isolates
in pure culture were carried on using waste water as natural means.

From the results obtained the following conclusions

could be drawn:

1l. The slime accumulations were essentially formed
by mycelial mats to which fibers and other wood constituints,
impurities, bacterias and yeastswere aggregated, forming mucilaginous

agglomerates.

2. The most frequent microscopic characteristic in
slime accumulation were the hyphae hyalines, with well defined

septa and 7.8 u in diameter.

3. The microbial population of the slime showed to

be very complex. Several species of the genera Trichosporon,

Kluyveromyces and Penicillium were most frequently isolated and a

series of Deutegromycetes, yeasts and a few unidenftified bacteria

were less frequent.

4. Trichosporon cutaneum was closely related to slime

accumulation once it was the most frequently isolated organism;
and its growth characteristics "in vitro" were analogous to the

main ones of the slime "in natura'".
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5. Thermophilic microrganisms were not found in
slime microbial population, once a continuous "in vitro'" incubation-

under 45°C inhibited bthem.

6. The Sautophen I (0O-benzyl-P-~chlorophenol) at
80 ppm of a.i., and Merpacine (mercuric phenyl acetate) at 10 ppm
of a.,i., inhibited the microbial population growth ol slime

accumulation "in vitro".
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