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RESUMO

Avaliacdo da Diversidade Metabdlica de Micro-organismos de Solo do Cerrado
Goiano Apos Cultivo de Cana-de-Acgucar

A qualidade do solo € um parametro que avalia a capacidade especifica de uma
determinada classe de solo, observando sua funcionalidade dentro de limites de um
ecossistema natural ou manejado, sustentando a produtividade biolégica. A
qualidade do solo hoje, ndo é mais vista apenas como um solo com boa fertilidade,
mais também com uma boa estruturacdo e que contenha uma grande diversidade de
macro e micro-organismos. As caracteristicas microbianas do solo estdo sendo cada
vez mais avaliadas como indicadores sensiveis da saude e qualidade do solo. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a comunidade microbiana de solo de
cerrado nativo e comparéa-la & comunidade microbiana de areas de cultivo de cana-
de-aclcar em manejo convencional e organico. Para isso foram coletadas amostras
de solo sob manejo convencional e organico e amostras de solo sob vegetacéo
nativa do cerrado em duas Usinas Alcooleiras no estado de Goias, o numero de
micro-organismos do solo foi quantificado pelo nimero de UFC g™ de solo, o perfil
metabolico foi determinado utilizando Biolog Ecoplate e a prospeccdo da
comunidade microbiana do solo nativo da Usina Goiasa foi realizada em biorreatores
contendo meio MN e MN+JE para producéao de massa celular. Os biorreatores foram
tamponados com K;PO4 MgCO3;, NaOH, Na,CO3; e KOH para controle do pH. A
diversidade metabolica dos biorreatores contendo os MN+JE e MN+JE+MgCO3 foi
determinada utilizando Biolog Ecoplate e a analise dos dados foram realizadas
utilizando o teste de Tukey e Analise de Componentes Principais (PCA). O solo sob
manejo organico apresentou o maior nimero de UFC g™ de solo, na avaliacéo da
degradacédo dos substratos presente no Biolog frente o tempo, verificou-se que a
avaliacdo dos dados deveria ser realizada com o tempo maximo de 120 h de
incubacdo. Na metabolizacdo das fontes de C a comunidade do solo da Usina
Goiasa apresentou uma maior uniformidade na metabolizacdo. Na andlise de
componentes principais a amostra de solo nativo da Usina Jalles foi determinado
como PC1l em 5 dos 6 grupos testados. Na avaliacdo dos meios de cultura para
producdo de massa célula percebeu-se que a maior producéo foi frente ao meio
MN+JE. Os tampdes K,PO,4 MgCO3, NaOH, Na,CO3; e KOH nao foram eficientes no
controle do pH dos biorreatores. No entanto, na valiacdo da diversidade metabdlica
da comunidade microbiana crescida em biorreator com meio MN+JE e
MN+JE+MgCO3 o0 biorreator suplementado com MgCO3 apresentou a capacidade de
metabolizar um maior numero de fontes de carbono. Frente aos resultados
encontrados foi observado que o metodo Biolog EcoPlate se mostrou sensivel para
a avaliacdo da diversidade metabdlica das comunidades microbianas de solo
estudadas e das comunidades crescidas em biorreatores.

Palavras-chave: Biolog; biorreator; PCA ; solo nativo; UFC



ABSTRACT

Evaluation of Metabolic Diversity of Soil Microorganisms of Savanna Goiane
After Cultivation of Sugar Cane

Soil quality is a parameter that evaluates the specific capacity of a particular soll
class, noting its functionality within limits of a natural or managed ecosystem,
sustaining biological productivity. Soil quality today is no longer seen only as a soil
with good fertility, most also with a good structure and contains a wide range of
macro and micro-organisms. The soil microbial characteristics are being increasingly
evaluated as sensitive indicators of health and soil quality. The present study aimed
to evaluate the microbial community of native savanna soil and compare it to the
microbial community growing areas of sugar cane in conventional and organic
management. For this, samples of soil under conventional and organic management
and soil sample under native savanna vegetation in two plants in the state of Goias,
the number of soil microorganisms was determined by CFU g-! soil, the metabolic
profile was determined using Biolog Ecoplate and prospecting the soil microbial
community native plant Goiasa was performed in bioreactors containing medium MN
and MN + JE for the production of cell mass. The bioreactors were buffered with
K2PO4, MgCO3, NaOH, Na,CO3 and KOH for pH control. The metabolic diversity of
bioreactors containing MN and MN+JE and MN+JE+MgCO3; was determined using
Biolog Ecoplate and data analysis were performed using the Tukey test and Analysis
Principal Component (APC). The soil under organic management had the highest
number of CFU g™ soil. In the evaluation of the degradation of substrates present in
front Biolog time, it was found that the data evaluation should be performed with the
maximum time of 120 h of incubation. In the metabolism of C sources Community
Plant Goiasa soil had a greater uniformity in metabolism. In principal component
analysis the soil sample Native Plant Jalles was determined as PC1 in 5 of the 6
groups tested. In the evaluation of culture media for cell mass production was noticed
that the highest production was observed in medium MN+JE. Caps K;PO4, MgCOs3,
NaOH, Na,CO3; and KOH were not effective in controlling the pH of the bioreactor.
However in Evaluating the metabolic diversity of the microbial community grown in a
bioreactor with medium MN and MN+JE and MN+JE+MgCO;3; the bioreactor
supplemented with MgCO3; showed the ability to metabolize a greater number of
carbon sources. The observed results it was observed that the method Biolog
Ecoplate was sensitive for the evaluation of metabolic diversity of soil microbial
communities studied and communities grown in bioreactors.

Keywords: Biolog; bioreactor; APC; native soil; CFU
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1 INTRODUCAO

O desmatamento e a degradacdo do solo pela agricultura intensiva estéao
entre as mudancas mais significativas realizadas pelo homem no ambiente. A
conversdao de areas florestais para areas de cultivo tem como resultado a diminui¢&o
da matéria organica do solo, a diminui¢do da biomassa e da atividade microbiana. A
compreensao dessas mudancas ap0s a conversdo de mata para area de cultivo é
importante para o desenvolvimento de préaticas agricolas sustentaveis, embora haja
um consenso que estes padrbes promovam mudangcas nas comunidades
microbianas do solo em resposta ao processo de conversao, tais dinamicas ainda
nao foram esclarecidas (BRACKIN et al., 2013).

A comunidade microbiana do solo apresenta papeis importantes na saude
ambiental, dentre eles é valido ressaltar os varios ciclos biogeoquimicos, a saude e
nutricdo das plantas, bem como a fertilidade do solo (LI et al., 2013). No entanto, a
atividade agricola leva a mudancas na biodiversidade do solo devido a diminuicéo
do numero de diferentes espécies de plantas, animais e micro-organismos que
habitam o ambiente em equilibrio. Essa mudanca causa a diminuicdo da
comunidade microbiana e a alteracdo da atividade de enzimas extracelulares
produzidas por micro-organismos e consequentemente a baixa fertilidade do solo
(PARTELLI, 2009).

O uso intensivo do solo nas plantacdes principalmente em monoculturas,
como é o caso da cana-de-acucar, contribui para a reducdo dos estoques de C
organico, diminuicdo da capacidade de troca catidnica (CTC) e pH, também
promove a elevacdo da densidade de metais introduzidos por meio de impurezas de
fertilizantes. Alguns estudos ainda demonstram que neste tipo de plantio a
diminuicdo da biomassa microbiana do solo apés a conversdo de floresta para
cultivo de cana-de-actcar com mais de 20 anos é cerca de 60 e 70% (DOMINY et al.
2002; ARAUJO; GOEDERT; LACERDA, 2007). Observa-se nestes estudos que as
alteracdes da qualidade do solo sdo mais pronunciadas nos sistemas de cultivos
convencionais do que nos sistemas nao convencionais, principalmente o organico
(ARAUJO; GOEDERT; LACERDA, 2007).
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A cana—de-acucar € uma cultura de importancia global, utilizada para
producdo de acuUcar e biocombustivel, suas plantacdes abrangem mais de 23
milhdes de hectares em regifes subtropicais e tropicais, esse tipo de cultura é
caracterizado por longos periodos de monocultura, que resulta na mudanca das
propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo (BRACKIN et al., 2013).

Atualmente no Brasil as principais formas de cultivo da cana-de-aglcar sédo o
manejo convencional e organico. O sistema de plantio convencional foi constituido
de safras de alto rendimento, devido ha implantacdo de sistemas de irrigacdo, a
utilizacdo de fertilizantes e agrodefensivos que no periodo de sua implantacdo foi
denominado de “Revolugdo Verde”, em que o principal objetivo era aumentar a
produtividade de cada hectare de solo. Logo apés foi implantada a modificacao
genética de plantas que produziu exemplares com germinac¢des mais rapidas, mais
resistentes as doencas e passaram a possuir menores portes e maior
desenvolvimento na parte produtiva (AGUIAR; MONTEIRO, 2005).

No cultivo convencional da cana-de-agucar sao utilizados agrodefensivos para
obtencdo de um maior rendimento da area plantada, sem que ocorra o0 ataque de
pragas. As plantas daninhas sé@o consideradas um dos problemas que mais oneram
no setor canavieiro, visto que sdo responsaveis por até 80% das perdas de
producéo (AZANIA, 2004).

A producéao organica busca obter sustentabilidade econdmica, aproveitando e
reciclando o maximo de energia e nutrientes possiveis durante o processo produtivo,
respeitando o ambiente ecolégico de forma a causar o minimo de altera¢cdes no
equilibrio dos organismos envolvidos no processo e no ambiente (AQUINO; ASSIS,
2007).

Os micro-organismos estao ligados a diversos processos ecolédgicos do solo,
e sdo altamente sensiveis as alteracdes ambientais, por estarem na base da cadeia
trofica esses possuem um grande potencial para serem usados como marcadores
da qualidade do solo (HAIFANG et al., 2013).

O estudo e a caracterizacdo da comunidade microbiana do solo é um
parametro de dificil avaliacao, devido ao fato de apenas uma pequena porcentagem
desses micro-organismos apresentarem a capacidade de serem cultivados em
laboratério. O surgimento de novos métodos moleculares e bioquimicos
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(metagendmica, metatranscriptomica, metaproteOmica e metametabolomica) tem
auxiliado na obtencdo de melhores resultados e de forma mais sensiveis, na
caracterizacdo da diversidade de micro-organismos do solo (ZILLI et al., 2003;
SIGGINS; GUNNIGLE; ABRAM, 2012).

O objetivo deste trabalho foi estudar o perfil metabdlico da comunidade
microbiana de solos de areas de cultivo de cana-de-acucar sob manejo convencional

e organico e compara-la a comunidade microbiana de solo sob cerrado nativo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 QUALIDADE DO SOLO

A qualidade do solo € um parametro que avalia a capacidade especifica de
uma determinada classe de solo, observando sua funcionalidade dentro de limites
de um ecossistema natural ou manejado, sustentando a produtividade bioldgica, a
manutencdo da qualidade e a promoc¢éo da saude seja ela animal ou vegetal (SOIL
SCIENCE SOCIETY OF AMERICA, 1997).

A selecdo de indicadores da qualidade de solo devem integrar as
propriedades quimicas, fisicas e biologicas, deve ser sensivel ao manejo e as
variagdes climaticas. O uso de indicadores de sustentabilidade do manejo do solo
como a conservagdo da biodiversidade do ecossistema, tem sido ignorado, no
entanto esses sado de grande importancia nas relagbes com os indicadores de
gualidade do solo e funcdes do ecossistema na conservagdo dos recursos solo e
agua (VEZZANI; MIELNICZUK, 2009).

A gualidade do solo hoje, ndo € mais vista apenas como um solo com boa
fertilidade, mais também com uma boa estruturacdo e que contenha uma grande
diversidade de macro e micro-organismos (ZILLI et al., 2003; ARAUJO; MONTEIRO,
2007). A utilizacdo da diversidade microbiana vem sendo proposta pelo fato de
manter-se naturalmente inalterada ao longo do ano, mas com predominio de
algumas espécies em determinadas estacbes do ano (JOHNSON; LEE; SCOW,
2003). Em alguns casos, alteracbes ocorridas nas comunidades microbianas, na
atividade microbiana, e na concentracdo de enzimas extracelulares secretadas
podem preceder mudancas nas propriedades quimicas e fisicas do solo, mostrando
uma melhoria ou a degradacédo da area (CORREIA; OLIVEIRA, 2000; ARAUJO;
MONTEIRO, 2007).

As caracteristicas microbianas do solo estdo sendo avaliadas cada vez mais,
como indicadores sensiveis da saude e qualidade do solo, isso ocorre devido as
relacGes entre a diversidade microbiana e a qualidade do solo e planta, também a
sustentabilidade dos ecossistemas (ARAUJO; MONTEIRO, 2007).
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2.2 DIVERSIDADE MICROBIANA DO SOLO

Os micro-organismos representam a forma de vida mais diversificada e
abundante do planeta, sendo os mais ricos na diversidade quimica e molecular na
natureza, atuando nos processos quimicos, ecoldgicos, biogeoquimicos e na cadeia
trofica. A biomassa microbiana do solo (BMS) € responsavel pelos processos
bioquimicos e bioldgicos no solo, podendo ser alterada pelas condi¢cées impostas
pelo ambiente de forma bastante sensivel (BALOTA et al., 2003).

A comunidade microbiana de solo desempenha um importante papel na
ciclagem de nutrientes, ela é o principal componente biol6gico responsavel pela
decomposicdo da matéria organica, producdo do humus, realizacdo do ciclo de
nutrientes no solo e da estruturacao fisica ao solo (BALOTA et al., 2003).

Parametros microbiolégicos podem ser utilizados para avaliar a fertilidade do
solo, alguns desses parametros sdo: o0 niumero de micro-organismos presentes no
solo, nitrificacdo, decomposicéo da celulose, liberacdo de CO,, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, potencial de oxidacdo-reducdo e atividade catabdlica (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007).

As selecdoes de indicadores da qualidade de solo devem integrar as
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas, deve ser sensiveis ao manejo e as
variacdes climaticas (HILL et al., 2000). A diversidade de micro-organismos como
indicador da qualidade do solo vem sendo estudada e com o surgimento das
técnicas de biologia molecular e caracterizacdo bioquimica, tem favorecido a

determinacdo das comunidades microbianas (TIEDJE et al., 2001).

Atividade biolégica do solo esta intimamente associada com a estabilidade
fisica do solo, varios estudos mostram o impacto da estrutura do solo sobre a
estrutura e diversidade da comunidade microbiana (ZHANG et al., 2010; ZHANG et
al., 2011; ZHAO et al., 2012; BRACKIN et al., 2013; YINGHUA et al., 2012). Os
micro-organismos tém uma grande capacidade de resistir a stress (resisténcia) e
posteriormente, recuperar-se (resiliéncia), definido como a estabilidade do
ecossistema. O conceito de estabilidade biol6gica tem sido demonstrada em ambas
caracteristicas do solo: fisicas e bioldgicas (ZHANG et al., 2010). A estrutura e

diversidade das comunidades microbianas do solo desempenham um papel
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fundamental na fungéo e viabilidade dos solos. Portanto, as alteracdes quantitativas
e qualitativas, na composi¢ao da microbiota do solo podem servir como indicadores
importantes e sensiveis as mudancas de curto e longo prazo na saude do solo
(BRACKIN et al., 2013).

2.3 DIVERSIDADE METABOLICA

Os micro-organismos do solo possuem alta variabilidade metabdlica e tem a
capacidade de realizar interagcbes com as estruturas fisicas e quimicas do solo,
atuando no controle biolégico de patdgenos por meio das associacfes simbiodticas
com as raizes, influenciam na solubilizacdo de minerais e auxiliam a estruturacao e
agregacao do solo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

A diversidade metabdlica da comunidade microbiana de solo esta relacionada
com a participagdo dos micro-organismos nos processos chaves de ciclagem de C e
N, decomposicao de moléculas organicas complexas entre outras transformacgdes. A
decomposicdo microbiana dos detritos é uma funcdo critica, que regula a
produtividade do ecossistema, por meio da transformacdo de nutrientes e
desempenha um papel chave no desenvolvimento e restauracdo do solo (ZHANG,;
WANG; YAO, 2012).

Acredita-se que geralmente as medicdes diretas de diversidade metabdlica ou
funcional das comunidades microbianas do solo, sdo susceptiveis de fornecer
informacBes mais relevantes para funcionamento de solos, mais do que as medidas
de diversidade de espécies. A utilizacdo de testes com fontes de carbono € uma
maneira de medir a diversidade funcional e tem sido aplicada a uma grande
variedade de habitats de solo (ZAK, et al., 1994; ZHANG et al., 2010; ZHANG et al.,
2011; ZHAO et al., 2012; BRACKIN et al., 2013; YINGHUA et al., 2012).

A utilizacdo da metodologia Biolog utilizando microplacas Biolog Ecoplate
apresenta as vantagens de possuir uma alta sensibilidade e resolucéo, facilita
aquisicdo de caracteristicas da “impressao digital” metabdlica das comunidades

microbianas, mantém as caracteristicas metabdlicas originais, sem a necessidade de
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bactérias isoladas ou cultivadas, além de ser um teste rapido e eficiente na
avaliacdo do perfil metabalico.

2.4 METABOLOMICA/METAMETABOLOMICA

A tecnologia utilizada como ferramenta de fornecimento de uma visao geral
de forma qualitativa e quantitativa dos metabdlitos presentes em um organismo €
denominada metabolémica (HALL, 2006). No entanto observa-se na atualidade
derivacdes da terminologia, ampliando a sua definicdo para comunidades, como € o
caso da metametabolémica, termo empregado para determinar os metabdlitos
produzidos coletivamente por todos o0s micro-organismos do ecossistema, onde
esses metabolitos sdo resultantes dos processos celulares. Os dados gerados a
partir dessa tecnologia podem identificar as vias metabdlicas dentro de um
ecossistema, sendo uma ferramenta de grande utilidade na avaliacao da diversidade
funcional. Tais ferramentas referem-se aos padrées metabdlicos ou as “impressodes
digitais” bioquimicas dos processos celulares, sendo a metabolédmica de forma
individual e a metametabolémica de forma coletiva dos micro-organismos (SIGGINS;
GUNNIGLE; ABRAM, 2012).

Os micro-organismos coexistem em comunidades mistas em seu habitat
natural, como grande parte dos micro-organismos presentes no ambiente nao
podem ser cultivados em laboratério, sua investigacdo requer a utilizacdo de
técnicas moleculares (SIGGINS; GUNNIGLE; ABRAM, 2012). As principais técnicas
utilizadas para capturar informacdes funcionais dos micro-organismos do
ecossistema sdo: investigacdo de informacdes através de DNA (metagenbmica),
RNA  (metatranscriptbmica), proteinas (metaprotebmica) e  metabdlitos
(metametabolémica) (ROLING et al., 2000; SIGGINS; GUNNIGLE; ABRAM, 2012).

O perfil metabdlico da comunidade microbiana de solo utilizando o ensaio de
Biolog é um método rapido e popular. No entanto essa técnica tem sido adaptada e
utilizada como uma medida para caracterizacdo das caracteristicas funcionais de
comunidades microbianas. A diversidade de funcdes referentes a decomposicao
realizada por micro-organismos heterotréficos representa um componente

importante da diversidade funcional microbiana (BRACKIN et al., 2013).
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As avaliacOes da diversidade metabolica séo realizadas utilizando um padréo
de utilizag&o de diferentes substratos como fonte de C pela comunidade microbiana
do solo, no inicio essa técnica utilizava placas contendo sais de tetrazélio e 95
substratos diferentes como fonte de carbono (microplacas Biolog ™), no entanto
mais recentemente essas placas foram adaptadas utilizando o mesmo principio do
método, s que passaram a utilizar apenas 31 subtratos diferentes como fonte de C
(Biolog Ecoplate). Nesta metodologia a diversidade metabdlica é definida pelo
namero, tipo e indice de utilizacdo do conjunto de substratos pela comunidade
microbiana (GARLAND; MILLS, 1991; JANNICHE; SPLIID; ALBRECHTSEN, 2012).

A metodologia Biolog é utilizada para determinar diferencas temporais e
espaciais entre as comunidades microbianas de varios solos, bem como na rizosfera
(GRAYSTONE; CAMPBELL; VAUGHAN, 1994). Também tem sido utilizada para
determinar diferenca da comunidade microbiana em diferentes utilizacdes e tipos de
solo (LI et al., 2013; CHEN et al., 2013).

O perfil metabdlico € uma ferramenta de grande importancia na avaliagéo das
caracteristicas das comunidades microbianas, bem como a resposta a estimulos

externos.
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3 JUSTIFICATIVA

A grande demanda na producdo de acUcar e alcool nos préximos anos tem
como consequéncia um aumento esperado nas areas de cultivo de cana-de-agucar
(CONAB, 2013). Varios estudos mostraram que esta monocultura tem severo
impacto na fertilidade do solo (ARAUJO; GOEDERT; LACERDA, 2007; COSTA;
GOEDERT; SOUZA, 2006; BRACKIN et al., 2013). Algumas alternativas de manejos
tém sido utilizadas com o intuito de reduzir este impacto (AQUINO; ASSIS, 2007).
No entanto, a muito a se descobrir sobre os efeitos do impacto dos manejos do solo
sobre a microbiota, sua diversidade e sua capacidade funcional (BRACKIN et al.,
2013).

Assim, este estudo se justifica por propor uma avaliacdo da capacidade de
metabolizacdo da comunidade microbiana de areas de cultivo de cana-de-agucar

com manejos convencional e organico.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a comunidade microbiana de solo de cerrado nativo e compara-la a
comunidade microbiana de areas de cultivo de cana-de-aclcar em manejo
convencional e organico e também avaliar o crescimento da comunidade em

biorreatores.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a quantidade de unidades formadoras de coldnias (cé€lulas viaveis) em
solos sob manejo convencional, organico e do solo nativo do cerrado;

e Caracterizar o perfil metabdlico da comunidade microbiana dos solos sob
manejo convencional, organico e do solo nativo do cerrado;

e Testar condi¢cbes de crescimento e producdo de biomassa da microbiota do
solo do cerrado em biorreatores.

e Avaliar o perfil metabolico da comunidade microbiana do solo do cerrado em

biorreatores.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AMOSTRAGEM E CARACTERISTICAS DO SOLO

As amostras de solo foram coletadas nas profundidades de 0 a 20 cm, em
trés diferentes solos (manejo convencional, organico e solo nativo) em outubro de
2011, em duas Usinas sucroalcooleiras, sendo: Usina Jalles Machado no municipio
de Goianésia-GO (Lat. -15,32; Long. -49,12; Alt. 640m) e Usina Goiasa (Lat. -18,01;
Long. -49,35; Alt. 774m) no municipio de Goiatuba-GO, dados do Instituto
Agronomico de Campinas (IAC) (SCARPARE, 2011). As amostras de solo utilizadas
foram cultivadas com cana-de-aglucar (saccharum officinarum), sob manejo
convencional (CON) e organico (ORG) e um solo sob vegetacédo nativa do cerrado
(NAT). Foram coletados trés pontos para cada area, as amostras coletadas foram
acondicionadas em sacos plasticos, mantidas a 4°C em caixa térmica e

transportadas ao laboratério para realizacao dos testes.

De acordo com Koppen o clima local das duas usinas €é classificado como
tropical de savana, quente e umido, com inverno seco e verdo chuvoso (Aw). E a
média pluvial anual € de 1.500 mm. O solo das usinas foram classificados pelo
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) como Latossolo vermelho amarelo (LVm)
para Usina Jalles Machado e Latossolo vermelho eutroférrico (Lvef) para a Usina
Goiasa (GONCALVES; BORGES; SILVA, 2009; SCARPARE, 2011).

5.2 QUANTIFICACAO DOS MICRO-ORGANISMOS

As amostras de solo foram tamizadas (2 mm), homogeneizadas e aliquotas
de (1g) solo foram adicionadas a erlenmeyers estéreis contendo (9mL) de solucéo
salina (NaCl a 0,85%) esterilizada em autoclave e homogeneizadas durante 30 min.
Foram realizadas diluicées (10°) das suspensées de solo em solucéo salina 0,85%

estéril e aliquotas de (100uL) foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
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nutriente (MN) sélido ( extrato de carne 3,0 g; peptona 5,0 g; glicose 10,0 g; agar
15,0 g em 1L de solucéo).

Todas as amostras foram inoculadas em triplicata e incubadas a 35°C em
estufa bacteriologica. Apés 24h, as Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) foram

contadas e expressas como UFC g™ de solo.

Na quantificacdo das UFCs nas duas Usinas o0 manejo organico do solo foi
realizado em um periodo superior a 5 anos, prazo estipulado para que um solo que

recebeu aplicacao de produtos quimicos seja considerado de natureza organica.

5.3 DIVERSIDADE METABOLICA (BIOLOG)

Os padroes de utilizacdo de substratos por parte da comunidade microbiana
do solo foram determinados utilizando microplacas Biolog® Ecoplate (Biolog, Inc.,
Hayward, USA), procedimento adaptado de GARLAND e MILLS (1991). Cada placa
contém 31 fontes de carbono distintas e um branco (Tabela 1). As fontes de carbono
incluem aminoacidos, aminas, carboidratos, acidos carboxilicos, polimeros e
miscelaneas. A taxa de utilizacdo das fontes de C é indicada pela reducdo de um
corante tetrazolio, que muda de incolor para roxo, indicando que o teste € positivo
(GRAHAM; HAYNES, 2005).

No procedimento foram adicionados 10 g de solo em 90 mL de solucéo salina
(NaCL 0,85%) esterilizada em autoclave, a suspensao foi homogeneizada por 30
minutos a 200 rpm, ap6és a homogeneizacao foi realizada uma diluicdo de 10° em
solucéo salina 0,85% estéril. Uma aliquota de 150 pL da suspenséao foi inoculada
em cada poc¢o da microplaca, as placas foram incubadas a aproximadamente 23°C e
a medida do desenvolvimento de cor foi determinado apds 120 h de incubacédo. A
absorbancia das amostras foram realizadas em leitor de placas de ELISA a 595 nm

utilizando o software de andlise de dados Gen5™ (Biotek, Winnoski, USA).
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Tabela 1 - Fontes de Carbono avaliadas no Biolog Ecoplate

Biolog EcoPlate

Al
A2
A3
A4
B1
B2
B3
B4
c1
2
c3
c4
D1
D2
D3
D4
E1

E2

E3

E4
F1

F2

F3

F4

G1
G2
G3
G4
H1
H2
H3
H4

AGUA
B-METIL-D-GLICOSIDEO

ACIDO D-GALACTURONICO y-LACTONA

L-ARGININA

ESTER METILICO DO ACIDO PIRUVICO

D-XILOSE
ACIDO D-GALACTURONICO
L-ASPARAGINA

TWEEN 40

i-ERITRITOL

ACIDO 2-HIDROXIBENZOICO
L-FENILALANINA

TWEEN 80

D-MANITOL

ACIDO 4-HIDROXIBENZOICO
L-SERINA

0a-CICLODEXTRINA
N-ACETIL-D-GLICOSAMINA
ACIDO y-HIDROXIBUTIRICO
L-TREONINA

GLICOGENIO
ACIDO-D-GLICOSAMINICO
AcCIDO ITACONICO

ACIDO GLICIL-L-GLUTAMICO
D-CELOBIOSE
GLICOSE-1-FOSFATO

ACIDO a-CETOBUTIRICO
FENILETILAMINA
a-D-LACTOSE
D,L-0-GLICEROL FOSFATO
ACIDO D-MALICO
PUTRESCINA

CONTROLE
CARBOIDRATO
ACIDO CARBOXILICO
AMINOACIDO
MISCELANIA
CARBOIDRATO
ACIDO CARBOXILICO
AMINOACIDO
POLIMERO
CARBOIDRATO
ACIDO CARBOXILICO
AMINOACIDO
POLIMERO
CARBOIDRATO
ACIDO CARBOXILICO
AMINOACIDO
POLIMERO
CARBOIDRATO
ACIDO CARBOXILICO
AMINOACIDO
POLIMERO

ACIDO CARBOXILICO
ACIDO CARBOXILICO
AMINOACIDO
CARBOIDRATO
MISCELANIA

ACIDO CARBOXILICO
AMINA/AMIDA
CARBOIDRATO
MISCELANIA

ACIDO CARBOXILICO
AMINA/AMIDA

*Categorizacdo dos substratos (Fontes de C) sugerida por DOBRANIC e ZAK (1999).

28



5.4 CINETICA DE CRESCIMENTO DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO DA
USINA GOIASA

5.4.1 Preparo e conservacgao do indculo

As amostras de solo apds serem tamizadas (2mm) foram diluidas em solugéo
salina estéril (0,85%), até se obter uma diluicdo de 103, 1mL dessa diluicdo foi
inoculado em um erlenmeyer de 250 mL contendo 100ml de Meio Nutriente (MN)
(extrato de carne 3,0 g; peptona 5,0 g; glicose 10,0 g em 1L de solucdo). As
amostras foram mantida sob agitacdo em shaker a 200 rpm no periodo de 24 horas.
ApOs esse periodo, aliqguotas de 1 mL das amostras foram transferidas para
microtubos estéreis e centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos, o0 sobrenadante
descartado e sobre o precipitado foi adicionado 1mL de glicerol estéril a 20% em
cada microtubo. Os mesmos foram mantidos a -20°C para conservacdo das

amostras.

5.4.2 Selecdo dos meios de cultura com maior taxa de crescimento dos micro-
organismos.

Para avaliacdo do meio de cultura com melhor crescimento da comunidade

microbiana trés meios de cultura foram utilizados:

e Meio Nutriente- (MN) (extrato de carne 3,0 g; peptona 5,0 g; glicose 10,0 g em
1L de solucao);

e Meio Nutriente + Meio Jones e Edington — (MN+JE) (extrato de carne 3,0 g;
peptona 5,0 g; glicose 10,0 g; K;HPO,4 0,5 g; (NH,4)>SO4 0,5 g; MgSO4.7H,0
10,0 g; FeCl,.1H,0O 10,0 mg; CaCl, 10,0 mg; MnCl, 0,1 mg; ZnSO4 0,01 mg
em 1 L de solucéo) e;

e Meio Jones e Edington suplementado com 1% de glicose - (JE+G) (K;HPO,4
0,5 g; (NH4).S0,4 0,5 g; MgS0O,.7H,0 10,0 g; FeCl,.1H,0 10,0 mg; CaCl, 10,0
mg; MnCl; 0,1 mg; ZnSO, 0,01 mg; glicose 10,0g em 1L de solucéo).
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No preparo do indculo foi utilizado o pré-indculo armazenado em glicerol 20%
a -20°C. Foram adicionados 20uL do pré-indculo a 200 mL de meio nutriente em um
erlenmeyer de 500mL estéril, o in6culo foi mantido sob agitacdo em shaker a 200
rpm no periodo de 24 horas, esse procedimento foi realizado para diminuir o efeito
da fase lag na avaliagdo do crescimento da comunidade microbiana do solo. Ap6s
esse periodo, 50 mL da amostra foram adicionados a erlenmeyers de 1L contendo
500 mL de meio de cultura MN, MN+JE e JE+G (Biorreator) (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema do biorreator para crescimento da comunidade microbiana do solo da
usina Goiasa.

Amostras dos biorreatores foram coletadas nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 60 e
72 horas de crescimento da comunidade microbiana e os testes de DO, pH e

dosagem de glicose foram realizados.

A leitura da densidade optica (DO) foi avaliada utilizando espectrofotbmetro
UV/visivel a 600 nm, o pH durante o crescimento foi avaliado utilizando
potenciémetro digital e o consumo de glicose foi dosado utilizando o kit comercial

Doles® de determinacdo enzimatica de glicose.
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5.4.3 Tamponamento do biorreator com tampao K,;HPO,.

No preparo do indculo foi utilizado o pré-indculo armazenado em glicerol 20%
a -20°C. Foram adicionados 20uL do pré-in6culo a 200 mL de meio MN+JE em
erlenmeyer de 500mL esterilizado em autoclave, o inéculo foi mantido sob agitacéo
em shaker a 200 rpm no periodo de 24 horas, esse procedimento foi realizado para
diminuir o efeito da fase lag na avaliagdo do crescimento da comunidade microbiana
do solo. Apés esse periodo 50 mL da amostra foram adicionados a um erlenmeyer
de 1L contendo 500 mL de meio de cultura MN+JE (Biorretator), o experimento foi

conduzido em duplicata.

Foram coletados pontos com 0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas de crescimento
da comunidade microbiana no biorreator. A cada retirada do ponto foi realizado a
suplementacdo com 0,05 x10°* mol/L de K,HPO,4 com objetivo de neutralizar o pH do
meio MN+JE do biorreator, visto que o0s micro-organismos do solo apresentam

crescimento no pH proximo de 5,5 — 6,0 caracteristico do solo do cerrado goiano.

A leitura da densidade optica (DO) foi avaliada utilizando espectrofotémetro
UV/visivel a 600nm, o pH durante o crescimento foi avaliado utilizando
potencidémetro digital, e o consumo de glicose foi dosado utilizando o kit comercial

Doles® de determinacdo enzimatica de glicose.

5.4.4 Tamponamento do biorreator com os tampdes MgCOg3, NaOH, Na,COse
KOH.

No preparo do in6culo foi utilizado o pré-indculo armazenado em glicerol 20%
a -20°C. Foram adicionados 20uL do pré-in6culo a 200 mL de meio MN+JE em
erlenmeyer de 500 mL, o inéculo foi mantido sob agitacdo em shaker a 200 rpm no
periodo de 24 horas, esse procedimento foi realizado para diminuir o efeito da fase
lag na avaliacdo do crescimento da comunidade microbiana do solo. Apds esse
periodo 50 mL da amostra foram adicionados a um erlenmeyer de 1L contendo 500
mL de meio de cultura MN+JE (Biorreator).
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Foram coletados pontos com 0, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas de crescimento
da comunidade microbiana do solo no biorreator. A cada retirada do ponto foi

realizado a suplementacdo com os tampdes sendo:

Biorreator 1 - MgCO3; (1mol), biorreator 2 - NaOH (1Mol), biorreator 3 -
Na>CO3 (1 mol) e biorreator 4 - KOH (1mol), com o objetivo de neutralizar o pH do
meio MN+JE dos biorreatores, visto que 0s micro-organismos do solo apresentam

crescimento no pH proximo de 5,5 — 6,0 caracteristico do solo do cerrado goiano.

A leitura da densidade Optica (DO) foi avaliada utilizando espectrofotbmetro
UVl/visivel a 600 nm, o pH durante o crescimento foi avaliado utilizando
potencidémetro digital e o consumo de glicose foi dosado utilizando o kit comercial
Doles® de determinacdo enzimatica de glicose.

55 DETERMINACAO DA DIVERSIDADE METABOLICA DOS MICRO-
ORGANISMOS DOS BIORREATORES COM MEIO MN+JE E MEIO
MN+JE+MgCQOs,

O perfil de utilizacdo de substratos como fonte carbono pela comunidade
microbiana dos biorreatores com 36 horas de crescimento em meio MN+JE e
MN+JE+MgCQOg, foi determinado utilizando microplacas Biolog Ecoplate (Biolog, Inc.,

Hayward, USA), procedimento adaptado de Garland e Mills (1991).

No preparo do in6culo foi utilizado o pré-indculo armazenado em glicerol 20%
a -20°C. Foram adicionados 20uL do pré-in6culo a 200 mL de meio nutriente (MN)
em erlenmeyer de 500 mL, o in6culo foi mantido sob agitacdo em shaker a 200 rpm
no periodo de 24 horas, esse procedimento foi realizado para diminuir o efeito da
fase lag na avaliacdo do crescimento da comunidade microbiana. Apos esse periodo
50 mL da amostra foram adicionados a um erlenmeyer de 1L contendo 500 mL de
meio de cultura MN+JE (Biorreator) e um erlenmeyer de 1L contendo 500 mL de

meio de cultura MN+JE+MgCOg (Biorreator).
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No procedimento foram utilizados 5 mL da cultura dos biorreatores com os
meios MN+JE e MN+JE+MgCO3; com 36 horas de crescimento. Para realizagdo da
lavagem das células, 5 ml da cultura dos biorreatores foram transferidos para tubos
cbnicos de 5mL estéreis em autoclave e centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e sobre o precipitado foram adicionados 5 mL de
solucdo salina (0,85%) estéril, esse procedimento foi repetido duas vezes para

realizacdo da lavagem das células microbianas.

As suspensdes de células lavadas foram adicionadas em tubos de 15 mL
contendo solucdo salina (085%) esterilizada em autoclave, as suspensdes foram
diluidas até que as mesmas apresentassem a mesma turbidez da escala de 0,5 de
MacFarland. Uma aliquota de 150 pL da suspensao padronizada foi inoculada em
cada poco da microplaca Biolog EcoPlate, as placas foram incubadas a
aproximadamente 23°C e a medida do desenvolvimento de cor foi determinado a
cada 12 horas no periodo de 120 h. A absorbancia das amostras foram realizadas
em um leitor de placas de ELISA a 595 nm, utilizando o software de analise de
dados Gen5"™ (Biotek, Winnoski, USA).

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

O experimento de quantificacdo dos micro-organismos (UFC) foi conduzido
em ftriplicata e a média dos valores foram apresentados, o perfil metabdlico foi
realizado em triplicata e a média dos valores também foram reportados e o Software
Statistica (Statistica 7.0 Stat Soft Inc, Tulsa), foi utilizado para analisar os dados.
Foram realizados ANOVA seguido do teste de Tukey para determinar diferencas

significativas nas amostras de solo, usando um nivel de significancia de 95%.

Na andlise da diversidade metabdlica, as 31 uUnicas fontes de carbono do
Biolog EcoPlate foram divididas em seis categorias: Polimeros, Carboidratos,
aminodcidos, acidos carboxilicos, amina/amida e miscelaneas respectivamente, de
acordo com sua estrutura quimica. Apos a realizacdo das leituras a 595nm, as

absorbancias foram normalizadas (descontado o valor do branco - WE) e os dados
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foram submetidos a Analise de Componente Principal (PCA) e reportados em

gréficos utilizando o Software Statistica (Statistica 7.0 Stat Soft Inc, Tulsa).

A analise de componentes principais — (PCA) é um método estatistico que
tem por finalidade reduzir os dados, eliminar sobreposicoes e escolher a forma mais
representativa dos dados, ou seja, a PCA promove uma transformacao linear nos
dados, mostrando os componentes principais nas primeiras dimensdes em eixos
denominados principais (PC1, PC2, PC3,...). Essa andlise esta associada a reducao
de dados, com a menor perda possivel das informaces (REGAZZI, 2000).

Na PCA através da matriz de covariancia € encontrado os autovalores e
autovetores dos dados e com esse resultado é realizada a redugéo dimensional e
entdo analisado os padrdes principais de variabilidade dos dados, com isso é
possivel a visualizagéo de diversas variaveis em um determinado conjunto de dados,
tornando-se mais rapida, objetiva, produtiva e eficiente a analise dos dados
(REGAZZI, 2000).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 AMOSTRAGEM DOS MICRO-ORGANISMOS

A avaliacao da densidade populacional foi um parametro observado, por meio
do numero de micro-organismos da comunidade microbiana presente no solo. A
utilizacdo deste método permitiu verificar que o nimero de micro-organismos da
comunidade microbiana mostrou-se mais elevada para a amostra de solo com
manejo organico coletado na Usina Jalles Machado (195.10° UFC g* de solo),
obtendo valores similares para as amostras obtidas na area de manejo convencional
(115.10° UFC g* de solo) e na area solo nativo - (controle) (105.10° UFC g* de
solo) (Fig. 2A).

Nas amostras de solo, obtidas na Usina Goiasa (Fig. 2B), foi possivel
observar que o numero de UFC presentes nas amostras de solo de manejo organico
(124.10° UFC g de solo) e solo nativo (110.10° UFC g™ de solo) ndo mostraram
diferencas estatisticas entre si, bem como estatisticamente ndo houve diferenca
entre 0 manejo convencional (75. 10° UFC g* de solo) e solo nativo (110.10° UFC

g™ de solo).

Os resultados encontrados para amostras de solo de cultivo de cana-de-
acucar por métodos convencionais, bem como de solos nativos sédo similares aos
encontrados por Xue-mei et al.,, (2007) ele encontrou um maior numero de
microrganismos (UFC) e maior niumero de bactérias fixadoras de nitrogénio em
plantacdes de soja e milho, quando comparado a solos sob relva artificial e arbustos

naturais e artificiais.

O maior numero de UFC observada no solo sob manejo organico, pode ser
explicado pela aplicacdo de inoculantes agricolas, produtos contendo Metarhizium
como agente de biocontrole. Metarhizium anisopliae € um hifomiceto entomo-
patogénico de grande importancia na agricultura, devido seu elevado potencial
pratico no controle de pragas, especificamente de insetos (GUAGLIUMI; MARQUES;
VILAS BOAS, 1974;. FERRON, 1981). Metarhizium anisopliae apresenta-se

amplamente disseminado na natureza e é encontrado no solo e na rizosfera de
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plantas ou cadaveres de artropodes como saprofitas e também possui a capacidade
de parasitar uma ampla gama de insetos e carrapatos (SCHRANK; VAINSTEIN,
2010).

A aplicacdo de inoculante agricola € um fator que ocorre periodicamente a
cada 2 anos na Usina Goiasa e a cada 3 anos na Jalles (Registro documental das
Usinas), essa aplicacdo pode ter alterado o numero de micro-organismos, no
entanto isso nao significa uma maior diversidade nesse tipo de manejo. Analise de
métodos moleculares como metagendmica pode ser uma ferramenta de grande

importancia para a avaliagcao dessa diversidade.

Outra hipétese para o maior nUmero de micro-organismos nas amostras de
solo sob cultivo organico pode estar relacionado a utilizacdo de fertilizantes
organicos os quais fornecem uma elevada gama de nutrientes essenciais tanto para
a cultura em especifico, como pode favorecer o crescimento (biomassa) de uma
determinada microbiota. Tais fertilizantes podem deixar efeitos residuais
principalmente quando estes sao ricos em C-organicos, ou apresentam uma ampla
relacdo C/N, o que pode levar a imobilizacdo temporaria do N. Fatores estes que
podem restringir a produtividades das culturas, principalmente as dependentes de
mineralizacdo do N organico do solo (JANNOURA; BRUNS; JOERGENSENA,

2013).

A disponibilidade de N inorganico no solo e a dinamica de carbono podem ser
alteradas por varios fatores, tais como, o aumento da mineralizacdo decorrente das
temperaturas elevadas, caracteristicas indiscutiveis no Cerrado goiano, agem
modificando o regime hidrolégico e 0 ocorre o aumento de N externo devido a

composicao da matéria organica (DALMONECH et al., 2010).

Comparando de forma geral o nimero de unidades formadoras de colénias
presente em todas as amostras de solos estudadas, foi possivel verificar que o
maior nimero de UFC g™ de solo, foi referente ao manejo organico da cana-de-
acucar, pertencente a usina Jalles Machado e o solo que apresentou 0 menor
numero de UFC g de solo foi referente ao cultivo convencional obtido das amostras

de solo da usina Goiasa.
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Figura 2. Determinacdo da UFC g™ de solo, em solos sob manejo organico e convencional e
solo nativo nas Usina Jalles Machado (A) e Usina Goiasa (B). Letras iguais ndo se diferem
estatisticamente.

Segundo Xue-mei et al., (2007) o revolvimento do solo € outro fator que pode
afetar as comunidades microbianas presentes nos solos. Em seu estudo sobre os
efeitos do tipo de vegetacdo na estrutura da comunidade microbiana do solo e
diversidade catabdlica avaliada por métodos polifasicos no norte da China, verificou
gue as biomassas de bactérias sob dois campos agricolas eram mais elevadas,
enquanto a biomassa de fungos foi maior no solo sob arbusto natural do que em
outros solos e que os fungos encontrados seriam responsaveis por uma proporcao
maior em solos menos perturbado do que em solos frequentemente perturbados. Os
fungos e bactérias diferem nas suas respostas a mudancas em praticas de gestéo
agricolas. As bactérias nos campos agricolas prosperam pois a superficie de
contacto entre o substrato e as bactérias € aumentada, favorecendo assim seu

desenvolvimento.

A Tabela 2 faz uma comparacéo entre os nimeros de UFC g™ de solo por

tipo de manejo nas duas usinas.
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Tabela 2. Niumero de Unidades Formadoras de Col6nias nas Usinas Jalles Machado e Goiasa.

Nimero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC g™ de solo)

Solo Jalles Machado Goiasa
Organico (195.10%)2 (124.10%)"
Convencional (115.103)2 (75.10%)°
Nativo (105. 10°®)? (110.103)%

*Letras iguais na mesma linha néo se diferem estatisticamente.

Como pode ser visualizado na tab. 2 o nimero de UFC g™ de solo nas duas
usinas comportaram-se de forma distinta para os solos com cultivo organico e
convencional, porem nao apresentando diferenca significativa para o solo nativo. A
diferenca observada no numero de UFC g* de solo no cultivo organico e
convencional, provavelmente possa ser explicada pela composicdo distinta das
amostras de solos estudados, bem como o manejo e a aplicacdo de produtos

guimicos nas Usina Jalles Machado e Usina Goiasa.

O solo onde a Usina Jalles Machado esta situada é classificado como
Latossolo vermelho amarelo (LVm) que sédo solos bem drenados, caracterizados
pela ocorréncia de horizonte B latossolico de cores vermelhas a vermelho-
amareladas, com teores de Fe,Og3 iguais ou inferiores a 11% e normalmente maiores
gue 7%, quanto a textura é argilosa ou muito argilosa. Em suas caracteristicas
guimicas as principais limitacbes ao aproveitamento agricola deste solo esta
relacionado com a necessidade de execucédo de praticas para correcdo quimica, tais
como a adubacéo e a calagem (EMBRAPA, 1999).

O solo da Usina Goiasa é classificado como Latossolo vermelho eutroférrico
(Lvef) que apresenta caracteristicas de ser mais vermelho na maior parte dos 100
cm de horizonte B. Apresenta teores de Fe,O3; (hematita) maior que 18%. As cores
vermelhas ocorrem pela influéncia do material de origem e pela drenagem dos solos
gue favorecem a estabilidade da hematita, ele também possui a caracteristica de ter
a textura muito argilosa (74%) (EMBRAPA, 1999; BOGNOLA et al., 2011).

Jannoura, Bruns e Joergensen (2013) relata que a incorporacdo de adubos
organicos no solo provoca um aumento grande e rapido na biomassa microbiana do

solo, juntamente com o acumulo de matéria organica proveniente das plantagdes. Ja
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Pignataro et al., (2012) em seu trabalho na Avaliagdo da diversidade microbiana
funcional num sistema florestal cortado, ele indica que o tipo de manejo do solo &
um fator que afeta fortemente a biomassa microbiana, e que um dos principais

fatores relacionados é a utilizacdo de substratos C.

Outros fatores que também podem ter influenciado no nimero de UFC g de
solo sao eles: diferenca nos procedimentos de manejo do solo nas duas usinas,
utilizacdo de diferentes agrodefensivos e em concentragdes distintas no manejo
convencional, o tempo de cultivo da cana-de-acUcar nos solo, correcbes de pH,
utilizacdo de fertilizantes, entre outros. Huang et al., (2012) relata que as
comunidades microbianas do solo sdo grupos extremamente complexos e muitos
fatores fisicos, fatores quimicos e fatores antropicos podem influencia-los (pH,
temperatura, a matéria organica do solo, as praticas de gestdo humana, entre

outros).

6.2 DETERMINACAO DO PERFIL METABOLICO DAS COMUNIDADES
MICROBIANAS - UTILIZACAO DOS SUBSTRATOS POR CLASSE

Apés 120 horas de incubacdo das suspensdes microbianas obtidas das
amostras de solo coletadas na Usina Jalles Machado em sistema Biolog EcoPlate, a
comunidade microbiana presente na amostra de solo sob cultivo orgéanico de cana-
de-acucar foi capaz de metabolizar 29 fontes de carbono (substrato), enquanto que
as amostras obtidas de solos sob cultivo convencional e amostras de solo nativo
foram capazes de metabolizar 30 fontes de carbono. Apds a incubacdo das
amostras coletadas na Usina Goiasa, nas mesmas condi¢cdes de tempo (120 horas),
a comunidade microbiana obtida do solo nativo foi capaz de metabolizar 30 das 31
fontes de carbono, enquanto a microbiota contida nas amostras de solo sob cultivo
convencional metabolizou 29 destas fontes. A comunidade microbiana das amostras
de solo sob cultivo organico ndo apresentou metabolizacdo para nenhuma das 31
fontes presentes no sistema Biolog EcoPlate, o que levou essa amostra a ser

retirada das andlises posteriores.
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6.2.1 Avaliagdo do Sistema Biolog EcoPlate

O indice de desenvolvimento de cor (WE) pode ser utilizado para refletir a
capacidade metabolica da comunidade microbiana, frente a utilizagdo de fontes de

carbono unitaria da comunidade microbiana.

A comunidade microbiana presente na amostra do solo nativo obtido na Usina
Jalles Machado foi utilizada nesse teste para avaliar a eficacia do sistema Biolog
EcoPlate frente a capacidade de metabolizacéo das fontes de carbono de amostras

de solo coletadas em areas de plantio de cana-de-acgucar (Fig. 3).
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Figura 3 - Avaliacdo das caracteristicas dinamicas da capacidade de utilizacdo das fontes de
carbono pela comunidade microbiana do solo nativo da Usina Jalles Machado (NAT-J), no
periodo de 120h de incubacdo a + 25°C em placa BIOLOG EcoPlate. Dados representados
com média e desvio padrdo em leitura a 595 nm.
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Como resultado da caracteristica dindmica da capacidade de utilizacdo das
fontes de carbono foi demonstrado que a quantidade de fontes de carbono utilizadas
pela comunidade microbiana na amostra de solo nativo coletado na Usina Jalles,
aumentou gradualmente a medida que o tempo de incubacédo foi aumentando. Além
disso, os valores do WE foram relativamente baixos, em um periodo de 36h de
horas de incubacéo, o que indica que a comunidade microbiana estava em uma fase
de adaptacao (fase LAG) e as fontes passaram a ser metabolizadas de forma mais
significativa apos esse periodo. Apds 36h de incubacdo a comunidade microbiana
apresentou um aumento exponencial na capacidade de metabolizacdo das fontes de

carbono até o periodo de 120h de incubacéao.

Varios trabalhos (ZANG et al., 2013; LI et al., 2013, HUANG et al., 2012)
apresentam uma curva de desenvolvimento de cor médio, obtido na placa
considerando a degradacdo de todos os substratos, desta forma néao se ilustra a
capacidade maxima de degradacédo de cada substrato. No entanto, trabalhos como
de (PRESTON-MAFHAM; BODDY; RANDERSON, 2002; YU-HONG et al., 2011)
ilustram a média da degradacdo como os demais autores e ainda apresenta a

cinética dos subtratos que desviaram da metabolizacdo média.

A figura 4 mostra o desenvolvimento de cor para algumas fontes de carbono

escolhidas aleatoriamente com incubacdo em um periodo de 120 horas a + 25°C.

Como pode ser observado (Fig. 4) as fontes de carbono apresentam
diferengcas em seu perfil de metabolizagao, a fonte A2 (B-Metil-D-Glicosideo) em 60
horas de incubacdo ja havia atingido sua degradacdo maxima. As fontes D2 (D-
Manitol) e B4 (L-Asparagina) no periodo de incubacdo de 120 horas ainda se
apresentavam na fase exponencial, e as fontes H1 (a-D-Lactose) e C2 (i-Eritritol)
também se apresentavam na fase exponencial, porém com um indice de
metaboliza¢do mais baixo. A fonte B3 (Acido D-Galacturénico) atingiu um alto indice
de metabolizacdo, no entanto a saturacdo desse substrato ocorreu com

aproximadamente 96 horas de incubacéo.
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Figura 4 - Desenvolvimento da cor, durante um periodo de incubacdo de 120 horas (x25°C)
da amostra do solo nativo da Usina Jalles Machado em microplacas Biolog EcoPlate. Fontes
de carbono: A2- p-Metil-D-Glicosideo (carboidrato), D2- D-Manitol (carboidrato), B3- Acido
D-Galacturénico (acido carboxilico), B4- L-Asparagina (aminoacido), H1 a-D-Lactose
(carboidrato) e C2- i-Eritritol (carboidrato), leituras da placa realizadas a 595 nm.

A quantificacdo do desenvolvimento da cor nas placas do Biolog EcoPlate sdo
realizadas de forma individual, pois a capacidade maxima de degradacdo do
substrato e consequentemente a liberacdo do cromoforo (coloracdo) nos pocos

individuais pode ser alcancada rapidamente por algumas fontes de carbono.

O desenvolvimento de cor para cada substrato segue uma curva sigmoidal,
com tempo assintotico. As respostas individuais durante a degradacdo do substrato
e a liberacdo do croméforo, variam no que diz respeito ao tempo, com algumas
comunidades tendo um longo atraso frente a outras. Assim, se faz necessario uma
triagem da acuracia do tempo frente a degradacédo dos substratos, pois em algumas
situacbes se o desenvolvimento de cor for muito rapido, podera ndo obter dados
confiaveis caso o tempo de leitura seja muito longo, atingindo apenas os pontos de

saturacdo. Desta forma durante a andlise do Biolog EcoPlate podera ndo haver um
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tempo 6timo para o monitoramento experimental (PRESTON-MAFHAM; BODDY;
RANDERSON, 2002; YU-HONG et al., 2011).

6.2.1.1 Polimeros

Polimeros insoluveis de carboidratos funcionam tanto como elementos
estruturais quanto de protecdo nas paredes celulares bacterianas e vegetais
(NELSON; COX, 2011), e sao de grande importancia para manutencdo da

comunidade microbiana no solo.

Na utilizacdo de polimeros como fonte de carbono pelos micro-organismos do
solo, obtidos da Usina Jalles Machado, alguns polimeros como o Tween 40 (C1) e
Tween 80 (D1) foram igualmente utilizados por todas as comunidades microbianas.
Enquanto que a a-ciclodextrina (E1) foi metabolizada de forma mais eficiente pela
comunidade presente na amostra de solo nativo e o Glicogénio (F1) mais consumido

pela comunidade presente na amostra de solo convencional e organico (Fig. 5A).

Nas amostras de solo, obtidas da Usina Goiasa, foi possivel observar que a
comunidade microbiana presente no solo sob cultivo convencional e no solo nativo
foram capazes de metabolizar as fontes Tween (C1l), a-ciclodextrina (E1l) e
Glicogénio (F1) de forma eficiente sem apresentar diferencas significativas. A fonte
Tween 80 (D1) foi a Unica a apresentar diferenca significativa, onde a amostra de
solo nativo apresentou atividade maior que a amostra obtida da area de cultivo de

cana-de-acucar por métodos convencionais (Fig. 5B).

Os tweens sao ésteres de acidos graxos de poliaxialquileno derivados de
sorbitano, eles diferem apenas em um componente especifico do acido graxo.
Tween 40 é um éster de acido palmitico e Tween 80 um éster de acido oléico.
Tween 40 e Tween 80 sdo amplamente utilizados nas inddstrias farmacéuticas,
cosméticas e alimenticias, como veiculos para compostos sollveis em gordura
(LOPEZ et al., 2000; MALINGRE et al., 2001).

LIU et al., (2010) em estudo sobre o efeito de monoraminolipidio e Tween 80
na degradacéo de fenol, mostrou que o Tween 80, também teve um efeito positivo

sobre o crescimento celular e a remocgéo de fenol, mas o agente surfactante néo foi
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degradavel utilizando Candida tropicalis. Em contrapartida ZHANG e ZHU (2012),
mostram os efeitos de Tween 80 sobre a remocdo, sorcdo e biodegradacao de
pireno por Klebsiella oxytoca demonstrou o aumento da degradacao pelas células
bacterianas, mostrando uma potencial utilizacdo desse surfactante em
biorremediacdo de solos contaminados, reforcando que micro-organismos do solo

conseguem degradar tais compostos.

Ciclodextrinas sao oligossacarideos ciclicos formados a partir da
transformagdo da cadeia linear de amido em moléculas ciclicas pelas enzimas
ciclodextrinase e glucanotransferase. Um dos principais produtos destas enzimas é
a a-ciclodextrina, formada por 6 residuos de D(+) glicopiranose unidos por ligagdes a
(1-4), apresentando uma cavidade hidrofébica e a superficie hidrofilica, devido a
presenca de grupos OH (KOLLENGODE; HANNA, 1997). A reacédo biol6gica para
sintese de ciclodextrina ndo é clara. E concebivel que algumas bactérias
desenvolveram a capacidade de producdo e também enzimas hidrolisantes que
permitem as ciclodextrinas serem utilizadas como um meio de armazenamento

externo seguro (BUEDENBENDER; SCHULZ, 2009).

Glicogénio é um homopolissacarideo ramificado, com ligacdes a (1-4) de
subunidades de glicose, com cerca de 5% de pontos de ramificacdo a (1-6) de
subunidades de glicose. O glicogénio é sintetizado em alguns micro-organismos
utilizando a enzima glicogénio sintetase, ele esta presente em bactérias, fungos e
leveduras. O glicogénio sendo um componente de reserva de energia intracelular em
micro-organismos € liberado no solo quando ocorre a morte ou degradacéo celular
(EYDALLIN et al., 2007).

A estrutura do glicogénio de leveduras possuem um comprimento de cadeia
de aproximadamente 11-12 residuos de glicose que € formado mediante a limitacao
de carbono, nitrogénio, fésforo ou enxofre. Em bactérias o comprimento médio das
cadeias de glicose é de 8-12 unidades de residuos de glicose. Nas bactérias esse
poliglicano é acumulado em condi¢cdes de crescimento limitado pela deficiéncia de
nutrientes como nitrogénio, sulfato ou fosfato, com excesso de fonte de carbono
disponivel (MONTERO et al., 2009). A metabolizacdo de tais substratos ocorre de
formas distintas para cada espécie presente no microcosmos. Percebe-se que em
leveduras a hidrolise do glicogénio ocorre pela agdo das enzimas Glicogénio

fosforilase, ela realiza a fosfordlise da ligagéo alfa (1-4) da extremidade ndo-redutora
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do polimero, essa reacéo libera a glicose na forma de glicose-1-fosfato, essa entéo &

convertida a glicose-6-fosfato pela acdo da fosfoglicomutase. A glicose-6-fosfato
entdo pode ser utilizada na via da glicélise (NELSON; COX, 2011; DAUVILLEE et

al., 2005) pela glicoamilase que origina diretamente glicose livre. Enquanto que

pelas bactérias tais compostos sdo metabolizados utilizando a enzima Glicogénio

fosforilase (GIgP) (que remove unidades de glicose a partir das extremidades n&o

redutoras da molécula de glicogénio) e a enzima desramificadora (GlgX)

que

participa na degradacdo de glicogénio durante longos periodos de privacdo de
substrato (DAUVILLEE et al., 2005; ALONSO-CASAJU'S et al., 2006).
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Como pode ser observado na Fig. 5A e 5B, a fonte a-ciclodextrina (E1)
apresentou um alto indice de metabolizacdo para as amostras de solo nativo e um
baixo indice para as amostras de solo sob cultivo organico e convencional obtidos
da Usina Jalles Machado. Ja nas amostras obtidas na Usina Goiasa essa fonte nédo
apresentou diferenca entre 0 manejo e a amostra do solo nativo apresentando um
alto indice de metabolizacdo. O mesmo ocorre com a fonte Glicogénio (F1) obtida
nas amostras de solo coletadas na Usina Jalles Machado, a amostras de solo nativo
apresentou um baixo indice de utilizacdo e as amostras de solo sob cultivo organico
e convencional um alto indice. No entanto na Usina Goiasa ndo se observa
diferenca significativa na metabolizacdo do glicogénio pelos micro-organismos nas

amostras de solo estudadas (nativo e convencional).

Sobre a avaliacdo do perfil da comunidade microbiana em amostras de solo
sob rotacdo de cultura de batata, Larkin (2003) relata que as analises nao
apresentaram uma tendéncia na utilizacao de polimeros, afirmando ainda que esse
grupo néo foi significativo no estudo de rotagdo de cultura de batata. Maluche-
Baretta (2007) encontrou resultados semelhantes (sem diferenca significativa)
guando avaliou a capacidade de metabolizacdo da comunidade da floresta nativa
frente os reflorestamentos com Araucaria e Araucaria ap0s queima para o0 grupo de

polimeros.

6.2.1.2 Carboidratos

Os carboidratos sdo fontes de carbono de grande quantidade energética
retida e sdo as biomoléculas mais abundantes da terra (NELSON; COX, 2011), onde
observa-se uma distincdo ampla na capacidade metabdlica das comunidades

microbianas das areas estudadas.

Na metabolizacdo de carboidratos a comunidade microbiana das amostras de
solo obtida na Usina Jalles Machado apresentou perfil metabdlico distintos. Os
micro-organismos presentes nas amostras do solo nativo foram eficiente em
metabolizar as fonte [-metil-D-glicosideo (A2), D-manitol (D2), N-acetil D-
glicosamina (E2) e D-celobiose (G1). Os micro-organismos do solo nativo

apresentaram uma baixa eficiéncia em metabolizar a fonte D-lactose (H1) e nédo
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foram capaz de metabolizar D-xilose (B2) (Fig. 6A). Os micro-organismos da
amostra de solo sob cultivo convencional e organico também mostraram uma boa
eficiéncia em metabolizar as fontes D-manitol (D2), N-acetil D-glicosamina (E2) e D-
celobiose (G1).

A fonte D-lactose (H1) mostrou um bom indice de metabolizacdo para as
amostras de solo sob cultivo convencional e organico se comparado com as
amostras de solo nativo e a fonte B-metil-D-glicosideo (A2) um baixo indice para
ambos os solos. A fonte D-xilose (B2) foi metabolizada exclusivamente pelos micro-
organismos do solo sob convencional e a fonte i-Eritritol (C2) foi utilizada de forma
semelhante pela comunidade das trés amostragens de solo, no entanto com um

baixo indice de metabolizacéo.

Na Usina Goiasa 0s micro-organismos metabolizaram os carboidratos de
forma homogénea. As fontes D-xilose (B2), i-Eritritol (C2), D-Manitol (D2), N-acetil D-
glicosamina (E2), D-celobiose (G1) e D-Lactose (H1) ndo mostraram diferencas
significativas na metabolizacdo para a comunidade do solo sob cultivo convencional
e solo nativo. Como pode ser observada na figura 6B, a Unica fonte que apresentou
diferenca significativa na capacidade de metabolizacdo entre a comunidade
microbiana do solo sob cultivo convencional e solo nativo foi B-metil-D-glicosideo
(A2).

D-xilose é obtida a partir de materiais lignocelulosidicos, durante a hidrolise
de lignocelulose diferentes tipos de acucares sédo formados, dentre eles D-glicose,
D-galactose, D-manose, D-xilose, L-arabinose. Algumas bactérias, fungos e
leveduras sé@o capazes de assimilar e fermentar xilose para produzir xilitol, etanol e
outros componentes (WINKELHAUSEN; KUZMANOVA, 1998). Durante a
metabolizacdo da D-xilose a mesma passa por duas etapas de oxi-reducédo sendo
convertida a xilitol e posteriormente a xilulose, a qual sofre uma fosforilacdo para
xilulose 5-fosfato que ser4 metabolizada na via das fosfopentoses originando
frutose-6 fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, esses compostos serdo metabolizados na
glicélise sendo levados a piruvato, que podem ser oxidados no ciclo do acido citrico
ou fermentado a etanol (WEEB; LEE, 1990).

7

Eritritol é obtido partir de sacarose por transformacdo microbiana e/ou

enzimatica da sacarose. O eritritol ou eritrol € um poli alcool composto de quatro
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carbonos que serve como fonte de energia para alguns micro-organismos, E
encontrado em frutas, cogumelos e alguns alimentos fermentados (SASAKI, 1989).
Alguns micro-organismos como as brucelas ndo metabolizam diretamente o eritritol,
mas sim a eritrose, acucar simples resultante do desdobramento da eritrulose, que €
um subproduto do eritritol. A enzima envolvida no processo catabolico do eritritol é a
D-eritrose-1-fosfato dehidrogenase (SARGARI et al., 2000).

Manitol € um alcool acglcar que ocorre naturalmente com seis atomos de
carbono. Esta presente em diversas frutas, vegetais e algas e pode ser produzido
por varios fungos e bactérias, a bactéria Leuconostoc mesenteroides utiliza a enzima
manitol desidrogenase para formar manitol a partir de frutose (KORAKLI; VOGEL,
2003; EGGLESTON; LEGENDRE; TEW, 2004). E o alcool aglcar mais largamente
distribuido na natureza, e tem sido relatado em mais de 100 espécies de plantas
vasculares, incluindo muitas horticulturas e importantes culturas agrondémicas
(JOHAN; JOHN; MASON, 1996). Na degradacdo do manitol a enzima Manitol
desidrogenase (MDH) é usada para converter manitol a frutose pela enzima manitol
desidrogenase na presenca da co-enzima NAD+, com formacéo no final da reacéo
de frutose, NADH e H".

Niimi et al., (1986) em trabalho de regulacdo do catabolismo de manitol em
Candida albicans, verificou que o crescimento em uma mistura de glicose e manitol,
a utilizacdo do manitol ocorreu apenas apds o esgotamento da glicose, concluindo
gue concentracdes mesmo que diminutas de glicose podem inibir a degradacédo do
manitol. Como no sistema Biolog EcoPlate ndo se observa a presenca de glicose
juntamente com o0s substratos presentes, verifica-se a utilizacdo do manitol pela

comunidade microbiana avaliada de forma eficiente.

N-acetil-D-glicosamina é derivada de glicosamina que é um componente da
parede celular de bactérias e fungos (SALOMO; MUNCH; ROSKE, 2009). A parede
celular de bactérias € constituida de peptideoglicano que é formado por polimero
constituido de N-acetilglicosamina e Acido N-acetil-muramico. A glicosamina pode
ser acetilada para formar N-acetilglicosamina, sendo utilizada na producédo de
endotoxinas em bactérias e também sao utilizadas na constituicdo de quitina. A
guitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose,
sendo um dos principais componentes da parede celular de fungos (SILVA,

SANTOS; FERREIRA, 2006).
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A degradacdo de celulose envolve a producdo de celobiose por meio de
exocelobiohidrolases e endoglucanases, a conversdao de celobiose para glicose
ocorre por meio das enzimas [(-glicosidases. As enzimas Glucanases e [-
glicosidases apresentam um importante papel de degradacdo dos produtos da
celulose na natureza (MARASCO; LAGO; FELICE, 1995), essa degradacao é de
grande interesse para a realizacdo do ciclo de decomposi¢cdo da matéria organica e
disponibilizacado de nutrientes para as plantas. A acdo da comunidade microbiana
gquanto a degradacdo dos derivados de celulose apresenta resultados
surpreendentes em todas as areas de cultivo testadas, bem como nas areas de

cerrado nativo.

Lactose é um acucar presente no leite de muitos mamiferos. E um
dissacarideo formado de galactose e glicose e € quimicamente definido como O-f3-
D-galactopiranosil-(1-4)-B-D-glicose, C12H2,011 (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008). A
habilidade de alguns micro-organismos em metabolizar lactose é resultado da
presenca das enzimas lactose permease e [-galactosidase, (RUBIO-TEIXEIRA,
2005). B-galactosidase hidroliza lactose em glicose e galactose. A Glicose
intracelular pode entrar na via metabdlica da glicélise enquanto galactose segue a
via de Leloir. O metabolismo da lactose e galactose sdo intimamente relacionadas
(RUBIO-TEIXEIRA, 2005; GUIMARAES; TEIXEIRA; DOMINGOS, 2010).

A fonte B-metil D-glicosideo (A2) foi convertido de forma mais eficiente pela
comunidade do solo nativo, enquanto os micro-organismos dos outros tipos de
manejo ndo foram capazes de metabolizar esse composto de forma eficiente (Fig.
6A e 6B).

A fonte D-xilose (B2), obtido das amostras de solo da Usina Jalles Machado,
apresentou um baixo indice de metabolizacdo pela comunidade microbiana do solo
convencional, nos demais solos ndo houve metabolizacdo deste substrato. No
entanto na Usina Goiasa essa fonte apresentou um alto indice tanto para os solos
convencional e nativo. A fonte i-Eritritol (C2) apresentou um baixo indice para os

solos testados nas duas usinas.
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Na avaliacao de rotacfes de culturas em plantacées de batata em um periodo
de 3 anos, Larkin (2003) relatou que os carboidratos apresentaram uma maior
metabolizacdo nas rotacdes soja/milho/batata e batata sem rotacdo do que nas
rotacdes soja/cevada/batata e cevadal/trevo/batata. No entanto a maior utilizacédo

dos carboidratos foi observada na rotacdo soja/milho/batata.

Maluche-Baretta (2007) na avaliacdo do grupo dos carboidratos como fonte
de C relatou que ndo houve diferenca na utilizacdo de carboidratos da comunidade
da floresta nativa de Araucaria, com a comunidade do reflorestamento de Araucaria
e também ndo houve diferencas da comunidade da floresta nativa com
reflorestamento com queima, no entanto houve diferencas significativas na
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comunidade do reflorestamento e na comunidade do reflorestamento com queima.
De todos os grupos testados os carboidratos foram o0s que apresentaram maior
utilizacdo e essas taxas foram mais pronunciadas na area de floresta nativa de

Araucaria e na area de reflorestamento com queima.

6.2.1.3 Acidos Carboxilicos

Os acidos carboxilicos apresentam o maior niumero de fontes de C dentre os
grupos testados.

Na Usina Jalles Machado os micro-organismos do solo nativo foram os mais
eficientes em metabolizar as fontes Acido D-Galactonico y-Lactona (A3) e Acido 4-
Hidroxi Benzoico (D3) e também foram capazes de metabolizar a fonte Acido 2-
Hidroxi Benzoico (C3) enquanto as comunidades presentes nas demais amostras de

solos nao foram capazes de utilizar essa fonte de carbono.

As fontes Acido D-Galacturdnico (B3), Acido y-Hidroxibutirico (E3), Acido a-
cetobutirico (G3) e Acido D-Malico (H3) ndo apresentaram diferencas significativas
na metabolizac&o entre as amostras de solo estudadas, no entanto as fontes Acido
D-Galacturénico (B3) e acido D-Malico (H3) tiveram um maior indice de utilizacdo. A
fonte Acido D-Glucosaminico (F2) teve maior utilizacéo pela comunidade microbiana
presente na amostra de solo nativo e solo sob cultivo organico e a fonte Acido

ItacOnico (F3) maior indice de metabolizacdo para a amostra de solo nativo.

Os micro-organismos da amostra presentes no solo sob cultivo
convencional e organico apresentaram uma baixa metabolizacéo da fonte Acido D-
Galacturbnico y-Lactona (A3). Nao apresentaram diferenca na metabolizacdo da
fonte Acido 4-hidroxibenzéico (D3), a fonte Acido-D-glicosaminico (F2) apresentou
menor indice para a amostra de solo sob cultivo convencional e a fonte Acido
ltaconico (F3) para a comunidade do solo sob cultivo organico. A fonte Acido 2-
hidroxibenzdico (C3) ndo foi metabolizada pela comunidade microbiana dessas duas

amostras de solo (Fig. 7A).

Na Usina Goiasa 0s micro-organismos da amostra de solo sob cultivo

convencional e solo nativo n&o apresentaram diferenca na metabolizagcéo das fontes
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Acido y-hidroxibutirico (E3), Acido-D-Glicosaminico (F2), Acido Itaconico (F3), Acido
a-cetobutirico (G3) e Acido D-mélico (H3).

As fontes Acido D-Galacturénico y-Lactona (A3) e Acido D-Galacturdnico (B3)
foram metabolizadas de forma mais eficiente pelo solo nativo, a fonte Acido 2-
Hidroxibenzdico (C3) foi metabolizada exclusivamente pelo solo sob cultivo

convencional e a fonte Acido 4-Hidroxibenzoico (D3) pelo solo nativo (Fig. 7B).

O Acido D-Galactonico y-Lactona € um produto da degradacio da D-
galactose, varias vias foram descritos para a degradacédo da D-galactose a partir da
via de Leloir, as respectivas enzimas envolvidas nesta via sdo galactoquinase,
uridina difosfato galactose-4-epimerase e galactose-1-fosfato uridil transferase
(ELSHAFEI; ABDEL-FATAH, 2001).

Segundo Elshafei e Abdel-Fatah (2001) a oxidacdo de galactose para
galactono-y-lactona ocorre na presenca de NAD, seguido pela hidrélise de lactona
para acido galacténico por lactonase. O acido galactdnico formado é desidratado
para formar Acido 2-ceto-3-desoxi-D-galactdnico (KDGal), que é fosforilado na
presenca de adenosina trifosfato (ATP), e da origem a 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogalactonato. Este ultimo composto € entdo clivado para formar gliceraldeido-3-

fosfato e piruvato.

Acido D-Galacturdnico geralmente surgem durante a hidrolise enzimatica de
pectina, diferentes tipos de atividades enzimaticas pectinolitica, hemicelulotiticas e
carbohidratases sdo utilizadas na degradacdo de pectina. BLAKE e RICHARDS
(1968) mostraram que apoés a hidrolise acida dos Acidos D-Galacturdnicos ocorre a
formacdo de lactonas. Na presenca de lactonase as lactonas podem formar Acido
Galacténico e assim como no metabolismo do Acido Galactdnico y-lactona ao final

da rota ocorre a formacao de gliceraldeido-3-fosfato e piruvato.

O Acido D-glicosaminico € um composto formado pela oxidacdo de D-
glicosamina, esse composto tem sido utilizado como material de partida para a
sintese assimétrica de varios aminoacidos como o: 4,5,6-trihidroxinorleucina, Lb
hidroxihistidina (PEZZOTTI et al 2004). A enzima D-glicosaminato desidratase
(GADH), é utilizada na catalise para conversdo de Acido D-glicosaminico (GICNA)
em Acido 2-ceto-3-desoxi-D-Gliconico e ao final da rota os produtos formados s&o
piruvato, gliceraldeido e ambnia. As propriedades enzimaticas de D-glicosaminato
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desidratase (GADH) foi primeiro reportada com a purificagdo da enzima de
Agrobacterium radiobacter e posteriormente por Pseudomonas fluorescens
(IWAMOTO et al., 2000).

O Acido Itaconico é de grande interesse como um intermediario para
producdo de materiais poliméricos e N-substituidos de pirrolidonas. O &cido
Itacbnico pode ser produzido por meio de aclUcares como a glicose e a xilose.
KAUTOLA et al., (1990) reportaram a producdo de Acido Itaconico a partir de xilose
em células de A. terreus imobilizadas em agar ou alginato e também relataram a

producao de Acido Itacénico por Aspergillus terreus utilizando sacarose.

Acido D-malico, representa um produto sintético que ocorre na natureza
apenas como L-enantibmero em frutas verdes como macgas, uvas ou marmelos. A
habilidade de uma cepa de levedura em degradar Acido D-malico extracelular é
dependente da eficiéncia do transporte de acido dicarboxilico, bem como a eficiéncia
da enzima malica intracelular (REDZEPOVIC et al., 2003). Em geral a catalise das
enzimas malicas € a descarboxilacdo oxidativa de L-malato e/ou oxaloacetato para
piruvato e CO, na presenca dos cofatores NAD(P)* e Mn?* ou Mg®*. Enzimas malicas
exibem um elevado grau de homologia, mas a sua funcao e regulacdo metabdlica

variam entre as diferentes espécies e tipos de tecido (REDZEPOVIC et al., 2003).

Acidos fendlicos, incluindo o é&cido 4-hidroxibenzoico, também s&o
amplamente distribuidos em plantas vasculares. No solo o &cido 4-hidroxibenzdico
tem elevada volatilizacdo a partir de superficies de solos alagados, ndo se espera
gue seja um fator importante, porque este composto essencialmente existi como um
anion no meio ambiente. Acido 4-hidroxibenzéico pode ser facilmente degradado em
ambientes de solo e de dgua com base na sua mineralizacdo rapida, demonstrados
em estudos de rastreio tanto em condicfes aerdbias e anaerdbias, mas € também
rapidamente degradado em estudos de microcosmos tanto nas condi¢des aerdbias e
anaerobias utilizando sedimentos aquifero ou sedimento de rio. A hidrélise ndo se
espera que seja um fator ambiental importante, uma vez que este composto nao tem

grupos funcionais que hidrolisam sob condi¢cdes ambientais (HSDB, 2012).
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Figura 7. Perfil de metabolizacio dos Acidos Carboxilicos. Usina Jalles Machado - A, Usina
Goiasa -B. Fontes de Carbono A3- Acido D-Galactordnico y-Lactona, B3- Acido D-
Galacturénico, C3- Acido 2-hidroxibenzéico, D3- Acido 4-hidroxibenzéico, E3- Acido y-
Hidroxibutirico, F2- Acido D-Glicosaminico, F3- Acido Itaconico, G3- Acido a—Cetobutirico
e H3- Acido D-Malico. Letras iguais n3o se diferem estatisticamente.

Na metabolizacéo dos Acidos carboxilicos o Acido D-Galacturdnico y-Lactona
(A3) foi metabolizada de forma mais eficiente nas duas usinas pela comunidade do
solo nativo, a fonte Acido 2-Hidroxibenzoico (C3) foi metabolizada exclusivamente
pelos micro-organismos do solo nativo na Usina Jalles Machado e na Usina Goiasa
pelos micro-organismos do solo convencional. A fonte Acido 4-Hidroxibenzoéico (D3)
teve um maior indice de utilizacdo no solo nativo na Usina Jalles Machado e na
Usina Goiasa foi utilizado exclusivamente pela comunidade microbiana presente no
solo nativo (Fig. 7A e 7B).
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Na avaliacéo da rotacédo na cultura de batata, Larkin (2003) descreveu que a
menor utilizacdo de acidos carboxilicos foi encontrado na rotacdo soja/milho/batata
no entanto essa rotacdo apresentou a maior capacidade de utlizagcdo de
carboidratos.

Maluche-Baretta (2007) n&o encontrou diferengas significatinas na utilizagao
de acidos carboxilicos em solos de floresta nativa de Araucaria e solos reflorestados

com Araucaria e solos reflorestados com Araucaria com queima.

Brackin et al., (2013) relata em seu trabalho de avaliacdo da funcéo
microbiana em um solo de floresta subtropical e um solo agricola sob plantio de
cana-de-acUcar, que os substratos de alta energia como aclUcares e aminoacidos
foram mais facilmente metabolizados pelos micro-organismos do solo agricola, ao
passo que os acidos carboxilicos, acido urico e acido siringico, foram utilizados em

uma extensao maior por micro-organismos presentes no solo de floresta.

6.2.1.4 Aminoacidos

Os aminoacidos sdo monémeros que formam as proteinas, os aminoacidos
primarios sdo 20 e todos sdo encontrados nas proteinas como alfa-aminoacidos.
Sao formados por um grupo carboxila e um grupo amino, ligados ao mesmo atomo
de carbono (o carbono a). Diferem entre si por suas cadeias laterais ou grupos R, 0s
guais variam em estrutura, tamanho e carga elétrica e influenciam a solubilidade do
aminoacido em agua. Os aminoacidos nas moléculas protéicas sdo sempre L-
esteroisdbmeros (NELSON; COX, 2011).

Nas amostras obtidas na Usina Jalles Machado, observou-se que a fonte L-
arginina (A4) foi melhor metabolizada pela comunidade presente no solo organico e
a menor taxa de utilizacao foi pela comunidade do solo nativo, L-asparagina (B4) foi
melhor metabolizado pela comunidade do solo convencional e a comunidade do solo
nativo apresentou menor indice de utilizacdo desse substrato, a fonte Fenilalanina
(C4) néo apresentou diferenca na utilizacédo entre as trés comunidades das amostras

de solo, L-serina (D4) e L-treonina (E4) foram melhor metabolizados pela
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comunidade do solo organico e nativo e a fonte Acido Glicil-L-Glutamico (F4)

apresentou maior indice de metabolizagcdo no solo sob cultivo organico (Fig. 8A).

Na Usina Goiasa todas as fontes L-arginina (A4), L-asparagina (B4),
Fenilalanina (C4), L-serina (D4), L-treonina (E4) e Acido Glicil-L-Glutamico (F4)
foram metabolizadas sem diferencas significativas pela comunidade do solo sob

cultivo convencional e solo nativo (Fig. 8B).

L-arginina € um aminoacido semi-essencial que participa em uma importante
variedade de atividades bioquimicas e fisioldgicas, L-arginina também é um
aminoacido classificado com o grupo R carregado positivamente (NELSON; COX,
2011).

Asparagina € um dos mais comuns dos 20 aminoacidos naturais em
organismos vivos. Tem a carboxamida como grupo funcional da cadeia lateral, € um
aminoacido néo essencial é classificado como um aminoacido com grupo R nao
carregado, mas polar. O grupo amida € facilmente hidrolisado, convertendo
asparigina a acido aspartico (CONTINEANU et al., 2010; NELSON; COX, 2011). A
arginase catalisa a degradacéo da arginina no solo, liberando NH4 que € imobilizada
pela comunidade microbiana ativa, ou excretado na solucdo do solo (OWEN;
JONES, 2001). Esse processo tem sido utilizado como medida do N potencialmente

mineralizavel do solo.

L-fenilalanina pode ser produzido por varios processos quimicos e
bioquimicos. O processo de producao de L-fenilalanina pela via de bioconverséo de
acido fenilpiravico e acido L-aspartico utilizando transaminase demonstra ser muito
promissor, porque tem elevado rendimento de conversdo, no final da conversédo o
acido oxalacético é convertido em piruvato e CO, (LENG; ZENG; SUN, 2006).

A L-serina e a L-treonina sdo aminoacidos que possuem 0s grupos R néo-
carregados, mas polar. Os grupos R desses aminoacidos sdo mais sollveis em
agua, ou hidrofilicos, que os dos aminoacidos nao—polares. A polaridade da serina e
da treonina é devido a seus respectivos grupos hidroxilas. Sabe-se que a L-treonina
desidratase (TD), assim como L-serina desidratase (SD) catalisam a degradacéo de
L-serina (KUBOTA; YOKOZEKI; OZAKI, 1989). ELLIOTT (1960) foi o primeiro a
demonstrar que suspensdes de células de Staphylococcus aureus eram capazes de

metabolizar treonina com a consequente producdo de aminoacetonas. Foram
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identificadas trés enzimas que catalisam a degradacdo de treonina: treonina
desidratase, formadora de 2-oxobutirato e NH4+; treonina aldolase, produtora de
acetaldeido e glicina e treonina desidrogenase, formadora de 2-amino-3-oxobutirato

sendo apenas a Ultima de origem mitocondrial.

A conversédo de treonina a glicina por Complexo de Clivagem da Treonina
(CCT) é dependente de coenzima-A (CoA), ou seja, a abundancia de CoA favorece
a conversdo de treonina a glicina e sua auséncia favorece a formacdo de
aminoacetonas (DUTRA; BECHARA, 2005).
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Figura 8. Perfil de metabolizacdo de aminoacidos. Usina Jalles Machado - A, Usina Goiasa -
B. Fontes de Carbono A4- L-Arginina, B4- L-Asparagina, C4- L-Fenilalanina, D4- L-Serina,
E4-L-Treonina, F4- Acido Glicil-L-Glutdmico. Letras iguais ndo se diferem estatisticamente.

Amostras obtidas na usina Jalles machado, teve a fonte L-asparagina (B4)
melhor metabolizada pela solo sob cultivo convencional, enquanto na Usina Goiasa

nao houve diferenca na utlizagdo dessa fonte entre as amostras estudadas. L-
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serina (D4) e L-treonina (E4) foram melhor metabolizados pela comunidade do solo
sob cultivo organico e solo nativo nas amostras obtidas na Usina Jalles Machado e a
fonte (F4) pelo solo sob cultivo organico no entanto na usina Goiasa ndao houve
diferenca na metabolizagdo dessas fontes pela comunidade nas amostras de solo
estudada (Fig. 8A e 8B).

A diferenca na degradacao dessas fontes foi inusitada, pois L-asparagina, L-
serina e L-treonina pertencem ao mesmo grupo de aminoacidos, polares sem carga

e possuem estrutura quimica similar.

Mesmo que esses aminoacidos apresentem caracteristicas similares tais
como cadeias laterais hidrofilicas (polar) e sem cargas os aminoacidos serina e
treonina sé@o hidroxilados e pode ser fosforilados pela acédo de diversas kinases. A
serina por sua vez ainda servird como doador de carbono ao tetraidrofolato para

produzir N°, N**metileno THF e glicina.

Em estudo de diversidade metabdlica utilizando rotacdo de cultura de batata
em um periodo de 3 anos, Larkin (2003) relatou que os aminoacidos foram mais
utilizados na rotacbes soja/milho/batata e plantacdo de batata sem rotacdo do que

nas rotacoes soja/cevada/batata e cevada/trevo/batata.

A diversidade metabdlica da comunidade microbiana de solo de floresta
nativa de Araucaria, solo sob reflorestamento de Araucaria e solo sob reflorestameto
de Araucaria com queima ndo apresentou diferenca significativa para a
metabolizacdo do grupo de aminoacidos nas amostras estudadas (MALUCHE-
BARETTA, 2007).

6.2.1.5 Amina/Amida

Na utilizacdo das amina/amida como fonte de carbono pela comunidade
microbiana existente nas amostras de solo obtidas na Usina Jalles machado, a fonte
Feniletilamina (G4) apresentou o maior indice de metabolizacdo para amostras de
solo nativo e a fonte Putrescina (H4) apresentou o maior indice pelos micro-
organismos das amostras do solo nativo e solo sob cultivo convencional e 0 menor

indice para a amostra do solo sob cultivo organico (Fig. 9A).
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Nas amostras obtida na usina Goiasa, a fonte Feniletilamina (G4) foi
metabolizada apenas pelo solo sob cultivo convencional, e o solo nativo n&o
apresentou capacidade de utilizagdo dessa fonte. A Putrescina (H4) n&o apresentou
diferenca na utilizagdo pela comunidade das amostras avaliadas neste estudo (Fig.
9B).

A feniletilamina é constituida de um anel benzénico, separado de um grupo
amino por atomos de carbono saturados. As aminas biogénicas sdo formadas
durante as fases de transformacdo dos nutrientes pela acdo das enzimas
descarboxilases, produzidas por micro-organismos € uma substancia de importancia
para sintese de metabolitos secundéarios e substancias de crescimento (MAIJALA et
al., 1995).

Putrescina € sintetizada a partir da arginina por arginina descarboxilase e de
ornitina por ornitina descarboxilase. Putrescina também pode ser formada por outra
via bioquimica, que envolve a desaminacdo de agmatina. Agmatina pode ser
formada pela descarboxilacdo da arginina como um intermediario na formacao de
putrescina, isso ocorre por duas reacdes, na primeira a Agmatina sofre acdo da
enzima agmatina deiminase com formacao de amonia e N-carbamoilputrescina. A N-
carbamoilputrescina sofre a acdo da enzima N-carbamoilputrescina hidrolase com

formacéo de amonia e putrescina (LANDETE et al., 2008).

O primeiro passo na degradacdo da putrescina pode ser por uma
transaminacao oxidativa ou também por uma desaminacdo oxidativa, catalisada por
putrescina oxidase em alguns micro-organismos como Micrococcus rubens,
Rhodococcus erythropolis, incluindo espécies de Aeromonas e Pseudomonas
(BANDOUNAS et al., 2011).

No segundo passo na transaminacdo/desaminacdo da putrescina €
catalisada por aminobutiraldeido desidrogenase, as duas préximas etapas da
degradacdo da putrescina, envolve as enzimas 4-aminobutirato aminotransferase e
succinato-semialdeido desidrogenase, formando succinato ao final da via
metabolica. Essa rota de degradacdo foi descrita para Pseudomonas putida por
Bandounas et al., (2011).
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Figura 9. Perfil de metabolizagcdo de Amina/Amida. Usina Jalles Machado - A, Usina Goiasa
-B. Fontes de Carbono G4- Feniletilamina e H4- Putrescina. Letras iguais ndo se diferem
estatisticamente.

A comunidade microbiana presente nas amostras de solo obtidas na Usina
apresentou melhor metabolizagcdo da fonte Feniletilamina (G4) para o solo nativo,
enquanto que a comunidade presente no solo nativo da Usina Goiasa nao foi capaz
de metabolizar tal substrato. A comunidade microbiana das amostras de solo nativo
e solo sob cultivo convencional obtido na Usina Jalles Machado apresentou
diferenca na utilizacdo da fonte Putrescina (H4) e na Usina Goiasa essa fonte néo
apresentou diferenca significativa na utilizacdo pela comunidade entre as amostras

de solos testadas.

Larkin (2003) avaliando o plantio por rotacdo da cultura de batatas relatou ter
observado uma maior utilizacdo do grupo das aminas na rotacdes soja/milho/batata
e plantacdo de batata sem rotacdo do que nas rotacfes soja/cevada/batata e

cevadal/trevo/batata.

Na avaliacdo do grupo das amina/amidas Maluche-Baretta (2007) ndao
econtrou diferenca significativa na metabolizacdo desse grupo para solo sob floresta
nativa de Araucaria, solo com reflorestamento e solo com reflorestamento e queima

de Araucaria.
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6.2.1.6 Miscelaneas

Na utilizagdo de miscelaneas como fonte de C pela comunidade microbiana
existente nas amostras de solo obtidas na Usina Jalles Machado a fonte Ester
metilico do acido pirdvico (B1) foi melhor metabolizado pela comunidade das
amostras de solo sob cultivo convencional e o solo nativo apresentou o menor indice
de metabolizacdo. As fontes Glicose-1-fosfato (G2) e D,L-o-Glicerol Fosfato (H2)

foram melhor metabolizadas pelos micro-organismos do solo nativo (Fig. 10A).

Para a Usina Goiasa observou-se o maior indice de metabolizacdo da fonte
Ester metilico do &cido piravico (B1) pela comunidade microbiana do solo nativo,
enquanto que as fontes Glicose-1-fosfato (G2) e D,L-a-Glicerol Fosfato (H2), nédo

apresentaram diferenca na metabolizacdo pela comunidas (Fig. 10B).

Glicose-1-fosfato € convertida por fosfoglucomutase a glucose-6-fosfato que &
catalisada no ciclo glicolitico para piruvato (ELSHAFEI; ABDEL-FATAH, 2001).

Os produtos da metabolizacdo dos compostos do grupo miscelaneas vao

originar substratos da via glicolitica tais como di-idroxiacetono fosfato e piruvato.
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Figura 10. Perfil de metabolizacdo de Miscelanias. Usina Jalles Machado - A, Usina Goiasa -
B. Fontes de Carbono B1- Ester metilico do &cido piravico, G2- Glicose-1-fosfato e H2- D,L-
a-Glicerol Fosfato. Letras iguais ndo se diferem estatisticamente.
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Observou-se uma diferenca na metabolizacdo do Ester metilico do &cido
piravico (B1) entre as amostras de solo obtidas nas duas areas estudadas. Nas
amostras do solo sob cultivo convencional obtido na Usina Jalles Machado observou
um maior indice de utilizacdo enquanto que nas amostras obtidas na Usina Goiasa o
maior indice foi observado na comunidade do solo nativo. As fontes Glicose-1-
fosfato (G2) e D,L-a-Glicerol Fosfato (H2) apresentaram maior metabolizacdo pela
comunidade presentes nas amostras de solo nativo obtidas na Usina Jalles
Machado e nas amostras coletadas na Usina Goiasa ndo houve diferenga na
utilizagao dessas fontes (Fig. 10A e 10B).

Larkin (2003) relatou o perfil da comunidade microbiana presente nas
amostras de solo no cultivo de batatas n&o apresentaram diferenga significativa

frente a capacidade de metabolizacdo do grupo das micelaneas.

Maluche-Baretta (2007) também relata que ndo houve diferenca significativa
na utilizagdo do grupo das miscelaneas pela comunidade do solo da floresta nativa

de Araucaria, do reflorestamento de Araucaria e do reflorestamento com queima.

Chen et al., (2013) relata que foram observadas mudancas significativas na
estrutura e na atividade metabdlica da comunidade microbiana de solo de vegetagao
nativa de Pinus massoniana para plantacdes de Eucalyptus exotic. A conversao do
solo diminuiu a funcdo metabdlica por meio de mudancas na composicdo da

vegetacao e da disponibilidade de recursos do solo: C, N e umidade.

Huang et al., (2012) indicou que a salinizacdo secundaria de solo teve efeitos
importantes sobre a comunidade microbiana. Os quatro grupos (Carboidratos,
Diversos, Aminoacidos e Polimeros) refletiram a maioria das informacdes sobre
utilizacdo de fontes de carbono e que os microrganismos que metabolizaram esses
grupos eram mais vulneraveis ao nitrato. Chen et al., (2013) demonstrou que a
conversdo de plantacbes nativas P. massoniana para plantacdes de eucalipto
alterou significativamente a composicdo da comunidade microbiana e que a
conversdo do solo diminuiu a funcdo metabdlica através de mudancas na
composicao da vegetacao. Larkin (2003) observou que no periodo de 3 anos na
rotacdo de cultura da batata, quando ocorreu a rotacdo com cevada, milho ou soja
foram observados perfis metabdlicos mais vantajosos do que na plantacao de batata

sem rotacao de cultura e Maluche-Baretta (2007) relatou que os diferentes estados
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de conservacgdo das florestas de Araucaria (nativa e reflorestadas) influenciaram na
capacidade metabdlica funcional das éareas, com a utilizacdo global de fontes
substratos de C maior na area de floresta nativa e com menor capacidade nas areas

de reflorestamento e reflorestamento com queima de Araucéria.

6.3 ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DA UTILIZACAO DAS
FONTES DE CARBONO PELA COMUNIDADE MICROBIANA DAS USINAS
JALLES MACHADO E GOIASA.

A andlise de componentes principais (Principal Component Analysis) PCA é
um metodo estatistico de multiplas variaveis que tem por finalidade reduzir os dados
analisados, eliminando sobreposicdes e fazendo a escolha de formas mais
representativas de dados a partir de combinacdes lineares das variaveis originais
(MARTENS; NAES, 1989).

Para investigar como as diferentes areas em estudo foram relacionadas com
base na utilizacdo de fontes de carbono, os valores de absorbancia foram
analisados por meio da PCA para os seis grupos (polimeros, carboidratos, acidos
carboxilicos, aminoacidos, amina/amidas e miscelaneas), contidos no sistema Biolog
ECOPLATE.

Os componentes principais extraidos foram aqueles que apresentaram
autovalores maiores que 1. As analises realizadas para os seis grupos, frente a
utilizacdo das fontes de carbono, amostraram que todas as fontes apresentaram
dois componentes principais, PC1 e PC2 com autovalores maiores que 1, exceto os
acidos carboxilicos que apresentaram 3 componentes principais. Utilizando os dois
maiores componentes principais e tendo PC1 e PC2 como eixo das ordenadas, a
pontuacdo das diferentes areas foi usada para tracar um mapa de coordenadas.
Desta forma foram formadas as figuras das analises de componentes principais da
utilizacdo das fontes de carbono pelas comunidades microbianas dos solos, sob

diferentes manejos.
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6.3.1 PCA Polimeros

A analise do indice de desenvolvimento de cor dos polimeros (Fig. 11)

resultou em dois componentes principais para esta classe.
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Figura 11 - Polimeros: grafico da PCA com primeiro e segundo componente principal das
amostras NAT-G (solo nativo da Usina Goiasa), CONV-G (solo convencional da Usina
Goiasa), NAT-J (solo nativo da Usina Jalles), ORG-J (solo organico da Usina Jalles) e
CONV-J (solo convencional da Usina Jalles) baseados nos valores de absorbéancia do Biolog
EcoPlate.

Como pode ser observada na figura 11 a comunidade microbiana presente
nos solos de cultivo de cana-de-acgucar (convencional e organico), bem como no
solo controle (nativo) coletado tanto na Usina Jalles Machado como na Usina
Goiasa, foram responsaveis por 49,68% da variancia no Componente Principal 1
(PC1) e 32,80 % de variancia no PC2, totalizando 82,48% da variancia total (PC1 e
PC2).
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As amostras de solo identificadas como solo nativo coletado na usina Jalles
Machado (NAT-J) e solo nativo coletado na usina Goiasa (NAT-G) sao explicados
pelo PC1, ou seja, explicam 49,68% da variancia dos dados. Frente a andlise dos
componentes principais as amostras de solo nativo foram diferentes das demais
amostras de solo referente aos manejos de cana-de-agucar, i.e. do solo coletado de
manejo organico na usina Jalles Machado (ORG-J), solo coletado de manejo
convencional na usina Jalles Machado (CONV-J) e solo coletado de manejo
convencional na usina Goiasa (CONV-G). As amostras NAT-G e ORG-J séo
explicados pelo PC2 (32,80%), os quais foram diferentes das outras amostras de
manejos dos solos (NAT-J, CONV-G e CONV-J). De acordo com a analise de
componentes principais a amostra NAT-G possui seus dados explicados por PC1 e
PC2, totalizando 82,48% da variancia total.

A figura 12 evidencia as fontes de carbono que apresentaram maior
metabolizacdo, frente aos componentes principais de maior importancia durante a
analise, retratando evidenciando neste trabalho PC1 e PC2. Como podem ser
observadas as fontes D1-Tween 80 e Cl-Tween 40 (PC1) apresentaram maior
indice de metabolizacdo pela comunidade microbiana presente no solo nativo nas
duas éareas de coleta (Usina Goiasa e Usina Jalles Machado) e a fonte F1-
Glicogénio (PC2) apresentou maior metabolizacdo pela comunidade do solo nativo
na area de coleta referente a Usina Goiasa, além da comunidade microbiana do solo

em cultivo organico coletado na Usina Jalles Machado.

Durante a utilizacdo de polimeros como fonte de carbono, foi possivel
observar que a comunidade microbiana presente no solo nativo nos diferentes
pontos de coleta apresentou maior capacidade de metabolizacdo quando
comparado, com os demais tipos de manejos estudados para este grupo de fontes

de carbono.

Em estudo realizados com o intuito de verificar os efeitos da salinizacéo
secundaria (aplicacdo de nitrato) na diversidade funcional microbiana em solos no
territério Chinés, Huang et al., (2012), mostrou que as fontes de carbono
classificadas como polimeros, carboidratos, miscelaneas e aminoacidos foram
significativamente correlacionadas em dois componentes principais PC1 e PC2 nas
amostras de solo estudas e que esses grupos puderam refletir a maioria das

informacoes.
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Figura 12 — Polimeros: PCA dos dois primeiros componentes principais para as fontes C1-
Tween 40, D1- Tween 80, E1- a-ciclodextrina e F1-Glicogénio, com base nos valores de

absorbéancia do Biolog EcoPlate.

Maluche-Baretta (2007) no estudo da diversidade microbiana em solos sob

florestas de Araucéria angustifolia, relatou que na analise de componentes principais

a area de reflorestamento apresentou uma forte associacdo com o0 grupo de

polimeros e a area de floresta nativa de Araucaria hdo se associou a henhum grupo

na analise, ela descreveu que a comunidade da floresta nativa de Araucaria possuli

uma estrutura mais dinamica, capaz de utilizar diferentes grupos de substratos e que

as demais areas apresentaram um potencial fisiolégico mais restrito.

6.3.2 PCA Carboidratos

A figura 13 permite visualizar a utilizacdo dos carboidratos como fonte de

carbono, que resultou em dois componentes principais PC1 e PC2.
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Figura 13 - Carboidratos: grafico da PCA com primeiro e segundo componente principal das
amostras NAT-G (solo nativo da Usina Goiasa), CONV-G (solo convencional da Usina
Goiasa), NAT-J (solo nativo da Usina Jalles), ORG-J (solo organico da Usina Jalles) e
CONV-J (solo convencional da Usina Jalles) baseados nos valores de absorbancia do Biolog
EcoPlate.

Como pode ser observado na figura 13, dois componentes principais foram
extraidos da analise e contribuiram com 81,49% da variancia total. O primeiro
componente principal (PC1) é explicado por 47,95% da variancia e o segundo

componente principal (PC2) é explicado por 33,54% da variancia.

A amostra de solo NAT-J é explicada pelo PC1, ou seja, explica 47,95% da
variancia dos dados. E possivel observar que a amostra NAT-J foi diferente das
demais amostras de solo sob manejo convencional e organico e do solo NAT-G. A
amostra NAT-G € explicada pelo PC2 (33,54%), a qual foi diferente das demais
amostras de solo (NAT-J, CONV-G, CONV-J e ORG-J).

Segundo Brackin et al., (2013) em seu trabalho de avaliacdo da funcéo
microbiana em floresta adjacente subtropical (Eucalyptus) e solo de agricultura de

cana-de-acUcar e soja, relatou que em solos sob a agricultura de cana-de-aglcar e
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soja ocorreu a proliferacdo de grupos microbianos que usavam substratos de alta

energia como os carboidratos (glicose, sacarose e frutose).

A Figura 14 mostram as fontes de carbono que apresentaram maior
metabolizacdo, representadas pela PC1 e as fontes representadas pela PC2. Como
pode ser observado as fontes A2-B-Metil-D-Glicosideo, D2-D-Manitol, E2-N-Acetil-D-
Glicosamina e G1-D-celobiose (PC1) apresentaram maior indice de metabolizacéo
pela comunidade do solo nativo da Usina Jalles Machado e as fontes B2- D-Xilose,
C2-i-Eritritol e H1- o-D-Lactose (PC2) apresentaram maior metabolizacdo pela

comunidade do solo nativo da Usina Goiasa.
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Figura 14 - Carboidratos: PCA dos dois primeiros componentes principais para as fontes A2-
B-Metil-D-Glicosideo, B2- D-Xilose, C2-i-Eritritol, D2- D-Manitol, E2- N-Acetil-D-
Glicosamina, G1- D-celobiose e H1 a-D-Lactose, com base nos valores de absorbancia do
Biolog EcoPlate.

Xue-mei et al., (2007) estudando os efeitos do tipo de vegetacéo na estrutura
da comunidade microbiana do solo e na diversidade catabdlica relatou que as

fontes de carbono B2 (D-Xilose), A2 (B-Metil-D-Glicosideo), D2 (D-Manitol) e E2 (N-
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Acetil-D-Glicosamina) apresentaram maior metabolizacdo pela comunidade
microbiana do solo sob campo de soja, sob plantagao de arbusto artificial e sob
arbusto natural e que a comunidade sob relva artificial e campo de milho
apresentaram uma capacidade de metabolizac&o inferior para essas fontes. Nossos
dados mostram que as fontes B2 (D-Xilose), A2 (B-Metil-D-Glicosideo), D2 (D-
Manitol) e E2 (N-Acetil-D-Glicosamina) estavam correlacionados com o solo nativo
obtido nos dois pontos de coleta.

Estudos relacionam a maior utilizacdo de carboidratos como uma resposta a
perturbacdes das comunidades microbianas a incrementos relacionados a diferentes
fontes de residuos organicos ou um decréscimo relacionado ao estresse por metais
(BOSSIO; SCOW, 1995).

6.3.3 PCA Acidos Carboxilicos

A analise de utlizacdo dos acidos carboxilicos pelas comunidades
microbianas nos diferentes tipos de manejo dos solos, apresentou 3 componentes
principais (Fig.15), com PC1 explicando 40,79%, PC2 explicando 32,59% e PC3
explicando 20,57% da variacdo na utilizacdo das fontes de carbono desse grupo. A

variacdo cumulativa dos 3 componentes foi de 93,96%.

As amostras de solo NAT-J, CONV-J e ORG-J sao explicadas pelo
componente principal 1 (PC1), ou seja, elas explicam 40,79% da variancia dos
dados. E possivel observar que as amostras NAT-J, CONV-J e ORG-J se agruparam
e foram diferentes das amostras de solo NAT-G e CONV-G. A amostra NAT-J
também é explicada pelo PC2 (32,59%), a qual foi diferente das demais amostras de
solo. De acordo com a andlise de componentes principais a amostra NAT-J, é
explicada pelos componentes principais (PC1 e PC2) totalizando 73,38% da

variancia total.
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Figura 15 - Acidos Carboxilicos: grafico da PCA com primeiro e segundo componente
principal das amostras NAT-G (solo nativo da Usina Goiasa), CONV-G (solo convencional
da Usina Goiasa), NAT-J (solo nativo da Usina Jalles), ORG-J (solo organico da Usina Jalles)
e CONV-J (solo convencional da Usina Jalles) baseados nos valores de absorbancia do Biolog
EcoPlate.

A figura 16 ilustra as fontes de carbono que apresentaram maior
metabolizacdo, representadas pela PC1 e as fontes representadas pela PC2. Como
pode ser observado as fontes B3- Acido D-Galacturénico, G3- Acido a—Cetobutirico
e H3- Acido D-Malico (PC1) apresentaram maior indice de metabolizacdo pela
comunidade coletada do solo NAT-J, CONV-J e ORG-J e as fontes A3- Acido D-
Galactorénico y-Lactona e F2- Acido D-Glicosaminico (PC2) também apresentaram
maior metabolizacdo pela comunidade microbiana do solo nativo obtido na Usina

Jalles Machado.
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Figura 16 — Acidos Carboxilicos: PCA dos dois primeiros componentes principais para as
fontes, A3- Acido D-Galactordnico y-Lactona, B3- Acido D-Galacturdnico, C3- Acido 2-
hidroxibenzéico, D3- Acido 4-hidroxibenzdico, E3- Acido y-Hidroxibutirico, F2- Acido D-
Glicosaminico, F3- Acido Itaconico, G3- Acido o—Cetobutirico e H3- Acido D-Malico, com
base nos valores de absorbancia do Biolog EcoPlate.

Na avaliacdo da utilizacdo de fontes de carbono em 5 amostras de solo sob
diferentes vegetacbes (XUE-MEI et al., 2007), o solo sob relva artificial (PC1) se
comportou diferente das outras amostras de solo avaliadas que foram: campo de
soja, campo de milho, solo sob arbusto artificial e arbusto natural. Em seu trabalho a
fonte de carbono D3 (Acido 4-hidroxibenzéico) apresentou uma alta taxa de

metabolizacdo para a amostra de solo sob relva artificial.

6.3.4 PCA Aminoécidos

A analise de utilizacdo de aminoacidos pelas comunidades microbianas dos

solos resultou em dois componentes principais (PC1 e PC2) (Fig. 17).
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Figura 17 - Aminoacidos: grafico da PCA com primeiro e segundo componente principal das
amostras NAT-G (solo nativo da Usina Goiasa), CONV-G (solo convencional da Usina
Goiasa), NAT-J (solo nativo da Usina Jalles), ORG-J (solo organico da Usina Jalles) e
CONV-J (solo convencional da Usina Jalles) baseados nos valores de absorbancia do Biolog
EcoPlate.

Como pode ser observada na figura 17 a comunidade microbiana presente
nas amostras de solos sob manejo convencional e organico, bem como no solo
controle (nativo) coletado na Usina Jalles Machado e na Usina Goiasa, foram
responsaveis por 54,98% da variancia no Componente Principal 1 (PC1) e 29,73%
da variancia no PC2, totalizando 84,71% da variancia total (PC1 e PC2).

A Figura 18 evidencia as fontes de carbono que apresentaram maior
metabolizacdo, frente aos componentes principais PC1 e PC2. Como pode ser
observado as fontes C4- L-Fenilalanina, D4- L-Serina, E4-L-Treonina, F4- Acido
Glicil-L-Glutamico (PC1) apresentaram maior indice de metabolizacdo pela
comunidade dos solos nativo obtidos nas amostras coletadas na Usina Goiasa e
amostras sob cultivo organico obtida na Usina Jalles e as fontes A4- L-Arginina, B4-
L-Asparagina (PC2) apresentaram maior metabolizacdo nas amostras de solo nativo
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obtido na Usina Goiasa, bem como nas amostras de solo sob cultivo organico e

convencional coletados na Usina Jalles Machado.
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Figura 18 - Aminoacidos: PCA dos dois primeiros componentes principais para as fontes A4-
L-Arginina, B4- L-Asparagina, C4- L-Fenilalanina, D4- L-Serina, E4-L-Treonina, F4- Acido
Glicil-L-Glutamico, com base nos valores de absorbancia do Biolog EcoPlate.

Como pode ser observado na metabolizacdo dos aminoacidos as
comunidades dos solos nativo da Usina Goiasa, organico e convencional da Usina
Jalles apresentaram uma maior capacidade de utilizacdo das fontes de carbono, no
entanto as comunidades dos solos NAT-G e ORG-J apresentaram a capacidade de
metabolizar um namero maior de fontes (PC1 e PC2) do que a comunidade coletada
do solo CONV-J (PC2).

Segundo Brackin et al., (2013) os solos que sdo submetidos a agricultura
favorece a proliferacdo de grupos microbianos que utilizam as fontes de carbono
prontamente disponiveis como 0s carboidratos e aminoacidos, em seu estudo esses

grupos foram mais facilmente metabolizados pelos microrganismos, em solo agricola
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e as fontes de C que apresentaram maior metabolizacdo foram arginina, asparagina

e glutamato.

6.3.5 PCA Amina/Amida

A andlise da utilizacdo das amina/amidas como fonte de carbono pelas
comunidades coletadas dos solos resultou em um PC1l explicando 63,62% da
variagdo e um PC2 explicando 36,38% da variagdo na utilizacdo das fontes. A
variagao total foi de 100% (Fig.19).

20

15 |

1.0 COMWV-G
L]

05t
00 F mmmm e DT

05t
1,0 |
Gt
L]
a1

=20 r

PC2 36,38%
[}
)
]
L

=25 20 1% 40 -05 00 0.5 1,0 1.5 20 25 3,0
PC1:63,62%

o Active

Figura 19 - Amina/Amida: grafico da PCA com primeiro e segundo componente principal
das amostras NAT-G (solo nativo da Usina Goiasa), CONV-G (solo convencional da Usina
Goiasa), NAT-J (solo nativo da Usina Jalles), ORG-J (solo organico da Usina Jalles) e
CONV-J (solo convencional da Usina Jalles) baseados nos valores de absorbéancia do Biolog
EcoPlate.

A amostra do solo NAT-J é explicada pelo componente principal 1 (PC1), ou

seja, ela explica 63,62% da variancia dos dados. E possivel observar que a amostra
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NAT-J difere das demais amostras de solo NAT-G, CONV-G, ORG-J e CONV-J. A
amostra NAT-G € explicada pelo PC2 (36,38%), a qual foi diferente das demais

amostras de solo.

A Figura 20 mostram as fontes de carbono que apresentaram maior
metabolizacéo, representadas pela PC1 e a fonte representada pela PC2. As fontes
G4-Feniletilamina e H4-Putrescina (PC1l) apresentaram maior indice de
metabolizacdo pela comunidade coletada do solo nativo da Usina Jalles e a fonte
H4-Putrescina (PC2) também apresentou uma alta metabolizacdo pela comunidade

coletada do solo nativo da Usina Goiasa.
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Figura 20 — Amina/Amida: PCA dos dois primeiros componentes principais para as fontes
G4-Feniletilamina e H4-Putrescina, com base nos valores de absorbancia do Biolog EcoPlate.

Como pode ser observado na metabolizacdo do grupo amina/amida a
comunidade coletada do solo nativo da Usina Jalles Machado apresentou uma maior
capacidade de utilizacdo das duas fontes de carbono, e a comunidade coletada do
solo nativo da Usina Goiasa apresentou uma alta metabolizacdo apenas da fonte
H4-Putrescina (PC2).
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Xue-mei et al., (2007) em seu trabalho de avaliacdo do perfil de utilizacao de
fontes de carbono pela comunidade microbiana de 5 amostras de solo, sendo elas
proveniente de campo de soja, campo de milho, solo sob relva artificial, solo sob
arbusto artificial e arbusto natural, relatou que a amostra de relva artificial se

comportou diferente das demais.

6.5.6 PCA Miscelaneas

A andlise das absorbancias normalizadas das miscelaneas resultou em dois

componentes principais (PC1 e PC2) (Fig. 21).

1ot

0.0

PC2: 2561%
=
(4]
[ad

10
CONV-G

=30 <25 20 <15 <10 05 4,0 0.5 1.0 15 2.0 25
PC1: 72 98%

< o Active

Figura 21 - Miscelaneas: grafico da PCA com primeiro e segundo componente principal das
amostras NAT-G (solo nativo da Usina Goiasa), CONV-G (solo convencional da Usina
Goiasa), NAT-J (solo nativo da Usina Jalles), ORG-J (solo organico da Usina Jalles) e
CONV-J (solo convencional da Usina Jalles) baseados nos valores de absorbancia do Biolog
EcoPlate.
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Como pode ser observado na figura 21 o primeiro componente principal (PC1)
explica 72,98% da variacao nos perfis de utilizagdo das fontes de Carbono e o PC2
explica 25,61% dos dados obtidos, os dois componentes principais contribuiram com
98,58% da variacéo total.

As comunidades microbianas existentes nas amostras de solo nativo (NAT-J)
obtido na Usina Jalles Machado e na amostra NAT-G da usina Goiasa apresentaram
uma maior capacidade de metabolizacdo do grupo das miscelaneas representada
pela PC1 e a comunidade existente nas amostras obtidas no solo sob cultivo
convencional da Usina Jalles (CONV-J) apresentou a maior capacidade de

metabolizagdo para o segundo componente principal (PC2).

A Figura 22 mostram as fontes de carbono que apresentaram maior
metabolizacdo, representadas pela PC1 e a fonte representada pela PC2. As fontes
G2-Glicose-1-fosfato e H2-D,L-a-Glicerol Fosfato (PC1) apresentaram maior indice
de metabolizacdo pela comunidade presente nas amostras de solos nativos
coletadas nas duas Usinas e a fonte B1- Ester metilico do &cido pirtvico (PC2)
apresentou uma alta metabolizacdo pela comunidade microbiana presente nas

amostras de solo sob cultivo convencional coletado na Usina Jalles Machado.

Huang et al.,, (2012), mostrou que o grupo das miscelaneas foram
significativamente correlacionados com 0s componentes principais nas amostras de
solo estudas por ele, juntamente com polimeros, carboidratos e aminoacidos. Em
nosso trabalho o grupo de miscelaneas apresentou uma forte correlacdo com os
solos nativos obtidos nas duas usinas, bem como na amostra de solo sob cultivo

convencional coletado na Usina Jalles Machado.

O PCA em si ndo fornece nenhuma informacdo especifica sobre quais
parametros ambientais estdo controlando o agrupamento, mas 0S grupos podem
estar relacionados ao uso de terras agricolas, onde podem ser observados que para
0s grupos testados a comunidade microbiana do solo nativo da Usina Jalles
Machado foi determinada como PC1 em 5 dos 6 grupos testados: polimeros (PC1—
49,68%), carboidratos (PC1-47,95%), acidos carboxilicos (PC1-40,79%),
amina/amida (PC1-63,62%) e miscelaneas (PC1-72,98%) exceto para o grupo dos
aminoacidos e a comunidade do solo nativo da Usina Goiasa foi determinado como

PC1l em 3 dos 6 grupos testados: polimeros (PC1-49,68%), aminoacidos (PC1-
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54,98%) e miscelaneas (PC1-72,98%). A comunidade do solo organico da Usina
Jalles Machado foi determinada como PC1 apenas para &cidos carboxilicos (PC1-
40,79%) e aminoacidos (PC1-54,98%) e a comunidade do solo convencional da
Usina Jalles foi determinada como PC1 apenas para o grupo dos acidos carboxilicos
(PC1-40,79%).
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Figura 22 - Miscelaneas: PCA dos dois primeiros componentes principais para as fontes B1-
Ester metilico do acido pirtvico, G2- Glicose-1-fosfato e H2- D,L-a-Glicerol Fosfato, com
base nos valores de absorbancia do Biolog EcoPlate.

Ja a comunidade microbiana do solo nativo da Usina Goiasa foi determinada
como PC2 em 4 dos 6 grupos testados: polimeros (PC2-32,80%), carboidratos (PC2-
33,54%), aminoacidos (PC2-29,73%) e amina/amida (PC2-36,38%). A comunidade
do solo nativo da Usina Jalles Machado foi determinada no PC2 apenas para o
grupo dos acidos carboxilicos (PC2-32,59%), a comunidade do solo organico da
Usina Jalles foi determinada como PC2 para os polimeros (PC2-32,80%) e
aminoéacidos (29,73%) e a comunidade do solo de manejo convencional da Usina
Jalles foi determinada como PC2 para os grupos aminoacidos (PC2-29,73%) e
miscelaneas (PC2-25,61%).
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A diversidade metabdlica encontrada nas diferentes amostras estudadas vao
de encontro as caracteristicas fisicas e bioldégicas do solo, descritas por Varios

autores.

Segundo Degens et al., (2000) os declinios no perfil de metabolizacdo tém
sido mais pronunciados em solos submetidos a manejos agricolas quando
comparado a solos nativos. Xue-mei et al., (2007) amplia a discussédo do tema em
seus trabalhos, e relata que o elevado nimero de espécies de plantas (solos
nativos) pode produzir uma grande diversidade de residuos e consequentemente,
provocar a formacdo de uma comunidade microbiana mais rica com maior

capacidade de utilizacdo de substratos diferenciados.

No entanto, para Brackin et al., (2013), a biomassa microbiana reduzida €&
uma caracteristica intrinseca do manejo, quando comparado com correspondentes
solos com vegetacdo natural. A diminuigcdo na maioria das atividades enzimaticas e
as mudancas na composicdo das populacbes microbianas sdo também comuns,
fatores estes que podem ser seguidos de quedas acentuadas na biomassa fungica e

aumentos na diversidade bacteriana.

Pengthamkeerati; Montavalli; Kremer (2011) relatam que 0Ss micro-organismos
sdo componentes importantes para a fertilidade do solo, bem como, para a
produtividade e sustentabilidade dos agroecossistemas. A alteracdo dos
agroecossistemas devido a compactacao induzida por mudancas nas propriedades
fisicas do solo (compactacdo pela utilizacdo de maquinas agricolas) pode ter um
impacto significativo na producéo agricola e recursos ambientais. As mudancas na
distribuicdo do tamanho dos poros do solo devido a compactacdo severa podem
alterar os micro-habitats de microrganismos do solo, que altera a distribuicdo e a
atividade microbiana, modifica a estrutura da comunidade microbiana e afeta os

processos e funcdes do solo.

Nesse estudo a comunidade presente no solo nativo do cerrado goiano
apresentou uma maior capacidade de metabolizacdo de fontes de C, utilizando
Biolog EcoPlate para avaliacao do perfil metabdlico. Xue-mei et al., (2007) descreve
gue em solos menos perturbados, diferentes populacdes microbianas interagem
umas com as outras e ao longo do tempo elas podem ser combinadas formando

uma comunidade compativel, que pode utilizar um maior nimero de substratos. No
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entanto, em solos perturbados, o equilibrio € quebrado, o que ird conduzir a uma

menor utilizagido dos substratos.

6.4 CINETICA DE CRESCIMENTO DA COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO
NATIVO DA USINA GOIASA.

6.4.1 Selecdo dos meios de cultura com melhor taxa de crescimento

Os micro-organismos apresentam basicamente as necessidades nutritivas
gue todos os seres vivos. No crescimento de micro-organismos alguns componentes
S80 necessarios, 0s elementos mais importantes sdo o carbono, o hidrogénio, o

oxigénio, o nitrogénio, o enxofre e o fosforo (AQUARONE et al., 2008).

N&o existe um meio de cultura universal, no entanto na elaboracdo de meios
de cultura se faz necessario a disponibilizacdo de fontes de carbono, as mais
comuns utilizadas sdo os carboidratos, principalmente D-glicose, aminoacidos,
acidos monocarboxilicos, lipideos, alcodis e mesmo polimeros como amido e
celulose podem ser utilizados. Alguns micro-organismos também necessitam de
fontes organicas de nitrogénio, a adicdo de aminoacidos ou hidrolisados de
proteinas favorece o crescimento da maioria dos micro-organismos heterotroficos
(AQUARONE et al., 2008).

fons inorganicos essenciais também sdo necessarios para o desenvolvimento
dos micro-organismos, o fosforo por exemplo, sob a forma de fosfatos € importante
no metabolismo energético e na sintese de &acidos nucléicos. O enxofre é
constituinte de alguns aminoacidos e sintese de vitaminas. O magnésio que é
ativador de enzimas extracelulares e um importante fator na esporulacdo. Em alguns
casos cobre, cobalto, zinco, manganés, boro, ferro, niquel, sédio e outros ions séo
essenciais ao metabolismo e crescimento de microrganismos (AQUARONE et al.,
2008; VALIX; LOON, 2003).

Na avaliacdo do crescimento da comunidade microbiana foram utilizados trés
meios de cultura, com objetivo de fornecer os elementos essenciais de crescimento

para a comunidade microbiana do solo nativo da Usina Goiasa. Os meios utilizados
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foram: Meio Nutriente (MN), Meio Nutriente +Jones e Edington (MN+JE) e Jones e
Edington + Glicose (JE+G), para verificar em qual meio ocorreria melhor taxa de

desenvolvimento da comunidade (Fig.23).
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Figura 23. Cinética de crescimento da comunidade microbiana do solo nativo da Usina
Goiasa em tres diferentes meio de cultura: MN, MN+JE e JE+G, no periodo de 72 horas.

Como pode ser observado na figura 23 a comunidade microbiana apresentou
a melhor taxa de crescimento no meio de cultura MN+JE, isso pode ser explicado
devido a presenca de fons como o Mg®" que atuam como co-fator de enzimas no
processo de metabolizacdo e de outros ions metalicos que tém influéncia direta
sobre os processos fisiolégicos e bioquimicos dos microrganismos, que também
faziam parte da composicdo do meio como Zn, Mn, Ca, Fe, sulfato e fosfato
(BAZAES et al., 2007). Também pode ser observado que o meio JE+G apresentou
uma taxa de crescimento menor provavelmente pela auséncia de amindacidos,
peptideos, e nutrientes essénciais ao crescimento microbiano que estdo ausentes na

formulacdo deste meio de cultura.

Na Figura 24 observa-se o consumo de glicose em relacdo ao crescimento
celular apresentado na figura 23. O consumo de glicose foi maior no meio de cultura

MN+JE, onde é possivel perceber que toda glicose foi consumida no periodo de 48
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horas e quando inoculados em meio MN apresentou uma reducao de 38%, enquanto
gue neste mesmo periodo o teor de glicose consumida no meio JE + G foi de
apenas 8%. Como pode ser observado os micro-organismos do meio MN e JE+G,
nao foram capaz de utilizar a glicose com a mesma eficiéncia do meio MN+JE (Fig.
24).
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Figura 24. Consumo de glicose durante o crescimento da comunidade microbiana do solo
nativo da Usina Goiasa em trés diferentes meios de cultura: MN, MN+JE e JE+G, no periodo
de 72 horas.

Esses dados mostram que a comunidade microbiana no meio MN+JE
apresentou o maior consumo de glicose e também a maior taxa de crescimento

entre 0os meios testados.

O pH do sistema foi avaliado durante toda a cinética de crescimento com o
intuito de observar o comportamento da comunidade microbiana ao longo do
processo. Pode-se observar uma diminuicdo do pH durante o crescimento dos
micro-organismos em todos os meios de cultura utilizados (Fig. 25). Em meio MN +
JE o pH inicial foi 5.8 e o final 3.8, para o0 meio MN o pH inicial foi 6.5 no entanto o

ponto final para o pH foi 3.9 e para o meio JE+G o valor do pH final foi de 3.0.
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Figura 25. Avaliagdo do pH durante a cinética de crescimento da comunidade microbiana do
solo nativo da Usina Goiasa em trés diferentes meios de cultura: MN, MN+JE e JE+G, no
periodo de 72 horas.

Fungos e bactérias presentes na natureza tem a capacidade de degradar
glicose pela acdo de enzimas e utiliza-la como fonte de carbono, ao final da reacéo
de degradacédo da glicose por esses micro-organismos os produtos formados sao
CO, e agua. O CO; produzido pela reacdo de degradacdo da glicose pode
influenciar o pH levando a acidificacdo do meio de cultura (FRANCHETTI;
MARCONATO, 2006).

6.4.2 Tamponamento do biorreator com tampao K;HPO,

Com o intuito de diminuir a variacdo do pH, foi avaliado o crescimento da
comunidade microbiana com controle do pH utilizando o fosfato de potassio dibasico

(K2HPO4), com efeito tamponante do meio (Fig. 26).
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Figura 26. Cinética de crescimento da comunidade microbiana do solo nativo da Usina
Goiasa nos meios de cultura MN+JE e MN+JE sumplementado com tampéo K;HPO. no
periodo de 72 horas.

O biorreator foi suplementado com K,HPO,4 na concentracéo de 0,05 mmol/L™

a cada 12 horas. Como pode ser observado nas figuras (26, 27 e 28) a

suplementacao do tampéao nao alterou significativamente a taxa de crescimento dos

micro-organismos, bem como o consumo de glicose e pH do meio no periodo de 72

horas.
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Figura 27. Consumo de glicose durante o crescimento da comunidade microbiana do solo
nativo da Usina Goiasa nos meios de cultura MN+JE e MN+JE (T) sumplementado com
tampao K;HPO, no periodo de 72 horas.
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Figura 28. Avaliacdo do pH da cinética de crescimento da comunidade microbiana do solo
nativo da Usina Goiasa nos meios de cultura MN+JE e MN+JE (T) sumplementado com
tampao K;HPO,4 no periodo de 72 horas.

A utilizacdo do K;HPO,4 na concentracdo de 0,05 mmol/L a cada 12 horas, ndo
foi suficiente para estabelecer efeito tamponante no biorreator. No entanto
observamos uma variacdo de 0,7 no pH. Visto que o pH € um fator que influencia a
atividade dos microrganismos presentes no solo e na estrutura das comunidades
microbianas (MALUCHE-BARETTA, 2007), outros tampfes foram utilizados para

realizacdo do tamponamento do biorreator.

6.4.3 Tamponamento do biorreator com os tamp&es MgCO3, NaOH, Na,COz e
KOH.

Li et al.,, (2010) investigaram a utlizacdo de Ca(OH),, NaOH, Na,COs,
NaHCO3;, Mg(OH), e NH3.H,O como neutralizador alcalino. Os compostos MgCOs,
Na,COsz;, NaHCO3; e NH3H,O também foram utilizados em biorreatores como

reguladores de pH.

Para realizar o controle do pH nos biorreatores durante o crescimento, foram
utilizadas solucdes tampdes de MgCOj3, NaOH, Na,CO3; e KOH com suplementacao

a cada 12 horas para manter o pH préximo a faixa de 6 (pH do solo). A glicose do
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reator também foi sumplentada a cada 12 horas para fornecer fonte de carbono para

a comunidade microbiana e producédo de massa celular.

Com o intuito de verificar o efeito de tais compostos na viabilidade celular foi

avaliado a cinética de crescimento microbiano (Fig. 29), o consumo de glicose
(Fig.30) e o pH (Fig. 31).
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Figura 29. Cinética de crescimento da comunidade microbiana do solo nativo da Usina
Goiasa utilizando meio de cultura MN+JE sumplementado com tampdo MgCOs;, NaOH,
Na,CO3; e KOH no intervalo de 12 em 12 horas no periodo de 72 horas.
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Figura 30. Consumo de glicose durante o crescimento da comunidade microbiana do solo
nativo da Usina Goiasa utilizando meio de cultura MN+JE sumplementado com tampé&o
MgCOj3, NaOH, Na,CO3; e KOH no intervalo de 12 em 12 horas no periodo de 72 horas.
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Figura 31. Avaliacdo do pH da cinética de crescimento da comunidade microbiana do solo
nativo da Usina Goiasa, utilizando meio de cultura MN+JE sumplementado com tampéo
MgCO3, NaOH, Na,CO3; e KOH até atingir uma faixa proxima de 6,0 no intervalo de 12 em
12 horas no periodo de 72 horas.

Na avaliacdo do tamponamento do biorreator foram adicionados os tampdes
MgCO3, NaOH, Na,CO3; e KOH até que o pH atingisse uma faixa proximo a 6,0. A
suplementacado dos tampdes foi realizada a cada 12 horas em um periodo de 72

horas.

Como pode ser observado na (Figura 29) ndo houve diferenca na taxa de
crescimento dos microrganismos no biorreator utilizando as solucdes tampdes
MgCO3, NaOH, Na,CO3 e KOH na correcéo do pH do meio.

O consumo de glicose no biorreator suplementado com MgCQO3; apresentou
maior taxa de consumo em 36, 48, 60 e 72 horas (Fig. 30). O aumento do consumo
pode ser explicado pelo Mg?" funcionar como co-fator de enzimas envolvidas na
degradacdo da glicose e como ion essencial ao crescimento de alguns micro-
organismos (BAZAES et al., 2007), outros ions também podem ter influenciado no
consumo de glicose, visto que no teste se trata de uma comunidade microbiana e

podem haver varias rotas de metabolizacdo pelos microrganismos.

No controle do pH utlizando as solucbes tampdo, os biorreatores

apresentaram dimuicdo do pH apds a suplementacdo, mostrando que o
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tamponamento do biorreator ndo ocorreu de forma eficiente (Fig. 31). No entanto
para o biorreator suplementado com MgCOs3; nos pontos de 48h e 72h apresentaram
uma faixa de pH mais alta (alcalino), sendo os valores de pH 5,29 em 48 horas e pH
5,77 em 72 horas, a glicose também nos pontos de 48h e 72h desse biorreator foi
totalmente consumida. Esse aumento do pH pode ser explicado pelo fato que na
auséncia de glicose, os micro-organismos possam ter utilizado peptideos para
producédo de energia, em consequéncia pode ter ocorrido liberacdo de amobnia e
alcalinizacdo do meio. Segundo Yang e Silva (1995) um dos processos que pode

causar mudancas no pH do meio é a desaminacdo de aminoacidos.

O composto Ca(OH), também tem sido utilizado como neutralizantes em
fermentadores. No entanto o Ca?* é téxico para alguns micro-organismos, ele
também pode alterar a fluidez normal e permeabilidade das membranas celulares, o
gue pode afetar o crescimento celular e o metabolismo (SONG et al., 2007; LI et al.,
2010). O composto Na® no metabolismo celular desempenha um papel importante
na manutencdo do gradiente de pH transmembranar, na pressdo osmotica das
células e na regulacdo do pH intracelular (LIU et al., 2008). Altos niveis de Na*
resulta em um ambiente hiperténico que causa um efeito negativo no crescimento
celular e consequentemente no metabolismo (LEE et al., 1999). Desta forma, dentre
0s compostos utilizados o MgCO3; esta entre os componentes que agem como

reguladores do pH e contribuem positivamente para o crescimento celular.

6.5 DETERMINACAO DO PERFIL METABOLICO DA COMUNIDADE MICROBIANA
DOS BIORREATORES COM MEIO MN+JE E MEIO MN+JE+MgCO3 — UTILIZACAO
DOS SUBSTRATOS POR GRUPOS (BIOLOG ECOPLATE)

Amostras dos biorreatores com meio MN+JE e meio MN+JE+MgCQO3; com 36
horas crescimento foram coletadas e as suspensdes microbianas obtidas foram
inoculadas nas placas de Biolog EcoPlate e incubadas a +25°C no periodo de 120
horas, apds o periodo de incubacdo a comunidade microbiana do biorreator com
meio MN+JE foi capaz de metabolizar 12 fontes de carbono e a comunidade
microbiana do biorreator com meio MN+JE+MgCOg3 foi capaz de metabolizar 27 das

31 fontes testadas.
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A tabela 3 mostra a capacidade de metabolizagcdo das fontes de cabono
dividida por grupos para as amostras das comunidades microbianas dos
biorreatores.

Tabela 3 — Capacidade de metabolizagdo da comunidade microbiana dos biorreatores com

meio MN+JE e meio MN+JE+MgCO3; com 36 horas de crescimento em biorreator e 120
horas de incubacdo em placas Biolog EcoPlate, dados representados por grupos.

POLIMEROS MN+JE MN+JE+ MgCO3

C1 (0,217)? (0,107)?

D1 (0,000)° (0,434)*

El (0,000)° (0,164)2

F1 (0,000)° (0,293)*
CARBOIDRATOS MN+JE MN+JE+ MgCO3

A2 (0,007)° (0,242)2

B2 (0,033)° (1,255)?

C2 (0,000)2 (0,034)2

D2 (0,000)° (0,236)?

E2 (0,009)? (0,049)*

Gl (0,000)° (0,251)2

H1 (0,000)° (0,213)?
AC. CARBOXILICOS MN+JE MN+JE+ MgCO3

A3 (0,013)° (0,052)%

B3 (0,004)° (0,299)%

C3 (0,000)? (0,019)

D3 (0,000)2 (0,002)

E3 (0,140)? (0,118)?

F2 (0,000)° (0,038)*

F3 (0,000)° (0,032)*

G3 (0,006)% (0,066)*

H3 (0,000)° (0,040)*
AMINOACIDOS MN+JE MN+JE+ MgCO3

A4 (0,009)° (0,049)%

B4 (0,003)° (0,020)?

C4 (0,000)° (0,048)%

D4 (0,000)° (0,054)2

E4 (0,000)? (0,037)?

F4 (0,000)° (0,050)%
AMINA/AMIDA MN+JE MN+JE+ MgCO3

G4 (0,020)° (0,063)%

H4 (0,000)° (0,059)%
MISCELANIAS MN+JE MN+JE+ MgCO3

B1 (0,046)2 (0,076)*

G2 (0,000)° (0,047)?

H2 (0,000)° (0,059)%
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Como pode ser observado na tabela 3 para o grupo dos polimeros a fonte
Tween 40 (Cl) ndo apresentou diferenca significativa na metabolizacdo pela
comunidade microbiano do biorreator com meio MN+JE e do meio MN+JE+MgCO3;
com 36 horas de crescimento apdés 120 horas de incubacdo das placas Biolog
EcoPlate. No entanto as fontes Tween 80 (D1), o-ciclodextrina (E1) e Glicogénio
(F1) foram metabolizados apenas pela comunidade microbiana do biorreator com
meio MN+JE+MgCO3 e a comunidade microbiana do biorreator com crescimento em
meio MN+JE néao foi capaz de metabolizar essas fontes.

Na avaliacdo da metabolizacdo dos carboidratos nos biorreatores, duas das
sete fontes testadas, ndo apresentaram diferencas significativas entre o0s
biorreatores, sendo elas a C2 e E2. As fontes B-Metil-D-Glicosideo (A2), D-Xilose
(B2), D-Manitol (D2), D-celobiose (G1) e a-D-Lactose (H1) foram sigficativamente

diferentes entre os biorreatores.

Na avaliagdo da metabolizagdo dos acidos carboxilicos nas amostras dos
biorreatores nove fontes de C foram testadas, sendo que para quatro delas néo
houve diferenca estatistica significativa, sdo elas: Acido 2-hidroxibenzoico (C3),
Acido 4-hidroxibenzoico (D3), Acido y-Hidroxibutirico (E3) e Acido a—Cetobutirico
(G3). No entanto as fontes Acido D-Galactorénico y-Lactona (A3), Acido D-
Galacturénico (B3), Acido D-Glicosaminico (F2), Acido Itacénico (F3) e Acido D-
Malico (H3) foram estatisticamente diferentes. Na metabolizacdo dos aminoacidos
apenas a fonte L-Treonina (E4) ndo apresentou diferenca estatistica dentre as seis
fontes de C testadas, ja as fontes L-Arginina (A4), L-Asparagin (B4), L-Fenilalanina
(C4), L-Serina (D4) e Acido Glicil-L-Glutamico (F4) foram estatisticamente diferentes
e apresentaram maiores indices de metabolizacdo para a amostra do biorreator

contendo o meio MN+JE+MgCOs,

No grupo das amina/amida as duas fontes testadas Feniletilamina (G4) e
Putrescina (H4) foram estatisticamente diferentes entre os biorreatores, sendo que
0s maiores indices de metabolizacdo foram para o biorreator contendo o0 meio
MN+JE+MgCOs.

Na avaliacdo das miscelaneas trés fontes foram testas, apenas a fonte Ester

metilico do acido piravico (B1) ndo apresentou diferenca entre os biorreatores e as
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fontes Glicose-1-fosfato (G2) e D,L-a-Glicerol Fosfato (H2) foram estatisticamente
diferentes.

Como pode ser observado na Tabela 3 de forma geral as fontes de C
apresentaram maior metabolizacdo no biorreator contendo o meio MN+JE+MgCO3

Segundo AQUARONE et al., (2008) o magnésio € um ion que atua como
ativador de enzimas extracelulares e é um importante fator na esporulacdo de
fungos. O magnésio pode ser utilizado como co-fator de enzimas, como também é

essencial ao crescimento de alguns microrganismos.

Na determinacdo do método Biolog 0s microrganismos precisam estar ativos
em condicdes de laboratério e os perfis podem refletir na selecdo de comunidades
microbianas de rapido crescimento, criando uma dificuldade na relagdo dos dados
obtidos in vitro com o funcionamento da comunidade em sistemas naturais, no
entanto esse método pode ser usado como uma triagem na compreensao da relacao
entre a estrutura da comunidade e seu funcionamento (PRESTON-MAFHAM,;
BODDY; RANDERSON, 2002; MALUCHE-BARETTA, 2007).

6.6 ANALISE DOS COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) DA UTILIZACAO DAS
FONTES DE CARBONO PELA COMUNIDADE MICROBIANA DA USINA GOIASA E
DOS BIORREATORES CONTENDO OS MEIOS MN+JE E MN+JE+MgCQOs.

Na andlise do indice de desenvolvimento de cor (WE) a comunidade
microbiana do solo nativo da Usina Goiasa (NAT) e dos biorreatores contendo 0s
meios (MN+JE) e (MN+JE+MgCO3) (Fig. 32) foram responséaveis por 93,61% da
variancia no Componente Principal 1 (PCl) e 6,39% da variancia no PC2,
totalizando 100% da variancia total (PC1 e PC2).

A amostra de solo identificada como solo nativo coletado na usina Goiasa
(NAT-G) é explicada pelo PC1, ou seja, explicam 93,61%% da variancia dos dados.
Frente a analise dos componentes principais a amostra de solo nativo foi diferente
das demais amostras dos biorreatores contendo 0s meios MN+JE e
MN+JE+MgCQO3;. A amostra do biorreator contendo o meio MN+JE+MgCO; é

explicado pelo PC2 (6,39%), o qual foi diferente das demais amostras (NAT e
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MN+JE). De acordo com a analise de componentes principais a amostra NAT e
MN+JE+MgCO3; possuem seus dados explicados por PC1 e PC2 respectivamente,
totalizando 100% da variancia total.
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Figura 32 — Comunidade do solo Nativo da Usina Goiasa e dos Biorreatores MN+JE e
MN+JE+MgCQOs: grafico da PCA com primeiro e segundo componente principal das
amostras NAT (solo nativo da Usina Goiasa), MN+JE (Comunidade do biorreator com meio
MN+JE) e MN+JE+MgCO3; (Comunidade do biorreator com o meio MN+JE+MgCOs;),
baseados nos valores de absorbancia do Biolog EcoPlate a 595 nm.

A Figura 33 evidencia as fontes de carbono que apresentaram maior
metabolizacdo, frente aos componentes principais de maior importancia durante a
analise, evidenciando neste trabalho PC1 e PC2. Como pode ser observado das 31
fontes de carbono utilizadas no teste 29 fontes apresentaram maior utilizacao pela
comunidade microbiana presente no solo nativo e as fontes C3-Acido 2-
hidroxibenzéico e G4-Feniletilamina (PC2) apresentaram maior correlacdo pela

comunidade do biorreator contendo 0 MN+JE+MgCOs.
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Figura 33 — Comunidade do solo Nativo da Usina Goiasa (NAT), Biorreator MN+JE e
Biorreator MN+JE+MgCO3;: PCA dos dois primeiros componentes principais para as 31
fontes de C, com base nos valores de absorbéancia do Biolog EcoPlate.

Como pode ser observado, a comunidade microbiana existente na amostra de
solo nativo, obtido na Usina Goiasa apresentou-se diferente frente a capacidade de
utilizacdo das fontes de carbono, quando comparada com comunidade crescida no
biorreator MN+JE+MgCO3. Entre os Biorreatores a presenca de MgCO3 apresentou
uma capacidade de metabolizacdo maior para o0 biorreator que suplementado com
esse composto sugerindo que o MgCO; tenha atuado de forma positiva no
crescimento da comunidade microbiana originaria da amostra de solo, seja utilizado
como um co-fator ou um ion essencial ao crescimento de alguns microrganismos,
apresentando entdo uma maior diversidade metabdlica e/ou a diversidade de micro-

organismos no biorreator suplementado com este tampéao.

A Figura 33 mostra que das 31 fontes de carbono testadas 29 sao explicadas
pelo componente principal 1 (PC1) que esta associado a comunidade microbiana do
solo nativo da Usina Goiasa e apenas duas fontes C3 e G4 sao explicadas pelo

(PC2) que esta associada a comunidade microbiana crescida no biorreator contendo
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0 meio MN+JE+ MgCO3; (dados mostrados na figura 32). Como pode ser observado
93,61% dos dados sao explicados pela comunidade microbiana do solo nativo da
Usina Goiasa e que as comunidades microbianas proveniente do crescimento em
biorreatores contendo meio o MN+JE e o meio MN+JE+ MgCO3 apresentaram uma
menor capacidade de metabolizacdo das fontes de carbono testadas no Biolog
Ecoplate, isso pode ter ocorrido possivelmente pela selecdo de microrganismos que
apresentaram a capacidade de serem cultivados pelos métodos tradicionais.
Segundo Larkin (2003) como apenas uma pequena porcentagem de todos os micro-
organismos do solo sdo cultivaveis, os ensaios tradicionais baseados em cultura de
populacbes microbianas ou estimativas brutas da biomassa ou a atividade
microbiana fornecem informacfes bastante valiosas, nas comunidades complexas

do solo.

Este estudo permitiu verificar os diferentes comportamentos das
comunidades microbianas dos solos sob manejo da cana-de-agucar, bem como na
comunidade microbiana do solo sob vegetacdo nativa, por meio da avaliacdo do
perfil metabdlico dessas comunidades utilizando o método Biolog Ecoplate.
Diferencas podem ser observadas pela analise multivariada (PCA) das areas
estudadas, sugerindo que este método de analise é adequado para este tipo de
dados. O método Biolog também se mostrou sensivel na avaliacdo do perfil
metabolico da comunidade microbiana crescida em biorreatores e diferencas no
perfil metabodlico das comunidades podem ser observadas. Na prospeccédo de micro-
organismos em biorreatores foi observado que a suplementacdo com MgCOj;
apresentou um maior indice de metabolizacdo na avaliacdo da diversidade
metabolica utilizando Biolog Ecoplate, isso mostra que se faz necessario a
suplementacdo do meio com um namero maior de ions e compostos organicos, afim
de que se possa fazer uma prospeccdo mais ampla da comunidade microbiana

extraida do solo, melhorando sua diversidade metabdlica.
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7 CONCLUSAO

A avaliacdo da densidade populacional dos micro-organismos do solo por
meio da determinacdo das UFC g’ de solo, mostrou que as amostras de solo
proveniente do manejo organico da Usina Jalles Machado e Usina Goiasa

apresentaram o maior nimero de UFC g™ de solo.

A determinacdo do perfil metabdlico da curva de desenvolvimento de cor
média da placa com a amostra do solo nativo da Usina Jalles Machado, apresentou

taxa de metabolizacdo na fase exponencial apds o periodo de 120 h de incubacéo.

Na andlise de componentes principais pode ser observado que para 0S
grupos testados a comunidade microbiana do solo nativo da Usina Jalles Machado
foi determinada como componente principal 1 (PC1) em 5 dos 6 grupos testados
(polimeros, carboidratos, acidos carboxilicos, amina/amida e miscelaneas) exceto
para o grupo dos aminoacidos, enquanto que a comunidade presente no solo nativo
da amostra obtida na Usina Goiasa foi determinado como PC1 em 3 dos 6 grupos
testados (polimeros, aminoacidos e miscelaneas). A comunidade do solo organico
da Usina Jalles Machado foi determinada como PC1l apenas para acidos
carboxilicos e aminoacidos e a comunidade do solo convencional da Usina Jalles foi

determinada como PC1 apenas para o grupo dos acidos carboxilicos.

O meio que apresentou a maior taxa de crescimento celular foi o meio
MN+JE, sendo utilizado posteriormente no biorreator para producdo de biomassa.
No controle do pH do biorreator utilizando K;HPO4, ndo ocorreu a correcdo do pH de
forma eficiente. No tamponamento dos biorreatores utilizando MgCOj;, NaOH,
Na,CO3; e KOH, ndo houve diferenca na cinética de crescimento, no entanto foi
observado um maior consumo de glicose no biorreator com suplementacdo de
MgCOQOs.

As suspensfes microbianas obtidas das amostras dos biorreatores com meio
MN+JE e meio MN+JE+MgCO3; com 36 horas de crescimento em biorreator foram
aplicados em sistema Biolog Ecoplate e incubadas por 120h a £25°C, a comunidade
microbiana do biorreator com meio MN+JE foi capaz de metabolizar 12 fontes de
carbono e a comunidade microbiana do biorreator com meio MN+JE+MgCOj; foi

capaz de metabolizar 27 das 31 fontes testadas.
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A andlise de componentes principais demonstrou que a comunidade do solo
nativo da Usina Goiasa se comportou diferente das amostras que foram crescidas
em biorreatores com meios MN+JE e MN+JE+MGCO;. O PC1l (93,61%) foi
explicado pela comunidade do solo da Usina Goiasa e o PC2 (6,39%) foi explicado
pela comunidade do biorreator MN+JE+MgCO3; A comunidade do biorreator
MN+JE+MgCO3; apresentou maior capacidade de metabolizagdo comparada a
comunidade do biorreator contendo o meio MN+JE, mostrando que o MgCO3 atuou
de forma positiva na capacidade de metabolizacdo da comunidade microbiana

extraida do solo nativo.
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8 PERSPECTIVAS

Os estudos desenvolvidos ao longo da execucdo deste trabalho nos abriram

perspectivas para aplicacdo biotecnoldégica dos micro-organismos. Dentre as

possibilidades de expanséo futura deste estudo, destacamos as seguintes:

Metagenbmica das amostras de solo nativo da Usina Goiasa e dos
Biorreatores contendo os meio MN+JE e MN+JE+MgCOs.

Isolamento dos micro-organismos da comunidade microbiana do solo nativo

da Usina Goiasa;

Cinética de crescimento dos micro-organismos isolados;

Concentracéo da massa celular dos isolados e teste de viabilidade;
Produgéo de consorcio microbiano e avaliagdo da Diversidade Metabdlica;

Testes de Recomposicdo ambiental de plantagcbes de cana-de-agucar nos

manejos convencionais e organicos.
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