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A celulose é o mais abundante composto organico presente na natureza,
representando de 15 a 60 % da matéria seca dos vegetais incorporados ao solo.
Encontra-se em plantas, sementes, algas, fungos e cistos de protozoarios, sendo
o principal componente dos vegetais, constituindo, por exemplo, quase 100 % do
algodio (CARVALHO et al., 2009).

Celulose é um carboidrato composto de unidades de anidroglicose unidas
pelas ligagoes f 1-4 nos dtomos de carbono, com nimero variavel entre 2.000 e
10.000 unidades por molécula e, em alguns casos, atingindo até 15.000 unidades,
em longa cadeia linear ndo ramificada (CERRI et al., 1993). Possui férmula empirica
(CH

pode ser visualizada na Figura 3:
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Fonte: Polymar (2013).
Figura 3. Estrutura quimica da molécula de celulose.

A celulose tem uma estrutura linear ou fibrosa, na qual se estabelecem
multiplas pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas das distintas cadeias
justapostas de glicose, fazendo-as impenetraveis & dgua e originando fibras com-
pactas que constituem a parede celular dos vegetais (CERRI et al., 1993). E um dos
principais constituintes da parede celular das plantas (cerca de 33,0 % da massa da
planta). Em combinag¢ées com a lignina, a hemicelulose e a pectina nio sio digeri-
das pelo homem, constituindo uma fibra dietética (SEABRIGHT, 1995), porém, ani-
mais ruminantes, como bovinos, girafas e camelos, podem digerir a celulose com

uma bactéria celulolitica do género Celulomonas.



O conteudo de celulose das plantas superiores nunca é fixo e a concentra-
¢io varia com a idade e a espécie da planta. E especialmente abundante em mate-
riais lenhosos, na palha, restolho e folhas.

Grande parte das popula¢des microbianas heterotréficas do solo é re-
presentada por bactérias, fungos e actinobactérias, e caracteriza-se pela habili-
dade de decompor celulose, utilizando-a como fonte de carbono e energia. Esses
micro-organismos constituem um grupo funcional denominado micro-organis-
mos celuloliticos.

A degradacio da celulose no solo se da pelo complexo enzimatico denomi-
nado celulase, produzido por bactérias aerébias e anaerébias, actinobactérias e fun-
gos, sendo estes os principais agentes de degradacdo (CATELLAN; VIDOR, 1990a).
A celulase é uma mistura de enzimas envolvidas na degradacao da celulose. Os trés
maiores grupos de celulase que participam da hidrélise sao: endoglucanase, hexo-
glucanase ou cellobiohydrolase e betaglucosidase (SUN; CHANG, 2002).

Em ambiente aerébio, os micro-organismos oxidam a glicose via ciclo
dos acidos tricarboxilicos (CTA) e a decomposi¢ao resulta na producdo de CO, e
substancia celular, com a participa¢ao de todos, principalmente dos fungos, Asper-
gillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichun, Myrothecium, Paecolomyces, Penicillium
e Trichoderma (LYND et al., 2002). As principais bactérias aerébias produtoras de
celulase, que desdobram a celulose, sio Cellulomonas, Bacillus subtilis, B. polymy-
xa, B. brevis, B. licheniformis e B. cereus. Entre as actinobactérias, destacam-se as
termofilicas Thermomonospora e Thermoactinomyces e a mesofilica Streptomyces
(SINGH; HAYASHI, 1995).

As actinobactérias sdo estimuladas somente no final da decomposicio
dos residuos orgéanicos, por apresentarem desenvolvimento mais lento (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Silva Filho e Vidor (1984) constataram que a maior popula¢io de micro-
-organismos celuloliticos, no Rio Grande do Sul, ocorreu em solos com pastagem
cultivada (103 UFC g* de solo), superior ao solo submetido a diferentes sistemas de
manejo convencional, plantio direto, rotacio de culturas e campo nativo.

Dionisio (1996), trabalhando em areas de cultivo de Eucaliptus grandis com
calagem, adubagio mineral e orgénica, e combinag¢ées das formas de adubagéo, cons-
tatou que as densidades de micro-organismos celuloliticos na camada do solo de 0,0

a 5,0 cm foram superiores nos tratamentos que receberam adubagéo organica.



PROTOCOLO VI

CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS
CELULOLITICOS PELO METODO DE SEMEADURA
EM SUPERFICIE

1. Material

a) Solo umido coletado da camada superficial, obtido conforme o Capitulo II
(p. 14);

b) Vidrarias: Erlenmeyer de 250 mL, tubos de ensaio de 15 mL com rosca,
placas de Petri e al¢a de Drigalsky;

c) Equipamentos: agitador mecinico, estufa de esterilizacio, estufa de in-
cubacio, capela de fluxo laminar, autoclave, peagametro, esterilizador
infravermelho ou bico de Bunsen ou lamparina e agitador de tubos;

d) Solucdes: salina esterilizada (NaCl 0,85 %) e meio de cultura celulose-
agar (Tabela 9);

e) Outros: funil plastico (& 10,0 cm), micropipetas com ponteiras de 0,1 mL,
peneira nimero 10 (abertura de 2,00 mm), lixeira para residuos biolégicos,
luvas de protecdo (nitrilica descartével), parafilm, pera insufladora e gés
butano; e,

f)  Alternativos: pipetas de 1,0 mL, algodao hidrofébico e pera insufladora.

Tabela 9. Meio de cultura celulose-agar.

Reagente Quantidade (g L)
NaNO, 0,5
K,HPO, 1,0

MgSO,.7H,0 0,5
FeSO,.7H,0 0,01

Celulose® 12,0

Agar 15,0

Agua destilada g.s.p. 1.000,0

Fonte: Parkinson et al. (1971).

* Carboximetil celulose.



2. Metodologia

a)

b)
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Pesar 10,00 g de solo imido, obtido conforme o Capitulo II (p. 14), previ-
amente tamizado, em peneira nimero 10, em duplicata, sendo uma parte
destinada a contagem de micro-organismos celuloliticos e a outra para a

determinacio da massa de solo seco (item 3);

Transferir o solo, com um funil, para um Erlenmeyer de 250 mL con-
tendo 90,0 mL de solugio salina esterilizada (Anexo 1) (dilui¢io 1:10);

Dispersar as unidades formadoras de colénias (UFC) em agitador mecéani-
co (= 3,4 G) durante 15 minutos e aguardar a precipita¢do das particulas

maiores;

Com uma micropipeta, contendo ponteira esterilizada, transferir 1,0 mL
da suspensio para um tubo de ensaio contendo 9,0 mL de soluc¢io salina
esterilizada e agitar, no agitador de tubos ou manualmente, cinco vezes
(dilui¢do 1:100);

Transferir com uma micropipeta, contendo outra ponteira esterilizada,
1,0 mL da solug¢io anterior para outro tubo de ensaio contendo 9,0 mL
de solucdo salina esterilizada e agitar manualmente cinco vezes (dilu-
icdo 1:1.000);

Repetir o item “e” novamente para atingir a dilui¢ao 1:10.000;

Apés cada transferéncia, descartar as ponteiras utilizadas em um béquer

contendo solu¢io de detergente (Anexo 1);

wIn w_mn

Pipetar, com ponteiras diferentes, 0,1 mL das etapas “d”, “e” e “f” e trans-
ferir para placas de Petri contendo o meio de cultura celulose-agar;
Espalhar o inéculo na superficie do meio especifico com o auxilio da alca de
Drigalsky, tomando o cuidado de esteriliz4-la por flambagem, inserindo-a
em 4lcool etilico (95 ou 96° GL) e passando-a imediatamente na chama da
lamparina. Repetir o processo, ap6s o uso em cada placa de Petri;
Identificar corretamente as placas de Petri, selar com parafilm e incubé-
las em estufa a 25 °C, invertidas, durante 7 dias;

Apés 7 dias, considerar somente as col6nias que formarem, ao seu redor,
um halo transparente, que corresponde a celulose degradada;

Selecionar as placas de Petri com as dilui¢bes que contenham entre 20 e
200 (UEC) isoladas; e,

Contar as UFC com contador de colénias ou a olho nu.



3. Calculo
Realizar o calculo conforme descrito no Capitulo III (p. 22).

4. Resultados
Preencher os dados conforme Tabela 4 (p. 22).



