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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a biodegradacao de compostos organoclorados em
solo, principalmente o hexaclorobenzeno (HCB), em biorreatores com capacidade de 10 Kg e a
eficiéncia da aeracdo pressurizada, os efeitos de dcidos graxos insaturados e da concentracdo dos
compostos organoclorados do solo na biodegradacdo por Lentinus crinitus CCIBt 2611. O solo
contaminado (10643,81 mg HCB Kg'1 solo e 1550,24 mg PeCB Kg'1 solo) com organoclorados foi
esterilizado com benomyl (10mg Kg™' solo). Lotes de 9 Kg de solo (seco) foram transferidos para
biorreatores onde foram incorporados 2,5% de gesso comercial (peso seco) e 900 mg de L. crinitus
(peso seco), crescido em bagaco de cana misturado com farinha de soja e fécula de mandioca nas
proporg¢des de 20 e 30% (peso seco). Foram realizados 2 experimentos, sendo que as condi¢des de
cultivos analisadas no primeiro experimento foram: 2 reatores com 5% de uma emulsdo de dleo de
soja comestivel comercial (marca Lisa) e tween 20, na propor¢do de 9:1 (p/p) com injecdo de ar
pressurizado (0,2 Bar) e 2 reatores com 5% de uma emulsdo de dleo de soja comestivel comercial
(marca Lisa) e tween 20, na proporcdo de 9:1 (p/p) com revolvimento semanal do solo, € no
segundo experimento as condi¢des de cultivo foram: 2 reatores com 5% de uma emulsdo de 6leo de
soja comestivel comercial (marca Lisa) e tween 20, na propor¢do de 9:1 (p/p), utilizado como
controle, 2 reatores com 8% de uma emulsdo de dleo de soja comestivel e tween 20, na propor¢ao
de 9:1 (p/p) e 2 reatores com solo contaminado diluido com solo branco (1:10 p/p) para diminui¢do
da concentracao inicial dos organoclorados. E em todos os reatores foi injetado ar pressurizado (0,2
Bar). Foi instalado um sensor de temperatura nos biorreatores € uma sonda para medida do teor de
oxigénio. A incubacdo dos biorreatores foi feita durante 56 dias, a 28°C. Aos 0, 7, 14, 28 e 56 dias
de incubac¢do foram determinadas atividades enzimadticas, pH, crescimento fingico e umidade do

solo. A temperatura do solo e % de oxigénio do solo foram acompanhadas diariamente.
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No primeiro experimento foram observadas atividades enzimaticas durante todo periodo de
crescimento de L. crinitus em todos os tratamentos avaliados e um efeito significativo do 6leo
vegetal e da oxigenacgdo sob pressdao. O pH variou de 4,0 a 3,8 ao final de tempo de incubagdo. O
teor de oxigénio nos reatores com revolvimento do solo variou entre 19 € 21% e nos reatores
pressurizados a porcentagem foi superior, variando entre 23 e 25%. A temperatura do solo nos
biorreatores pressurizados foi inferior a observada nos biorreatores com revolvimento do solo. O
crescimento de L. crinitus foi semelhante em todas as condicdes analisadas até 56 dias de
incubac¢do, com influéncia do 6leo vegetal e do ar pressurizado. L. crinitus foi capaz de degradar
36,3% de HCB, 35,4% de pentaclorobenzeno (PeCB) e 22,9% dos tetraclorobenzenos totais (TCBs)
nos reatores pressurizados. No segundo experimento também foram observadas atividades
enzimaticas durante todo periodo de crescimento de L. crinitus e um efeito significativo do aumento
da concentragdo do 6leo vegetal no sistema de cultivo. Nao houve alteracdo do pH do solo. O teor
de oxigénio nos reatores variou entre 21 e 25%. A temperatura do solo nos biorreatores variou entre
16 e 28°C. Houve crescimento significativo de L. crinitus em todas as situacdes analisadas e um
efeito significativo da concentrac@o do 6leo vegetal no aumento da biomassa fungica. L. crinitus foi
capaz de degradar 43,7% de HCB, 50,4% de PeCB e 41,7% dos TCBs totais nos reatores

pressurizados.

Palavras chaves: aeracdo, biorremediacao, basidiomiceto, biorreator, Lentinus crinitus
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Abstract

This study aimed to evaluate the biodegradation of organochlorine compounds in soil,
especially hexachlorobenzene (HCB), in bioreactors with 10 kg capacity and also the efficiency of
pressurized aeration, the effects of unsaturated fatty acids and concentration of soiled
organochlorines compounds on the biodegradation by Lentinus crinitus CCIBt 2611. The
contaminated soil (10643,81 mg kg™ soil HCB and PeCB 1550,24 mg kg™' soil) was sterilized with
benomyl (10,0 mg kg soil). Batches of 9 kg of soil (dried) were transferred to bioreactors
incorporated with 2,5% of commercial gypsum (dry weight) and 900,0 mg of L. crinitus (dry
weight) grown on sugar cane bagasse mixed with soy flour (20%) and cassava flour (30%). Two
experiments were performed, and the culture conditions analyzed in the first experiment were: two
reactors with 5% of emulsion of commercial vegetable oil (trade name Lisa) and Tween 20 at the
ratio of 9:1 (w/w) with pressurized air (0,2 bar) and two reactors with a 5% of emulsion of
commercial vegetable oil (trade name Lisa) and Tween 20 at the ratio of 9:1 (w/w) with weekly
tilling soil, and in the second experiment the culture conditions were: two reactors with 5% of
emulsion of commercial vegetable oil (trade name Lisa) and Tween 20 at the ratio of 9:1 (w/w)
used for controlling purposes, two reactors with 8% of emulsion of vegetable oil and Tween 20 at
the ratio of 9:1 (w/w) and two reactors with contaminated soil diluted with uncontaminated soil
(1:10 w/w) in order to decrease the initial concentration of organochlorine. And in all reactors was
injected pressurized air (0.2 bar). It was installed a heating sensor in the bioreactors and a probe to
measure oxygen content. Incubation period of bioreactors was 56 days at 28 °C. At 0, 7, 14, 28 and
56 days of incubation were determined enzyme activities, pH, fungal growth and moisture soil. Soil
temperature and the % of oxygen soil were monitored daily. In the first experiment were noticed
enzymes activities throughout the growth period of L. crinitus in all treatments and a significant
effect of vegetable oil and pressurized aeration. The pH ranged from 4.0 to 3.8 at the end of the

incubation period. The oxygen content in the tilling soil reactors ranged between 19 and 21% and in
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the pressurized reactors the percentage ranged from 23 to 25%. Soil temperature in pressurized
bioreactor was lower than in the bioreactors with tilling soil. The growth of L. crinitus was similar
under all conditions studied up to 56 days of incubation, influenced by vegetable oil and pressurized
air. L. crinitus was able to degrade 36,3% of HCB, 35,4% of pentachlorobenzene (PeCB) and
22,9% of tetrachlorobenzenes (TCBs) in pressurized reactors. In the second experiment were also
observed enzyme activities during all the growth period of L. crinitus and a significant growth of
vegetable oil concentration in the cultivation system. There was no change in the soil pH. The
oxygen content reactors ranged between 21 and 25%. Soil temperature in the bioreactors ranged
between 16 and 28 °C. There was significant growth of L. crinitus in all cases analyzed, and a
significant effect of vegetable oil concentration to increase the fungal biomass. L. crinitus was able

to degrade 43,7% HCB, 50,4% PeCB and 22.9% TCBs in pressurized reactors.

Keywords: aeration, bioremediation, basidiomycete, bioreactor, Lentinus crinitus
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1. INTRODUCAO

Com a evolugdo dos processos industriais € o consequente surgimento de inimeros
produtos que rapidamente tornaram-se de primeira necessidade, a atividade industrial adquiriu
um cardter essencial na sociedade contemporanea. Embora a sua importancia seja indiscutivel, a
atividade industrial costuma ser responsabilizada, e muitas vezes com justa razdo, pelo fendmeno
de contaminacdo ambiental, principalmente gracas a dois fatores de extrema importincia: a) o
actimulo de matérias primas e insumos, que envolve sérios riscos de contaminagdo por transporte
e disposi¢cdo inadequada; e b) ineficiéncia dos processos de conversdo, o que necessariamente
implica a geracao de residuos (Freire et al. 2000, Harms et al. 2011)

A partir do século passado, vdrios compostos foram sintetizados e introduzidos no
mercado pelas industrias, sem avaliacdo prévia do seu impacto ambiental, acumulando-se no
ambiente. Esse acimulo foi devido a auséncia de decompositores naturais, além de consequente
ndo participagdo dos compostos sintéticos nos ciclos biogeoquimicos. Considerando ainda a
estabilidade desses compostos, sob condi¢des aerdbias e anaerdbias, existe ainda a possibilidade
da persisténcia e da recalcitrancia de tais compostos no ambiente. O resultado foi, em muitos
casos, a polui¢cdo do meio por contaminantes téxicos, colocando em risco a saide humana e a
integridade dos ecossistemas (Leisinger 1983, Higgblom 1992, Boopathy 2000, Pointing 2001,
Semple et al. 2001, Rabinovich et al. 2004).

Os compostos organoclorados sdo considerados como os grandes responsdveis pelos
problemas de contaminacdo ambiental, principalmente porque estes compostos sdo, em geral,
altamente toxicos, de dificil degradacdo natural e tendem a se bioacumular no meio ambiente
(Freire et al. 2000, Guzzella et al. 2005)

Os poluentes organicos persistentes (POPs) sdo compostos organoclorados que foram

intensamente produzidos a partir da década de 40, sendo considerados produtos sintetizados pelo

1



homem que maior impacto causam no meio ambiente, devido basicamente a sua alta persisténcia
no ambiente, resisténcia a degradacdo, capacidade de transporte a longas distancias pela
atmosfera e correntes marinhas, potencial de bioacumulacdo e biomagnificagdo. Os
organoclorados possuem elevada solubilidade em lipidios e esta caracteristica determina sua
capacidade de biomagnificacdo, atingindo o topo da cadeia alimentar, o homem (Fernicola &
Oliveira 2002).

Em 1995, o Conselho de Administragdo do Programa das Nagdes Unidas para o Meio
Ambiente - PNUMA - classificou 12 compostos organicos como Poluentes Organicos
Persistentes (POPs). Sao compostos organicos representados por compostos aromaticos e
aliciclicos clorados. Foram reconhecidos pela comunidade internacional como POPs os seguintes
compostos: Aldrin, Clordano, diclorodifeniltricloroetano (DDT), Dieltrin, Dioxinas, Endrin,
Furanos, Heptacloro, Mirex, Bifenilas Policloradas (PCBs), Toxafeno e o hexaclorobenzeno
(HCB) (Fernicola & Oliveira 2002, Breivik et al. 2004, Goerk et al. 2004, Guerzoni et al. 2007,

Bais et al. 2008).

O hexaclorobenzeno (HCB) foi considerado pelo Programa das Nacdes Unidas para o
Meio Ambiente (PNUMA) como um dos 12 poluentes organicos mais persistentes que devem ser
banidos do planeta, devido aos riscos a saide humana e ao meio ambiente (Toledo 2002).

O HCB € o principal composto presente nos solos contaminados por organoclorados da
Baixada Santista, Sdo Paulo. Foi oriundo do processo industrial de producio do tetracloreto de
carbono, um desengraxante bastante utilizado na industria metaldrgica. Os residuos da fabrica¢ao
de tetracloreto de carbono constituem-se de uma mistura de compostos organoclorados, sendo o
HCB o componente principal, muito embora o pentaclorofenol (PCF) possa estar presente em
concentracdes relativamente elevadas, além de outros organoclorados em menores concentragcdes

(Matheus 2003).



Diversas propostas de degradacdo de organoclorados foram sugeridas, como op¢des de
tratamento que incluem a disposicdo do material contaminado em aterros sanitdrios, sua
incineracdo ou ainda a biorremediacdo desse material. Essa dltima op¢do é uma tecnologia
alternativa que, por utilizar metabolismos degradativos do préprio ambiente em questdo, ser
realizada em temperatura e pressio ambiente, além de assemelhar-se a um manejo na area
comprometida, tem baixo custo e € segura do ponto de vista ambiental. Além disso, os sistemas
biolégicos de tratamento podem promover a transformagdo do composto poluente, desde a
simples retirada de um dtomo até a mineralizacdo, com a oxida¢cdo completa, obtendo produtos
finais in6cuos. Estes sistemas ndo geram residuos so6lidos, quando conduzidos in situ, sendo
assim, menos impactantes. Além do mais, esse tipo de tratamento pode ser projetado para tratar
sOlidos, lodos, dgua e gases contaminados (Atlas 1993, Shannon & Unterman 1993, Haggblom
& Valo 1995, Matheus & Machado 2002, Eerd et al. 2003, Sutherland et al. 2004).

Alguns dos agentes primdrios da decomposi¢cdo da matéria organica utilizados em
biorremediagdo, sdo os fungos, que sdo capazes de crescer sob as condi¢des de estresse que
limitam o crescimento bacteriano. Além disso, o modo de crescimento dos fungos, induzido
quimiostaticamente em dire¢do a fonte de carbono, por meio do alongamento e ramifica¢io das
hifas, permite a colonizacdo de grandes dreas, aumentando o contato superficial com o
contaminante, melhorando os niveis de biodegradacdo. Se a contaminacdo € relativamente
resistente a biodegradacdo, geralmente utilizam-se fungos basidiomicetos inoculados para
iniciar o ataque metabdlico (Dupont et al. 1998, Matheus & Machado 2002, Rabinovich et al.
2004).

Alguns basidiomicetos nativos do Estado de Sdo Paulo foram selecionados para
aplicacdo em tratamentos ambientais de solos contaminados, por sua capacidade de degradar
compostos organoclorados. Lentinus crinitus CCIBt 2611 (CCB274), Psilocybe castanella

CCIBt 2781 (CCB444) e Trametes villosa CCIBt 2513 (CCB176) sao alguns dos fungos
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selecionados e estdo sendo estudados em escala de laboratério e de campo (Matheus & Okino
1998, Matheus et al. 2000; Matheus et al. 2001; Matheus & Bononi 2002; Matheus 2003;
Matheus et al. 2003; Machado et al. 2005a; Moreira-Neto 2006; Ballaminut 2007, Salvi 2008,

Silva 2009, Okada 2010).



1.1. Residuos organoclorados

Os compostos organoclorados s@ao um grupo de diversos produtos quimicos sintéticos
orgdnicos que constituem um dos mais importantes grupos de poluentes ambientais como
resultado do seu uso indiscriminado como herbicidas, inseticidas, fungicidas, solventes e
principalmente como subprodutos de processos industriais. Devido a sua toxicidade,
bioconcentra¢do e persisténcia tendem a se bioacumular no ambiente (Camacho-Perez et al.
2012, Barber et al. 2005, Freire et al. 2000).

A producdo global desses residuos excedeu 100.000 toneladas e, provavelmente, emissoes
primdrias na atmosfera ocorreram principalmente durante a década de 70. A partir deste periodo,
ocorreu uma tendéncia de declinio de emissdes no ambiente devido as restricOes em alguns paises
(Barber at al. 2005).

Dioxinas e furanos clorados, por exemplo, podem ser liberados no meio ambiente em
processos de combustdo incompleta. Existem evidéncias sobre a alta toxicidade e persisténcia
destes tipos de compostos, destacando entre outros o 2,3,7,8- tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD), de potente agdo carcinogénica (Scheter & Oslon 1997, Olivieri & Cooper 1997,
Stringer & Johnston 2002, Chovancovd et al. 2012). Grande parte da agdo tdéxica destes
compostos pode ser constatada em micro-organismos aqudticos, nos quais é comum O
aparecimento de anormalidades no sistema reprodutivo e imunolégico (Olivieri & Cooper 1997,
Loganathan et al. 2001).

Embora atualmente controlada, a utilizacdo de pesticidas organoclorados tem sido uma
das principais fontes de contaminacdo nas ultimas décadas. As grandes plantagdes,
particularmente as monoculturas, favorecem o aumento de espécies consideradas pragas. Para
combater as pragas foram desenvolvidos inseticidas, herbicidas, fungicidas, etc., produtos que,

quando utilizados de maneira indiscriminada, contaminam grandes regides. O mais cldssico
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deles, o DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), foi o primeiro pesticida organo-halogenado
desenvolvido. Nos primeiros anos de uso, o DDT foi elogiado devido a grande contribuicdo a
saude da humanidade, e o seu uso foi incentivado indiscriminadamente. Os efeitos da acumulagdo
do DDT no organismo humano ndo foram percebidos imediatamente, somente apds 20 anos é
que apareceram os primeiros sintomas patogénicos. Hoje sabe-se que o DDT ¢é resistente a
degradacdo, possui propriedades cancerigenas, mutagé€nicas e teratogé€nicas, além de outros
efeitos como malformacdo uterina (Pontin & Massaro 2001).

A industria de papel e celulose € uma das que mais contribuiu e ainda contribui ao
processo de contamina¢do do meio ambiente por compostos organoclorados, principalmente com
uma grande gama de compostos originados nos processos de branqueamento da polpa. Nestes
processos, normalmente realizados com cloro, € produzido um grande nimero de compostos
organoclorados, muitos dos quais s3o considerados altamente téxicos, como dioxinas,
clorofendis, clorocatecdis e cloroguaiacéis (Odendahl 1994). Embora muitos esfor¢os tenham
sido dedicados a substituicio do cloro como insumo de branqueamento, com o objetivo de
minimizar o teor de compostos organoclorados nos efluentes, o seu impacto ambiental continua
sendo bastante preocupante (Freire et al. 2000).

O fendmeno de contaminagdo por organoclorados tem-se difundido de uma maneira tao
generalizada, que pode ser observado até em regides bastante isoladas do planeta. Na ultima
década, por exemplo, tem-se registrado a presenca de compostos organoclorados na regido artica
(Goerk et al. 2004). Dentre outros, destaca-se a presenga de compostos semi-volateis como o
hexaclorobenzeno, DDT e os seus metabdlitos, bifenilas policloradas, espécies persistentes em

amostras de ar, 4gua e sedimentos.



1.1.1. Hexaclorobenzeno

O hexaclorobenzeno (HCB) € um composto aromdtico halogenado que apresenta o niicleo
benzénico completamente clorado. A temperatura ambiente é um sélido cristalino branco,
praticamente insolivel em 4dgua, levemente solivel em élcool frio, mas solivel em éter, benzeno,
hexano e cloroférmio. O HCB grau analitico contém, aproximadamente, 98% de HCB, 1,8% de
pentaclorobenzeno e 0,2% de 1,2,4,5-tetraclorobenzeno, e é conhecido por ter uma variedade de
impurezas, incluindo hepta- e octaclorodibenzofurano, octaclorodibenzo-p-dioxina e
decaclorobifenil (Toledo 2002, Matheus 2003, Barber et al. 2005).

Foi sintetizado pela primeira vez por Michael Faraday, quimico inglés que descobriu o
benzeno, em 1824. Historicamente, 0o HCB teve muitos usos na industria e na agricultura. O HCB
foi introduzido pela primeira vez em 1945 como fungicida para as sementes de cebola, sorgo e
culturas como trigo, cevada, aveia e centeio. As restricdes ao uso do HCB foram iniciadas na
década de 1970 e causaram uma grande queda na produ¢do do HCB. Nos ultimos anos, sua
producdo tem sido como um sub-produto ndo intencional na sintese de solventes clorados,
aromadticos, e pesticidas. A principal fonte de exposi¢do ao HCB € a comida. No entanto, a
exposi¢cdo ao HCB também pode ocorrer a partir de ar contaminado, 4gua, ou no solo (Zitko
2003, Barber et al. 2005)

O HCB ¢ extremamente persistente no ambiente devido a sua baixa solubilidade, baixa
reatividade e seu alto teor de cloro. Estd distribuido no meio ambiente em virtude de sua
mobilidade e sua resisténcia a degradacdo. O transporte de longa distincia tem uma importancia
significativa na redistribuicilo do HCB no meio ambiente. Geralmente presente em baixas
concentracdes, estd largamente disperso no ambiente, tendo sido detectado em ar, 4gua,
sedimento, solo, biota e sitios remotos, refletindo a persisténcia e o longo alcance dessa

substincia (Matheus et al. 2000, Toledo 2002, Ezendam et al. 2004, Yuan et al. 2007).



Devido a esta resisténcia natural a degradacdo bioldgica e quimica, a sua persisténcia no
ambiente e a sua capacidade de se transportar para lugares distantes de sua fonte emissora, pelo ar
e pelas dguas, o HCB se configura num grupo de substancias quimicas de particular interesse, em
nivel global, para a agricultura, a industria, a saide publica e o meio ambiente: os Poluentes

Organicos Persistentes (POPs) (Matheus et al. 2000,Toledo 2002, Hirano et al. 2007).

As caracteristicas fisico-quimicas do HCB estao descritas no Quadro 1

Quadro 1: Caracteristicas fisico-quimicas do hexaclorobenzeno (Barber et al. 2005)

Estrutura quimica

OULIOS NOMES:....vvvvrrereereerreereeeeeeeeeennn. Amatin; Bunt-cure; Bunt-no-more; Co-op Hexa;
HCB; Carbono clorado de Julin; No Bunt 40; No
Bunt 80; Pentaclorofenil clorado; Perclorobenzeno;
Snieciotox; 1,2,3,4,5,6-Hexaclorobenzeno; Benzeno
hexaclorado; Hexaclorobenzol; Fenil percloril; Rcra
waste number U127; Sanocid; UN 2729

Formula .......coooeevviiieiieiiiiieeececieeeeee, CsClg
Peso molecular (g MOl™ ) 284,78
Numero de registro CAS..........ccvenneee. 118-74-1
Solubilidade em dgua (mg L™, 25°C).... 0,0079
Ponto de fusdo (°C)......eeeeveecvveeieeeeennen. 226
Ponto de Ebulicdo (°C).....ccceeevvevuveanneen. 323-326
Pressao de vapor (mPa)........ccccceuveeneee. 1,45
Volatilidade..........cccceovveieciieiiiieeeene. baixa
log Kow (pH 4,7)..ceeeviiiiieiieiieeins 6,18
Mobilidade no solo..........cccceeeevvreeennenn. baixa
Persisténcia........ccceeeeevveeeecneeeeeiieeeee. elevada

Limite aceitdvel em dgua para

protecdo da vida humana..(EPA/USA).. Zero




Segundo Toledo (2002) o HCB ¢ altamente téxico para a vida aqudtica, plantas, animais
terrestres e seres humanos. O HCB pode causar danos para o feto em desenvolvimento, figado,
sistema imunol6gico (aumentando o risco de infec¢do), tiredide e rins. Uma exposicao elevada ou
repetida pode causar danos para o sistema nervoso e causar irritabilidade, dificuldade de
locomogdo e de coordenacdo, fraqueza muscular, tremor e/ou uma sensac¢iao de formigamento na
pele. Exposi¢do repetida pode levar a alteracdes permanentes na pele, tais como mudancas na
pigmentacdo, pele esticada e grossa, enrugamento fécil, cicatrizes, pele quebradica e aumento no
crescimento de pélos, especialmente na face e antebragos.

O HCB tem sido relacionado com alguns casos de “porfiria cutinea tardia” (PCT),
alteragdes no metabolismo de porfirina (excrecdo de porfirinas e precursores de porfirina foram
aumentadas). Ezendam (2004) em estudos realizados com ratos comprovou que o gene
responsavel pelo metabolismo das porfirinas foi induzido quando os ratos foram expostos a uma
dieta que continha HCB.

Existe a suspeita de que a exposi¢do a compostos organoclorados, incluindo pesticidas
organoclorados, aumente o risco de cancer de mama em mulheres (Stone 1994). Esta
preocupagdo surge a partir da constatacdo de que estes poluentes ambientais interferem na
atividade hormonal e induzem enzimas com funcdes multiplas, as quais estdo também

intimamente ligadas ao metabolismo de hormonios esterdides.

1.2. Fungos de podriddao branca e sua aplicacio em biorremediacao de

organoclorados

Os basidiomicetos causadores de podriddo branca sdo micro-organismos que possuem a

capacidade de degradar lignina, celulose e hemicelulose em moléculas menores até CO; e dgua. A
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lignina, suporte estrutural para as plantas, ¢ um biopolimero tridimensional com uma estrutura
composta por unidades moleculares que nao se repetem regularmente, origindrias da oxidacdo de
trés precursores monoméricos: dlcool cumaril, dlcool coniferil e dlcool sinapil. A polimeriza¢ao
aleatoria destas subunidades, através de ligacdes C-C e C-O-C dao origem a uma forma altamente
complexa, tridimensional, estdvel e insolivel em dgua. Assim, a lignina confere rigidez a
madeira, diminui¢do da permeabilidade das paredes das células do xilema a dgua e prote¢do aos
tecidos vegetais contra o ataque microbiano (Matheus & Okino 1998, Kirk & Farrel 1987, Levin
et al. 2007).

Apesar de vérios dos seus aspectos necessitarem ainda serem investigados, a degradacdo
da lignina por fungos basidiomicetos pode ser entendida como um processo multienzimatico
resultante da acdo coordenada de uma série de enzimas intra e extracelulares, do grupo das
oxidoredutases (representadas por peroxidases, lacases e outras oxidases produtoras de peréxido
de hidrogénio) e de metabdlitos intermedidrios de baixa massa molecular (Figura 1) (Kirk 1993,
Leonowicz et al. 1999, Moreira-Neto 2006). As enzimas extracelulares, por meio da abstracio de
elétrons do substrato, produzem espécies radicais de alta atividade que vao atuar na
despolimerizacdo da lignina e outros compostos toxicos de alta complexidade (Fabbrini et al.
2002). Apds o ataque inicial a parede celular, hda uma maior acessibilidade das enzimas
extracelulares a estrutura lignoceluldsica, resultando na degradacdo da mesma (Gutierrez 1995).
Essas enzimas vém sendo extensivamente estudadas e mostram participacdo na transformacao
ndo sé da lignina, mas também de compostos poluentes recalcitrantes ndo poliméricos, como
nitrotoluenos, hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs), corantes organicos e sintéticos, € também
pentaclorofenol (Kirk & Farrell 1987, Ullah et al. 2000a, , Ullah et al. 2000b , Pointing 2001,

Matheus et al. 2003, Higuchi 2004, Novotny et al. 2004, Machado et al. 2005a).

10



co,
Hifa fungica

lﬂ\c [n ]
e ]
_/f" Acido glioxalico

Glioxal oxidase \‘ +H3O g

MnP

fa T o
o HaCg © MnZe ey a”
Lignina HaO - Hadical
-2 cationico
oy

Reacéo espontanea

Alcool
veratrilico +
Produtos de
baixo peso
molecular

Figura 1: Esquema geral do processo de degradacdo da lignina por Phanerochaete

chrysosporium (Kirk 1993).

Os primeiro estudos realizados de degradacdo de xenobiiticos por fungos de podridao
branca foram realizados com Phanerochaete chrysosporium. Em meados da década de 80 foram
apresentadas as primeiras evidéncias de que o fungo Phanerochaete chrysosporium tinha a
capacidade de mineralizar dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-
dioxina (TCDD), benzo(a)pireno, lindano (1,2,3,4,5,6-hexaclorociclohexano) e algumas bifenilas
policloradas (PCBs), bem como o pentaclorofenol (Bumpus & Aust 1987, Barr & Aust 1994,
Reddy er al. 1998, Reddy & Gold 2000, Pointing et al. 2001, Shim & Kawamoto 2002, Krishna
2005, Tortella et al. 2005).

Os basidiomicetos tem sido utilizados em estudos de biorremediacdo de poluentes
organicos persistentes (POPs), tais como pesticidas clorados (DDT), dioxinas (2,3,7,8—
tetraclorodibenzeno-p-dioxina),  bifenilas  policloradas,  hexaclorobenzeno, além de

hidrocarbonetos aromdticos (benzo-a-pireno), pentaclorofenol e hexaclorobenzeno. Tais
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linhagens de fungos envolvidas na degradacdo destas moléculas incluem as espécies (Figura 2):
Higrocybe sp., Lentinus crinitus, Peniophora cinerea, Phellinus gilvus, Pleurotus sajor-caju,
Psilocybe castanella, Pycnoporus sanguineus e Trametes villosa (Matheus et al. 2000, Matheus
et al. 2001, Gugliotta 2001, Matheus et al. 2003, Machado et al. 2005a, Machado et al. 2006,

Vitali 2004, Matheus & Bononi 2002, Ballaminut 2007, Salvi 2008, Silva 2009, Okada 2010).

Lentintas crinifus CCIBE 2611 Fatloeybe casianella CCIBL 2718
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Trametes vitlosa CCIBt 2513

Figura 2: Fungos basidiomicetos aplicados em processo de biorremediacio de solo contaminado com

organoclorados

Fotos: A) Marina Capelari 2002, B) Deconica pages 2010, C) Adriana de Mello Gugliotta 1997

Machado et al. (2005a) selecionaram 32 linhagens das 125 estudadas para aplicacdo em
estudos de biodegradacdo de PCF em solo, dentre as 32 linhagens apenas 6 foram capazes de
crescer em solo com 4600 mg PCF kg solo. No mesmo estudo Machado ef al. (2005a) também
observou que Peniophora cinerea CCIBt 2541, Psilocybe castanella CCIBt 2781 e Trametes
villosa CCIBt 2513 foram capazes de degradar até 80% do PCF presente no solo. Em estudo
realizado por Salvi (2008) Trametes villosa CCIBt 2513 também foi capaz de mineralizar 12% de
tetraclorodietozibenzeno em solo (4200 mg TCDB g'solo), produto originado da oxidagdo

quimica do HCB, sendo mais toxico que o HCB.
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Matheus et al. (2000) observaram reducdo de até 25% de HCB durante crescimento de
Psilocybe castanella CCIBt 2781 e Lentinus crinitus CCIBt 2611 em solo contendo 1.327 mg de
HCB kg™, sem suplementaco, com taxas de mineralizacdo inferiores a 1%.

De acordo com Ballaminut (2007) Lentinus crinitus CCIBt 2611 foi capaz de degradar
100% de pentaclorofenol em solo contaminado com 100 mg PCF Kg' em apenas 5 dias de

incubacao.

1.3. Enzimas ligninoliticas

Os basidiomicetos sdo capazes de sintetizar e secretar uma ou mais das trés principais
enzimas envolvidas na modificacdo e degradacdo da lignina, ou seja, lignina peroxidase (LiP, EC
1.11.1.14), Manganés peroxidase (MnP, CE 1.11.1.13) e fenoloxidase (lacase) (ALC, EC
1.10.3.2) (Kulikova et al. 2011).

Atualmente, a denominag¢do comum utilizada para estas enzimas € ligninases (Dashtban et
al. 2009, Ruiz-Duenas & Martinez 2009), embora alguns autores atribuem este termo a lignina
peroxidase. As ligninases podem ser divididas em dois grupos: fenoloxidases que compreendem
as Lacases (LAC, EC 1.10.3.2) e peroxidases que contém um grupo heme, que compreende a
lignina peroxidase (LP, 1.11.1.14 CE), manganés peroxidase (MnP, 1.11.1.13 CE) e uma
peroxidase multifuncional (Peroxidase versatil) (VP, EC 1.11.1.16) (Wong 2009, Ruiz-Duenas &
Martinez 2009). Estes dois grupos de enzimas t€m receptores de elétrons diferentes: oxigénio
molecular para a lacase e per6xido de hidrogénio para as peroxidases que contém um grupo heme
(Kulikova et al. 2011)

A fisiologia da LiP, MnP e LAC tem sido estudada extensivamente (Hatakka 1994;
Thurston 1994, Arora & Sharna 2010, Kulikova ef al. 2011). Estas enzimas envolvidas na

degradacdo da ligina sdo altamente inespecificas no que diz respeito ao seu substrato, o que €
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surpreendente, considerando seus modos de acdo através da geracdo de radicais. Resultados
promissores destas enzimas ligninoliticas tém sido demonstrados, como a transformacao in vitro
ou mineralizacdo de uma vasta gama de organopoluentes altamente recalcitrantes, com
similaridades estruturais com a lignina. Isto € particularmente notdvel, uma vez que, muitos
xenobidticos nunca foram encontrados na natureza, € em muitos casos (por exemplo, HAP, com
mais de quatro anéis de benzeno) os fungos causadores de podriddo-branca sdao os unicos

organismos capazes de degradd-los (Novotny et al. 2004).

1.3.1. Lignina Peroxidase (LiP)

A Lignina peroxidase (LiP) foi detectada pela primeira vez em Phanerochaete
chrysosporium em 1983 (Tien & Kirk 1984). Mais tarde, a presenca de LiP foi estabelecida em
vdrios cepas de P. chrysosporium e Trametes versicolor (Johanson et al. 1993). Posteriormente
uma selecdo de basidiomicetos revelou a presenca de genes LiP em Panus sp., P. coccineus, P.
sanguineus € Perenniporia medula-panis (Pointing et al. 2005).

A LiP € uma enzima ndo especifica quanto aos substratos, oxida uma grande quantidade
de substratos aromdticos de natureza fendlica e componentes nao fenélicos da lignina com um
potencial redox inferior a 1,4 V na presencga de per6xido de hidrogénio.

Uma caracteristica tnica da LiP, que a distingue de outras peroxidases, € a capacidade de
oxidar subestruturas metoxi da lignina com alto potencial redox. Para substratos fendlicos, a taxa
de oxidacdo € maior do que para os substratos ndo fendlicos, como resultado da oxidagdo, os
radicais fenoxil sdo formados. Na presenca de oxigénio, os radicais fenoxil podem interagir com
varios compostos presentes no meio, € causarem a ruptura do anel aromadtico e / ou sua

polimerizagdo (Kulikova et al. 2011).
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No processo de degradacdo da lignina, a LiP ¢ inicialmente oxidada pelo H,O, e oxida
nicleos aromadticos da molécula de lignina (fendlicos e ndo fendlicos), gerando radicais
cationicos. Estes reagem espontaneamente com nucleoéfilos (primariamente H>O) e com oxigénio
molecular, gerando uma “combustdo enzimdtica® onde ligacdes C-C e C-O sdo quebradas,
despolimerizando a lignina e abrindo os anéis arométicos. Esta enzima é uma glicoproteina que
contém Fe protoporfirinico IX como grupo prostético e é dependente de H,O, para sua atividade

(Kirk et al. 1978).

1.3.2. Manganés Peroxidase (MnP)

A peroxidase dependente de manganés ou manganés peroxidase (MnP) € produzida pela
maioria dos fungos de podriddao branca pertencentes as familias Polyporaceae, Meruliaceae e
Coriolaceae. Hoje sdo conhecidos cerca de 56 espécies que produzem esta enzima (Hofrichter
2002) e até agora, ndo se evidenciou qualquer bactéria, levedura e basidiomiceto micorrizico
capaz de produzi-la (Kulikova et al. 2011).

A MnP € uma glicoproteina com Fe protoporfirinico IX como grupo prostéico. O peso
molecular do MnP varia de 38 a 62,5 kDa, sendo que na maioria das enzimas purificadas o peso
molecular é de aproximadamente 45 kDa (Hatakka 1994). Os basidiomicetos produzem um
grande nimero de isoformas de MnP, sendo que 11 isoformas foram descritos para Ceriporiopsis
subvermispora. Essas isoformas diferiram principalmente nos pontos isoelétricos (pl), que
estiveram na faixa dcida (pH 3-4) embora isoformas na faixa neutra e menos 4cida foram
encontradas em determinados fungos (Lobos et al. 1994).

A MnP catalisa a oxidagao de Mn** para Mn’" na presenca de peroxido de hidrogénio. O
ciclo catalitico de MnP na presenca de um agente quelante (oxalato, malonato, malato, tartarato e

lactato) conduz a formacao de um complexo quelante Mn’* altamente reativo, que pode oxidar
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substratos fendlicos pelo mecanismo de um elétron, incluindo compostos fendlicos com a
formacao de radicais fenoxil da lignina .

Além da atuacdo direta destes fons Mn”* na transformacdo da lignina, outros sistemas tém
sido esclarecidos para atuacdo da MnP na degradacdo da lignina e de poluentes organicos. Um
destes sistemas € baseado na mediacdo por dcidos graxos insaturados e seus derivados (lipideos)
e tem sido relacionado com a degradagdo de estruturas ndo fenodlicas de lignina por MnP. Este
sistema atua pela geracdo de radicais intermedidrios reativos (radicais peroxil) a partir de
estruturas de acidos graxos insaturados, processo conhecido como peroxidacdo lipidica. Como
resultado, este sistema MnP-lipideo € forte o bastante para quebrar ligagdes Ca-CP e B-aril éter
de modelos naofendlicos de lignina (Figura 3). Os dcidos graxos insaturados necessdrios para a
peroxidacdo lipidica estdo presentes em microambientes naturais de fungos ligninoliticos e hd
evidéncias que tais substincias estdo naturalmente presentes na madeira (Watanabe et al. 2000,

Hofrichter 2002, Kulikova et al. 2011).
==~ _~COOH

l Mn3* ou -OH ——— Mn2tou Ho0O (etapa de iniciagéo)

(etapa de propagagéo)
Abstracdo de H de um doador

O —OH

A=~ COOH

Figura 3: Peroxidacdo de 4cido graxo di-insaturado iniciado por Mn* ou radical

hidroxila (Aguiar & Ferraz 2011)
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1.3.3. Lacase

Lacases (benzenodiol : oxygen oxiredutases ou p-diphenol oxidase : oxygen
oxidoreductase) representam uma familia de polifenoloxidases que contém cobre e usualmente
sao chamadas de oxidases multi-cobre. As lacases sdo encontrados em fungos, bactérias e em
insetos (Baldrian 2006). Hoje, a principal fonte dessas enzima, incluindo as enzimas utilizadas
para fins industriais sdo os fungos. Um grande ntimero de fungos que produzem esta enzima sao
conhecidos, os maiores produtores de lacases sdo: Podospora anserina, Agaricus bisporus,
Rhizoctonia practicola, Pholiota aegerita, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus (Youn et al.
1995), Coriolus hirsutus (Gindilis et al. 1988, Koroljova et al. 1998) e Neurospora crassa (Lerch
et al. 1978, German et al. 1988). Lacases flingicas t€ém um peso molecular (PM) de 0 a70 kDa e
ponto isoelétrico (p/) em pH de 3-5 (Thurnston 1994, Hofrichter 2002, Baldrian 2006).

Além de serem capazes de degradar lignina, estas enzimas mostraram-se capazes de
degradar uma ampla gama de compostos xenobidticos alifdticos e aromdticos por apresentar
baixa especificidade por substratos. Apesar de apresentar baixo potencial redox (Kersten et al.
1985), essas enzimas mostraram-se capazes de oxidar compostos modelos ndo-fendlicos de
lignina através de um sistema lacase-mediador, que utiliza determinadas substancias mediadoras
redox da lacase para promover a transferéncia de elétrons da enzima para compostos nao
fendlicos, substratos estes ndo acessiveis diretamente as enzimas (Johannes et al. 1996).
Substancias como 2,2-azinobis-(3-ethyl benzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS), 4cido 3-
hidroxiantranilico (3-HAA) e radicais fenoxi podem atuar como mediadores para lacase

(Bourbonnais & Paice 1990, Eggert et al. 1996, Johannes et al. 1996).
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1.4. Efeitos da adicao de dleos vegetais e surfactantes na biorremediacao

O uso do 6leo vegetal na biorremediacdo aumenta a desor¢do do composto contaminante,
consequentemente aumenta a superficie de contato entre o solo e o contaminante devido a
biodisponibilidade deles. O revestimento das particulas de solo com o 6leo vegetal pode também
ajudar no movimento difuso dos compostos especialmente PAHs, onde os acidos graxos sdo
capazes de se difundir nos pequenos microporos que sao inacessiveis as células microbianas (Yap
et al. 2010). Considerando que a difus@o é um processo dinamico, estes dcidos graxos podem
transportar os compostos dos microporos, tornando-os disponiveis para ataque microbiano (Banat
et al. 2000, Singh et al. 2007).

Embora as interagdes substrato-sufactante, tais como emulsificacio, pseudo solubiliza¢do
e particionamento de hidrocarbonetos entre as fases sejam esperados para aumentar a
acessibilidade microbiana ao contaminante, tanto resultados positivos quanto negativos no
processo de biorremediacdo tem sido observados. Grande parte das pesquisas tem avaliado
apenas a eficdcia da utilizacdo de 6leos e surfactantes nos processos de biorremediacdo ao invés
de tentar estabelecer os mecanismos de acdo envolvidos no processo, pois sabe-se que estes
mecanismos ndo sdo muito bem elucidados nos sistemas de biorremediacdo porque multiplas
varidveis estdo envolvidas (Singh et al. 2007)

Muitas sdo as evidéncias de que os mecanismos que atuam na regulacdo do sistema
ligninolitico dos basidiomicetos s@o os mesmos que atuam na degradacdo dos xenobidticos, e,
portanto podem ser também estimulados pela variacdo das condi¢cdes de cultivo dos fungos
(Boyle 1995, Wu et al. 1996; Sandermann et al. 1998; Bakshi ef al. 1999; Kadhim et al. 1999,

Ullah et al. 2000a).
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Segundo Hofrichter (2002) nos processos de degradacdo da lignina e de poluentes
organicos persistentes, certos co-oxidantes, tais como compostos sulftricos organicos (L-
cisteina) e dcidos graxos insaturados e seus derivados (dcido linoleico, Tween 80, por exemplo),
sdao oxidados pelo sistema da peroxidase dependente do manganés (MnP) para formar radicais
tidis e peroxilas, respectivamente, que sao altamente reativos. Na presenca de oxigénio, estes
radicais podem atacar estruturas recalcitrantes da lignina, as quais ndo s@o normalmente abertas
diretamente pelo sistema da MnP. Estes radicais também podem ser fontes de H,O..

Os dleos vegetais e os surfactantes, como tween 20, podem servir como fontes de carbono
para Phanerochaete chrysosporium e estimular a atividade ligninolitica (14C-lignina — *C0,).
Além disso, os 6leos vegetais e os surfactantes podem alterar a composicdo fosfolipidica e a
permeabilidade das membranas celulares, facilitando as trocas entre a célula e o meio externo e,

conseqiientemente a a¢do das enzimas produzidas (Asther ef al. 1998, LeStan et al. 1990; 1993).

Matheus & Bononi (2002) e Salvi (2008) otimizaram as condi¢des de cultivo Psilocybe
castanella CCBIBt 2781, Lentinus crinitus CCIBt 2611 e Trametes villosa CCIBt 2513, com a
adi¢cdo de 4cidos graxos insaturados ao solo e observou aumento das taxas de mineralizagdo de
“C-HCB em solo superiores a 20% ap0ds 56 dias de incubacdo. Dessa forma, os dcidos graxos
insaturados, presentes no 6leo de soja, podem ter intermediado a acdo de peroxidases produzidas
por P. castanella e L. crinitus na mineralizacdo do 4C-HCB, através do sistema de peroxidagdo
dos lipidios descrito por Hofrichter (2002). Sendo o HCB um composto muito estdvel
quimicamente, € provavel que o estimulo para tais reagdes oxidativas tenha sido o principal papel
desempenhado pelos dcidos graxos presentes no 6leo de soja.

Assim, o efeito da emulsdo de 6leo de soja em tween 20 sobre a mineralizagdo de He-

HCB pode sugerir a acdo conjunta destes compostos, promovendo maior crescimento fingico,
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maior permeabilidade da membrana, maior difus@o de oxigénio e producio de radicais altamente

. ALt ~ < 14
reativos capazes de quebrar o anel benzénico e transformé-lo até "CO,.

1.5. Biorreatores

A utilizacdo de biorreatores em processo de biorremediagdo de grandes quantidades de
solos contaminados surge como uma alternativa interessante quando comparado com as demais
técnicas, apresentando como principais vantagens: a possibilidade de monitoramento continuo do
desempenho do sistema, o controle das condicdes ideais do processo, imprescindiveis a
manutencao da vida microbiana, e o reduzido tempo de remediacao (Alef & Nannipieri 1995).

Nos métodos cldssicos de tratamento bioldgico de solos contaminados, o problema
relacionado a manutencio adequada da homogeneiza¢do do solo durante o tratamento € sempre
encontrado. As primeiras dificuldades incluem a introdu¢do e a concentracdo localizada de
poluentes em algumas regides do sistema. Esses problemas podem ser significativamente
reduzidos através do uso de biorreatores, onde o material € misturado de forma mais efetiva. Isto
permite uma amostragem mais significativa e uma medida mais realista do sucesso do processo
de descontaminagdo (Alef & Nannipieri 1995). Além disto, no interior do biorreator, as
condicdes ambientais de pH, a disponibilidade de nutrientes, a aera¢do e a temperatura sao
controladas para otimizar o crescimento microbiano, sendo possivel também a inoculacdo de
micro-organismos comprovadamente degradadores dos contaminantes (Jacques et al. 2007).

Em geral, as taxas e a extensdo da biodegradacdo nesta técnica sdo muito altas, em vista
do controle sobre fatores abidticos, e até bidticos, no interior do biorreator, o que resulta no
tratamento do solo num curto periodo de tempo. Concomitantemente a isso, algumas
desvantagens estdo relacionadas a estd técnica, como a limitagdo da quantidade de solo tratado

devido ao tamanho dos biorreatores e a necessidade, em alguns casos, de pré-tratamento do solo
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para a remog¢do de compostos tOXicos aos micro-organismos (como metais pesados) e para a
reducdo do tamanho dos agregados do solo. Porém, o fator que normalmente limita a utilizacao
desta técnica € o elevado custo de remediacdo do solo, em vista da alta tecnologia utilizada nos
biorreatores. Assim, o uso dessa técnica restringe-se aos casos em que o solo estd contaminado
com altas concentracdes do poluente e hd necessidade de se realizar a biorremediacdo em curto
periodo de tempo. Sob essas exigéncias, a utilizacdo de outras técnicas de biorremediacdo
provavelmente ndo traria resultados satisfatérios (Doelman & Breedvelk 1999).

A selecdo da configuragdo mais indicada de biorreator a ser adotada, bem como da técnica
de biorremediacdo associada (bioestimulo, bioaumento, incorpora¢do de material estruturante,
dosagem de biosurfactante e etc) devem ser realizadas levando-se em consideracdo as
caracteristicas do solo a ser tratado, a natureza do contaminante, a composi¢ao da mistura a ser
tratada, os micro-organismos envolvidos, o grau de importancia da aeragdo, o nivel de
necessidade de agitacdo, entre outros.

Allef & Nannipieri (1995) descreveram que o uso de biorreatores apresenta algumas
vantagens quando comparados com outras técnicas cldssicas de biorremediacao, tais como:

e Controle de emissdes atmosféricas e da geracdo de dguas no processo;

e Controle e manutencdo das condi¢des operacionais (pH, temperatura, teor de umidade e
etc,);

e Manutencdo do grau de mistura adequado (agitagdo continua ou descontinua);

e Controle da degradac@o dos poluentes através de um monitoramento mais efetivo;

e Possibilidade de incorporacdo de aditivos diretamente no reator (dgua, micro-organismos,
surfactante, nutrientes, corretivos de pH, co-substratos e etc.);

e Sistema de aeragdo facilitado;

¢ Reduzida drea requerida para instalagdo do sistema;
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e Possibilidade de tratamento de solos com teor expressivo de particulas finas;
e Niao hd contato direto entre o conteido do reator (poluente) e o ambiente durante o
processo de tratamento, o que apresenta vantagem do ponto de vista ambiental e de

seguranca;

1.6. Biorremediacao: aspectos gerais e fatores que afetam o processo

A biorremediacao € uso de organismos vivos para tratamento de ambiente contaminado a
fim de reduzir a concentra¢do dos poluentes a niveis ndo detectdveis, ndo téxicos ou aceitdveis,
isto €, dentro dos limites estabelecidos pelas agéncias de controle ambiental (Litchfield 2005).

Embora vérios contaminantes possam ser metabolizados por micro-organismos, alguns
sdo mais facilmente biodegradados do que outros. No caso dos organoclorados, por exemplo,
muitas dreas contaminadas possuem uma mistura complexa de compostos organicos, sendo que a
maioria destas substancias, certamente, ndo é metabolizada na mesma velocidade. Em vez disso,
as taxas de degradacdo dos diversos compostos que sdo metabolizados sdo diferentes e
dependentes de vdrios fatores. Em especial, a velocidade de degradagdao ¢ comumente depende da
concentracdo do contaminante e da quantidade de espécies catalisadoras, como as enzimas
geradas on site pelos micro-organismos. Nesse contexto, a quantidade de catalisador presente, de
certa forma, representa o nimero de micro-organismos hdbeis em metabolizar o contaminante,
bem como a quantidade de enzimas produzidas por cada célula. Entdo, qualquer fator que afeta a
concentracdo do contaminante, o nimero de micro-organismos presentes ou a quantidade de
enzimas especificas, pode aumentar ou diminuir a velocidade da biodegradacdo do contaminante

(Andrade et al. 2010).
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Provident et al. (1993) afirmam que as condi¢des ambientais podem afetar o processo de
biodegradacdo em dois niveis: influenciando o crescimento e atividade microbiana e
influenciando também as propriedades fisicas e quimicas do poluente.

A seguir sdo apresentados alguns dos principais fatores que afetam o processo de

biodegradacdo de solos contaminados:

1.6.1. Aeracao

A aeracdo do solo é de fundamental importancia para o crescimento de micro-
organismos empregados em sistemas de tratamento e também para a natureza das reacdes de
degradacdo dos compostos poluentes (Dupont ef al. 1998), sendo um parametro operacional
critico em processos de fermentacdo em substrato sélido (Germain & Stephenson 2005, Hwang
et al. 2006). Além de promover a oxigenagdo do solo, o sistema de aeragdo nos biorreatores
contribui para manter a temperatura do solo préxima a temperatura 6tima de crescimento do
microrganismo utilizado, ji que a variacdo da temperatura € um dos fatores que afetam
diretamente no crescimento flingico em substrato sélido, necessitando de controle durante o
processo (Gowthaman et al. 2001). Troquet et al. (2003) em estudo de biorremediacao
observaram que as melhores taxas de biodegradacdo foram obtidas nos tratamentos onde a
oxigenacdo foi constante. Rhykerd er al. (1999) em estudo de biorremediacdo de solos
contaminados por compostos oleosos ressalta que a aeracdo adequada € essencial para a
atividade de micro-organismos degradadores de 6leos. Em seus estudos esses autores mostraram

a necessidade de melhorar a porosidade do solo para favorecer a aeragdo, utilizando técnicas

como a adi¢@o de agentes que possam criar espagos de ar no solo, chamados de bulking agents.
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1.6.2. Nutrientes

Para sobreviver os micro-organismos, de uma forma geral, necessitam de fontes de
nutrientes e um aceptor final de elétrons. Organismos aerébios envolvidos no processo de
biorremediagdo utilizam o oxigénio como aceptor final de elétrons e o carbono organico como
fonte de carbono. Nitrogénio, fésforo e potdssio sdo, por sua vez, os principais nutrientes
inorganicos adicionados, se necessdrio, durante o processo de biodegradacdo para prevenir
limitagdes nutricionais durante o tratamento bioldgico (Provident ef al. 1993).

Um dos principais fatores que influenciam o crescimento fungico e a degradagdo de
poluentes por basidiomicetos sdo as quantidades de nutrientes presentes no meio. Alguns
autores, como Leys et al. (2005) e Graham et al. (1999) comentam a importancia da adicao de
carbono, nitrogénio e fosforo em sistemas de biodegradagdo. Esses ultimos autores ressaltam
ainda que a adicdo de fésforo e nitrogénio tenha sido efetiva para acelerar as taxas de
degradagdo de hidrocarbonetos em solos, ja que a biodegradacgdo requer uma “dieta” nutricional
que favorega o crescimento microbiano. Além disso, estudos mostram que o mecanismo dos
basidiomicetos que degrada a lignina é desencadeado pela limitacdo de carbono e nitrogénio
(Reddy et al. 1998, Reddy & Gold 2000). Assim sendo, a relacdo carbono:nitrogénio (C:N) do
substrato utilizado como suporte para o indculo e o tempo de incubagdo t€m papel significante
na degradacdo de poluentes por fungos basidiomicetos (Lamar & White 2001; Ballaminut
2007).

De acordo com Matheus (2003) a relacdo C:N do substrato influenciou na degradacao de
hexaclorobenzeno (HCB) por fungos basidiomicetos. Visto que o melhor crescimento dos
fungos ocorreu na relacdo C:N 30, entretanto foi na relacdo de C:N 80 que foi observada maior
reducdo de HCB por P. castanella. Estudos com esta mesma espécie mostram que as relacdes

C:N do substrato nao sao mantidas no decorrer do tratamento (Ballaminut & Matheus 2007),
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podendo interferir no processo de degradacdo. Dessa forma, a reposicdo de nutrientes durante o
processo, mantendo a relagdo C:N inicial, poderia favorecer a producdo enzimditica e a

degradacgdo dos organoclorados.

1.6.3. Umidade do solo

A umidade do solo afeta vdrios processos que contribuem para a dissipagdo, perda de
pesticida em um certo volume de solo, sob condi¢des de campo. Tem efeito direto e profundo na
proliferacio dos micro-organismos e suas atividades, uma vez que compete pelos sitios de
adsor¢do com o pesticida, determinando a quantidade de pesticida disponivel ao ataque
microbiano (Silva & Fay 1997).

No microambiente do solo, a atividade da dgua e sua disponibilidade dependem das
interacdes entre o conteido da 4gua, a temperatura e a natureza do ambiente coloidal. A
distribui¢do do tamanho dos poros, a estabilidade do agregado e a composi¢cdo mineraldgica
influenciam a reten¢do da dgua contra a perda gravitacional e a captacdo pelos micro-organismos
e raizes de plantas. Os solos argilosos ret€ém dgua mais fortemente que os arenosos. A adsor¢do e
a absorcdo pelas argilas e materiais organicos aumentam a viscosidade da dgua e limitam sua
disponibilidade aos micro-organismos.

O baixo conteido de umidade afeta a degradacdo do pesticida através da reducdo da
biomassa microbiana e de sua atividade e por reduzir o pesticida na solu¢do do solo (Moorman
1994). Shelton & Parkin (1991) concluiram que o principal efeito do baixo conteido de umidade
€ sobre a atividade microbiana e ndo sobre a biodisponibilidade do pesticida. A umidade é um
dos fatores que mais afetam a atividade microbiana, pois a dgua, por ser um componente do
protoplasma celular, é elemento indispensavel. Por outro lado, a umidade auxilia as trocas

gasosas, dissolve e transporta os diferentes nutrientes (Alexander 1999)
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Durante o processo de biorremediagdo de solos contaminados o teor de umidade deve ser
mantido entre 50-80% da capacidade de campo do solo para que taxas otimas de degradagdo
sejam obtidas (Deuel & Holliday 1997). Woo & Park (1999) descrevem que para o caso
especifico de tratamento em biorreatores, na pratica, o teor de umidade necessario a operagao
6tima do sistema vai variar de acordo com a textura do solo contaminado.

Sabe-se que reduzidos teores de umidade afetam negativamente o metabolismo
microbiano, a movimentacdo dos micro-organismos no solo, assim como o transporte de
nutrientes através deste. Por outro lado teores excessivos de umidade limitam o transporte de
oxigeénio no solo (Provident et al. 1993). A defini¢do do teor de umidade adequado a ser adotado
no tratamento bioldgico de solos contaminados, seja em biorreatores, seja em biopilhas ou
landfarming, constitui-se portanto, uma etapa fundamental da otimizacdo do processo de

biorremediagao.

1.6.4. Potencial hidrogenionico (pH)

(€N

A degradacdo de alguns pesticidas, principalmente os organofosforados e carbamatos,

[¢N

afetada pelo pH do solo, enquanto a persisténcia dos pesticidas organoclorados raras vezes
afetada por esse pardmetro. A medida do pH € um critério importante como indicativo das
reacOes microbianas nos solos (Silva & Fay 1997).

Os valores de pH para um determinado microambiente devem estar relacionados ao
tamanho dos organismos e a multiplicidade de enzimas, as quais sio em sua maioria pH
dependentes e estdo relacionadas aos componentes celulares, como por exemplo as membranas.
O pH 6timo das enzimas € afetado pelo fendmeno da adsorcdo. Os efeitos da modificagdo do pH
na adsorcdo de compostos organicos sao comumente utilizados para determinar os mecanismos

de ligacdo dos compostos &dcidos ou bdsicos. Os compostos organicos fracamente dcidos
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apresentam-se tanto na forma de anions como na forma de moléculas ndo dissociadas,
diminuindo o pH do solo, podendo aumentar a adsorcio, devido a grande adsor¢do do conjugado
acido-base (Pierzynski et al. 1994)

Segundo a literatura a faixa ideal de pH para que os micro-organismos tenham atividade
maxima € entre 6,5 e 8,5. Vidali (2001) também sugere que o valor do pH do meio reacional deva
ser mantido proximo da neutralidade, no qual ha o predominio de bactérias e de fungos no local
contaminado. Por outro lado, quando ha diminuicao do valor do pH, por exemplo, em funcao dos
subprodutos 4cidos gerados durante a biorremediacdo, sugere-se que se faca imediatamente a
correcdo do pH do solo, caso contrdrio, a eficiéncia do processo poderd ser diminuida

consideravelmente.

1.6.5. Temperatura do solo

A temperatura € uma varidvel microambiental importante, devido ao seu efeito
termodinamico direto no metabolismo celular e na maioria das propriedades fisicas e quimicas do
microambiente, incluindo potencial redox e o movimento de difusdo dos liquidos e gases dentro
do solo (Stotzky 1972). No solo, ela afeta muitos processos que contribuem para a dissipag@o dos
xenobidticos como a atividade microbiana, a volatilizagdo e os processos de transportes. Dentro
da faixa de temperatura normalmente encontrada nos solos agriculturdveis (0 a 35°C), a
velocidade de degradacdo geralmente aumenta com a temperatura e umidade. As altas
temperaturas existentes nos tropicos poderiam favorecer a perda do xenobidtico, através da
volatilizagdo e do aumento da atividade microbiana (Silva & Fay 1997). Estudos realizados por
Igbal et al. (2007) mostram efeito positivo na biorremediacdo com a otimizagdo da temperatura
em sistemas de tratamento de solos contaminados com hidrocarbonetos poliarométicos e

compostos fenolicos.
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2. Justificativa

Foram realizados inimeros estudos de aperfeicoamento das condi¢des ideais de cultivo de
fungos basidiomicetos para otimizar sua aplicagdo em processos de biorremedia¢do de solo no
projeto "Avaliacdo de fungos para a biorremediacdo de solos contaminados com residuos
organoclorados”, desenvolvido mediante convénio entre o Instituto de Boténica, da Secretaria do
Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo e a Rhodia do Brasil Ltda.

Dentre os inumeros fungos avaliados, Lentinus crinitus CCIBt 2611, familia
Polyporaceae, isolado de basidioma encontrado em madeira de mata de restinga no municipio de
Sdo Vicente, regidao da Baixada Santista, SP (Okino et al. 2000) mostrou caracteristicas
interessantes para ser empregado em sistemas de biorremediacdo, como remocao e mineralizacdo
de poluentes organoclorados (Matheus et al. 2000, Matheus ef al. 2001, Matheus & Bononi 2002,
Ballaminut 2007). Matheus & Bononi (2002) em estudo com este fungo, em escala de
laboratério, puderam observar que L. crinitus mineralizou até 25% de '“C-hexaclorobenzeno.
Mesmo com resultados significativos observados por Matheus & Bononi (2002) de
biodegradacdo de HCB por L. crinitus “in vivo”, os dados ndo foram reprodutiveis quando
aplicados em grande escala. Silva (2009) em estudo de degradacdo de organolcorados em solo
por L. crinitus, em biorreator com 400 Kg de solo ndo observou reducio de HCB e PeCB,
principais contaminantes do solo. Portanto fazem-se necessirios mais estudos que permitam

estabelecer padrdes para manutencdo desses fungos em sistemas fechados de biorremediacao.
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3. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar sistemas de tratamento de solo contaminado
com organoclorados, com controle de diferentes fatores que influenciam na degradacdo dos
poluentes, condicionados em reatores com capacidade de 10,0 kg utilizando a espécie de

basidiomiceto Lentinus crinitus CCIBt 2611.

Os objetivos especificos foram:
e Avaliar a eficiéncia da aeracdo sob pressdo nos reatores e do revolvimento do solo
durante o processo de biorremediacdo;
e Avaliar a influéncia dos 4cidos graxos insaturados e da concentracdo dos
organoclorados do solo na biodegradacdo por Lentinus crinitus CCIBt 2611;
e Avaliar o efeito da emulsdo de 6leo vegetal e surfactante na biodisponibilidade dos

organoclorados em solo;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Solo

O solo contaminado com organoclorados, principalmente HCB, foi oriundo de areas
contaminadas na regido de restinga do Distrito de Samaritd, S3o Vicente, SP. Encontra-se
armazenado numa “Estacdo de Espera” as margens da rodovia Padre Manoel da Nébrega km 67,
em “mag-sacks” com capacidade de uma tonelada, controlada pela empresa Rhodia, sob
supervisdo da Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental (CETESB). O solo foi
coletado com auxilio de trado, pelos técnicos credenciados para tal, com acompanhamento da
equipe de pesquisa. A tabela 1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas do solo estudado, que
foram analisadas pelo laboratério “Lagro — Laboratério Agrondmico” S/C de Campinas, SP. As
concentracdes dos compostos organoclorados contaminantes do solo foram determinadas por
cromatografia gasosa, nos laboratérios do Centro de Pesquisa da empresa Rhodia, localizado em

Paulinia, SP (CPP/Rhodia) e estdo discriminadas na tabela 2.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas do solo

Parametros analisados Valores
pH 5,07
Capacidade de troca idnica (mEq. 100 mL™) 5,50
Saturacgao de bases (V%) 5,60
Matéria organica (%) 0,13
Acidez total [H] (mEq. 100 mL™) 5,07
Aluminio (mEq. 100 mL™) 0,13
Cilcio (mEq. 100 mL™) 0,20
Magnésio (mEq. 100 mL™) 0,10
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Nitrogénio total (%) 0,06

Fésforo (ug g™) 1,00
Potassio (mEq. 100 mL™) 0,01
Enxofre (ug g™) 13,47
Sédio (ug g™ 3,67
Ferro (ug g") 25,53
Manganés (ug ) 0,10
Cobre (ug g™) 0,10
Zinco (ug g) 0,37
Boro (ug g") 0,10

Tabela 2: Andlise quantitativa dos organoclorados do solo

Organoclorados Concentracao (mg kg™)
Pentaclorobenzeno 1.650,0
Hexaclorobenzeno 12.000,0

4.2. Capacidade maxima de retencao de agua do solo (CMRA)

A CMRA do solo foi determinada colocando-se 100,0 g dos sistemas de cultivo do fungo
(solo + gesso) em um funil revestido com papel de filtro, previamente umidecido com agua
destilada, e encaixada sobre uma proveta. Lentamente, foram adicionados aos sistemas 100,0 mL
de dgua destilada. Esperou-se que toda d4gua em excesso escoasse para a proveta, e determinou-se

a CMRA pela diferenca entre o volume de dgua adicionado e o coletado na proveta (Vitali 2004).
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4.3. Biorreatores

Os biorreatores (Figuras 6 e 7) foram construidos em polipropileno, com 0,40 m de
didmetro e 0,40 m de altura, dotados de sistema de coleta de lixiviado. Possuem sistema de
injecdo de ar for¢ada e saida do ar direcionado para colunas de carvao ativado as quais retém
possiveis residuos voldteis de organoclorados. Sdo fechados com tampas construidas em
polipropileno, vedadas por junta de borracha.

Sonda de oxigénio

Saidade ar
Tampa
AT

0,26m
04 m
v
sondade Sole
temperatura 7| —= =—— <« Entradadear

=

\ Zaida de dgua

| 0.28m |

FIGURA 6: Esquema simplificado do biorreator utilizado
nos experimentos de biorremediacdo de solo contaminado

com organoclorados.
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FIGURA 7: Foto dos biorreatores utilizados nos

experimentos.

(Foto: Marina Bianchini de Salvi, 2011)

4.4. Material Biologico

Foi utilizado o basidiomiceto Lentinus crinitus (L.) Fr. CCIBt 2611 (CCB274)
pertencente a Colecdo de Cultura de Basidiomicetos do Instituto de Botanica de Sdo Paulo
(CCIBt) (Figura 8). Este fungo foi isolado de basidioma encontrado em madeira de mata de
restinga no municipio de Sdo Vicente, regido da Baixada Santista, SP (Okino et al. 2000) e foi
selecionado por degradar pentaclorofenol e hexaclorobenzeno em solo contaminado (Matheus et
al. 2000, Machado et al. 2005a). Essa linhagem foi estudada por diversos autores em sistemas de
biorremediagdo (Matheus & Bononi 2002, Matheus 2003, Ballaminut 2007, Silva 2009). A
cultura foi mantida a 4° C em agar extrato malte (MEA 2%), constituido de: extrato de malte 2 %,

peptona 0,1 % e agar 1,5 %.
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FIGURA 8: Lentinus crinitus CCIBt 2611 (CCB 274)

cultivado e frutificado em bagaco de cana-de-acicar
(suplementado C/N 180), laboratério de Micologia Aplicada,
Instituto de Botanica de Sao Paulo.

(Foto: Marina Capelari, 2002)

4.5. Preparo do inoculo fiingico

4.5.1. Pré inoculo

O fungo foi previamente crescido em placas de Petri contendo MEA 2 %, a 28 °C,
(Matheus 2003), até que o micélio ocupasse 3/4 da superficie da placa. Discos de 5 mm de
diametro de crescimento micelial foram retirados da placa e inoculados no substrato sélido (item
4.5.2.) previamente esterilizado e resfriado a temperatura ambiente (Ballaminut & Matheus

2007), na propor¢ao de 1 disco por 10,0 g de substrato imido, sob condi¢des assépticas.
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4.5.2. Substrato solido

O substrato foi constituido de bagaco de cana-de-agticar picado misturado com farinha de
soja e fécula de mandioca nas propor¢des de 20 e 30% (peso seco), respectivamente e a umidade
ajustada para 70 % com dgua destilada (Okada, 2010). Aliquotas de 120 g de substrato s6lido
foram colocadas no fundo do saco pléstico de polipropileno (20,0 x 40,0 cm) e modeladas na
forma cilindrica de modo a produzir in6culos nos formatos e dimensdes propostas por Okada
(2010) (Figura 9). Em seguida foram autoclavados por 90 min a 121 °C (Ballaminut & Matheus
2007). Ap6s restriamento, discos de crescimento micelial do fungo foram inoculados nos sacos
em condicdes assépticas na propor¢do 1:10 (disco : g de substrato imido). Os inéculos foram
incubados em estufa incubadora (ELETROLAB / 101 STD) sob controle de temperatura de 28 +

2°C, durante 14 dias.

FIGURA 9: Bagaco de cana de agtcar picado misturado com farinha
de soja e fécula de mandioca nas propor¢des de 20% e 30% (peso
seco), autoclavado e modelado no fundo de saco de polipropileno para
posterior inoculacdo de L. crinitus.

(Foto: Marina Bianchini de Salvi, 2011)
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4.6. Preparo do solo contaminado para tratamento biologico

Ao solo contaminado foi adicionado 2,5 % (peso seco) de gesso comercial e uma solugao
de benomyl (10mg Kg' de solo) diluido em acetona P.A. para controle fingico do solo
(Machado et al. 2006). O solo foi dividido em sacos de polipropileno com 3,0 kg cada e

homogeneizacdo foi feita manualmente.

4.7. Condicoes de cultivo e biodegradaciao dos organoclorados

4.7.1. Processos de aeracio na biorremediacio ex-situ de solos contaminados com

organoclorados

Apés a incorporagdo do benomyl, 9,0 Kg de solo (seco) foram colocados dentro dos
reatores e a umidade foi ajustada com dgua destilada esterilizada para 50% da capacidade
maxima de reten¢do de 4gua (CMRA) do solo, de acordo com Matheus (2003). Em cada reator,
foram incorporados 900,0 g (peso seco) de indculo fiingico peletizado (dimensdes aproximadas
de 3,0 x 4,5cm) segundo Okada (2010) (Figura 10). As condic¢des de cultivos analisadas foram: 2
reatores com 5% de uma emulsdo de 6leo de soja comestivel comercial (marca Lisa) e tween 20,
na propor¢ao de 9:1 (p/p) com sistema de injecao de ar pressurizado e 2 reatores com 5% de uma
emulsdo de 6leo de soja comestivel e tween 20, na propor¢do de 9:1 (p/p) sem injecdo de ar, para
revolvimento semanal do solo. Nos reatores, os solos foram homogeneizados manualmente com
auxilio de uma colher de madeira esterilizada, em 3 etapas de 3,0 Kg de solo cada, durante 5 min.

Com os biorreatores cheios de solo, foi instalado um sensor de temperatura na regiao
central da coluna de solo de cada reator, as tampas foram fechadas e vedadas e em 2 reatores foi

injetado um fluxo de ar ndo esterilizado na parte inferior mantido sob baixa pressdo (0,2 bar) por
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valvulas e medidores nas saidas de ar. Todo o ar efluente dos reatores foi filtrado em carvao
ativado, eliminando todos os residuos organoclorados, e enviado para atmosfera externa da sala.
Os biorreatores foram incubados durante 56 dias em sala com temperatura controlada a 28

+ 2 °C, no escuro.

4.7.2. Influéncia dos acidos graxos insaturados e da concentracdo dos

organoclorados na biodegradacao por Lentinus crinitus CCIBt 2611

Apés a incorporagdo do benomyl, 9,0 Kg de solo (seco) foram colocados dentro dos
reatores e a umidade foi ajustada com &dgua destilada esterilizada para 50% da capacidade
maxima de reten¢do de d4gua (CMRA) do solo, de acordo com Matheus (2003). Em cada reator,
foram incorporados 900,0 g (peso seco) de indculo fungico peletizado (dimensdes aproximadas
de 3,0 x 4,5cm) segundo Okada (2010) (Figura 10). As condic¢des de cultivos analisadas foram: 2
reatores com 5% de uma emulsdo de 6leo de soja comestivel comercial (marca Lisa) e tween 20,
na propor¢do de 9:1 (p/p), utilizados como controle neste experimento, 2 reatores com 8% de
uma emulsdo de 6leo de soja comestivel e tween 20, na propor¢do de 9:1 (p/p) e 2 reatores com
solo diluido para 10% da concentracio inicial de organoclorados. A dilui¢do do solo foi feita com
a mistura manual do solo contaminado com solo ndo contaminado da mesma regido, na
proporc¢do de (1:9 p/p) em saco de polipropileno. Nos reatores, os solos foram homogeneizados
manualmente com auxilio de uma colher de madeira esterilizada, em 3 etapas de 3,0 Kg de solo
cada, durante 5 min.

Com os biorreatoes cheios de solo, foi instalado um sensor de temperatura na regido
central da coluna de solo de cada reator, as tampas foram fechadas e vedadas e foi injetado um
fluxo de ar ndo esterilizado na parte inferior mantido sob baixa pressdo (0,2 bar) por védlvulas e

medidores nas saidas de ar. Todo o ar efluente dos reatores foi filtrado em carvio ativado,
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eliminando todos os residuos organoclorados, e enviado para atmosfera externa da sala. Os
biorreatores foram incubados durante 56 dias em sala com temperatura controlada a 28 +2 °C, no

€scuro.

FIGURA 10: in6culo de L. crinitus crescido em substrato

peletizado, durante 14 dias a 28 * 2° C, quebrado nas
dimensdes recomendadas por Okada (2010) para
incorporagdo ao solo nos biorreatores.

(Foto: Marina Bianchini de Salvi, 2011)

4.7.3. Efeito da emulsiao de oleo vegetal e surfactante na biodisponibilidade dos

organoclorados no solo

O teste foi realizado em potes de tampa hermética com capacidade de 250,0 mL e
fechados com gaze esterilizada na boca, para permitir trocas gasosas, onde foram colocados: 60,0
g de solo contaminado (base seca) apds a incorporacdo do benomyl (10,0 mg Kg' de solo), dgua
destilada esterilizada para ajustar a umidade para 50% da capacidade méixima de retencdo de
dgua (CMRA) de acordo com Matheus (2003) e 5 % de emulsio de 6leo vegetal e Tween 20 (9 :

1, p.p.), em triplicata (Figura 11). Como controle, avaliou-se o0 mesmo solo sem adi¢do da
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emulsdo de 6leo vegetal : tween 20, em triplicata. Os frascos foram incubados por 14 dias em sala
com temperatura controlada a 28 + 2 °C, no escuro. A umidade do solo foi corrigida
semanalmente, feita pela adi¢do de dgua destilada esterilizada, de acordo com a perda de peso dos
frascos (Matheus 2003).

A concentragdo dos compostos organoclorados do solo (item 4.8.10) foi determinada nos

tempos 0, 7 e 14 dias de incubagdo.

Figura 11: Solo contaminado com diferentes
concentracdes de uma emulsdo de dleo vegetal e tween
20.

(Foto: Marina Bianchini de Salvi)

4.8. Amostragem e analises do solo

Foram retiradas de cada reator amostras de 200,0 g de solo imediatamente apds a
inoculagdo do fungo e posteriormente aos 7, 14, 28 e 56 dias de incubagdo, com o auxilio de um
trado esterilizado a cada coleta. As amostras foram acondicionadas em saco plastico de

polipropileno e refrigeradas até o momento das seguintes analises:
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4.8.1. Crescimento fiingico

O crescimento fingico foi determinado pelo aumento da biomassa estimada pela
quantidade de ergosterol extraido do indculo, de acordo com o descrito por Silva et al. (2009).

Foram congeladas aliquotas de 2,0 g de cada amostra e posteriormente liofilizados por 24
hs (THERMO SAVANT - Mod. Modulyod). As amostras foram transferidas para frascos tipo
Scoth, onde foram adicionados 26,0 mL de solu¢do de saponificagdo, composta de 20,0 mL de
alcool metilico P.A., 5,0 mL de alcool etilico P.A. e 2,0 g de hidréxido de potéssio.

As amostras foram agitadas em mesa agitadora a 220 rpm (TECNAL / TE - 140), por 20
min e levadas a banho-maria (QUIMIS — Q 344B1) para saponifica¢do, durante 40 min a 70 °C.
Apos resfriamento até temperatura ambiente foram adicionados 5,0 mL de dgua destilada
esterilizada as amostras.

Todas as amostras foram transferidas para tubos e centrifugadas por 10 min a 10000 rpm
(Centrifuga EPPENDORF — Mod. 5804 R), a temperatura ambiente. Volume conhecido do
sobrenadante foi transferido para um funil de separagdo onde foi adicionado igual volume de n-
hexano P.A. Cada funil foi agitado manualmente por 3 min e mantido em repouso por mais 10
min. A fase n-hexano foi recuperada e o volume anotado.

Cada amostra foi evaporada em rota-evaporador (QUIMIS mod 344B1) a 40 °C, sob
pressdo. Apds evaporagdo, cada amostra foi ressuspendida em 2,0 mL de metanol CLAE
(MERCK) e armazenada em tubos eppendorf de 2,0 mL de capacidade para posterior andlise em

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, VARIAN — Varian ProStar 215).
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4.8.2. Determinacao do ergosterol

Aliquotas do extrato contendo ergosterol foram injetadas manualmente no CLAE. Para a
separacdo do ergosterol foi utilizada uma coluna de fase reversa C - 18 (VARIAN 1215-9012) e
metanol para CLAE isocrdtico como eluente, com taxa de fluxo de 2,0 mL min!. O tempo de
reten¢do do ergosterol na coluna cromatogréfica foi entre 4,4 e 4,5 min da injecdo da amostra. As
quantidades de ergosterol dos extratos foram estimadas com base em uma curva padrio
estabelecida, construida com concentracdes conhecidas de ergosterol cristalizado (SIGMA E-

6510) diluido em metanol CLAE (Anexo 4).

4.8.3. Isolamento dos basidiomicetos

Foram retirados trés amostras de solo contendo fragmentos do indculo flingico, os quais
foram inoculados em extrato malte Agar (2%), contendo o corante Azul de Remazol Brilhante
Blue R (0,02%). Apés cinco dias de incubagdo a 28 °C foi avaliada a capacidade de crescimento e
descoloracdo do corante e confirmacdo de crescimento dos basidiomicetos pela observa¢do em

microscépio 6tico da presencga de ansas na hifa flingica, conforme descrito por Silva (2009).

4.8.4. Potencial hidrogenionico do solo

O pH do solo foi determinado em 3 aliquotas de 10,0 g de solo cada, onde foi adicionado
as amostras 90,0 mL de 4dgua deionizada (Milli-Q) e agitadas a 120 rpm, durante 30 min e
repousadas durante l1h, de acordo com Matheus et al. (2003). A medida do pH foi feita em

pHmetro digital, equipado com eletrodo combinado.
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4.8.5. Determinacao da umidade do solo dos reatores

Foi avaliada por gravimetria das amostras liofilizadas para quantificacio de ergosterol.

4.8.6. Atividades enzimaticas

4.8.6.1. Obtencio do extrato enzimatico do solo

O extrato enzimadtico bruto proveniente do cultivo em solo foi obtido com solucdo tampao
acetato de sédio 50 mM, pH 4,5 na propor¢do de 1 : 3 (p/v). A homogeneizagdo foi feita
manualmente por 3 min, seguida de agitacdo em mesa agitadora a 120 rpm (TECNAL / TE - 140)
durante 1 hora (Moreira-Neto 2006 modificado). O extrato obtido foi filtrado em membrana de

filtracdo de 0,45um de diametro

4.8.6.2 Atividades enzimaticas no extrato obtido de substrato solido

4.8.6.2.1. Oxidacao total do ABTS

Foi determinada pela oxidacdo do ABTS (4cido 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-
sulfonico)), medida pela variagdo de absorbancia a 420 nm (¢ = 36000 M’ cm"l) durante 10 min,
em espectrofotdmetro (THERMO SCIENTIFIC — GENESYS 10S UV-Vis), segundo método
descrito por Machado & Matheus (2006). A mistura de reacdo em 1,0 mL continha: 250,0 pL de
tampao citrato-fosfato 50 mM, pH 4,0; 50,0 pL. de solucdo de peroxido de hidrogénio 2 mM;
100,0 pL de solucdo de ABTS 5 mM e 600,0 puL. de extrato enzimdatico. Uma unidade enzimatica

correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar 1,0 uMol de ABTS por minuto.
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4.8.6.2.2. Lacase

Foi determinada pela oxidacdo do ABTS (4cido 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-
sulfonico)), medida pela variagdo de absorbancia a 420 nm (¢ = 36000 M’ cm'l) durante 10 min,
em espectrofotdmetro (THERMO SCIENTIFIC — GENESYS 10S UV-Vis), segundo método
descrito por Machado & Matheus (2006). A mistura de reacio para determinacio da atividade de
lacase continha em 1,0 mL: 250,0 pLL de tampao citrato-fosfato 50 mM, pH 4,0; 50,0 pL. de dgua
MilliQ; 100,0 pLL de solu¢do de ABTS 5 mM e 600,0 pL. de extrato enzimdtico (Machado &
Matheus 2006). Uma unidade enzimadtica correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar

1,0 uMol de ABTS por minuto.

4.8.6.2.3. Peroxidases

A determinagdo das peroxidases totais foi dada pela diferenca entre a oxidagado total do

ABTS e a atividade de lacase (Eggert ef al. 1996).

4.8.6.2.4. Peroxidase dependente do manganés (MnP)

Foi determinada de acordo como descrito por Kuwahara et al. (1984). A reacdo (em 1,0
mL) constituiu de: 300,0 pL. de solucdo A (tampao succinato de sédio 0,2 M pH 4,5, lactato de
s6dio 0,1 M e albumina bovina 0,5 %), 50,0 pL de solucdo de sulfato de manganés 2 mM, 100,0
pL de solugdo de vermelho de fenol 0,1 %, 50,0 pL de solucdo de peréxido de hidrogénio 2 mM
e 500,0 pL de extrato enzimdtico. A reagdo teve inicio pela adicdo do perdxido de hidrogénio e
foi feito acompanhamento da variacdo da absorbancia em a 610 nm, em intervalos de 2 min

durante 10 min, interrompendo a reacdo com adic¢ao de 50,0 pL de solu¢do de hidréxido de sédio
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2N. Uma unidade enzimdtica correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar 1,0 uMol de
substrato por minuto. Foram construidos graficos com as absorbancias lidas nesses intervalos
para determinacdo do coeficiente angular da reta, que foram considerados sempre que 0s

.. - q- 2 .
coeficientes de correlacdo linear (r”) foram maiores que 0,90.

4.8.7. Monitoramento do teor de oxigénio do solo

A medida do teor de oxigénio do solo foi feita diariamente por uma sonda detectora de
oxigénio (EIJKELKAMP) inserido no meio da coluna de solo do reator, com variacdo de 0 a

25%.

4.8.8. Monitoramento da temperatura do solo
A temperatura do solo foi monitorada diariamente as 15:00 h, acoplando-se um
termOmetro de solo (mod. SalvTerm 700 - Gulton) a sonda instalada na regido central da pilha de

solo no biorreator.

4.8.9. Determinaciao da microbiota do solo (contagem de UFC de fungos e bactérias)

Foi determinada no tempo 0 e 56 dias de cultivo pelo método de “pour-plate” a partir da
inoculacdo de 1,0 mL da suspensdo de solo (10,0 g de solo em 90,0 mL de solucdo salina a
0,85% agitados em mesa agitadora durante 30 min a 120 rpm) em meio de cultura nutriente Agar
(18,0 g de Agar, 5,0 g de peptona bacteriolégica e 3,0 g de extrato de carne) para isolamento de

bactérias (24 e 48 h de incubac¢do) e em meio de Martin (até 7 dias de incubacdo) para fungos.
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4.8.10. Quantificacio dos organoclorados

A extracdo dos organoclorados no solo foi feita por microondas, de acordo com método
descrito por Andrea et al. (2001) modificado. Trés aliquotas de 3,0 g cada foram transferidas para
frascos de 30,0 mL com tampa de rosca teflon. Em seguida, foram adicionados 10,0 mL de
solucdo acetona : n-hexano (25:75, v/v.). Os frascos foram colocados dentro do microondas de
forma simétrica e aquecidos por 16 ciclos de 41 segundos a 240 watts de poténcia. A cada ciclo
os frascos foram resfriados em banho de gelo para evitar fervura e perda da amostra por
volatilizacdo. Apds resfriamento, a fase n-hexano foi removida com uma pipeta pasteur, o
volume recuperado foi medido e transferido para outro frasco de 30,0 mL. Os extratos foram
congelados para posterior andlise em CG/MS.

As andlises quantitativas e qualitativas dos organoclorados foram realizadas em
cromatografo a gis (Varian CP-3800) acoplado a um espectrdmetro de massa (Varian Saturn
2200), equipado com detector FID, injetor split/splitless e coluna VF-5ms (VARIAN) composta
por 5% Difenil e 95% Dimetil Polisiloxano (30 m x 0.25 mm x 0,25 pm). O géds de arraste foi
hélio com um fluxo de 1,0 mL min™', com modo split de 50 vezes. A temperatura de operacdo foi
de 260 °C no injetor. O programa de temperatura da coluna foi 100 °C durante 1:00 min,
aumentou 4 °C min"' até 230 °C, permanecendo por 34:30 min nessa temperatura e por fim
aumentou 35 °C min"' até 280 °C permanecendo por 4 min. As amostras analisadas foram
origindrias dos extratos dos *C-compostos soliiveis, diluidas 10 vezes em n-hexano (UV-andlise
de residuo da Merk) e filtradas em filtro millex HV 13 mm (ns f-slip da Millipore). A
identificacdo individual dos compostos foi baseada no tempo de retencdo relativo a uma mistura
de padrdes que incluia: HCB, pentaclorobenzeno (PeCB) e tetraclorobenzeno (TCB) (Anexos 1,

2 e 3). A quantificacdo dos organoclorados nas amostras de solo foi calculada sobre
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concentracdes definidas que formam a curva padrdo de cada composto. Para a identificagdao dos

compostos utilizou-se a biblioteca de dados NIST.
4.9. Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico MiniTab versdo Release 15. As
médias foram comparadas pelo teste de Tuckey sempre protegida por andlise de variancia
(ANOVA) (a < 0,05). Os dados percentuais foram transformados de acordo com a férmula

abaixo (Vieira & Hoffmann 1989).

= lval %
Valor transformado = arcsen ,|Vatorem % 00

Onde:
Arcsen = arcoseno

valor % = valor percentual dos compostos recuperados

47



ARTIGO I

Processos de aeracao na biorremediacao ex-situ de solos contaminados com

organoclorados

Marina Bianchini de Salvi" %, D4cio Roberto Matheus'

'Nicleo de Pesquisa em Micologia do Instituto de Boténica de Sdo Paulo;
*P6s-graduanda em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente do Instituto de Boténica de Sdo
Paulo;

3Professor Titular da Universidade Federal do ABC;

* Corresponding author. Mailing address: Instituto de Botanica de Sdo Paulo, Niicleo de Pesquisa em Micologia,
Av. Miguel Estéfano, 3687, Sdo Paulo, CEP: 04301-012, Brazil. Tel.: (+5511) 5067-6067. E-mail:

ma_bianchini @hotmail.com

48



Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de L. crinitus em solo
contaminado acondicionado em biorreator com capacidade para 10,0 Kg de solo e a efici€éncia
do sistema de aeracdo. Solo contaminado com organoclorados (hexaclorobenzeno e
pentaclorobenzeno) foi esterilizado com benomyl. Lotes de 9,0 Kg de solo foram transferidos
para biorreatores. Ao solo foram incorporados: 5% de emulsdo de 6leo vegetal e tween 20
(9:1), 2,5% de gesso comercial e 900,0 mg de L. crinitus, crescido em bagaco de cana
misturado com farinha de soja e fécula de mandioca (20 e 30%). Foi instalado um sensor de
temperatura nos biorreatores, e injetado um fluxo de ar ndo esterilizado para atingir pressao de
0,2 Bar. Como controles foram utilizados biorreatores sem pressdo com revolvimento
semanal do solo. Incubacdo dos biorreatores foi feita durante 56 dias, a 28°C. Foram
observadas atividades enzimdticas durante todo periodo de crescimento de L. crinitus € um
efeito significativo da aeracdo pressurizada, sendo que pH variou de 4,0 a 3,8 ao final do
tempo de incubacdo. O teor de oxigénio nos reatores com revolvimento do solo variou entre
19 e 21% e nos reatores pressurizados a porcentagem variou entre 23 e 25%. Crescimento de
L. crinitus foi semelhante em todas as condigdes analisadas até 14 dias de incubagdo, a partir
dai observou-se um aumento da biomassa nos reatores pressurizados. L. crinitus foi capaz de
degradar 36,3% de HCB, 35,4% de PeCB e 22,9% dos TCB totais nos reatores pressurizados,

nao sendo observada degradagdo destes compostos nos reatores nao pressurizados.

Palavras-chaves: biorreatores, aeracio, biodegradagdo, organoclorados, Lentinus crinitus
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Abstract

The goal of this study was to evaluate the growth of L. crinitus in contaminated soil
packed in bioreactor with 10 kg capacity as well as the efficiency of the aeration system.
Contaminated soil with  organochlorine  compounds (hexachlorobenzene  and
pentachlorobenzene) was sterilized with benomyl. Batches of 9,0 kg of soil were transferred
to bioreactors. It was incorporated to the soil: 5% of emulsion of vegetable oil and tween 20
(9:1), 2,5% of commercial gypsum and 900,0 mg of L. crinitus grown in sugarcane bagasse
mixed with soy flour and cassava flour (20% and 30%). It was installed a heating sensor in
the bioreactor, and injected a non-sterile air flow to achieve pressure of 0,2 bar. For
controlling purposes were used unpressurized bioreactors with weekly tilling soil. Incubation
of bioreactors was performed for 56 days at 28 °C. Enzymatic activities were observed during
all the growth period of L. crinitus and a significant effect of pressurized aeration, pH ranged
from 4.0 to 3.8 at the end of the incubation time. Oxygen content in the reactors with tilling
soil varied between 19% and 21% and in the reactors with pressurized air the percentage
ranged from 23 to 25%. Growth of L. crinitus was similar under all conditions studied up to
14 days of incubation, thereafter noticing an increase in biomass in pressurized reactors. L.
crinitus was able to degrade 36,3% of HCB, 35,4% of PeCB and 22,9% of total TCB in
pressurized reactors, and it wasn’t observed degradation of these compounds in the

unpressurized reactors.

Key words: bioreactors, aeration, biodegradation, organochlorine, Lentinus crinitus
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Introducao

O crescimento industrial e urbano aumentou a complexidade dos residuos lancados
no meio ambiente, provocando sérios problemas de ordem ecoldgica e toxicoldgica. A partir
do século passado, varios compostos foram sintetizados e introduzidos no mercado pelas
industrias, sem avaliacdo prévia do seu impacto ambiental, acumulando-se no ambiente.
Esse acumulo foi devido a auséncia de decompositores naturais, além de consequente ndo
participacdo dos compostos sintéticos nos ciclos biogeoquimicos. Considerando ainda a
estabilidade desses compostos, sob condi¢des aerdbias e anaerdbias, existe ainda a
possibilidade da persisténcia e da recalcitrancia de tais compostos no ambiente. O resultado
foi, em muitos casos, a poluicdo do meio por contaminantes toxicos, colocando em risco a
saude humana e a integridade dos ecossistemas (Leisinger 1983, Higgblom 1992, Boopathy
2000, Pointing 2001, Semple et al. 2001, Rabinovich et al. 2004, Jiang et al. 2006).

Propostas de tratamento para os problemas ambientais foram sugeridas, com opgdes
de tratamento que incluem a disposicao do material contaminado em aterros sanitdrios, sua
incineracdo ou ainda a biorremediacdo desse material. Essa dltima opc¢do € uma tecnologia
alternativa que, por utilizar metabolismos degradativos do préprio ambiente em questdo, ser
realizada em temperatura e pressdo ambiente, além de assemelhar-se a um manejo na drea
comprometida, tem baixo custo e pode ser mais segura do ponto de vista ambiental. Além
disso, os sistemas bioldgicos de tratamento podem promover a transformacao do composto
poluente, desde a simples retirada de um atomo até a mineralizacdo, com a oxidacdo
completa, obtendo produtos finais in6cuos. Estes sistemas ndo geram residuos solidos,
quando conduzidos in situ, sendo assim, menos impactantes. Além do mais, esse tipo de
tratamento pode ser projetado para tratar sélidos, lodos, dgua e gases contaminados (Atlas

1993, Shannon & Unterman 1993, Higgblom & Valo 1995, Matheus & Machado 2002, Eerd
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et al. 2003, Sutherland er al. 2004, Rizzo et al. 2006, Field & Sierra-Alvarez 2008, Harms et
al. 2011, Kulikova et al. 2011).

Alguns dos agentes primdrios da decomposicao da matéria organica, muito utilizados
em biorremediagdo, sdo os fungos, que sdo capazes de crescer sob as condi¢des de estresse
que limitam o crescimento bacteriano. Além disso, o modo de crescimento dos fungos,
induzido quimiostaticamente em direcdo a fonte de carbono, por meio do alongamento e
ramificacdo das hifas, permite a colonizacdo de grandes &4reas, aumentando o contato
superficial com o contaminante, melhorando os niveis de biodegradacdo. Se a contaminagao
¢ relativamente resistente a biodegradacdo, geralmente utilizam-se fungos basidiomicetos
inoculados para iniciar o ataque metabdlico (Matheus & Machado2002; Rabinovich et al.
2004).

Fungos basidiomicetos possuem a capacidade de degradar uma série de compostos
organicos recalcitrantes, como a lignina e diversas classes de poluentes, tais como:
clorofendis, nitrofendis, hidrocarbonetos poliarométicos e outros. O metabolismo dos
compostos poluentes por esses fungos estd relacionado ao mecanismo usado por estes
organismos para degradar a lignina (Matheus & Okino 1998, Tuomela et al. 2000, Pointing
2001, Tortella et al. 2005, Harms et al. 2011).

Alguns basidiomicetos nativos do Estado de Sdo Paulo foram selecionados para
aplicacdo em tratamentos ambientais de solos contaminados, por sua capacidade de degradar
compostos organoclorados. Lentinus crinitus CCIBt 2611 (CCB274) e Psilocybe castanella
CCIBt 2781 (CCB444) sao dois desses fungos selecionados e estdo sendo estudados em
escala de laboratério com taxas de degradacdo de até 40,0% de hexaclorobenzeno (HCB) e
99,9% de pentaclorofenol (PCF), apesar de nio apresentar resultados tdo significativos em
escala de campo (Matheus et al. 2000, Okino et al. 2000, Matheus et al. 2001, Matheus &
Bononi 2002, Matheus et al. 2003, Machado et al. 2005, Machado et al. 2006, Ballaminut

2007, Salvi 2008, Silva 2009, Okada 2010).
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A aeracdo do solo é de fundamental importancia para o crescimento de fungos
empregados em sistemas de tratamento e também para a natureza das reacoes de degradacao
dos compostos poluentes (Dupont et al. 1998), sendo um parametro operacional critico em
processos de fermentacdo em substrato solido (Hwang et al. 2006). Além de promover a
oxigenacdo do solo, o sistema de aeracdo nos biorreatores contribui para manter a
temperatura do solo préxima a temperatura Otima de crescimento do micro-organismo
utilizado, j4 que a variacdo da temperatura € um dos fatores que afetam diretamente no
crescimento fingico em substrato solido, necessitando de controle durante o processo
(Gowthaman et al. 2001). Igbal et al. (2007) mostram efeito positivo na biorremediagdo com
a otimizacdo da temperatura em sistemas de tratamento de solos contaminados com
hidrocarbonetos poliarométicos e compostos fendlicos. Troquet et al. (2003) em estudo de
biorremediacdo observaram que as melhores taxas de biodegradacdo foram obtidas nos
tratamentos onde a oxigenacdo foi constante. Rhykerd et al (1999) em estudo de
biorremediacdo de solos contaminados por compostos oleosos ressalta que a aeragdo
adequada ¢ essencial para a atividade de microrganismos degradadores de 6leos.

Silva (2009) ndo observou biodegradacdo de HCB por Lentinus crinitus (CCIBt
2611) em reatores de 400 kg de solo sob aeragdo, sugerindo que a formagdao de caminhos
preferenciais de circulagdo do ar pode ter gerado zonas mortas no interior dos reatores,
inibindo a biodegradacdo do composto.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia e eficiéncia da aeracdo sob pressao e
o revolvimento do solo em reatores durante o processo de biorremediacdo de solo

contaminado com organoclorados.
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Material e Métodos

Solo: contendo organoclorados, principalmente hexaclorobenzeno (HCB), pentaclorobenzeno
(PeCB) e isdmeros de tetraclorobenzeno (TCBs), oriundo de dreas contaminadas na regido de
restinga do Distrito de Samaritd, Sao Vicente, SP. O solo apresenta 98% areia, pH 5,07,
capacidade de troca idnica de 5,50 mEq. 100 mL'l, 0,13% de matéria orgéanica, 0,06%
nitrogénio, 1,00 ug g fésforo e 0,01 mEq. 100 mL™' potassio, determinadas pelo laboratério

“Lagro — Laboratério Agronomico” S/C de Campinas.

Material Biolégico: foi utilizado o basidiomiceto Lentinus crinitus (L.) Fr. CCIBt 2611
(antes identificado por CCB274) pertencente a Cole¢do de Cultura de Basidiomicetos do
Instituto de Botanica de Sdo Paulo (CCIBt). Este fungo foi isolado de basidioma encontrado
em madeira de mata de restinga no municipio de Sdo Vicente, regido da Baixada Santista, SP
(Okino et al. 2000) e foi selecionado por degradar pentaclorofenol e hexaclorobenzeno em
solo contaminado (Machado ef al. 2005, Matheus et al. 2000). A cultura foi mantida a 4 °C
em agar extrato malte (MEA 2%), constituido de: extrato de malte 2 %, peptona 0,1 % e 4gar

L5 %.

Inéculo fiingico: o substrato foi constituido de bagagco de cana-de-agticar picado misturado
com farinha de soja e fécula de mandioca nas propor¢des de 20 e 30% (peso seco),
respectivamente e a umidade ajustada para 70 % com 4gua destilada (Okada 2010). Aliquotas
de 120,0 g de substrato sé6lido foram colocadas no fundo do saco pléstico de polipropileno
(20,0 x 40,0 cm) e modeladas na forma cilindrica de modo a produzir in6culos na forma de
peletes nas dimensdes aproximadas de 3,0 x 4,5 cm, propostas por Okada (2010). Foram
autoclavados por 90 min a 121 °C (Ballaminut & Matheus 2007). Apds resfriamento, discos

de crescimento micelial do fungo em MEA 2% foram inoculados nos sacos em condi¢des
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assépticas na propor¢ao 1:10 (disco : g de substrato imido). Os indculos foram incubados em
estufa incubadora (ELETROLAB / 101 STD) sob controle de temperatura de 28 + 2 °C,

durante 14 dias.

Condicoes de cultivo: ao solo contaminado foram adicionados 2,5% (peso seco) de gesso
comercial e uma solucao de benomyl (10,0 mg K g'1 de solo), para controle fungico do solo
(Machado et al. 2006). Apds a incorporacdo do benomyl, 9,0 Kg de solo (seco) foram
colocados dentro de cada reator, com 5% de emulsdo de 6leo de soja comercial e tween 20,
(9:1, p/p) e a umidade ajustada com 4gua destilada esterilizada para 50% da capacidade
méxima de reten¢do de dgua (CMRA) do solo, de acordo com Matheus (2003). Em cada
reator, foram incorporados 900,0 g (peso seco) do indculo flngico. As condi¢des de cultivos
analisadas foram: 2 reatores com sistema de injecdo de ar sob pressdo e 2 reatores sem injecao
de ar, com revolvimento semanal do solo. Os solos foram homogeneizados manualmente com
auxilio de uma colher de madeira esterilizada, em 3 etapas de 3,0 Kg de solo cada, durante 5
min. Em cada biorreator foi instalado um sensor de temperatura na regido central da coluna de
solo, a tampa foi fechada e vedada. Em 2 reatores foi injetado um fluxo de ar ndo esterilizado
na parte inferior mantido sob baixa pressao (0,2 bar) por vélvulas e medidores nas saidas de
ar. Todo o ar efluente dos reatores foi filtrado em carvao ativado, eliminando os residuos
organoclorados, e enviado para atmosfera externa da sala. Pela tampa de cada reator foi
inserida uma sonda medidora de oxigénio (EIJKELKAMP) até a parte central da coluna de
solo. Os biorreatores foram incubados durante 56 dias em sala com temperatura controlada a

28 + 3 °C, no escuro.

Amostragem e analise do solo: de cada reator foram retiradas amostras de 200,0 g de solo

imediatamente apds a inoculagdo do fungo e posteriormente aos 7, 14, 28 e 56 dias de
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incubagdo, com o auxilio de um trado amostrador de solo (50,0 x 2,5cm) esterilizado a cada

coleta para as seguintes andlises:

¢ Crescimento fingico: foi determinado pela quantificacdo de ergosterol, extraido a
partir de amostra de 3,0 g de solo por saponificagdo alcodlica e andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme descrito por Silva et al.

(2009).

¢ Isolamento de basidiomicetos: foram retirados trés amostras de solo contendo
fragmentos do indculo fingico, os quais foram inoculados em extrato malte dgar (2%),
contendo o corante Azul de Remazol Brilhante Blue R (RBBR 0,02%). Apds cinco
dias de incubacgdo a 28° C foi avaliada a capacidade de crescimento e descoloragdo do
corante e confirmacdo de crescimento dos basidiomicetos pela observacdo em
microscopio 6tico da presenca de ansas na hifa fingica, conforme descrito por Silva

(2009).

e pH: suspensdo de 10,0 g solo em 90,0 mL de 4gua deionizada (em triplicata), foi
agitada por 30 min e repousada por 60 mim. A medida do pH foi feita em pHmetro

digital, equipado com eletrodo combinado.

e Umidade do solo: avaliada por gravimetria das amostras liofilizadas para

quantificacao de ergosterol.

¢ Contagem de unidades formadoras de fungos e bactérias: foi determinada pelo
método de “pour-plate” a partir da inoculagdo de 1,0 mL da suspensdo de solo (10 g

de solo em 90 mL de solugdo salina a 0,85%) em meio de cultura nutriente dgar (NA)



para isolamento de bactérias (24 e 48 h de incubacdo) e em meio de Martin para

fungos (até 7 dias de incubagao).

Monitoramento do teor de oxigénio do solo: feito diariamente por uma sonda
detectora de oxigénio (EIJKELKAMP) inserido no meio da coluna de solo dos

reatores, com variacdo de 0 a 25%.

Monitoramento da temperatura do solo: feito diariamente as 15:00 h, acoplando-se
um termdmetro de solo (mod. SalvTerm 700 - Gulton) a sonda instalada na regido

central da pilha de solo nos biorreatores.

Atividades enzimaticas: o extrato enzimatico bruto do solo foi obtido com solucio
tampao acetato de sdédio 50 mM, pH 4,5 na propor¢cdo de 1:3 (p/v), de acordo com
Machado et al. (2006). As atividades de oxidacdo total do ABTS e Lacase foram
determinadas pela oxidacdo do ABTS (4cido 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-
sulfonico)), medida pela variagdo de absorbancia a 420 nm (¢ = 36000 M cm'l)
durante 10 min, em espectrofotometro (THERMO SCIENTIFIC — GENESYS 10S
UV-Vis), na presenga e auséncia de peroxido de hidrogénio (Machado & Matheus
2006). Peroxidase foi quantificada pela diferenca entre a oxidacao total do ABTS e a
atividade de lacase (Eggert et al. 1996). Peroxidase dependente de manganés (MnP)
foi determinada pela oxidacdo do vermelho de fenol (Kuwahara et al. 1984). Para
todas as enzimas uma unidade enzimética correspondeu a quantidade de enzima capaz

de oxidar 1 uMol do substrato por minuto.

Quantificacao dos organoclorados: a extracdo dos organoclorados no solo foi feita

por micro-ondas, de acordo com método descrito por Andrea et al. (2001) modificado.
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As quantificacdes foram realizadas em cromatdgrafo a gis (Varian CP-3800) acoplado
a um espectrometro de massa (Varian Saturn 2200), equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID), injetor split/splitless e coluna VF-5ms (VARIAN)
composta por 5% Difenil e 95% Dimetil Polisiloxano (30 m x 0.25 mm x 0,25 um). O
gds de arraste foi hélio com um fluxo de 1,0 mL min'l, com modo split de 50 vezes. A
temperatura de operacdo foi de 260 °C no injetor. O programa de temperatura da
coluna foi 100 °C durante 1:00 min, aumentou 4 °C min! até 230°C, permanecendo
por 34:30 min nessa temperatura e por fim aumentou 35 °C min” até 28 0°C
permanecendo por 4 min. As amostras analisadas foram diluidas 10 vezes em n-
hexano (UV-analise de residuo da Merk) e filtradas em filtro millex HV 13 mm (ns f-
slip da Millipore). A identificac@o individual dos compostos foi baseada no tempo de
retencdo relativo a uma mistura de padrdes que incluia: HCB, pentaclorobenzeno
(PeCB), pentacloroanisol (PCA), pentaclorofenol (PCF) e isOmeros de
tetraclorobenzeno (TCB). A quantificacdo dos organoclorados nas amostras de solo

foi feita usando a curva padrao construida para cada composto.

Teste do efeito da emulsao de o6leo vegetal e surfactante na biodisponibilidade dos
organoclorados no solo: O teste foi realizado em potes de tampa hermética com capacidade
de 250,0 mL e fechados com gaze esterilizada na boca, para permitir trocas gasosas, onde
foram colocados: 60,0 g de solo contaminado (base seca) apds a incorporagdo do benomyl
(10,0 mg Kg'1 de solo), dgua destilada esterilizada para ajustar a umidade para 50% da
capacidade maxima de retencdo de dgua (CMRA) de acordo com Matheus (2003) e 5 % de
emulsdo de 6leo vegetal e Tween 20 (9 : 1, p.p.), em triplicata. Como controle avaliou-se o
mesmo solo sem adi¢do da emulsdo de dleo vegetal : tween 20, em tripilicata. Os frascos
foram incubados por 14 dias em estufa incubadora com temperatura controlada a 28 + 2 °C,

no escuro. A umidade do solo foi corrigida semanalmente por gravimetria (Matheus 2003). A
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concentracdo dos compostos organoclorados do solo foi determinada nos tempos 0, 7 e 14

dias de incubagio.

Anadlise estatistica: Os dados foram analisados pelo programa estatistico MiniTab versdo
Release 15. As médias foram comparadas pelo teste de Tuckey sempre protegida por anélise

de variancia (ANOVA) (o <0,05).

Resultados e discussao

Crescimento microbiano e oxigenacio do solo

O crescimento de L. crinitus foi semelhante em todas as condi¢es analisadas até 14
dias de incubacdo, onde a partir dai observou-se um aumento significativo da biomassa de L.
crinitus nos reatores com inje¢do de ar sob pressdo. A quantidade de ergosterol nos reatores
pressurizados variou de 879,59 + 271,38 ug g a 33884,10 + 246,26 ug g ao final de 56 dias
(Figura 1). Nos reatores com revolvimento de solo, a quantidade de biomassa de L. crinitus
manteve-se estdvel até o final do periodo de incubacdo (56 dias).

Embora ndo tenha sido observado um aumento da biomassa de L. crinitus nos
biorreatores com revolvimento do solo, foi possivel isold-lo do solo em todas as amostras até
o final do periodo de incubacgio, o que pode ser evidenciado pelas andlises de descoloracao do
RBBR (Tabela 1), atividade enzimatica e degradacdo dos organoclorados.

O crescimento de L. crinitus nos biorreatores com injecdo de ar sob pressdo foi
altamente significativo a partir dos 14 dias de incubagdo, quando foram determinadas as
maiores quantidades de ergosterol. Alguns autores afirmam que a idade fisioldgica, as
caracteristicas do meio de cultivo e a concentragdo de organoclorados podem influenciar o

metabolismo do ergosterol nas células de algumas espécies fungicas (Davis & Lamar 1992,
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Srinivasan & Glaser 1999, Barajas-Aceves et al. 2002, Silva et al. 2009). Silva et al. (2009)
estudando as taxas de ergosterol em L. crinitus constatou que ndo hd interferéncia da
concentracdo de HCB na taxa de ergosterol desta espécie fingica, corroborando aos dados
apresentados, onde constata-se que o ergosterol evidencia o significativo crescimento do

fungo no solo.
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Figura 1: Crescimento de Lentinus crinitus CCIBt 2611 em solo
contaminado com organoclorados, m reatores com injecdo de ar sob pressao,
o reatores com revolvimento semanal do solo, durante 56 dias de incubagao

a 28 + 3 °C (Barras de erro + desvio médio).

(Letras diferentes indicam diferenca estatistica - Teste de Tukey, P<0,05)

Silva (2009) em estudo de biodegradacdo de compostos organoclorados,
principalmente HCB, em solo utilizando também o basidiomiceto Lentinus -crinitus
acondicionado em biorreator com capacidade para 400 Kg de solo e com sistema de injecdao
de ar (1,5 m’ h), porém sem pressdo, também observou crescimento de L. crinitus pela
estimativa de ergosterol, porém as quantidades de ergosterol observadas pelo autor foram
muito inferiores (cerca de 13 pg ergosterol Kg'1 solo) as obtidas neste estudo (34000 pg

-1 . . ~ L .
ergosterol Kg™ solo). O autor afirma que apesar de a oxigenacao do solo ser necessdria para o
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desenvolvimento dos fungos e para as reacdes de oxidacao dos compostos organoclorados, ela
pode ser comprometida pela formacdo de caminhos preferenciais do fluxo de ar através do
solo, originando setores com menor oxigenacdo, o que também foi observado por outros
autores (Dupont et al. 1998, Heerenklage er al. 1998). Silva (2009) ressalta ainda que a
retirada de amostras de solo dos biorreatores pode ter originado setores com menor densidade,
podendo também formar caminhos preferenciais do fluxo de ar. Heerenklage et al., (1998)
sugere que a formacdo de pressdo nos sistemas de biorremediacdo de solo pode impedir a
formacdo de caminhos preferéncias no solo, embora ele ndo tenha obtido dados que atestem
tal afirmacdo. Tal hipétese foi confirmada, conforme pode ser observado com os resultados
significativos de crescimento fungico, atividade enzimdtica e degradacdo dos organoclorados
obtidos. Em que pese saber em estudos em microcosmos, com pequenas quantidades de solo,
a oxigenacdo do solo ndo € um fator limitante. Moreira-Neto (2006) observou crescimento de
Psilocybe castanella em solo contaminado com HCB (1104 mg HCB Kg'1 solo) em
microcosmos com taxas bem semelhantes as observadas neste estudo, onde também foi
registrado um aumento significativo da biomassa fungica ao final de 50 dias de incubacdo.
Novotny et al. (1999) em estudo em microcosmos, observaram a degradacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromdéticos (HPAs) (50 mg Kg'1 solo) em solo por 3
basidiomicetos (Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium e Trametes versicolor)
em biorreator com aeragcdo sem pressao e observou crescimento significativo dos fungos até
21 dias de incubagdo, porém com taxas muito inferiores (cerca de 10,96 ug ergosterol g
solo).

Foi possivel isolar L. crinitus metabolicamente ativo até o final do periodo de
incubagdo em todas as condi¢des avaliadas (Tabela 1), através da andlise de descoloracdo do
RBBR, corante derivado do antraceno muito utilizado para indicar atividade ligninolitica
(Soares et al. 2001, Trupkin et al. 2003, Boer et al. 2004, Machado et al. 2005, Machado &

Matheus 2006, Vitali et al. 2006, Silva 2009). Trabalhos demonstram que a descoloragdao do

61



corante RBBR estd relacionada, pelo menos parcialmente, com a acdo de enzimas
ligninoliticas como a lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase (Deveci et al. 2004,

Palmieri et al. 2005).

Tabela 1: Isolamento de L. crinitus nas amostras simples de coluna de solo, em

triplicata
. Tempo de incubacio (dias)
Biorreatores
0 7 14 28 56
Aeracdo sob pressao +++ +++ +++ +++ +++
Revolvimento do solo +++ +++ +++ +++ +++

+ indica crescimento de L.crinitus confirmado pela descoloracio de RBBR e
observacgdo microscépica, em cada réplica da amostra.
- indica auséncia de crescimento de L.crinitus na réplica analisada.

Além da descoloracdo do corante RBBR observou-se a presenca de ansa no micélio
fungico, evidenciando tratar-se do basidiomiceto. Esses dados obtidos corroboram com a
andlise de crescimento flngico pela estimativa de ergosterol, onde foi possivel quantificar
ergosterol até 56 dias de incubacdo de L. crinitus. Em seus estudos Silva (2009) também
observou L. crinitus metabolicamente ativo, através da descoloracdo do RBBR por até 56 dias
de incubagdo nos biorreatores. Valentin ef al. (2007) em estudo de biorremediacdo de solo
contaminado com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) em biorreator, também
isolou o fungo Bjerkandera adusta metabolicamente ativo apds 21 dias de incubagdo, pela
andlise de descolorac¢do do corante Poly R-478 em placa.

Na primeira amostragem ndo foram isoladas colOnias bacterianas em nenhuma das
condic¢des avaliadas. Poucas colonias flingicas (contaminantes) foram observadas nos reatores
pressurizados, evidenciando assim eficiéncia do controle de fungos do solo pelo uso do

benomyl (Tabela 2).

62



Tabela 2: Contagem de UFCs bacterianas e de fungos contaminantes no solo aos 0 e 56 dias
de incubagdo nos biorreatores

Bactérias Fungos
Biorreatores (UFC g solo) x 10° (UFC g solo) x 10°
0 dias 56 dias 0 dias 56 dias

Aeragdo sob pressao 0,00 (£0,00) 0,00 (x0,00) 0,594 (£0,39) 23,94 (+18,00)
Revolvimento do solo 0,00 (+0,00) 317,7 (¥209,70) 0,00 (x0,00)  175,5 (+81,90)

UFCs = unidades formadoras de coldnia

A injecdo de ar ndo esterilizado nos biorreatores permitiu a entrada de outros
microrganismos durante o periodo de incubacdo (Tabela 2), o que € de se esperar em
tratamentos em larga escala de solo, uma vez que seja invidvel do ponto de vista operacional e
financeiro o procedimento de esterilizacdo de grandes volumes de solo e de ar (Alexander
1999, Dupont et al. 1998, Holroyd & Caunt 1995). Se por um lado a competi¢do com outros
microrganismos pode interferir na colonizacao inicial de basidiomicetos (Holroyd & Caunt
1995), por outro lado, o crescimento de microrganismos oportunistas pode ser eficiente para a
degradacdo de poluentes, como foi observado por Field & Sierra-Alvarez (2008) na
degradacdo de clorofendis. A introducido de bagaco de cana de agtcar no solo também pode
ter favorecido o crescimento de bactérias e fungos no solo, como observado por Nakagawa e
Andrea (2006), que também demonstraram que a utilizacdo de bagaco de cana-de-agucar
favoreceu a proliferagdao de fungos e bactérias autdctones de solo contaminado por HCB.

Observa-se portanto, que a aeragdo dos reatores sob pressdo promoveu uma situacao
otimizada para o crescimento dos basidiomicetos nos reatores quando comparadas aquelas
observadas por Silva (2009), trabalhando sem a pressurizacdo do ar e com os estudos em
microcosmos, onde a oxigenacao do solo ndo € fator limitante. Estes dados sdo evidenciados
pelas condicdes de oxigenacdo observadas nos reatores. O teor de oxigénio nos reatores com

revolvimento do solo foi inferior, variando entre 19 e 21% (porcentagem de oxigénio sob
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pressdo atmosférica) e nos reatores com injecdo de ar sob pressdo a porcentagem foi

significativamente superior, variando entre 23 e 25% (0,2 bar) (Figura 2).
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Figura 2: Teor de oxigénio do solo durante crescimento de Lentinus crinitus CCIBt
2611 em solo contaminado com organoclorados (m reatores com injecdo de ar sob
pressdo, © reatores com revolvimento semanal do solo), durante 56 dias de incubacao

a 28 + 3 °C (Barras de erro + desvio médio).

Umidade, pH e temperatura

Houve uma diminuicdo da umidade do solo nos biorreatores a partir da umidade
determinada inicialmente em todas as condi¢des avaliadas até 14 dias de incubacdo (figura 3).
A umidade inicial foi de 16,55% nos reatores com inje¢ao de ar sob pressao e 18,75% nos
reatores com revolvimento semanal do solo, essa umidade diminui consideravelmente aos 14
dias de incubacdo, 7,88% nos reatores com inje¢ao de ar sob pressdo e 14,13% nos reatores
com revolvimento semanal do solo, quando houve a necessidade de se ajustar a umidade dos
solos com dgua destilada esterilizada. A umidade manteve-se estavel até o final do periodo de

incubac@o nos reatores com revolvimento semanal do solo. Nos reatores com inje¢ao de ar
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sob pressdo observou-se uma diminuicdo significativa da umidade do solo aos 56 dias de

incubacdo de L. crinitus.
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Figura 3: Monitoramento da umidade do solo durante crescimento de Lentinus

crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, m reatores com
injecdo de ar sob pressdo, o reatores com revolvimento semanal do solo,

durante 56 dias de incubacao a 28+3°C (Barras de erro + desvio médio).

O aumento da umidade do solo é esperado quando ocorre degradacdo de matéria
organica (Alexander 1999, Dupont et al. 1998, Kiehl 1985). Silva (2009) afirma que o
aumento da umidade do solo indica atividade bioldgica intensa dos fungos no solo, o que foi
observado pelo autor. Embora tal efeito ndo tenha sido observado neste estudo, isso ndo
indica que o fungo ndo esta ativo, pois pelas andlises de atividade enzimatica e isolamento de
microrganismo, evidencia-se a a¢do do fungo. Liu et al. (2007) em estudo de fermentacdo
solida em biorreator com injecao de ar sob pressdo com o fungo Trichoderma koningi, para
producdo de carboximetilcelulase observou que a evaporacdo de dgua do sistema foi maior
nos reatores com pressao de ar, comparado com o controle sem pressao, no intervalo de 24 h.

Durante todo o periodo de incubagdo de L crinitus em solo houve uma pequena
diminui¢do do pH do solo em todos os tratamentos avaliados (figura 4). O pH do solo nos

reatores com injecdo de ar sob pressido diminuiu de 4,0 para 3,8 e nos reatores com
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revolvimento semanal do solo o pH diminuiu de 4,0 para 3,9, o que se mostra pouco

significativo.
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Fifura 4: pH do solo durante crescimento de Lentinus crinitus CCIBt 2611 em
solo contaminado com organoclorados, O reatores com injecao de ar e pressao,
reatores com revolvimento semanal do solo, durante 56 dias de incubacdo a

28+3°C (Barras de erro + desvio médio).

(Letras diferentes indicam diferenca estatistica - Teste de Tukey, P<0,05)

Reducdo do pH do solo durante processos de crescimento de fungos sdo comumente
relatadas na literatura (Okeke et al. 1997, Itoh et al. 2000) e também foi observada por
Matheus et al. (2003) ap6s 56 dias de cultivo de L. crinitus CCIBt 2611 (CCB 274) e de P.
castanella CCIBt 2718 (CCB 444) em biorreator, nas mesmas condigdes experimentais aqui
descritas, com solos ndo contaminados. Silva (2009) também observou redu¢do do pH do solo
apo6s 224 dias de incubacdo de L. crinitus em solo contaminado.

A temperatura do solo em biorreatores pode ser influenciada tanto pelo metabolismo
dos fungos quanto pela temperatura do ar injetado (Alexander 1999, Dupont et al. 1998). A
temperatura do solo nos biorreatores com inje¢do de ar sob pressdo foi inferior a observada

nos biorreatores com revolvimento do solo durante todo periodo de incubacgdo, variando entre
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20 a 31 °C, devido ao fato de o ar injetado ser retirado da atmosfera externa da sala, referindo-
se a temperatura do ambiente externo, pois a temperatura da sala de incubacao era controlada
a 28 + 3 °C (figura 5). Além de promover a oxigenacdo necessdria para o desenvolvimento
dos fungos e as reacdes de oxidacdo dos compostos organoclorados, a injecdo de ar no solo
dos biorreatores também permite a manuten¢do da temperatura do solo para a faixa 6tima de
crescimento dos fungos (Dupont et al. 1998, Heerenklage et al. 1998, Lamar & Scholze

1992), o que aconteceu na maior parte do tempo de incubagdo.

Temperatura (°C)

10,0

0,0 U T T —T — — T T — —T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56
Tempo corrido (dias)

Figura 5: Monitoramento didrio da temperatura do solo durante crescimento de Lentinus
crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, ® reatores com inje¢do de ar
sob pressdo, © reatores com revolvimento semanal do solo, A temperatura da sala de

incubacdo, durante 56 dias de incubacado a 28+3°C.

Em estudo de fermentagdo sélida para produgcdo de carboximetilcelulase em
biorreator, Sheu & Liou (1999), observaram que nos biorreatores sob pressdo a temperatura
foi sempre menor que nos reatores ndo pressurizados, chegando a variar em até 12°C. No
experimento a pequena variacao da temperatura se deve a pequena diferenca de pressao entre

os tratamentos (~0,2 bar).
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Atividade enzimatica

A atividade das enzimas secretadas por fungos lignoceluloliticos é fundamental na
degradacdo de poluentes quimicos em solo (Robles-Herndndez et al. 2008). Foram
observadas atividades enziméticas durante todo periodo de crescimento de L. crinitus em solo
contaminado. Foi possivel observar um efeito altamente significativo da aerac¢do pressurizada
nas atividades de oxidacdo total do ABTS nos biorreatores (figura 6). O pico de maior
atividade desta enzima foi observado aos 7 dias de cultivo, com 167,03 + 6,69 UL nos
reatores com injecao de ar sob pressdo e 89,81 + 35,93 UL nos reatores com revolvimento

semanal do solo.

Atividade de oxidacao total do ABTS

60

Tempo (Dias)

Figura 6: atividade de oxidacao total do ABTS pelo sistema enzimdtico de Lentinus crinitus
CCIBt 2611, durante crescimento em solo contaminado com organoclorados, m reatores com
injecdo de ar sob pressdo, o reatores com revolvimento semanal do solo, durante 56 dias de

incubacgao a 28 + 3°C. (Barras de erro + desvio médio).

(Letras diferentes indicam diferenca estatistica - Teste de Tukey, P<0,05)
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As atividades de lacase e peroxidadase estdo apresentadas na figura 7, onde também
foi possivel observar atividade destas enzimas até o final do periodo de incubacdo de L.
crinitus, onde o pico de maior atividade foi aos 7 dias de cultivo com atividade de 138,83 +
15,48 UL de lacase e 34,21 + 5,47 UL de peroxidase nos reatores com injecao de ar sob
pressdo, e 102,05 + 29,44 UL de lacase e 28,01 + 7,87 UL de peroxidase nos reatores com
revolvimento semanal do solo. Para a atividade de lacase também foi observado efeito

altamente significativo da aeracdo pressurizada.

De acordo com Kirk & Shimada (1985) niveis de O, préximos das hifas podem
influenciar na atividade enzimatica de Phanerochaete chrysosporium aumentando a
degradacdo da lignina, ainda segundo os autores, o oxigé€nio estimula o sistema gerador de
H,0,, sendo seu préprio precursor, além de aumentar a biossintese de dlcool veratrilico, os
autores ainda afirmam que variacdes no desenho do sistema de cultivo, visando promover

maior aeragdo, podem influenciar a atividade ligninolitica de P. chrysosporium.

Atividade de Lacase (Ul'!)
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Tempo (Dias)
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Figura 7: atividade de lacase (A) e peroxidase (B) pelo sistema enzimdtico de Lentinus
crinitus CCIBt 2611, durante crescimento em solo contaminado com organoclorados, m
reatores com injecao de ar sob pressdo, O reatores com revolvimento semanal do solo,

durante 56 dias de incubagdo a 28+3°C. (Barras de erro + desvio médio).

(Letras diferentes indicam diferenca estatistica - Teste de Tukey, P<0,05)

Em seu estudo de biodegradacdo de organoclorados Silva (2009) também observou
atividade de oxidacdo total do ABTS e lacase, porém em quantidades bem inferiores as
obtidas neste estudo, com seu pico de maior atividade sendo aos 14 dias de incubacdo de L.
crinitus, com cerca de 7,08 U L' de fenoloxidade e 4,11 U L' de lacase. O autor também
relata que aos 28 dias de incubacgdo a atividade dessas enzimas diminuiu consideravelmente
nos biorreatores, ndo tendo sido mais detectadas a partir dos 56 dias.

Ballaminut (2007) em estudo de biodegradacdo de pentaclorofenol em solo (200 mg
PCF Kg'' de solo) por L. crinutus em microcosmos observou atividade de peroxidase e lacase
durante todo periodo de cultivo (60 dias). Verificou-se atividade maxima de lacase entre o 15°
e 35° dia de cultivo, cerca de 0,53 de atividade especifica. A atividade de peroxidase nao
apresentou diferenca significativa entre os tempos de cultivo, registrando cerca de 0,06 U mg”

1 .
de proteina.
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Embora Ballaminut (2007) tenha demonstrado a capacidade de L. crinitus produzir
MnP, ndo foi observada atividade de peroxidase dependente de manganés (MnP) até 56 dias
de incubacdo de L. crinitus em quaisquer das situacdes avaliadas. Silva (2009) também ndo
registrou atividade de MnP por L. crinitus em bioreator durante todo periodo de incubacao do
fungo. Moreira-Neto (2006) também nao obteve atividade de MnP no cultivo de Psilocybe
castanella CCIBt 2718 (CCB444) em solo contaminado com hexaclorobenzeno (2000 mg
HCB Kg' de solo) em microcosmos, sugerindo que as condi¢des de cultivo tenham
provocado essa inibi¢dao

A producdo e atividade MnP estd intimamente relacionada com o bom
desenvolvimento dos fungos, mas também com a presenca de mediadores bioquimicos no
sistema de cultivo, embora muitos desses mediadores possam ser produzidas pelo
metabolismo do préprio fungo (Asgher et al. 2008, Hofrichter 2002, Jarosz-Wilkolazka &
Graz 2006 Moreira-Neto 2006). Mohammadi & Nasernejad (2009) observaram que a
imobilizacdo de células de Phanerochaete chrysosporium em bagaco de cana-de-agucar
favoreceu a producdo e atividade de MnP (76 urly em comparacdo com células sem
imobilizacdo (aproximadamente 50 Ul™"), em 7 dias de incubagio.

Raros sdo os trabalhos que utilizam a técnica de aeracdo sob pressdo, seja para
tratamentos de solo, fermentacdo de substratos ou mesmo tratamento de efluentes, a maioria
utiliza apenas a inje¢do de ar para oxigena¢do do meio. Com os resultados apresentados, mais
uma vez observa-se, portanto que, a aera¢do dos reatores sob pressdo promoveu uma situacao
bastante melhorada para a producdo das enzimas ligninoliticas de L. crinitus, se comparado
aquelas observadas por Silva (2009) trabalhando sem a pressurizacdo do ar. Em estudo de
fermentacdo sdlida para producdo de carboximetilcelulose em biorreator por Trichoderma
koningii, Liu et al. (2007) também observaram que a atividade desta enzima nos reatores

. . . -1 L.
pressurizados foi 4 vezes maior (20,85 Ul g matéria seca) que nos reatores sem
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pressurizacdo, € que o pico de maior atividade desta enzima também foi aos 7 dias de

incubacdo do fungo.

Biodegradacao dos organoclorados

As concentracdes iniciais dos compostos organoclorados no solo variaram entre

9300,20 + 423,47 a 10643,81 + 2567,76 mg HCB Kg™', 1318,74 + 92,78 a 1550,24 + 153,21

mg PeCB Kg'1 e 150,34 + 12,24 a 175,76 = 7,31 mg TCB total Kg'l. Observou-se um

aumento significativo da concentracdo dos compostos organoclorados analisados na primeira

semana de incubagdo de L. crinitus em todas as condi¢des analisadas (Figura 8 A, B e C).

O aumento da concentracdo dos compostos organoclorados presentes no solo na

primeira semana de incubacdo de L. crinitus pode ser explicado pela presenca do 6leo vegetal

e do Tween 20 no sistema de cultivo, o que foi evidenciado em estudos especificos

desenvolvidos posteriormente.
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Figura 8: Concentra¢do dos compostos organoclorados no solo, A) hexaclorobenzeno,

B) pentaclorobenzeno, C) tetraclorobenzeno, durante crescimento de Lentinus crinitus

CCIBt 2611, = reatores com inje¢do de ar sob pressdo, © reatores com revolvimento

semanal do solo, durante 56 dias de incubacdo a 28 + 3 °C. (Barras de erro + desvio

médio).

Se considerarmos a degradacdo a partir da primeira semana de incubagao de L. crinitus

ao final do periodo de incubagdo observou-se efeito altamente significativo da injecdo de ar
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sob pressao na degradac@o dos organoclorados. Nos reatores com injecdo de ar sob pressao L.
crinitus degradou 36,3% de HCB, 35,4% de PeCB e 22,9% dos TCB totais. Nos reatores com
revolvimento de solo ndo foi observado reducao dos compostos organoclorados.

Com a linearizag¢do da equacdo foi possivel determinar uma cinética de degradacao de
primeira ordem e, com isso calcular a taxa de degradacdo didria e a meia vida de cada
composto (Dupont et al. 1998). Nos reatores com injecdo de ar pressurizado a taxa de
degradacao didria dos organoclorados foi de 101,46 mg HCB Kg'l, 12,56 mg PeCB Kg'' e
0,92 mg TCB Kg' dia. A meia vida dos compostos nesta situacio analisada foi de 66,03 dias
para o HCB, 69,73 dias para o PeCB e 90,88 dias para TCB.

Em que pese saber ser possivel construir uma cinética de primeira ordem de
degradacdo com os dados de concentracdo obtidos, em sistemas de biodegradacdo de
organoclorados em solo por fungos basidiomicetos esse comportamento de cinética de
degradacdo pode ser aplicado por pelo menos 80 dias de incubac@o do fungo, pois a partir
desse periodo o fungo entra na sua fase estaciondria de crescimento. Silva (2009) isolou L.
crinitus em biorreator metabolicamente ativo até 84 dias de incubacdo, com producdo de
biomassa ativa, atividade enzimdtica e descoloracdo do corante RBBR, porém ndo foi
observado degradacdo dos compostos organoclorados do solo.

Poucos sdo os estudos de biodegradacdao de compostos organoclorados em solo com
concentracoes tao elevadas desses compostos e em grande escala. Silva (2009) em estudos de
biodegradacdo de HCB por L. crinitus com o mesmo solo utilizado neste experimento, em
biorreator com 400 Kg de solo com injecdo de ar, porém sem pressio ndao observou
degradacio de HCB e PeCB ao final de 224 dias de incubacdo, contudo em estudos em
microcosmos, com as mesmas condi¢des experimentais adotadas por Silva (2009), Matheus
(2003) observou que L. crinitus foi capaz de remover cerca de 68 % de HCB kg'1 em solo
(32.960 mg HCB kg™ solo) e mineralizar cerca de 25% de *C-HCB em 56 dias de incubagdo

quando 8% de 6leo vegetal foi adicionado ao solo.
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Moreira-Neto (2006) observou degradacdo de 32,4% de HCB em solo com 2000 mg
Kg' apés 70 dias de incubagdo de Psilocybe castanella em microcosmos. Vitali (2004)
também observou a reducio de 42,82% HCB e 60% PeCB por P. castanella e Eupenicillium
baarnense em solo com cerca de 3770 mg kg de solo. Ballaminut (2007) em estudo de
biodegradacio de pentaclorofenol em solo (200 mg PCF Kg' de solo) registrou 100% de
degradacao do composto por L. crinitus.

Em estudos de biodegradacdo de compostos recalcitrantes em biorreatores também em
microcosmos Valentin et al. (2007) observaram degradacdo de 50% de HPAs em solo com 50
mg Kg™ de solo pelo fungo Bjerkandera adusta. Fulekar et al (2012) registraram diminuigdo
de 98,5% de cddmio, 99,6 de cobre e 100% de ferro em solo com 100 mg kg™ de metal em
solo utilizando a microbiota autéctone em reator aerado sem pressdo. Jiang ef. al. (2006)
também em estudo de biodegradacdo de pentaclorofenol em solo (100 mg kg'1 solo) em
biorreator com aeracdo, obtiveram quase 100% de degradacdo ao final de 60 dias de

incubacdo.

Efeito da emulsio de oJleo vegetal e surfactante na biodisponibilidade dos
organoclorados no solo

As concentracdes iniciais dos compostos organoclorados presentes no solo variaram
entre 13197,45 + 550,06 a 13829,92 + 97,86 mg HCB Kg'' solo e 1508,18 + 21,78 a 1625,02
+76,24 mg PeCB Kg™' solo. Foi possivel observar um efeito significativo do éleo vegetal no

aumento da concentragdo dos compostos organoclorados no solo (tabela 3 e figura 9 A e B).
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Tabela 3: Concentracio dos compostos organoclorados do solo (mg Kg' solo) nos tempos 0
e 14 dias de incubagdo

Concentracdo dos organoclorados do solo (mg Kg' solo)

HCB PeCB
0 dia 14 dias 0 dia 14 dias
Semoleo 130700249786 17019.94+758.80  1508.18 £21.78  1943.39 + 32.27
vegetal
S:;tglleo 13197.45 +550,06 2142496 + 1007,54 1625,02 76,26 249930 % 126,49
0
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Figura 9: Concentracdo dos compostos organoclorados no solo, A) HCB e B) PeCB,
durante 14 dias de incubacao a 28 + 3 °C, sem indculo fungico, o controle

sem Oleo vegetal, m 5% 6leo vegetal (Barras de erro + desvio médio).
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O aumento da concentragdo dos compostos organoclorados presentes no solo pode ser
explicado pela presenca da emulsdo do 6leo vegetal e do Tween 20. Sabe-se que a taxa de
degradacdo de um contaminante no solo depende da sua biodisponibilidade para que os
microrganismos possam metabolizd-lo, a qual é influenciada por fatores como dessorc¢ao,
difusdo e dissolu¢do. Muitos dos contaminantes mais persistentes apresentam baixa
solubilidade em 4gua e, portanto sua biodisponibilidade pode muitas vezes ser melhorada pela
adicao de Oleo vegetal e surfactantes. Ao reduzir a superficie e a tensdo interfacial entre
liquidos, solidos e gases, permitindo-lhes dispersar facilmente, os Oleos e surfactantes
quimicos ou biolégicos podem ter um papel fundamental sobre a biodegradacdo do
contaminante (Banat et al. 2000, Singh et al. 2007).

Uma série de trabalhos descreve o uso de dleo vegetal como um solvente para lavar o
solo e remover compostos organoclorados com uma eficiéncia de até 90% de extracdao (Chiou
1985; Zemanek et al. 1997, Pannu et al. 2003, Gong et al. 2005, Gong et al. 2006).

Em estudos realizados por Salvi (2008), com o mesmo solo utilizado neste
experimento em microcosmos foi observado cerca de 35,0% de 1(C_residuos ndo extrafveis no
solo sem a presenca do 6leo vegetal, enquanto que na presenca de 5% de 6leo vegetal os
residuos ligados foram de 9,32%. Esses compostos organoclorados, sendo lipossoliveis se
desprenderam do solo, quando na forma de compostos ligados e incorporaram-se a solucio do
solo, tornando-se disponiveis para a acdo do fungo. Moreira-Neto (2006) em estudo de
degradacdo de HCB em microcosmos por Psilocybe castanella, observou um aumento de
23% da concentragdo de HCB durante a primeira semana de incubacao do fungo, e esse perfil
de aumento da concentracao também foi observado para os controles ndo inoculados.

Alguns estudos demonstraram o aumento da biodisponibilidade de compostos
aromdticos pouco soldveis como os aromadticos policiclicos (HPAs) pelo uso de
biossurfactantes. O tratamento de amostras contaminadas por fenantreno (Déziel et al. 1996) e

naftaleno (Zhang et al. 1997) com biossurfactantes resultou em aumento nas suas taxas de
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mineralizacdo e solubiliza¢do. Yuan et al. (2007) em estudo de dessorcao de HCB (50 mg Kg~
" solo ) em solo com diferentes surfactantes registrou cerca de 60% de dessor¢io do HCB na
presenca de Tween 80 durante 48 hs de tratamento, corroborando com os resultados obtidos
neste estudo com tween 20.

Sabe-se que algumas propriedades do solo como a umidade também tem grande
influéncia sobre o processo de sor¢do de pesticidas no solo. O aumento da dessor¢do dos
compostos oganoclorados no solo sem a presenca do 6leo vegetal pode ser influenciada pelo
ajuste da umidade do solo estudado que foi de 50% CMRA. Kleinschmitt (2003) estudou a
dessorcao do herbicida atrazina em solo e observou taxa de 28,3% de dessor¢do em solo com
50% CMRA e esterilizado. Por outro lado, Rocha (2003) estudou a biodegradacdo e sor¢do de
2,4 D e diuron em solos com 25%, 50% e 75% da capacidade de campo e concluiu que tanto a

biodegradac¢do como a sor¢do foram maiores nos solos com maior umidade.

Conclusao

A pressurizagdo dos sistemas de biorremediagdo de solo impede a formacdo de
caminhos preferéncias de ar na massa de solo. A aerac@o sob pressdao em biorreator também
interfere significativamente no metabolismo de L. crinitus, com um aumento consideravel da
quantidade de biomassa fungica, da atividade enzimdtica e principalmente um aumento
considerdvel na degradacdo dos compostos organoclorados presentes no solo, principalmente

hexaclorobenzeno.
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Resumo

Os basidiomicetos apresentam um enorme potencial em processos de biorremediacdo
de poluentes organicos persistentes (POPs), dentre eles o hexaclorobenzeno (HCB). Objetivo
foi avaliar a degradagdo de compostos organoclorados em solo contaminado por L. crinitus
acondicionados em biorreator com capacidade para 9 Kg de solo e a influéncia da
concentracdo de 4cidos graxos insaturados e a diminuicdo da concentragdo dos
organoclorados do solo. Solo contaminado (11562,97 mg HCB Kg'1 solo e 3965,68 mg PeCB
Kg'1 solo) foi esterilizado com benomyl (10mg Kg™ solo). Lotes de 9 Kg de solo (seco) foram
transferidos para biorreatores, onde foram incorporados 2,5% de gesso comercial (peso seco)
e 900 mg de L. crinitus (peso seco), crescido em bagaco de cana misturado com farinha de
soja e fécula de mandioca nas proporcdes de 20 e 30% (peso seco). As condi¢des de cultivos
analisadas foram: 2 reatores com 5% de uma emulsdo de 6leo de soja comestivel comercial
(marca Lisa) e tween 20, na propor¢do de 9:1 (p/p), utilizado como controle, 2 reatores com
8% de uma emulsdo de 6leo de soja comestivel e tween 20, na proporcao de 9:1 (p/p) e 2
reatores com solo contaminado diluido com solo branco (1:10 p/p) para diminuicdo da
concentracdo inicial dos organoclorados. Foi instalado um sensor de temperatura nos
biorreatores, e injetado um fluxo de ar ndo esterilizado para atingir pressdo de 0,2 bar. A
incubacgdo dos biorreatores foi feita durante 56 dias, a 28 °C. Aos 0, 7, 14, 28 e 56 dias de
incubacgdo foram determinadas atividades enzimaticas, pH, crescimento ftingico e umidade do
solo, temperatura do solo e % de oxigénio do solo foram acompanhadas diariamente. Foram
observadas atividades enzimdticas durante todo periodo de crescimento de L. crinitus € um
efeito significativo do 6leo vegetal no sistema de cultivo. Nao houve alteragdo do pH do solo.
O teor de oxigénio nos reatores variou entre 21 e 25%. A temperatura do solo nos biorreatores

variou entre 16 e 28°C. Houve crescimento significativo de L. crinitus em todas as situacoes
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analisadas e um efeito significativo da concentra¢ido do 6leo vegetal no aumento da biomassa

fungica. L. crinitus foi capaz de degradar 43,7% de HCB, 50,4% de PeCB e 41,7% dos TCB.

Palavras chaves: 6leo vegetal, biodegradacao, biorreator

Abstract

The basidiomycetes have huge potential in bioremediation of persistent organic
pollutants (POPs), including hexachlorobenzene (HCB). The objective was to evaluate the
biodegradation of organochlorine compounds in contaminated soil by L. crinitus packed in a 9
kg capacity bioreactor as well as the influence of the concentration of unsaturated fatty acids
and decreasing of the concentration of organochlorine. The contaminated soil (10643,81 mg
kg'1 soil HCB and PeCB 1550,24 mg kg soil) was sterilized with benomyl (10,0 mg kg'1
soil). Batches of 9 kg of soil (dried) were transferred to bioreactors which were incorporated
by 2,5% of commercial gypsum (dry weight) and 900,0 mg of L. crinitus (dry weight) grown
on sugar cane bagasse mixed with soy flour (20%) and cassava flour (30%). The culture
conditions analyzed were: two reactors with 5% of emulsion of commercial vegetable oil
(trade name Lisa) and Tween 20 at the ratio of 9:1 (w/w) used as control, two reactors with
8% of emulsion of vegetable oil and Tween 20 at the ratio of 9:1 (w/w) and two reactors with
contaminated soil diluted with uncontaminated soil (1:10 w/w) to decrease the initial
concentration of organochlorine, in all reactors was injected pressurized air (0,2 bar). It was
installed a heating sensor in the bioreactors and a probe to measure oxygen content.
Incubation of bioreactors was made during 56 days at 28 °C. At 0, 7, 14, 28 and 56 days of
incubation were determined enzyme activities, pH, fungal growth and moisture soil, soil
temperature and the percentage of oxygen soil were monitored daily. Enzyme activities were

observed during all the growth period of L. crinitus and a significant effect of vegetable oil
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use in the cultivation system. There was no change in the soil pH. The oxygen content
reactors ranged between 21 and 25%. Soil temperature in the bioreactors ranged between 16
and 28 °C. There was significant growth of L. crinitus in all cases analyzed, and a significant
effect of concentration of the vegetable oil to increase the fungal biomass. L. crinitus was able

to degrade 43,7% HCB, 50,4% PeCB and 37,3% TCB.

Key words: vegetable oil, biodegradation, bioreactor

Introducao

O hexaclorobenzeno (HCB) é um composto aromatico halogenado que apresenta o
nicleo benzénico completamente clorado. Esta caracteristica confere estabilidade ao
composto, ja que o cloro ligado organicamente inibe a sua biodegradacao e, embora a ligacao
carbono-cloro ndo seja totalmente estranha a natureza, a maioria dos organismos nao dispde
de enzimas que a quebre (Bailey 2001, Toledo 2002, Barber et al. 2005, Nakagawa & Andrea
2006).

Devido a esta resisténcia natural a degradacdo bioldgica e quimica, a sua persisténcia
no ambiente e a sua capacidade de se transportar para lugares distantes de sua fonte emissora,
pelo ar e pelas dguas, o HCB se configura num grupo de substincias quimicas de particular
interesse, em nivel global, para a agricultura, a inddstria, a satde publica e 0 meio ambiente:
os Poluentes Organicos Persistentes (POPs) (Matheus et al. 2000,Toledo 2002, Hirano et al.
2007)

O HCB ¢ o principal composto presente nos solos contaminados por organoclorados
da Baixada Santista, Sdo Paulo. Foi oriundo do processo industrial de produgdao do

tetracloreto de carbono, um desengraxante bastante utilizado na inddstria metalirgica. Os
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residuos da fabricagdo de tetracloreto de carbono constituem-se de uma mistura de compostos
organoclorados, sendo o HCB o componente principal, muito embora o pentaclorofenol
(PCF) possa estar presente em concentragdes relativamente elevadas, além de outros
organoclorados em menores concentragdes (Matheus 2003).

Diversas tecnologias tém sido avaliadas para degradacdo de organolcorados, sendo a
biorremediacdo umas das mais promissoras do ponto de vista ambiental e economico (Freire
et al. 2000, Lodolo et al. 2001, Matheus & Machado 2002, Matheus & Bononi 2002, Moreno
et al. 2004, Rizzo et al. 2006, Field & Sierra-Alvarez 2008, Kulikova er al. 2011, Harms et al.
2011).

Fungos sdo interessantes para a aplicacdo em sistemas de biorremediacdo, pois sao
capazes de crescer sob condi¢des de estresse ambiental, as quais geralmente limitam o
crescimento bacteriano. Ainda, o crescimento dos fungos (induzido quimiostaticamente em
direcdo a fonte de carbono organico), por meio do alongamento e da ramificacdo das hifas,
permite a colonizacdo de grandes dreas, otimizando o contato do microrganismo com o
contaminante, uma vez que aumenta sua biodisponibilidade e, conseqiientemente, sua
biodegradacdo (Dupont et al. 1998). Alguns basidiomicetos nativos do Estado de Sdo Paulo
foram selecionados para aplicacdo em tratamentos ambientais de solos contaminados, por sua
capacidade de degradar compostos organoclorados. Lentinus crinitus CCIBt 2611 (CCB274),
Psilocybe castanella CCIBt 2781 (CCB444) e Trametes villosa CCIBt 2513 (CCB176) sao
alguns dos fungos selecionados e estdo sendo estudados em escala de laboratério e de campo
(Okino et al. 2000, Matheus et al. 2000; Matheus et al. 2001; Matheus & Bononi 2002,
Matheus et al. 2003; Machado et al. 2005a; Machado et al. 2006; Ballaminut 2007, Salvi
2008, Silva 2009, Okada 2010)

Muitas s@o as evidéncias de que os mecanismos que atuam na regulagdo do sistema

ligninolitico dos basidiomicetos sdo os mesmos que atuam na degradacdo dos xenobidticos, e,
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portanto podem ser também estimulados pela variacdo das condi¢des de cultivo dos fungos
(Boyle 1995, Wu et al. 1996; Sandermann et al. 1998; Bakshi et al. 1999; Kadhim et al. 1999,
Ullah et al. 2000a, Ullah et al. 2000b).

Segundo Hofrichter (2002) nos processos de degradacdo da lignina e de poluentes
organicos persistentes, certos co-oxidantes, tais como compostos sulfiricos organicos (L-
cisteina) e 4cidos graxos insaturados e seus derivados (dcido linoleico, Tween 80, por
exemplo), s@o oxidados pelo sistema da peroxidase dependente do manganés (MnP) para
formar radicais tidis e peroxilas, respectivamente, que sao altamente reativos. Na presenca de
oxigénio, estes radicais podem atacar estruturas recalcitrantes da lignina, as quais ndo s@o
normalmente abertas diretamente pelo sistema da MnP. Estes radicais também podem ser
fontes de H,0,.

Este sistema de mediagdo, baseado nos 4cidos graxos insaturados e seus derivados,
tem sido proposto para explicar a acdo da MnP na degradacdo de estruturas nao-fendlicas da
lignina. Este processo, que é conhecido como peroxidacao de lipidios, € forte o bastante para
quebrar ligagdes Ca-CP e éter B-arilicas em compostos diméricos nao fendlicos de modelos
de lignina (Kapich et al. 1999).

Os oleos vegetais e os surfactantes, como tween 20, podem servir como fontes de
carbono para Phanerochaete chrysosporium e estimular a atividade ligninolitica (**C-lignina
— 'C0,). Além disso, os 6leos vegetais e os surfactantes podem alterar a composi¢io
fosfolipidica e a permeabilidade das membranas celulares, facilitando as trocas entre a célula
€ 0 meio externo e, conseqiientemente a acdo das enzimas produzidas (Asther et al. 1998,
Lestan et al. 1990; 1993).

Matheus & Bononi (2002) otimizou as condi¢des de cultivo Psilocybe castanella e
Lentinus crinitus, com a adi¢do de dcidos graxos insaturados ao solo e observou aumento das

taxas de mineralizacdo de “C-HCB em solo superiores a 20% ap6s 56 dias de incubagdo.
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Dessa forma, os 4cidos graxos insaturados, presentes no 6leo de soja, podem ter intermediado
a acdo de peroxidases produzidas por P. castanella e L. crinitus na mineralizacdo do He-
HCB, através do sistema de peroxidacao dos lipidios descrito por Hofrichter (2002). Sendo o
HCB um composto muito estdvel quimicamente, é provdvel que o estimulo para tais reacdes
oxidativas tenha sido o principal papel desempenhado pelos dcidos graxos presentes no 6leo
de soja. Assim, o efeito da emulsdo de 6leo de soja em tween 20 sobre a mineralizacdo de
“C-HCB pode sugerir a acdo conjunta destes compostos, promovendo maior crescimento
fingico, maior permeabilidade da membrana, maior difusdo de oxigénio e produgdo de
radicais altamente reativos capazes de quebrar o anel benzénico e transformé-lo até Hco,,

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia dos 4cidos graxos insaturados e
diminui¢do da concentracdo dos compostos organoclorados na biodegradacido por Lentinus

crinitus CCIBt 2611.

Material e Métodos

Solo: contendo organoclorados, principalmente hexaclorobenzeno (HCB), pentaclorobenzeno
(PeCB) e isomeros de tetraclorobenzeno (TCBs), foi oriundo de dreas contaminadas na regiao
de restinga do Distrito de Samaritd, Sdo Vicente, SP. O solo tem como caracteristicas 98%
areia, pH 5,07, capacidade de troca i6nica de 5,50 mEq. 100 mL", 0,13% de matéria organica,
0,06% nitrogénio, 1,00 pg g fésforo e 0,01 mEq. 100 mL" potdssio, determinadas pelo

laboratério “Lagro — Laboratério Agronémico” S/C de Campinas.

Material Biolégico: foi utilizado o basidiomiceto Lentinus crinitus (L.) Fr. CCIBt 2611
(antes identificado por CCB274) pertencente a Colecdo de Cultura de Basidiomicetos do

Instituto de Botanica de Sdo Paulo (CCIBt). Este fungo foi isolado de basidioma encontrado
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em madeira de mata de restinga no municipio de Sdo Vicente, regido da Baixada Santista, SP
(Okino et al. 2000) e foi selecionado por degradar pentaclorofenol e hexaclorobenzeno em
solo contaminado (Matheus et al. 2000, Machado et al. 2005a). A cultura foi mantida a 4° C
em agar extrato malte (MEA 2%), constituido de: extrato de malte 2 %, peptona 0,1 % e 4gar

1,5 %.

Inéculo fiingico: o substrato foi constituido de bagagco de cana-de-agticar picado misturado
com farinha de soja e fécula de mandioca nas propor¢des de 20 e 30% (peso seco),
respectivamente e a umidade ajustada para 70 % com 4gua destilada (Okada 2010). Aliquotas
de 120,0 g de substrato so6lido foram colocadas no fundo do saco pléstico de polipropileno
(20,0 x 40,0 cm) e modeladas na forma cilindrica de modo a produzir in6culos nos formatos e
dimensdes propostas por Okada (2010). Foram autoclavados por 90 min a 121 °C (Ballaminut
& Matheus 2007). Ap6s resfriamento, discos de crescimento micelial do fungo em placas de
Petri contendo MEA 2% foram inoculados nos sacos em condi¢des assépticas na propor¢ao
1:10 (disco : g de substrato imido). Os in6culos foram incubados em estufa incubadora

(ELETROLAB / 101 STD) sob controle de temperatura de 28 + 2 °C, durante 14 dias.

Condicoes de cultivo: ao solo contaminado foi adicionado 2,5% (peso seco) de gesso
comercial e uma soluco de benomyl (10,0 mg Kg™' de solo), para controle fingico do solo
(Machado et al. 2006). Apds a incorporacdo do benomyl, 9,0 Kg de solo (seco) foram
colocados dentro dos reatores e a umidade foi ajustada com 4gua destilada esterilizada para
50% da capacidade médxima de retencdo de dgua (CMRA) do solo, de acordo com Matheus
(2003). Em cada reator, foram incorporados 900,0 g (peso seco) de inéculo fungico peletizado
(3,0 x 4,5cm) segundo Okada (2010). As condicdes de cultivos analisadas foram: 2 reatores

com 5% de uma emulsdo de 6leo de soja comestivel comercial (marca Lisa) e tween 20, na
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proporcdo de 9:1 (p/p), utilizados como controle, 2 reatores com 8% de uma emulsio de 6leo
de soja comestivel e tween 20, na proporcao de 9:1 (p/p) e 2 reatores com solo diluido 1:10
(90,0 g solo contaminado: 810,0 g solo sem branco) da concentragdo inicial de
organoclorados. A dilui¢do do solo foi feita com a mistura manual do solo contaminado com
solo ndo contaminado da mesma regidao, na proporcdo de (1:10 peso seco) em saco de
polipropileno. Nos reatores, os solos foram homogeneizados manualmente com auxilio de
uma colher de madeira esterilizada, em 3 etapas de 3,0 Kg de solo cada, durante 5 min. Com o
biorreator cheio de solo, foi instalado um sensor de temperatura na regido central da coluna de
solo e pela tampa foi inserida uma sonda medidora de oxigénio (EIJKELKAMP) até a parte
central da coluna de solo. A tampa foi fechada e vedada e foi injetado um fluxo de ar ndo
esterilizado na parte inferior mantido sob baixa pressdo (0,2 bar) por vélvulas e medidores nas saidas
de ar. Todo o ar efluente dos reatores foi filtrado em carvao ativado, eliminando todos os
residuos organoclorados, e enviado para atmosfera externa da sala. Os biorreatores foram

incubados durante 56 dias em sala com temperatura controlada a 28 + 3 °C, no escuro.

Amostragem e analise do solo: foram retiradas de cada reator amostras de 200,0 g de solo
imediatamente apds a inoculagdo do fungo e posteriormente aos 7, 14, 28 e 56 dias de
incubagdo, com o auxilio de um trado amostrador de solo (50,0 x 2,5cm) esterilizado a cada

coleta para as seguintes analises:

¢ Crescimento fingico: foi determinado pela quantificagdo de ergosterol, extraido a
partir de amostra de 3,0 g de solo por saponificagdo alcodlica e andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme descrito por Silva et al.

(2009).
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Isolamento de basidiomicetos: foram retirados trés amostras de solo contendo
fragmentos do in6culo flngico, os quais foram inoculados em extrato malte dgar (2%),
contendo o corante Azul de Remazol Brilhante Blue R (RBBR 0,02%). Apds cinco
dias de incubacdo a 28 °C foi avaliada a capacidade de crescimento e descoloracdo do
corante e confirmacdo de crescimento dos basidiomicetos pela observacdo em
microscopio 6tico da presenca de ansas na hifa flingica, conforme descrito por Silva

(2009).

pH: suspensdo de 10,0 g solo em 90,0 mL de dgua deionizada (em triplicata), foi
agitada por 30 min e repousada por 60 mim. A medida do pH foi feita em pHmetro

digital, equipado com eletrodo combinado.

Umidade do solo: avaliada por gravimetria das amostras liofilizadas para

quantificagdo de ergosterol.

Contagem de unidades formadoras de fungos e bactérias: foi determinada pelo
método de “pour-plate” a partir da inoculagdo de 1,0 mL da suspensdo de solo (10,0 g
de solo em 90,0 mL de solucdo salina a 0,85%) em meio de cultura nutriente Agar
(NA) para isolamento de bactérias (24 e 48 h de incubacdo) e em meio de Martin para

fungos (até 7 dias de incubagio).

Monitoramento do teor de oxigénio do solo: feito diariamente por uma sonda
detectora de oxigénio (EIJKELKAMP) inserido no meio da coluna de solo dos

reatores, com variacdo de 0 a 25%.
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Monitoramento da temperatura do solo: feito diariamente as 15:00 h, acoplando-se
um termOmetro de solo (mod. SalvTerm 700 - Gulton) a sonda instalada na regido

central da pilha de solo nos biorreatores.

Atividades enzimaticas: o extrato enzimatico bruto do solo foi obtido com solugao
tampao acetato de sédio 50 mM, pH 4,5 na propor¢ao de 1:3 (p/v), de acordo com
Machado et al. (2006). As atividades de oxidacdo total do ABTS e Lacase foram
determinadas pela oxida¢do do ABTS (dcido 2,2°-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-
sulfonico)), medida pela variagdo de absorbancia a 420 nm (¢ = 36000 m! cm'l)
durante 10 min, em espectrofotdmetro (THERMO SCIENTIFIC — GENESYS 10S
UV-Vis), na presenga e auséncia de peréxido de hidrogénio (Machado & Matheus
2006). Peroxidase foi dada pela diferenca entre a oxidag¢do total do ABTS e a
atividade de lacase (Eggert er al. 1996). Peroxidase dependente de manganés (MnP)
foi determinada pela oxidacdo do vermelho de fenol (Kuwahara et al. 1984). Para
todas as enzimas uma unidade enzimética correspondeu a quantidade de enzima capaz

de oxidar 1,0 uMol do substrato por minuto.

Quantificacdo dos organoclorados: a extragao dos organoclorados no solo foi feita
por micro-ondas, de acordo com método descrito por Andrea et al. (2001) modificado.
As quantificacdes foram realizadas em cromatdgrafo a gis (Varian CP-3800) acoplado
a um espectrometro de massa (Varian Saturn 2200), equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID), injetor split/spletless e coluna VF-5ms (VARIAN)
composta por 5% Difenil e 95% Dimetil Polisiloxano (30 m x 0.25 mm x 0,25 um). O
gds de arraste foi hélio com um fluxo de 1,0 mL min'l, com modo split de 50 vezes. A

temperatura de operacdo foi de 260 °C no injetor. O programa de temperatura da
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coluna foi 100 °C durante 1:00 min, aumentou 4 °C min™' até 230 °C, permanecendo
por 34:30 min nessa temperatura e por fim aumentou 35 °C min” até 280 °C
permanecendo por 4 min. As amostras analisadas foram diluidas 10 vezes em n-
hexano (UV-analise de residuo da Merk) e filtradas em filtro millex HV 13 mm (ns f-
slip da Millipore). A identificac@o individual dos compostos foi baseada no tempo de
retencdo relativo a uma mistura de padrdes que incluia: HCB, pentaclorobenzeno
(PeCB), pentacloroanisol (PCA), pentaclorofenol (PCF) e isOmeros de
tetraclorobenzeno (TCB). A quantificacdo dos organoclorados nas amostras de solo

foi feita usando a curva padrao construida para cada composto.

Analise estatistica: Os dados foram analisados pelo programa estatistico MiniTab versdo
Release 15. As médias foram comparadas pelo teste de Tuckey sempre protegida por anélise
de variancia (ANOVA) (a < 0,05). Os dados percentuais foram transformados de acordo com

a formula de Vieira & Hoffmann 1989.

Resultados e discussao

Crescimento microbiano

O ergosterol vem sendo muito utilizado para determinacdo de crescimento flingico em
substrato s6lido (Gessner & Schmitt 1996, Joergensen 2000, Matheus et al. 2003, Compart et
al. 2007, Moreira-Neto 2006, Ballaminut & Matheus 2007, Okada 2012). Esse marcador
bioquimico é um indicador de biomassa ativa de fungos, ji4 que com a morte celular, sua
molécula é convertida rapidamente para outros esterdis (Eash er al. 1996), sendo estimada

apenas a quantidade de biomassa viva. Além disso, existe correlacido altamente significativa
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(95%) entre a quantidade de ergosterol e a quantidade de biomassa seca para essa linhagem de
L. crinitus (Silva et al. 2009).

O crescimento de L. crinitus foi semelhante em todas as situagdes analisadas com
gradativo aumento da quantidade de ergosterol ao longo do periodo de incubagdo. O
crescimento foi estatisticamente significativo nos biorreatores controle. As quantidades de
ergosterol ao final de 56 dias de incubacdo foram de 15.372,80 + 808,75 ug g solo nos
reatores controles, 8.457,40 £ 593,92 g g'1 solo nos reatores com 8% de 6leo vegetal e

10.603,87 + 27,60 pug g'1 nos reatores com solo diluido (1:10) (Figura 1).
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Figura 1: Crescimento de Lentinus crinitus CCIBt 2611 em solo
contaminado com organoclorados, © Controle, m 8% de dleo vegetal, 0 Solo
diluido (10:1) da concentragdo de organoclorados, durante 56 dias de

incubacgdo a 28+3°C (Barras de erro + desvio médio).

(Letras diferentes indicam diferenca estatistica - Teste de Tukey, P<0,05)

Alguns autores afirmam que a idade fisioldgica, as caracteristicas do meio de cultivo e
a concentragdo de organoclorados podem influenciar o metabolismo do ergosterol nas células
de algumas espécies flngicas (Davis & Lamar 1992, Srinivasan & Glaser 1999, Barajas-

Aceves et al. 2002, Silva et al. 2009), porém no presente estudo tal fato nio foi evidenciado
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para L. crinitus, pois com a diminui¢cdo da concentracdo dos compostos organoclorados do
solo, ndo se observou um aumento significativo da biomassa fungica, porém Novotny et al.
(2000) observaram que hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) contendo 3 ou 4 anéis
aromdticos (50 mg Kg™' solo) inibiram o crescimento de Pleurotus ostreatus, Phanerochaete
chrysosporium e Trametes versicolor em solo. Em estudos realizados por Matheus et al.
(2000) dentre 36 linhagens de basidiomicetos brasileiros, L. crinitus foi uma das linhagens
que apresentou tolerdncia 2 50000 mg HCB Kg™' solo e também foi capaz de colonizar o solo
contaminado com 4600 mg PCP Kg'1 solo, no entanto, outras linhagens avaliadas ndao foram
capazes de colonizar o solo nesta mesma concentracdo (Machado ef al. 2005a).

Silva (2009) em estudo de biodegradacdo de compostos organoclorados,
principalmente HCB, em solo utilizando também o basidiomiceto Lentinus -crinitus
acondicionado em biorreator com capacidade para 400 Kg de solo, 5% emulsdao de 6leo
vegetal e tween 20 (9:1 p/p) e com sistema de injec¢do de ar (1,5 m’ h), porém sem pressao,
também observou crescimento de L. crinitus pela estimativa de ergosterol, porém as
quantidades de ergosterol observadas pelo autor foram muito inferiores (cerca de 13 pg
ergosterol Kg' solo) as obtidas neste estudo (15.900 pg ergosterol Kg'1 solo). Matheus et al.
(2003) em estudo de crescimento de L. crinitus em biorreator com solo ndo contaminado (400
Kg solo) também observaram crescimento de L. crinitus até 36 dias de incubagdo, com 5% da
emulsdo, porém sem a aeracdo pressurizada, e o crescimento se manteve estdvel por até 73
dias de incubagio.

Salvi & Matheus (dados ndo publicados) também em estudo de biodegradacdo de
organoclorados nas mesmas condicdes de cultivo deste trabalho observaram que a aeragcdo dos
reatores sob pressao promoveu uma situacdo bem otimizada para o crescimento de L. crinitus
nos reatores (cerca de 30.000 pg ergosterol g solo) quando comparadas aquelas observadas

por Silva (2009), trabalhando sem a pressurizacdo do ar.
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Foi possivel isolar L. crinitus metabolicamente ativo até o final do periodo de
incubagdo em todas as condi¢Oes avaliadas com a andlise de descoloracdo do corante RBBR e
a presenca de ansa no micélio fiingico, evidenciando tratar-se do basidiomiceto (Tabela 1).
Esses dados obtidos corroboram com a anédlise de crescimento flingico pela estimativa de
ergosterol, onde foi possivel quantificar ergosterol até 56 dias de incubacdo de L. crinitus.
Silva (2009) também observou L. crinitus metabolicamente ativo por até 56 dias de incubacao
em biorreator. Valentin et al. (2007) em estudo de biorremediacdo de solo contaminado com
HPAs em biorreator, também isolou o fungo Bjerkandera adusta metabolicamente ativo apds

21 dias de incubacao, pela andlise de descolorag@o do corante Poly R-478 em placa.

Tabela 1: Isolamento de L. crinitus nas amostras simples de coluna de solo, em triplicata

Tempo de incubacio (dias)

Biorreatores
0 7 14 28 56
Controle +++ +++ +++ +++ ++-
8% de Oleo vegetal +++ +++ +++ +++ +++
Solo diluido (1:10) +++ +++ +++ +++ +++

+ indica crescimento de L.crinitus confirmado pela descoloracdo de RBBR e observacdo microscopica, em
cada réplica da amostra.
- indica auséncia de crescimento de L.crinitus na réplica analisada.

Na primeira amostragem ndo foram isoladas colonias de fungos contaminantes em
nenhuma das situacdes avaliadas, coldnias de bactérias foram observadas em apenas uma
condicdo, evidenciando assim eficiéncia do controle de fungos do solo pelo benomyl (Tabela
2).

A injecdo de ar ndo esterilizado nos biorreatores permitiu a entrada de outros micro-
organismos durante o periodo de incubagdo (Tabela 2), o que € de se esperar em tratamentos

em larga escala de solo, uma vez que seja invidvel do ponto de vista operacional e financeiro
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o procedimento de esterilizacdo de grandes volumes de solo (Holroyd & Caunt 1995, Dupont

et al. 1998, Alexander 1999).

Tabela 2: Contagem de UFCs bacterianas e fungos contaminantes no solo aos 0 e 56 dias de
incubacdo nos biorreatores

Bactérias Fungos
Biorreatores (UFC g solo) x 10° (UFC g solo) x 10°
0 dias 56 dias 0 dias 56 dias
Controle 0,00 (£ 0,00) 31,5 (= 11,25) 0,00 (£ 0,000 87,75 (£51,75)

8% de oleo vegetal 0,00 (+ 0,00) 292,5 (+ 160,20) 0,00 (£ 0,00) 168,75 (+131,40)
Solo diluido (1:10) 3,50 (+ 2,50) 18,0 (= 9,00) 0,00 (£ 0,00) 4,50 (£ 2,70)

UFCs = unidades formadoras de colOnia

Oxigenacao, umidade, pH e temperatura do solo

Durante o crescimento de L. crinitus no solo contaminado foi acompanhado a
porcentagem de oxigénio nos reatores (Figura 2). Os resultados apresentados referem-se
apenas aos reatores com 8% de 6leo vegetal e solo diluido (1:10), por uma limita¢do na
quantidade de equipamento, pois o laboratério dispunha de apenas 4 sondas detectoras de
oxigénio.
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Figura 2: Monitoramento da % de oxigénio do solo durante crescimento de
Lentinus crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, m 8% de
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6leo vegetal, o Solo diluido (10:1) da concentragdo de organoclorados, durante 56

dias de incubagdo a 28+3°C. (Barras de erro + desvio médio).

A figura 3 mostra o aumento da umidade do solo nos biorreatores a partir da umidade
determinada inicialmente em todos os tratamentos até a primeira semana de incubag¢do. Em
todos os reatores a partir do 14° dia de incubagdo houve a necessidade de se ajustar a umidade
dos solos com &dgua destilada esterilizada em todos os dias de amostragem até o final do

periodo de incubagao.
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Figura 3: Monitoramento da umidade do solo durante crescimento de
Lentinus crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, o
Controle, m 8% de 6leo vegetal, o Solo diluido (10:1) da concentracdo de
organoclorados, durante 56 dias de incubagdo a 28+3°C (Barras de erro +

desvio médio).

Como descrito na literatura a degradagdo microbiana do material organico no solo
promove a formagdo de diéxido de carbono e agua (Kiehl 1985, Dupont et al. 1998,
Alexander 1999).Silva (2009) afirma que o aumento da umidade do solo indica atividade
bioldgica intensa dos fungos, o que foi observado pelo autor. Embora neste estudo tal efeito

tenha sido observado apenas durante a primeira semana de incubacdo do fungo, isso ndo
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indica que L. crinitus ndo estd ativo, pois pelas andlises de crescimento microbiano, atividade
enzimatica e isolamento de microrganismo, evidencia-se a acdao do fungo.
Durante todo o periodo de incubacdo de L crinitus em solo ndao houve diferenca

significativa entre os valores de pH registrados em todos as condi¢des avaliadas (Figura 4).

pH

0 7 14
Tempo (dias)

Figura 4: pH do solo durante crescimento de Lentinus crinitus CCIBt 2611
em solo contaminado com organoclorados, Controle, m 8% de 6leo
vegetal, 0 Solo diluido (10:1) da concentragdo de organoclorados, durante

56 dias de incubagao a 28+3°C (Barras de erro + desvio médio).

(Letras iguais indicam igualdade estatistica - Teste de Tukey, P<0,05)

Ja é bem documentada na literatura a diminui¢do do pH do meio ou substrato de
cultivo com o crescimento de muitas espécies de basidiomicetos (Okeke et al. 1996, Itoh et al.
2000, Tekere et al. 2001, Galhaup et al. 2002, Robles-Herndndez et al. 2008, Moreira Neto et
al. 2009, Silva 2009). A reducdo do pH estd associada com a liberacdo de dcidos organicos
pelos microrganismos (Robles-Herndndez et al. 2008), e dependendo de sua natureza
quimica, esses dcidos podem interferir na atividade de enzimas ligninoliticas (Itoh er al.

2000). Embora tal resultado ndo tenha sido observado no presente estudo isto ndo significa
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que o fungo ndo esteja ativo. Em estudo de biodegradacao de HPAs em solo com 50 mg Kg'1
solo em biorreator de fermentagdo sélida utilizando o fungo Bjerkandera adusta Valentin et
al. (2007) observaram aumento significativo do pH do solo.

Na figura 5 estd apresentada a variacdo didria da temperatura dos biorreatores. Nao
houve diferenca significativa das temperaturas em todas as condi¢Oes avaliadas até 56 dias de
incubacgdo de L. crinitus. As temperaturas dos biorreatores ficaram abaixo da temperatura da
sala de incubacdo, devido ao fato de o ar injetado ser retirado da atmosfera externa da sala,

referindo-se a temperatura do ambiente externo, pois a temperatura da sala de incubacdo era

controlada a 28 + 3°C.

Temperatura (°C)
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0,0
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Figura S: Variacdo didria da temperatura do solo durante crescimento de Lentinus
crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, o Controle, m 8% de
O0leo vegetal, o Solo diluido (10:1) da concentragdio de organoclorados, A
temperatura da sala de incubacao, durante 56 dias de incubacdo a 28 + 3°C (Barras de

erro = desvio médio).
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Atividade enzimatica

Foram observadas atividades enzimadticas durante todo periodo de crescimento de L.
crinitus em todos os tratamentos avaliados. Na figura 6 estdo apresentadas as atividades de
oxidagdo total do ABTS, foi possivel observar efeito altamente significativo do aumento da
concentracdo de Oleo vegetal na oxidacdo total do ABTS. O pico de maior atividade
enzimética foi observado no dia da inoculacio dos reatores, com 468,08 + 176,06 UL nos
reatores controles, 1369,60 + 457,31 UL nos reatores com 8% de 6leo vegetal e 90,84 +

51,46 a UL nos reatores com solo diluido (1:10).
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Figura 6: atividade de oxidacgdo total do ABTS pelo sistema enzimadtico de
Lentinus crinitus CCIBt 2611, durante crescimento em solo contaminado com
organoclorados, o Controle, m 8% de 6leo vegetal, o Solo diluido (10:1) da
concentracdo de organoclorados, durante 56 dias de incubagdo a 28+3°C.

(Barras de erro + desvio médio).

(Letras diferentes indicam diferenga estatistica - Teste de Tukey, P<0,05)

As atividades de lacase e peroxidadase estdo apresentadas na figura 7 A e B,

respectivamente. Foi possivel determinar as atividades dessas enzimas até o final do tempo de
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incubagdo de L. crinitus. O maior pico de atividade de Lacase também foi registrado no dia da
inoculagdo dos reatores, com 491,40 + 188,32 UL nos reatores controles, 1312,40 + 514,56
UL nos reatores com 8% de 6leo vegetal e 100,86 + 43,01 UL nos reatores com solo
diluido (1:10).

Foi observada uma diminuic¢do significativa das atividades de oxidac¢do total do ABTS
e lacase a partir das atividades determinadas inicialmente em todas as condi¢Oes avaliadas.
Em que pese saber ainda que basidiomicetos sejam capazes de tolerar concentracdes elevadas
de poluentes organicos (Leontievsky et al. 2002, D’ Annibale, et al. 2005, Machado et al.
2005b), a presenca desses xenobidticos em culturas fungicas pode interferir nos processos
metabolicos, incluindo alteracdes nas atividades das enzimas ligninoliticas (Barr & Aust
1994). Compostos xenobidticos podem promover, em organismos eucariotos, alteragdes de
sistemas enzimdticos responsdveis por processos vitais, podendo ocorrer aumento ou
diminui¢do da atividade no meio intracelular ou extracelular, por inibicdo ou por meio da
interacdo direta do agente quimico com a proteina (Jonsson 2005).

Alguns autores comentam a relagdo do periodo de incubagdo com a atividade de
lacase. Walter et al. (2004) estudaram a biodegradacdo de pentaclorofenol por Trametes
versicolor, crescido em substrato sélido, e verificaram diminuicdo da atividade de lacase
durante a incubacdo. Contrdria ao crescimento do fungo que, avaliado pelo potencial
bioldgico, aumentou durante o periodo de incubagdo.

Diferentemente do observado com as demais enzimas o pico de atividade de
peroxidadase foi aos 7 dias de incubacao de (figura 7 B), com 11,33 + 1,32 UL nos reatores
controles, 23,33 + 3,82 a UL nos reatores com 8% de 6leo vegetal e 21,06 + 2,00 UL". nos

reatores com solo diluido (1:10).
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Figura 7: atividade de lacase (A) e peroxidase (B) pelo sistema enzimético de
Lentinus crinitus CCIBt 2611, durante crescimento em solo contaminado com
organoclorados, o Controle, m 8% de 6leo vegetal, o Solo diluido (10:1) da
concentracdo de organoclorados, durante 56 dias de incubagdo a 28+3°C.

(Barras de erro + desvio médio).

(Letras diferentes indicam diferenca estatistica - Teste de Tukey, P<0,05)

Observou-se um efeito altamente significativo da concentragao do 6leo vegetal

nas atividades enzimadticas, os reatores com 8% de Oleo vegetal apresentaram os maiores
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valores de oxidacao total do ABTS e lacase. Asther et al. (1988), LeStan et al. (1990, 1993)
observaram que os 6leos vegetais e os surfactantes, como Tween 20, podem servir como
fontes de carbono para Phanerochaete chrysosporium e estimular a atividade ligninolitica.
Além disso, os 6leos vegetais e os surfactantes podem alterar a composi¢do fosfolipidica e a
permeabilidade das membranas celulares, facilitando as trocas entre a célula e o meio externo
e, conseqlientemente, a acao das enzimas produzidas.

A determinacgdo da atividade de enzimas ligninolitcas em processos de biorremediacao
€ um dos parametros avaliados para o acompanhamento do fungo na degradacdo dos
compostos xenobidticos. Em seu estudo de biodegradacdo de organoclorados Silva (2009)
também observou atividade de oxidacgdo total do ABTS e Lacase, porém em quantidades bem
inferiores as obtidas neste estudo, com seu pico de maior atividade sendo aos 14 dias de
incubacgdo de L. crinitus, com cerca de 7,08 U L' de fenoloxidade e 4,11 U L' de lacase. O
autor também relata que aos 28 dias a atividade dessas enzimas diminuiu consideravelmente
nos biorreatores, ndo tendo sido mais detectadas a partir dos 56 dias. Em estudo de
biodegradacio de HCB em solo (2000 mg HCB Kg™' de solo) por Psilocybe castanella CCIBt
2718 (CCB444), em microcosmos, Moreira-Neto (2006) observou a producao de peroxidase
durante todo o periodo de cultivo (70 dias), sendo que o pico de maior atividade foi aos 12
dias de incubacdo com 103,71 UL

Nao foi observada atividade de peroxidase dependente de manganés (MnP) até 56 dias
de incubacgdo de L. crinitus em quaisquer das situacdes avaliadas, embora Ballaminut (2007)
tenha demonstrado a capacidade de L. crinitus produzir MnP. Silva (2009) também nao
registrou atividade de MnP por L. crinitus em bioreator durante todo periodo de incubacao do
fungo. Moreira-Neto (2006) também nao obteve atividade de MnP no cultivo de Psilocybe

castanella CCIBt 2718 (CCB444) em solo contaminado com hexaclorobenzeno (2000 mg
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HCB Kg' de solo) em microcosmos, sugerindo que as condi¢des de cultivo tenham
provocado a inibi¢do da enzima.

A producdo e atividade de peroxidases dependente de manganés (MnP) esta
intimamente relacionada com o bom desenvolvimento dos fungos, mas também com a
presenca de mediadores bioquimicos no sistema de cultivo, embora muitos desses mediadores
possam ser produzidas pelo metabolismo do préprio fungo (Hofrichter 2002, Moreira-Neto
2006, Jarosz-Wilkolazka & Graz 2006, Asgher et al. 2008). Um destes sistemas é baseado na
mediagdo por acidos graxos insaturados e seus derivados (lipideos) e tem sido relacionado
com a degradacdo de estruturas ndo fendlicas de lignina por MnP. Este sistema atua pela
geracdo de radicais intermedidrios reativos (radicais peroxil) a partir de estruturas de dcidos
graxos insaturados, processo conhecido como peroxidagdo lipidica. Embora tenha sido

introduzido 6leo vegetal ao sistema de cultivo do fungo nao foi possivel quantificar a MnP.

Biodegradacao dos organoclorados

As concentracdes iniciais dos compostos organoclorados no solo variaram entre
14979,67 + 105,86 a 15472,93 + 472,03 mg HCB Kg'', 4877,66 + 264,46 a 5565,67 + 335,60
mg PeCB Kg'1 e 242,88 + 4,61 a 259,39 + 11,88 mg TCB total Kg'l. Observou-se uma
diminuicdo significativa da concentracdo desses compostos organoclorados ao final do
periodo de incubacdo de L. crinitus em todas as condi¢des analisadas (Figura 8 A, B e C). As
porcentagens de degradacio dos organoclorados do solo estdo apresentadas na tabela 3. Nao
houve diferenca estatistica significativa nas porcentagens de degradacdo dos organoclorados

do solo entre as situacdes avaliadas.
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Tabela 3: Porcentagem de degradacdo dos compostos organoclorados do solo ao final de 56
dias de incubacgao de L. crinitus

Degradaciao dos compostos organoclorados do solo (%)

Biorreatores
HCB PeCB TCB
Controle 43770 a 50,47a 37,38 a
8% de Oleo vegetal 30,27 a 38,80 a 41,79 a
Solo diluido (1:10) 38,99 a 46,27a 29,26 a

Letras iguais indicam igualdade estatistica - Teste de Tukey, P<0,05
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Figura 8: Concentracdo dos compostos organoclorados no solo, A)
hexaclorobenzeno, B) pentaclorobenzeno, C) tetraclorobenzeno, durante
crescimento de Lentinus crinitus CCIBt 2611, o Controle, m 8% de dleo
vegetal, ® Solo diluido (10:1) da concentracao de organoclorados, durante 56
dias de incubagdo a 28 + 3 °C. (Barras de erro + desvio médio).
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Com a linearizacdo da equacgdo foi possivel determinar a cinética de degradacdo de
primeira ordem e, com isso calcular a taxa de degradacdo didria e a meia vida de cada
composto (Dupont et al. 1998) (Tabela 4).

Tabela 4: Taxa de degradacdo didria e meia vida dos compostos organoclorados contaminantes
do solo calculadas pela lineariza¢do da equacao

HCB PeCB TCB
Taxa de Taxa de Taxa de
] Meia Meia < Meia
Biorreatores  degradacio degradacio degradacao
Vida Vida - Vida
diaria (mg diaria (mg diaria (mg
. (dias) . (dias) ke sol (dias)
kg™ solo) kg™ solo) g solo)
Controle 117,40 65,89 47,50 58,58 1,60 81,06
8% de dleo 77,03 96,89 2942 82,89 1,44 84.33
vegetal
(Sflfoflluldo 11.86 71,55 4,46 6176 0.11 113,50

Como observado na andlise da atividade enzimdtica era de se esperar que com O
aumento da concentracdo da emulsdo de 6leo vegetal e tween 20 adicionada ao sistema de
cultivo, houvesse um aumento na taxa de degradacdo dos organoclorados, como registrado
por Matheus (2003), onde L. crinitus foi capaz de remover cerca de 68,0 % de HCB em solo
(32.960 mg HCB kg™’ solo) e mineralizar cerca de 25% de '*C-HCB em 56 dias de incubagio
quando 8% de Oleo vegetal foi adicionado ao solo. Alguns trabalhos descrevem que a
concentracdo de 6leo vegetal adicionada ao sistema € o principal fator que determina os
efeitos sobre os tratamentos bioldgicos. Concentracdes de Oleos vegetais que variam de 0,2%
(p/p) a 5% (p/p) tém sido utilizadas como co-substratos para melhorar a biotransformacao de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) de 11% para 68%, em condi¢des otimizadas
(Boogan & Lamar 1999, Pannu et al. 2003, Schuur et al. 2003, Leonard et al. 2008, Scherr et
al. 2009). Pannu et al. (2003) descreveram os efeitos da adicio de Oleo vegetal na

biodegrada¢do de HPAs em solo em biorreator inoculado com uma cultura mista de bactérias.
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A presenca de 0,2% (p/p) de 6leo de amendoim estimulou a degradacdo dos HPAs em um
sistema de chorume de solo (razdo de 2:1 dgua: solo), sendo que 96% de fenantreno, 74% de
antraceno, 65% de pireno e 70% de benzo [a] pireno foram degradados apds 24 dias de
incubagdo a 30 -C. Em outro estudo realizado por Scherr et al. (2009), a biodegradacao foi
realizada a 20 °C na presenga de 1% (v/v) de 6leo de canola em cultura mista inoculada em
suspensdo de solo (20 ml de &dgua : 5 g de solo). A adicio de O6leo aumentou a
biodisponibilidade aos HPAs com até 4 anéis, mas ndo teve efeito nos compostos com 5 e 6
anéis. A eficiéncia de remocao foi de 78,7% em solo contaminado proveniente de uma antiga
ferrovia (cerca de 105 dias de tratamento). Bogan e Lamar (1999) também realizaram estudo
de biodegradacdo de HPAs em solo com fungos de podridao branca com a di¢do de 5% de
6leo vegetal (p/p) com remocgao total de 83,3% apds 35 dias de 13 HPAs.

Leonardi et al. (2008) foram os tnicos que estudaram a biodegradacdo de HPAs em
solo inoculado com fungos de podriddo branca, Irpex lacteus e Pleurotus ostreatus,
previamente crescidos em caule de milho e incubados a 24 °C, no escuro e umido (15% de
agua). A adicdo de 2,5% (p/p) de 6leo de soja aumentou a degradacdo de 7 tipos de HPAs
com uma eficiéncia de remocdo entre 75 a 100% apds 45 dias de incubagc@o de ambos os
fungos.

Moreira-Neto (2006) observou degradacdo de 32,4% de HCB em solo com 2000 mg
Kg'1 e adicdo de 5% de emulsdo de d6leo vegetal e tween 20 apds 70 dias de incubacdo de
Psilocybe castanella em microcosmos. Vitali (2004) também observou a redugdo de 42,82%
HCB e 60% PeCB por P. castanella e Eupenicillium baarnense em solo com 5% de 6leo
vegetal com cerca de 3770 mg HCB kg' de solo. Ballaminut (2007) em estudo de
biodegradacio de pentaclorofenol em solo (200 mg PCF Kg' de solo) também com 5% de

Oleo vegetal registrou 100% de degradacdo do composto por L. crinitus. Matheus (2003)

116



observou que P. castanella reduziu cerca de 50% de PeCB em ensaios em microcosmos com

30 g de solo e 2,5% de dleo vegetal.

O efeito da adicdo de 6leo vegetal também foi observado na biodegradacdo de
endosulfan por Correa (2005). A degradacdo de endosulfan por Aspergillus sp., em meio de
cultura liquido, foi potencializado quando foi introduzido 6leo de soja ao meio de cultura. O
autor atribui esse aumento da degradacdo ao aumento considerdvel da biomassa fingica

provocada pela adi¢do do 6leo de soja ao meio de cultura.

Rosenbrock et al. (1997) detectaram 38% de degradacdo de *C1-HCB em solo, porém
em condicdes anaerdbicas, quando se adicionou o surfactante Tween 80 juntamente ao solo
com glicose, porém sem observar mineralizacdo do composto. Hirano et al., (2007) também
registraram degradacdo de 60% do HCB em estudo de biodegradacdo de HCB em sedimento
e em condi¢Oes anaerdbicas, sem qualquer mineralizagcdo ou producdo de compostos volateis.

Embora os trabalhos acima citados demonstrem que a adi¢do de 6leo vegetal pode
ampliar a capacidade de micro-organismos em degradar contaminantes como os HAPs e
organoclorados, outros estudos indicaram que a adi¢do de 6leo vegetal em tratamento do solo
resultou em uma inibi¢do (Scheer et al. 2008) ou nenhum efeito significativo (Pizzul et al.
2006). Acima das concentracdes desejadas de dleo vegetal, a degradacdo teve sua efici€ncia
reduzida (Pannu et al. 2003), ndo apresentando alteracdes significativas (Scherr et al. 2009).
Quantidades excessivas de fonte primdria de carbono podem inibir a biodegradacdo dos
contaminantes, resultando em insuficiéncia energética dos microrganismos para degradar por
cometabolismo os poluentes (Baipai er al. 2003). Tais situagdes corroboram com os
resultados aqui observados, onde a adi¢do da emulsdo de dleo vegetal e tween 20 (9:1) acima
de 5% nao apresenta efeito significativo sobre a degradacdo dos organoclorados, em

condicdes de biorreatores.
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Em estudos de biodegradabilidade de compostos toéxicos organicos ou inorganicos em
solo existem alguns parametros que podem afetar o processo, sdo eles: oxigenacdo do solo,
nutriente, temperatura, pH e principalmente a concentragdo dos compostos contaminantes do
solo. A concentragdo muito elevada desses compostos pode ser toxica para os micro-
organismos afetando assim seu potencial de biodegradacdo, levando a necessidade de
diminui¢do da concentracdo para permitir sua degradacdo (Dupont 1998, Gevao et al. 2000),
porém com os resultados obtidos neste trabalho essa afirmativa nao pode ser usada para L.
crinutus uma vez que, com a diminuicdo da concentracdo dos compostos organoclorados
presentes para 1697,24 mg HCB Kg'1 solo e 550,90 mg PeCB Kg'1 solo, as taxas de
degradacdo foram semelhantes as obtidas nos tratamentos com alta concentragdo de

organoclorados (15226,30 mg HCB Kg™' solo e 5221,67 mg PeCB Kg'1 solo).

Conclusao

O aumento da concentracdo de 6leo vegetal ao sistema de cultivo de L. crinitus e a
diminui¢do da concentragdo dos organoclorados presentes no solo ndo influenciaram no
crescimento de L. crinitus nos reatores e tdo pouco nao foi observado diferencga significativa
nas taxas de degradacdo dos compostos organoclorados, contudo houve um aumento

significativo da producdo das enzimas ligninoliticas com a introdu¢do de 8% de 6leo vegetal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi parte integrante do projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo do
potencial de aplicacdo de fungos em processos de biorremediacdo de solos contaminados por
residuos organoclorados” que teve como objetivo selecionar e avaliar fungos nativos do Brasil
com potencial para a biorremediacdo de solos contaminados na Baixada Santista, Estado de
Sao Paulo. O projeto fez parte de um convénio assinado entre o Instituto de Botanica - IBt da
Secretaria de Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo e a Rhodia do Brasil Ltda, através da

Fundagdo para o Desenvolvimento da Pesquisa Agropecudria — FUNDEPAG.

Virios estudos com enfoque na utilizacdo de fungos basidiomicetos foram conduzidos
no Laboratério de Micologia Aplicada — IBt, visando a sua utiliza¢do para a descontaminagao
do solo. No referido projeto institucional, Machado et al. (2005a) selecionaram 32 linhagens
de um total de 125 estudadas para aplicacdo em estudos de biodegradacdo de PCF em solo,
dentre as 32 linhagens apenas 6 foram capazes de crescer em solo com 4600 mg PCF kg'1
solo. No mesmo estudo Machado et al. (2005a) também observou que Peniophora cinerea
CCIBt 2541, Psilocybe castanella CCIBt 2781 e Trametes villosa CCIBt 2513 foram capazes
de degradar até 80% do PCF presente no solo.

Matheus et al. (2000) observaram reducao de até 25% de HCB durante crescimento de
Psilocybe castanella CCIBt 2781 e Lentinus crinitus CCIBt 2611 em solo contendo 1.327 mg
de HCB kg, sem qualquer suplementacio, com taxas de mineralizacdo inferiores a 1%. No
entanto, a otimizagdo das condicdes de cultivo, com a adi¢do de 4cidos graxos insaturados no
solo e a variacdo da relagdo C/N no indculo de P. castanella e L. crinitus aumentou as taxas
de mineralizagdo para mais de 20% (Matheus & Bononi 2002; Matheus 2003). Segundo
Ballaminut (2007) Lentinus crinitus CCIBt 2611 foi capaz de degradar 100% de
pentaclorofenol em solo contaminado com 100 mg PCF Kg'1 em apenas 5 dias de incubacdo.

Moreira-Neto (2006) observou degradacio de 32,4% de HCB em solo com 2000 mg Kg''
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apo6s 70 dias de incubagdo de P. castanella em microcosmos. Vitali (2004) também observou
a reducdo de 42,82% HCB e 60% PeCB por P. castanella e Eupenicillium baarnense em solo
com cerca de 3770 mg kg de solo. Em estudo realizado por Salvi (2008) Trametes villosa
CCIBt 2513 também foi capaz de mineralizar 12% de tetraclorodietozibenzeno em solo (4200
mg TCDB g'lsolo), produto originado da oxidacdo quimica do HCB, sendo mais téxico que o
HCB.

Entretanto, em tentativa de aumento de escala do tratamento de solo contaminado com
HCB em biorreatores de 400 Kg de capacidade, Silva (2009) ndo observou degradagdo de
HCB e PeCB ao final de 224 dias de incubacdo de L. crinitus, P. castanella e T. villosa,
verificando que os fungos ndo foram capazes de reproduzir o mesmo desempenho observado
por Matheus (2003) em escala laboratorial com cerca de 68 % de degradacao HCB kg'1 em
solo (32.960 mg HCB kg solo) e cerca de 25% de mineralizacio de '*C-HCB por P.
castanella, ja que ndo foi observada alteracdo das quantidades iniciais de HCB no solo tratado
(cerca de 25.000 mg HCB kg'1 solo).

Foram entdo analisados alguns fatores que pudessem estar exercendo influéncia sobre
a ndo degradacido de HCB pelos fungos. Dentre os fatores analisados em diversos estudos de
fisiologia de fungos de podriddo branca, a produ¢do de um inéculo fingico que garantisse
viabilidade fungica foi um dos fatores enfatizados. Isto se deve ao fato de que fragmentos
miceliais e esporos sdo mais sensiveis ao processo inibitério de crescimento proporcionado
por fendis como, por exemplo, PCF, do que micélio imobilizado, o que acaba prejudicando o
desempenho do fungo em solos contaminados com tais compostos. Foi entdo que Okada
(2012) estudou a otimizacdo da producdo de indculo fingico de P. castanella para
biorremediacdo de solo contaminado e constatou que a utilizagdo de farinha de soja e fécula
de mandioca misturados ao bagaco de cana na proporcdo de 20% e 30% foram os melhores
agregantes para producdo de pellets com dimensdes aproximadas de 3,0 x 4,5cm com taxa de

degradacao de 75% de PCF em solo (200 mg PCF kg'1 solo).
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Contudo, Silva (2009) sugeriu ainda que apesar de a oxigena¢do do solo nos
biorreatores ser necessdria para o desenvolvimento dos fungos e para as reagdes de oxidagao
dos compostos organoclorados, ela pode ser comprometida pela formacdo de caminhos
preferenciais do fluxo de ar através do solo, originando setores com menor oxigena¢do. Com
isso fez-se necessdria a realizagdo de novas pesquisas com objetivo de avaliar o efeito da
aeracdo pressurizada nos biorreatores, o qual foi o principal objeto de estudo do presente
trabalho.

Para a realizacdo dos experimentos foram construidos biorreatores com capacidade de
10 Kg de solo em polipropileno, bem como foram importadas sondas detectoras de oxigénio e
adquiridos um compressor para injecao de ar e um regulador de pressdo para manter a pressao
constante (aproximadamente 2 bar). E com os resultados obtidos verificou-se que a hipdtese
sugerida por Silva (2009) foi confirmada, pois com a injecdo de ar pressurizado nos
biorreatores foram registradas taxas de degradacdo de até 43,7% de HCB e 37,3% de PeCB.

Na literatura poucos sdo os trabalhos de biodegradacdo de compostos organoclorados
em solo com concentracdes tdo elevadas desses compostos e que utilizam a técnica de aeracao
sob pressdao, a maioria utiliza apenas a inje¢do de ar para oxigena¢cdo do meio. Jiang et. al.
(2006) em estudo de biodegradacdo de pentaclorofenol em solo (100 mg kg'1 solo) em
biorreator com aeracdo, obtiveram quase 100% de degradacdo ao final de 60 dias de
incubagdo. Valentin et al. (2007) observaram degradacdo de 50% de PHAs em solo com 50
mg Kg™ de solo pelo fungo Bjerkandera adusta. Fulekar et al (2012) registraram diminui¢do
de 98,5% de cadmio, 99,6 de cobre e 100% de ferro em solo com 100 mg kg™ de metal em
solo utilizando a microbiota autéctone em reator aerado sem pressao.

Com os resultados apresentados, mais uma vez observa-se, portanto que, a aeragcdo dos
reatores sob pressdo promoveu uma situacao bastante melhorada para a degradacdao de HCB e
PeCB, se comparado aquelas observadas por Silva (2009) trabalhando sem a pressurizacao do

ar.
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Embora os resultados deste trabalho tenham registrado taxas de degradagcdao muito
significativas para estes compostos organoclorados em solo acondicionados em biorreatores
com uma quantidade de solo acima das estudas em diversos trabalhos, faz-se necessario novos

estudos com objetivo de aumento da taxa de degradacdo e aumento de escala.
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ANEXO 1

Curva padrao de concentragdes

conhecidas

quantificacdo do hexaclorobenzeno (HCB) recuperado nos extratos do solo.

Equacdo da reta y = 19320x + 182554, r* = 0,9943.
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ANEXO 2

Curva padrio de concentracdes conhecidas de pentaclorobenzeno (PeCB), utilizada para

quantificacdo do pentaclorobenzeno (PeCB) recuperado nos extratos do solo.

Equacdo da reta y = 15659x — 21494, r* = 0,987.
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ANEXO 3

Curva padrio de concentracdes conhecidas de tetraclorobenzeno (TCB), utilizada para
quantificagcdo do tetraclorobenzeno (TCB) recuperado nos extratos do solo.

Equacgdo da reta y = 12529x — 40038, r*=0,9941
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ANEXO 4

Curva padrdo de concentracdes conhecidas de ergosterol, utilizada para quantificacdo do ergosterol
recuperado nos extratos do solo.

Equacdo da reta y = 101435x - 73488, r* = 0,9974.
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ANEXO 5

Anaélise de varidncia da quantidade de ergosterol (ug g”) produzido por Lentinus crinitus

CCIBt 2611 em solo contaminado acondicionado em biorreatores com ar pressurizado e

revolvimento do solo

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: ug ergosterol g massa seca versus Tempo de incubagdo
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 2 1;2

ANALISE DE VARIANCIA PARA ERGOSTEROL, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ_) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 1152767162 1152767162 288191790 65,44  0,000%*
Tratamento 1 439745798 439745798 439745798 99,86  0,000%*
Tempo*Tratamento 4 1224061762 1224061762 306015441 69,49  0,000%*
Error 20 88076185 88076185 4403809

Total 29 2904650907

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%

(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E
TRATAMENTO (COM REVOLVIMENTO DE SOLO E AERACAO)

Diferenca Diferenca minima Valor-P
Variavel Subtraido de entre as significativa
médias
T 0 Reator com pressao T O reator revolvido 1409,0 1713 0,9972
T 7 reator com pressao 929,2 1713 0,9999
T 7 reator revolvido 463,4 1713 1,0000
T 14 reator com pressio 1209,1 1713 0,9991
T 14 reator revolvido 4253 1713 1,0000
T 28 reator com pressio 228,9 1713 0,0868
T 28 reator revolvido -78,9 1713 1,0000
T 56 reator com pressdo 33004,5 1713 0,0000
T 56 reator revolvido 5590,9 1713 1,0000
TO Reator revolvido T 7 reator revolvido -480 1713 1,0000
T 7 reator pressdo -946 1713 0,9993
T 14 reator revolvido -200 1713 1,0000
T 14 reator pressao -1180 1713 0,9998
T 28 reator revolvido 4182 1713 0,3542
T 28 reator pressao -1488 1713 0,9959
T 56 reator revolvido 31596 1713 0,0000
T 56 reator pressio -984 1713 0,9999
T 7 Reator com pressao T 7 reator pressdo -466 1713 1,0000
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Continuagéo T 14 reator revolvido 280 1713 1,0000
T 14 reator pressio -700 1713 1,0000
T 28 reator revolvido 4662 1713 0,2301
T 28 reator pressio -1008 1713 0,9998
T 56 reator revolvido 32075 1713 0,0000
T 56 reator pressio -504 1713 1,0000
T7 Reator revolvido T 14 reator revolvido 745,7 1713 1,0000
T 14 reator pressio -38,1 1713 1,0000
T 28 reator revolvido 5127,5 1713 1,0000
T 28 reator pressio -542,3 1713 1,0000
T 56 reator revolvido 0,1439 1713 0,0000
T 56 reator pressdo -234.,5 1713 0,1439
T 14 Reator com pressdo T 14 reator pressio -784 1713 1,0000
T 28 reator revolvido 4382 1713 0,9998
T 28 reator pressio -1288 1713 0,9986
T 56 reator revolvido -980 1713 0,0000
T 56 reator pressdo 31795 1713 0,2981
T14 Reator revolvido T 28 reator revolvido 5165,6 1713 0,1382
T 28 reator pressio -196,4 1713 1,0000
T 56 reator revolvido 32579,2 1713 0,0000
T 56 reator pressdo -504,2 1713 1,0000
T 28 Reator com pressdo T 28 reator pressio -5670 1713 0,0794
T 56 reator revolvido 27414 1713 0,0000
T 56 reator pressio -5362 1713 0,1119
T 28 Reator revolvido T 56 reator revolvido 33083,4 1713 0,0000
T 56 reator pressdo 307,8 1713 1,0000
T 56 Reator com pressdo T 56 reator pressio -32776 1713 0,0000
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ANEXO 6

Anilise de varidncia da atividade de oxidacdo total do ABTS (UL™) produzida por Lentinus
crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado acondicionado em biorreator com ar pressurizado e
revolvimento do solo

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Atividade de oxidacdo total do ABTS (UL™) versus Tempo de incubacio
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 2 1;2

ANALISE DE VARIANCIA PARA FENOLOXIDASE, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada QM F Valor-P
Tempo 4 797248 797248 19931,2 50,43  0,000%*
Tratamento 1 470,3 470,3 470,3 1,19 0,288
Tempo*Tratamento 4 53649 53649 1341,2 3,39 0,028%*
Erro 20 79044 7904.,4 395,2

Total 29 93464,3

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E
TRATAMENTO (COM REVOLVIMENTO DE SOLO E AERACAO)

Diferenca Diferenca minima

Variavel Subtraido de entre as significativa Valor-P
médias

T 0 Reator com pressao T 0 reator revolvido 39,3 16,23 0,3639
T 7 reator com pressao 143,10 16,23 0,0000%**
T 7 reator revolvido 106,13 16,23 0,0001**
T 14 reator com pressdo 20,04 16,23 0,9572
T 14 reator revolvido -0,62 16,23 1,0000
T 28 reator com pressio 8,21 16,23 0,9999
T 28 reator revolvido -15,18 16,23 0,9930
T 56 reator com pressio -23,93 16,23 0,8871
T 56 reator revolvido -21,81 16,23 0,9306

TO Reator revolvido T 7 reator revolvido 66,82 16,23 0,00017%**
T 7 reator pressdo -19,26 16,23 0,0150%*
T 14 reator revolvido -39,92 16,23 0,9662
T 14 reator pressio -31,10 16,23 0,3447
T 28 reator revolvido -54,48 16,23 0,6597
T 28 reator pressao -63,24 16,23 0,0723
T 56 reator revolvido -61,12 16,23 0,0240
T 56 reator pressio -37,0 16,23 0,0315

T 7 Reator com pressao T 7 reator pressdo -123,1 16,23 0,0320
T 14 reator revolvido -143,7 16,23 0,0000%**
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Continuagéo T 14 reator pressao -134,9 16,23 0,0000%**
T 28 reator revolvido -158,3 16,23 0,0000%**
T 28 reator pressio -167,0 16,23 0,0000%**
T 56 reator revolvido -164,9 16,23 0,0000%**
T 56 reator pressio -86,1 16,23 0,0000%**
T7 Reator revolvido T 14 reator revolvido -106,7 16,23 0,001 17%**
T 14 reator pressio -97.9 16,23 0,0001 **
T 28 reator revolvido -121,3 16,23 0,0000%**
T 28 reator pressio -130,1 16,23 0,0003**
T 56 reator revolvido -127,9 16,23 0,0000%**
T 56 reator pressdo -20,66 16,23 0,0000%**
T 14 Reator com pressdo T 14 reator pressio -11,84 16,23 0,9489
T 28 reator revolvido -35,22 16,23 0,9989
T 28 reator pressio -43,97 16,23 0,5051
T 56 reator revolvido -41,86 16,23 0,2345
T 56 reator pressdo 8,82 16,23 0,2885
T14 Reator revolvido T 28 reator revolvido -14,56 16,23 0,9999
T 28 reator pressio -23,31 16,23 0,9948
T 56 reator revolvido -21,20 16,23 0,9011
T 56 reator pressio -23,38 16,23 0,9408
T 28 Reator com pressdo T 28 reator pressao -30,02 16,23 0,8996
T 56 reator revolvido -32,14 16,23 0,6208
T 56 reator pressio -8,753 16,23 0,6994
T 28 Reator revolvido T 56 reator revolvido 2,117 16,23 1,000
T 56 reator pressdo -6,637 16,23 1,000
T 56 Reator com pressdo T 56 reator pressio 39,3 16,23 0,9999

165



ANEXO 7

Analise de varidncia da atividade de lacase (UL'I) produzida por Lentinus crinitus CCIBt 2611
em solo contaminado acondicionado em biorreator com ar pressurizado e revolvimento do
solo

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Atividade de lacase (UL™") versus Tempo de incubagio
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 2 1;2

ANALISE DE VARIANCIA PARA LACASE, UTILIZANDO SOMA DOS QUADRADOS

(SQ_) AJUSTADO
FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 49450,0 49450,0 12362,5 54,55  0,000%*
Tratamento 1 12,5 12,5 12,5 0,06 0,817
Tempo*Tratamento 4 4898,3 4898,3 1224.,6 5,40 0,004 **
Erro 20 4532,6 4532,6 226,6
Total 29 58893,4

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E
TRATAMENTO (COM REVOLVIMENTO DE SOLO E AERACAO)

Diferenca Diferenca minima Valor-P
Variavel Subtraido de entre as significativa
médias
T 0 Reator com pressao T O reator revolvido 45,19 12,29 0,0380%*
T 7 reator com pressao 109,66 12,29 0,0000%*
T 7 reator revolvido 78,88 12,29 0,0001**
T 14 reator com pressio 10,79 12,29 1,0000
T 14 reator revolvido 0,87 12,29 0,9955
T 28 reator com pressdo -1,04 12,29 1,0000
T 28 reator revolvido -14,45 12,29 0,9681
T 56 reator com pressdo -23,17 12,29 0,6783
T 56 reator revolvido -20,69 12,29 0,7923
TO Reator revolvido T 7 reator revolvido 64,47 12,29 0,0013**
T 7 reator pressao 33,69 12,29 0,2225
T 14 reator revolvido -34,39 12,29 0,2022
T 14 reator pressao -44,32 12,29 0,0439*
T 28 reator revolvido -46,23 12,29 0,0318
T 28 reator pressio -59,64 12,29 0,0030%*
T 56 reator revolvido -68,36 12,29 0,0007**
T 56 reator pressio -65,87 12,29 0,0010%*
T 7 Reator com pressao T 7 reator pressao -30,8 12,29 0,0000%*
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T 14 reator revolvido -98.9 12,29 0,0000%*
Continuagdo T 14 reator pressio -108,8 12,29 0,0000%*
T 28 reator revolvido -110,7 12,29 0,0000%*
T 28 reator pressio -124,1 12,29 0,0000%*
T 56 reator revolvido -132,8 12,29 0,0000%*
T 56 reator pressio -130,3 12,29 0,0007%**
T7 Reator revolvido T 14 reator revolvido -68,1 12,29 0,0001**
T 14 reator pressio -78,0 12,29 0,0001**
T 28 reator revolvido -79,9 12,29 0,0000%*
T 28 reator pressio -93.3 12,29 0,0000%*
T 56 reator revolvido -102,0 12,29 0,0000%*
T 56 reator pressdo -99,6 12,29 0,9976
T 14 Reator com pressdo T 14 reator pressio -9,93 12,29 0,9914
T 28 reator revolvido -11,83 12,29 0,5754
T 28 reator pressio -25,25 12,29 0,2145
T 56 reator revolvido -33,96 12,29 0,2964
T 56 reator pressdo -31,48 12,29 1,0000
T14 Reator revolvido T 28 reator revolvido -1,91 12,29 0,9547
T 28 reator pressio -15,32 12,29 0,6356
T 56 reator revolvido -24,04 12,29 0,7544
T 56 reator pressdo -21,55 12,29 0,9801
T 28 Reator com pressdo T 28 reator pressio -13,41 12,29 0,7279
T 56 reator revolvido -22,13 12,29 0,8342
T 56 reator pressio -19,65 12,29 0,9991
T 28 Reator revolvido T 56 reator revolvido 2,483 12,29 0,9999
T 56 reator pressdo -6,233 12,29 1,0000
T 56 Reator com pressdo T 56 reator pressio -8,717 12,29 0,0380*
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ANEXO 8

Analise de varidncia da atividade de peroxidase (U L) produzida por Lentinus crinitus
CCIBt 2611 em solo acondicionado em biorreator com ar pressurizado e revolvimento do solo
Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Atividade de peroxidase (U L") versus Tempo de incubacao
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 2 1;2

ANALISE DE VARIANCIA PARA PEROXIDASE, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ_) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 3672,88 3672,88 918,22 13,46  0,000%*
Tratamento 1 174,53 174,53 174,53 2,56 0,125
Tempo*Tratamento 4 164,97 164,97 41,24 0,60 0,664
Erro 20 1364,15 1364,15 68,21

Total 29 5376,54

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E
TRATAMENTO (COM REVOLVIMENTO DE SOLO E AERACAO)

Diferenca Diferenca minima Valor-P
Variavel Subtraido de entre as significativa
médias
T 0 Reator com pressao T O reator revolvido 1,367 6,743 1,0000
T 7 reator com pressao 30,690 6,743 0,0059**
T 7 reator revolvido 24,487 6,743 0,0416*
T 14 reator com pressio 6,663 6,743 0,9897
T 14 reator revolvido -3,157 6,743 1,0000
T 28 reator com pressdo 7,707 6,743 0,9733
T 28 reator revolvido -1,757 6,743 1,0000
T 56 reator com pressdo -3,523 6,743 0,9999
T 56 reator revolvido -3,523 6,743 0,9999
TO Reator revolvido T 7 reator revolvido 29,323 6,743 0,0091 **
T 7 reator pressdo 23,120 6,743 0,0627
T 14 reator revolvido 5,297 6,743 0,9980
T 14 reator pressao -4,523 6,743 0,9994
T 28 reator revolvido 6,340 6,743 0,9927
T 28 reator pressio -3,123 6,743 1,0000
T 56 reator revolvido -4,890 6,743 0,9989
T 56 reator pressio -4,890 6,743 0,9989
T 7 Reator com pressao T 7 reator pressao -6,20 6,743 0,9938
T 14 reator revolvido -24,03 6,743 0,0478*
Continuagao T 14 reator pressio -33,85 6,743 0,0021**

T 28 reator revolvido -22,98 6,743 0,0653 168



T 28 reator pressao -32,45 6,743 0,0033**
T 56 reator revolvido -34,21 6,743 0,0019%**
T 56 reator pressio -34,21 6,743 0,0019%**
T7 Reator revolvido T 14 reator revolvido -17,82 6,743 0,2608
T 14 reator pressao -27,64 6,743 0,0156%**
T 28 reator revolvido -16,78 6,743 0,3305
T 28 reator pressio -26,24 6,743 0,0242%*
T 56 reator revolvido -28,01 6,743 0,0138**
T 56 reator pressio -28,01 6,743 0,0138**
T 14 Reator com pressdo T 14 reator pressao -9,82 6,743 0,8939
T 28 reator revolvido 1,04 6,743 1,0000
T 28 reator pressio -8,42 6,743 0,9542
T 56 reator revolvido -10,19 6,743 0,8728
T 56 reator pressio -10,19 6,743 0,8728
T14 Reator revolvido T 28 reator revolvido 10,8633 6,743 0,8282
T 28 reator pressao 1,4000 6,743 1,0000
T 56 reator revolvido -0,3667 6,743 1,0000
T 56 reator pressio -0,3667 6,743 1,0000
T 28 Reator com pressao T 28 reator pressao -9,46 6,743 0,9123
T 56 reator revolvido -11,23 6,743 0,8014
T 56 reator pressdo -11,23 6,743 0,8014
T 28 Reator revolvido T 56 reator revolvido -1,767 6,743 1,000
T 56 reator pressdo -1,767 6,743 1,000
T 56 Reator com pressdo T 56 reator pressio -0,0000 6,743 1,000
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ANEXO 9

Analise de varidncia do pH do solo contaminado acondicionado em biorreatores com Lentinus

crinitus CCIBt 2611 com ar pressurizado e revolvimento semanal do solo do solo
Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: pH do solo versus Tempo de incubagdo
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 2 1;2

ANALISE DE VARIANCIA PARA pH DO SOLO, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ_) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 0,085333 0,085333 0,021333 21,33 0,000%*
Tratamento 1 0,000333 0,000333 0,000333 0,33 0,570
Tempo*Tratamento 4 0,128000 0,128000 0,032000 32,00 0,000%*
Erro 20 0,020000 0,020000 0,001000

Total 29 0,233667

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%

(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E

TRATAMENTO (COM REVOLVIMENTO DE SOLO E AERACAO)

Diferenca Diferenca minima Valor-P
Variavel Subtraido de entre as significativa
médias
T 0 Reator com pressao T O reator revolvido -0,0000 0,02582 1,0000
T 7 reator com pressao 0,1000 0,02582 0,0252%*
T 7 reator revolvido -0,1000 0,02582 0,0252%*
T 14 reator com pressio -0,0333 0,02582 0,9445
T 14 reator revolvido -0,0667 0,02582 0,2870
T 28 reator com pressdo -0,1667 0,02582 0,0001**
T 28 reator revolvido -0,1000 0,02582 0,0252%*
T 56 reator com pressdo -0,2000 0,02582 0,0000%**
T 56 reator revolvido -0,0000 0,02582 1,0000
TO Reator revolvido T 7 reator revolvido 0,1000 0,02582 0,0252%*
T 7 reator pressao -0,1000 0,02582 0,0252%*
T 14 reator revolvido -0,0333 0,02582 0,9445
T 14 reator pressao -0,0667 0,02582 0,2870
T 28 reator revolvido -0,1667 0,02582 0,0001**
T 28 reator pressio -0,1000 0,02582 0,0252
T 56 reator revolvido -0,2000 0,02582 0,0000%*
T 56 reator pressio -0,0000 0,02582 1,0000
T 7 Reator com pressao T 7 reator pressao -0,2000 0,02582 0,0000%**
T 14 reator revolvido -0,1333 0,02582 0,0015%**
Continuagao T 14 reator pressio -0,1667 0,02582 0,0001 **
T 28 reator revolvido -0,2667 0,02582 0,0000%**
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T 28 reator pressao -0,3000 0,02582 0,0000%**

T 56 reator revolvido -0,2000 0,02582 0,0000%*

T 56 reator pressio -0,1000 0,02582 0,0252%*
T7 Reator revolvido T 14 reator revolvido 0,0667 0,02582 0,2870

T 14 reator pressao 0,0333 0,02582 0,9445

T 28 reator revolvido -0,0667 0,02582 0,2870

T 28 reator pressio 0,0000 0,02582 1,0000

T 56 reator revolvido -0,1000 0,02582 0,0252%*

T 56 reator pressio 0,1000 0,02582 0,0252%*
T 14 Reator com pressdo T 14 reator pressao -0,0333 0,02582 0,9445

T 28 reator revolvido -0,1333 0,02582 0,0015%*

T 28 reator pressio -0,0667 0,02582 0,2870

T 56 reator revolvido -0,1667 0,02582 0,0001 **

T 56 reator pressio 0,0333 0,02582 0,9445
T14 Reator revolvido T 28 reator revolvido -0,1000 0,02582 0,0252

T 28 reator pressao -0,0333 0,02582 0,9445

T 56 reator revolvido -0,1333 0,02582 0,0015%*

T 56 reator pressio 0,0667 0,02582 0,2870
T 28 Reator com pressao T 28 reator pressao 0,06667 0,02582 0,2870

T 56 reator revolvido -0,03333 0,02582 0,9445

T 56 reator pressdo 0,16667 0,02582 0,0001**
T 28 Reator revolvido T 56 reator revolvido -0,1000 0,02582 0,0252%*

T 56 reator pressdo 0,1000 0,02582 0,0252%*
T 56 Reator com pressdo T 56 reator pressio 0,2000 0,02582 0,0000%*
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ANEXO 10

Analise de variancia da concentracio de HCB ao final de 56 dias de incubacio de Lentinus
crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, acondicionado em biorreator
com ar pressurizado e revolvimento semanal do solo.

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Concentracdo de HCB do solo versus Tempo de incubagdo
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 2 1;2

ANALISE DE VARIANCIA PARA HCB DO SOLO, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 40486164 40486164 10121541 5,92 0,003%**
Tratamento 1 2694306 2694306 2694306 1,58 0,224
Tempo*Tratamento 4 22298053 22298053 5574513 3,26 0,033*
Erro 20 34185639 34185639 1709282

Total 29 99664163

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E
TRATAMENTO (COM REVOLVIMENTO DE SOLO E AERACAO)

Diferenca Diferenca minima Valor-P
Variavel Subtraido de entre as significativa
médias

T 0 Reator com pressao T O reator revolvido 1343,7 1067 0,9521
T 7 reator com pressao 4100,0 1067 0,0269%*
T 7 reator revolvido 1873,1 1067 0,7537
T 14 reator com pressio 3598,0 1067 0,0704
T 14 reator revolvido 3298,1 1067 0,1205
T 28 reator com pressdo 1606,6 1067 0,8750
T 28 reator revolvido -764,5 1067 0,2094
T 56 reator com pressdo 2964,8 1067 0,9990
T 56 reator revolvido 2057,3 1067 0,6528

TO Reator revolvido T 7 reator revolvido 2756 1067 0,2870
T 7 reator pressao 529 1067 1,0000
T 14 reator revolvido 2254 1067 0,5401
T 14 reator pressao 1954 1067 0,7103
T 28 reator revolvido 263 1067 1,0000
T 28 reator pressio 1621 1067 0,8695
T 56 reator revolvido -2108 1067 0,6238
T 56 reator pressio 714 1067 0,9994

T 7 Reator com pressao T 7 reator pressdo -2227 1067 0,5557
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T 14 reator revolvido -502 1067 1,0000
Continuagdo T 14 reator pressio -802 1067 0,9986
T 28 reator revolvido -2493 1067 0,4096
T 28 reator pressio -1135 1067 0,0058*
T 56 reator revolvido -4864 1067 0,9832
T 56 reator pressdo -2043 1067 0,6611
T7 Reator revolvido T 14 reator revolvido 1725 1067 0,8259
T 14 reator pressio 1425 1067 0,9331
T 28 reator revolvido -266 1067 1,0000
T 28 reator pressio 1092 1067 0,9870
T 56 reator revolvido -2638 1067 0,3391
T 56 reator pressdo 184 1067 1,0000
T 14 Reator com pressdo T 14 reator pressio -300 1067 1,0000
T 28 reator revolvido -1991 1067 0,6899
T 28 reator pressio -633 1067 0,9998
T 56 reator revolvido -4362 1067 0,0160%*
T 56 reator pressdo -1541 1067 0,8986
T14 Reator revolvido T 28 reator revolvido -1692 1067 0,8406
T 28 reator pressio -333 1067 1,0000
T 56 reator revolvido -4063 1067 0,0290%**
T 56 reator pressdo -1241 1067 0,9703
T 28 Reator com pressdo T 28 reator pressio 1358 1067 0,9490
T 56 reator revolvido -2371 1067 0,4747
T 56 reator pressio 451 1067 1,0000
T 28 Reator revolvido T 56 reator revolvido -3729 1067 0,0551
T 56 reator pressiao -907 1067 0,9965
T 56 Reator com pressdo T 56 reator pressio 2822 1067 0,2607
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ANEXO 11

Analise de variancia da concentracio de PeCB ao final de 56 dias de incubacao de Lentinus

crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, acondicionado em biorreator

com ar pressurizado e revolvimento semanal do solo.
Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Concentracdo de PeCB do solo versus Tempo de incubacio
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 2 1;2

ANALISE DE VARIANCIA PARA PeCB DO SOLO, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 549943 549943 137486 5,64 0,003%**
Tratamento 1 178193 178193 178193 7,31 0,014%**
Tempo*Tratamento 4 266190 266190 66548 2,73 0,058*
Erro 20 487783 487783 24389

Total 29 1482108

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%

(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E

TRATAMENTO (COM REVOLVIMENTO DE SOLO E AERACAO)

Diferenca Diferenca minima Valor-P
Variavel Subtraido de entre as significativa
médias
T 0 Reator com pressao T O reator revolvido 231,5 127,5 0,7190
T 7 reator com pressao 433,0 127,5 0,0670
T 7 reator revolvido 322,0 127,5 0,3129
T 14 reator com pressio 334,7 127,5 0,2685
T 14 reator revolvido 330,4 127,5 0,2829
T 28 reator com pressdo 166,5 127,5 0,9408
T 28 reator revolvido 403,8 127,5 0,1044
T 56 reator com pressdo -186,8 127,5 0,8906
T 56 reator revolvido 230,4 127,5 0,7244
TO Reator revolvido T 7 reator revolvido 201,4 127,5 0,8429
T 7 reator pressao 90,5 127,5 0,9991
T 14 reator revolvido 103,2 127,5 0,9976
T 14 reator pressao 98,9 127,5 0,9982
T 28 reator revolvido -65,0 127,5 0,9999
T 28 reator pressio 172,2 127,5 0,9286
T 56 reator revolvido -418,4 127,5 0,0838
T 56 reator pressio -1,2 127,5 1,0000
T 7 Reator com pressao T 7 reator pressao -111,0 127,5 0,9958
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T 14 reator revolvido -98.,3 127,5 0,9983
Continuagdo T 14 reator pressio -102,5 127,5 0,9977
T 28 reator revolvido -266,4 127,5 0,5537
T 28 reator pressio -29,2 127,5 1,0000
T 56 reator revolvido -619,8 127,5 0,0030%**
T 56 reator pressio -202,6 127,5 0,8386
T7 Reator revolvido T 14 reator revolvido 12,7 127,5 1,0000
T 14 reator pressio 8,4 127,5 1,0000
T 28 reator revolvido -155,5 127,5 0,9603
T 28 reator pressio 81,8 127,5 0,9996
T 56 reator revolvido -508.,8 127,5 0,0196%**
T 56 reator pressdo 91,6 127,5 0,9990
T 14 Reator com pressdo T 14 reator pressio -4,3 127,5 1,0000
T 28 reator revolvido -168,2 127,5 0,9374
T 28 reator pressio 69,1 127,5 0,9999
T 56 reator revolvido -521,5 127,5 0,0159%**
T 56 reator pressdo -104,3 127,5 0,9973
T14 Reator revolvido T 28 reator revolvido -163,9 127,5 0,9459
T 28 reator pressio 73,3 127,5 0,9998
T 56 reator revolvido -517,2 127,5 0,0171%**
T 56 reator pressdo -100,1 127,5 0,9981
T 28 Reator com pressdo T 28 reator pressio 237,2 127,5 0,6930
T 56 reator revolvido -353,4 127,5 0,2116
T 56 reator pressio 63,8 127,5 0,9999
T 28 Reator revolvido T 56 reator revolvido -590,6 127,5 0,0049*
T 56 reator pressdo 417,2 127,5 0,9259
T 56 Reator com pressdo T 56 reator pressio -173,4 127,5 0,0853

175



ANEXO 12

Analise de varidncia da concentracio de TCB ao final de 56 dias de incubacio de Lentinus
crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, acondicionado em biorreator
com ar pressurizado e revolvimento semanal do solo.

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Concentracdo de TCB do solo versus Tempo de incubagdo
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 2 1;2

ANALISE DE VARIANCIA PARA TCB DO SOLO, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 1857,1 1857,1 4643 1,31 0,302
Tratamento 1 8574,9 8574,9 8574,9 24,11  0,000%**
Tempo*Tratamento 4 4234,8 4234,8 1058,7 2,98 0,044 **
Erro 20 7113,1 7113,1 355,7

Total 29 21779,9

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E
TRATAMENTO (COM REVOLVIMENTO DE SOLO E AERACAO)

Diferenca Diferenca minima Valor-P
Variavel Subtraido de entre as significativa
médias

T 0 Reator com pressao T O reator revolvido 25,38 15,40 0,8100
T 7 reator com pressao 16,89 15,40 0,9794
T 7 reator revolvido 23,66 15,40 0,8618
T 14 reator com pressio -4,45 15,40 1,0000
T 14 reator revolvido 10,40 15,40 0,9994
T 28 reator com pressdo -7,53 15,40 1,0000
T 28 reator revolvido 44,00 15,40 0,1826
T 56 reator com pressdo -34.,45 15,40 0,4653
T 56 reator revolvido 36,07 15,40 0,4058

TO Reator revolvido T 7 reator revolvido -8,50 15,40 0,9999
T 7 reator pressdo -1,72 15,40 1,0000
T 14 reator revolvido -29,83 15,40 0,6466
T 14 reator pressao -14,99 15,40 0,9907
T 28 reator revolvido -32,91 15,40 0,5246
T 28 reator pressio 18,62 15,40 0,9622
T 56 reator revolvido -59,83 15,40 0,0245%*
T 56 reator pressio 10,69 15,40 0,9992

T 7 Reator com pressao T 7 reator pressao 6,78 15,40 1,0000
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T 14 reator revolvido -21,34 15,40 0,9180
Continuagdo T 14 reator pressio -6,49 15,40 1,0000
T 28 reator revolvido -24.41 15,40 0,8402
T 28 reator pressio 27,12 15,40 0,7502
T 56 reator revolvido -51,34 15,40 0,0756
T 56 reator pressio 19,19 15,40 0,9548
T7 Reator revolvido T 14 reator revolvido -28,12 15,40 0,7131
T 14 reator pressio -13,27 15,40 0,9961
T 28 reator revolvido -31,19 15,40 0,5927
T 28 reator pressio 20,34 15,40 0,9369
T 56 reator revolvido -58,11 15,40 0,0310%**
T 56 reator pressdo 12,41 15,40 0,9976
T 14 Reator com pressdo T 14 reator pressio 14,85 15,40 0,9913
T 28 reator revolvido -3,08 15,40 1,0000
T 28 reator pressio 48,46 15,40 0,1083
T 56 reator revolvido -30,00 15,40 0,6401
T 56 reator pressiao 40,53 15,40 0,2655
T14 Reator revolvido T 28 reator revolvido -17,92 15,40 0,9700
T 28 reator pressio 33,61 15,40 0,4975
T 56 reator revolvido -44.,85 15,40 0,1660
T 56 reator pressdo 25,68 15,40 0,8003
T 28 Reator com pressdo T 28 reator pressio 51,53 15,40 0,0737
T 56 reator revolvido -26,92 15,40 0,9999
T 56 reator pressio 43,60 15,40 0,1910
T 28 Reator revolvido T 56 reator revolvido -78,45 15,40 0,0018%**
T 56 reator pressdo -7,93 15,40 0,7572
T 56 Reator com pressdo T 56 reator pressio 70,52 15,40 0,8100
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ANEXO 13

Anadlise de varidncia da quantidade de ergosterol (ug g”) produzido por Lentinus crinitus
CCIBt 2611 em solo contaminado acondicionado em biorreatores com ar pressurizado e:
adicao de diferentes concentracoes de 6leo vegetal (5% e 8%) ao sistema de cultivo e diluicao
da concentracao inicial dos compostos organoclorados (1:10).

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: ug ergosterol g massa seca versus Tempo de incubagdo
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 3 1;2;3

ANALISE DE VARIANCIA PARA ERGOSTEROL, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ_) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 402758433 402758433 100689608 79,33 0,000%**
Tratamento 2 31601775 31601775 15800887 12,45 0,001**
Tempo*Tratamento 8 39690975 39690975 4961372 3,91 0,011%*
Erro 15 19039504 19039504 1269300

Total 29 493090686

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - INTERA(;AO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E
TRATAMENTO (5% oéleo Vegetal, 8% oleo Vegetal e solo diluido 1:10)

Diferenca Diferenca

Variavel Subtraido de entre as minima Valor-p
médias significativa
T 0 Reator 5% Oleo T 0 Reator 8% Oleo 315,7 1127 1,0000
T 0 Reator Solo diluido 652,5 1127 1,0000
T 7 Reator 5% Oleo 1635,6 1127 0,9665
T 7 Reator 8% Oleo 1053,1 1127 0,9994
T 7 Reator Solo diluido 1937,1 1127 0,8970
T 14 Reator 5% Oleo 4753,1 1127 0,0337*
T 14 Reator 8% Oleo 813,1 1127 1,0000
T 14 Reator Solo diluido 1356,3 1127 0,9926
T 28 Reator 5% Oleo 2695,1 1127 0,5507
T 28 Reator 8% Oleo 1388,9 1127 0,9910
T 28 Reator Solo diluido 2061,7 1127 0,8537
T 56 Reator 5% Oleo 14449,8 1127 0,0000%**
T 56 Reator 8% Oleo 7534,4 1127 0,0005**
T 56 Reator Solo diluido 9680,9 1127 0,0001 **
T 0 Reator 8% Oleo T 0 Reator Solo diluido 336,8 1127 1,0000

T 7 Reator 5% Oleo 13199 1127 0,9942 178



T 7 Reator 8% Oleo 737,3 1127 1,0000

T 7 Reator Solo diluido 16214 1127 0,9686

T 14 Reator 5% Oleo 4437,3 1127 0,0552

T 14 Reator 8% Oleo 4974 1127 0,9994

T 14 Reator Solo diluido 1040,6 1127 1,0000

T 28 Reator 5% Oleo 23794 1127 0,7121

T 28 Reator 8% Oleo 1073,2 1127 0,9992

T 28 Reator Solo diluido 1746,0 1127 0,9468

T 56 Reator 5% Oleo 14134,1 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 7218,7 1127 0,0008**

T 56 Reator Solo diluido 9365,2 1127 0,0001 **
T 0 Reator Solo diluido T 7 Reator 5% Oleo 983,1 1127 0,9997

T 7 Reator 8% Oleo 400,6 1127 1,0000

T 7 Reator Solo diluido 1284.,6 1127 0,9955

T 14 Reator 5% Oleo 400,6 1127 0,0922

T 14 Reator 8% Oleo 1284.,6 1127 1,0000

T 14 Reator Solo diluido 703,8 1127 1,0000

T 28 Reator 5% Oleo 2042,6 1127 0,8608

T 28 Reator 8% Oleo 736,4 1127 1,0000

T 28 Reator Solo diluido 1409,2 1127 0,9898

T 56 Reator 5% Oleo 137973 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 6881,9 1127 0,0012%*

T 56 Reator Solo diluido 90284 1127 0,0001 **
T 7 Reator 5% Oleo T 7 Reator 8% Oleo -582,5 1127 1,0000

T 7 Reator Solo diluido 301,5 1127 1,0000

T 14 Reator 5% Oleo 3117,5 1127 0,3523

T 14 Reator 8% Oleo -822.5 1127 1,0000

T 14 Reator Solo diluido -279,2 1127 1,0000

T 28 Reator 5% Oleo 1059,5 1127 0,9993

T 28 Reator 8% Oleo -246,6 1127 1,0000

T 28 Reator Solo diluido 426,2 1127 1,0000

T 56 Reator 5% Oleo 12814,2 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 5898,8 1127 0,0055%*

T 56 Reator Solo diluido 8045,3 1127 0,0003**
T 7 Reator 8% Oleo T 7 Reator Solo diluido 884,1 1127 0,9999

T 14 Reator 5% Oleo 3700,0 1127 0,1651

T 14 Reator 8% Oleo -239,9 1127 1,0000

T 14 Reator Solo diluido 303,3 1127 1,0000

T 28 Reator 5% Oleo 1642,1 1127 0,9655

T 28 Reator 8% Oleo 335,9 1127 1,0000

T 28 Reator Solo diluido 1008,7 1127 0,9996

T 56 Reator 5% Oleo 13396,8 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 6481,4 1127 0,0022°%*

T 56 Reator Solo diluido 8627,8 1127 0,0001 **
T 7 Reator Solo diluido T 14 Reator 5% Oleo 2816 1127 0,4900

T 14 Reator 8% Oleo -1124 1127 0,9988

T 14 Reator Solo diluido -581 1127 1,0000

T 28 Reator 5% Oleo 758 1127 1,0000

T 28 Reator 8% Oleo -548 1127 1,0000

T 28 Reator Solo diluido 125 1127 1,0000

T 56 Reator 5% Oleo 12513 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 5597 1127 0,0089**

T 56 Reator Solo diluido 7744 1127 0,0004 **
T 14 Reator 5% Oleo T 14 Reator 8% Oleo -3940 1127 0,1170

T 14 Reator Solo diluido -3397 1127 0,2491

T 28 Reator 5% Oleo -2058 1127 0,8551

T 28 Reator 8% Oleo -3364 1127 0,2598

T 28 Reator Solo diluido -2691 1127 0,5527

T 56 Reator 5% Oleo 9697 1127 0,0001**

T 56 Reator 8% Oleo 2781 1127 0,5071

T 56 Reator Solo diluido 4928 1127 0,0256%*
T 14 Reator 8% Oleo T 14 Reator Solo diluido 543,2 1127 1,0000

T 28 Reator 5% Oleo 1882,0 1127 0,9134

T 28 Reator 8% Oleo 575.8 1127 1,0000

T 28 Reator Solo diluido 1248,6 1127 0,9965

T 56 Reator 5% Oleo 13636,7 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 6721,3 1127 0,0016%*

T 56 Reator Solo diluido 8867,8 1127 0,0001 **
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T 14 Reator Solo diluido T 28 Reator 5% Qleo 1338,8 1127 0,9935

T 28 Reator 8% Oleo 32,6 1127 1,0000

T 28 Reator Solo diluido 13093,5 1127 1,0000

T 56 Reator 5% Oleo 705,4 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 6178,1 1127 0,0036%**

T 56 Reator Solo diluido 8324.,6 1127 0,00027%**
T 28 Reator 5% Oleo T 28 Reator 8% Oleo -1306 1127 0,9948

T 28 Reator Solo diluido -633 1127 1,0000

T 56 Reator 5% Oleo 11755 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 4839 1127 0,0294**

T 56 Reator Solo diluido 6986 1127 0,0011%*
T 28 Reator 8% Oleo T 28 Reator Solo diluido 672,8 1127 1,0000

T 56 Reator 5% Oleo 13060,9 1127 0,0000%*

T 56 Reator 8% Oleo 6145,5 1127 0,0038**

T 56 Reator Solo diluido 82919 1127 0,00027%*
T 28 Reator Solo diluido T 56 Reator 5% Qleo 12388 1127 0,0000%**

T 56 Reator 8% Oleo 5473 1127 0,0108°**

T 56 Reator Solo diluido 7619 1127 0,0004 **
T 56 Reator 5% Oleo T 56 Reator 8% Oleo -6915 1127 0,0012%*

T 56 Reator Solo diluido -4769 1127 0,0329:%*
T 56 Reator 8% Oleo T 56 Reator Solo diluido 2146 1127 0,8197
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ANEXO 14

Analise de varidncia da atividade de oxidacao total do ABTS (UL™) produzida produzido por
Lentinus crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado acondicionado em biorreatores com ar
pressurizado e: adiciao de diferentes concentracdes de dleo vegetal (5% e 8%) ao sistema de

cultivo e diluicao da concentracao inicial dos compostos organoclorados (1:10).

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Atividade de oxidagdo total do ABTS (UL versus Tempo de incubacao
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 3 1;2;3

ANALISE DE VARIANCIA PARA FENOLOXIDASE, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ_) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 610804 610804 152701 3,43 0,035%
Tratamento 2 174848 174848 87424 1,96 0,175
Tempo*Tratamento 8 481919 481919 60240 1,35 0,293
Erro 15 668658 668658 44577

Total 29 1936229

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - COMPARACAO DE MEDIAS ENTRE NEVEIS DE TEMPO

Varidvel Subtraido de leeren(f‘a‘entre lee‘rergg‘a minima Valor-P
as médias significativa

Tempo 0 Tempo 7 -241,2 121,9 0,3219
Tempo 14 -356,8 121,9 0,0673
Tempo 28 -359,3 121,9 0,0648

Tempo 56 -382,1 121,9 0,0458*
Tempo7 Tempo 14 -115.,6 121,9 0,8733
Tempo 28 -118,2 121,9 0,8646
Tempo 56 -141,0 121,9 0,7748
Tempo 14 Tempo 28 -2,54 121,9 1,0000
Tempo 56 -25,35 121,9 0,9995
Tempo 28 Tempo 56 -22,81 121,9 0,9997
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ANEXO 15

Analise de varidncia da atividade de lacase (UL'I) produzida por Lentinus crinitus CCIBt 2611
em solo contaminado acondicionado em biorreatores com ar pressurizado e: adiciao de
diferentes concentracoes de o6leo vegetal (5% e 8%) ao sistema de cultivo e diluicado da

concentracio inicial dos compostos organoclorados (1:10).

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Atividade de lacase (UL™") versus Tempo de incubagio
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 3 1;2;3

ANALISE DE VARIANCIA PARA LACASE, UTILIZANDO SOMA DOS QUADRADOS

(SQ) AJUSTADO
FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 590720 590720 147680 3,59 0,030
Tratamento 2 155716 155716 77858 1,89 0,185
Tempo*Tratamento 8 447295 447295 55912 1,36 0,290
Erro 15 617073 617073 41138
Total 29 1810802

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - COMPARACAO DE MEDIAS ENTRE NEVEIS DE TEMPO

Varidvel Subtraido de leeren(f‘a‘entre lee‘rergg‘a minima Valor-P
as médias significativa

Tempo 0 Tempo 7 -240,4 117,1 0,2892
Tempo 14 -349,1 117,1 0,0610
Tempo 28 -355,1 117,1 0,0554

Tempo 56 -376,5 117,1 0,0394*
Tempo7 Tempo 14 -108,6 117,1 0,8817
Tempo 28 -114,7 117,1 0,8603
Tempo 56 -136,1 117,1 0,7718
Tempo 14 Tempo 28 -6,07 117,1 1,0000
Tempo 56 -27,45 117,1 0,9992
Tempo 28 Tempo 56 -21,38 117,1 0,9997
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ANEXO 16

Anélise de variancia da atividade de peroxidase (UL™") produzida por Lentinus crinitus CCIBt
2611 em solo contaminado acondicionado em biorreatores com ar pressurizado e: adicao de
diferentes concentracoes de o6leo vegetal (5% e 8%) ao sistema de cultivo e diluicado da
concentracio inicial dos compostos organoclorados (1:10).

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Atividade de peroxidase (UL™) versus Tempo de incubagio
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 3 1;2;3

ANALISE DE VARIANCIA PARA PEROXIDASE, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ_) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada QM F Valor-P
Tempo 4 1559,79 1559,79 389,95 4,93 0,010%*
Tratamento 2 36,83 36,83 18,42 0,23 0,795
Tempo*Tratamento 8 130,39 130,39 16,30 0,21 0,985
Erro 15 1187,09 1187,09 79,14

Total 29 2914,10

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - COMPARACAO DE MEDIAS ENTRE NEVEIS DE TEMPO

Varidvel Subtraido de leeren(f‘a .entre lee.relf(;.a minima Valor-P
as médias significativa
Tempo 0 Tempo 7 18,1217 5,136 0,0217*
Tempo 14 -0,4483 5,136 1,0000
Tempo 28 1,2117 5,136 0,9992
Tempo 56 -0,1600 5,136 1,0000
Tempo7 Tempo 14 -18,57 5,136 0,0183*
Tempo 28 -16,91 5,136 0,0340%
Tempo 56 -18,28 5,136 0,0204*
Tempo 14 Tempo 28 1,6600 5,136 0,9974
Tempo 56 0,2883 5,136 1,0000
Tempo 28 Tempo 56 -1,372 5,136 0,9987
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ANEXO 17

Analise de variancia do pH do solo contaminado acondicionado em biorreatores com ar

pressurizado e Lentinus crinitus CCIBt 2611, com adicao de diferentes concentracées de dleo

vegetal (5% e 8%) ao sistema de cultivo e diluicio da concentracio inicial dos compostos

organoclorados (1:10).
Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: pH do solo contaminado versus Tempo de incubagdo
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Tempo fixo 5 0;7; 14; 28; 56
Tratamento fixo 3 1;2;3

ANALISE DE VARIANCIA PARA pH DO SOLO, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada oM F Valor-P
Tempo 4 0,63315 0,63315 0,15829 6,18 0,004 **
Tratamento 2 1,42209 1,42209 0,71104 27,78  0,000%*
Tempo*Tratamento 8 0,22901 0,22901 0,02863 1,12 0,405
Erro 15 0,38390 0,38390 0,02559

Total 29 2,66815

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%

(P<0,1)

TESTE DE TUKEY - COMPARACAO DE MEDIAS ENTRE NEVEIS DE TEMPO

Varidvel Subtraido de leeren(f‘a .entre lee.relf(;.a minima Valor-P
as médias significativa
Tempo 0 Tempo 7 0,36333 0,09236 0,0099%**
Tempo 14 0,20667 0,09236 0,2190
Tempo 28 0,03333 0,09236 0,9960
Tempo 56 -0,01000 0,09236 1,0000
Tempo7 Tempo 14 -0,1567 0,09236 0,4649
Tempo 28 -0,3300 0,09236 0,0199%*
Tempo 56 -0,3733 0,09236 0,0080%*
Tempo 14 Tempo 28 -0,1733 0,09236 0,3700
Tempo 56 -0,2167 0,09236 0,1843
Tempo 28 Tempo 56 -0,04333 0,09236 0,9891

TESTE DE TUKEY - COMPARACAO DE MEDIAS ENTRE NEVEIS DE TRATAMENTO

Varidvel Subtraido de Diferen(f‘a ‘entre Dife‘rqua m‘inima Valor-P
as médias significativa
Reator 5% oleo Reator 8% dleo -0,1010 0,07154 0,3601
Reator Solo diluido 0,4030 0,07154 0,0001 **
Reator 8% o6leo Reator Solo diluido 0,5040 0,07154 0,0000%**
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TESTE DE TUKEY - INTERACAO ENTRE FATORES: TEMPO (0, 7, 14, 28 E 56 DIAS) E

TRATAMENTO (5% dleo vegetal, 8% oéleo Vegetal e solo diluido 1:10)

Diferenca Diferenca Valor-P
Variavel Subtraido de entre as minima
médias significativa
T 0 Reator 5% Oleo T 0 Reator 8% Oleo -0,07000 0,1600 1,0000
T 0 Reator Solo diluido 0,64000 0,1600 0,0495%*
T 7 Reator 5% Oleo 0,38000 0,1600 0,5604
T 7 Reator 8% Oleo 0,30000 0,1600 0,8337
T 7 Reator Solo diluido 0,98000 0,1600 0,0012%*
T 14 Reator 5% Oleo 0,30000 0,1600 0,8337
T 14 Reator 8% Oleo 0,19000 0,1600 0,9935
T 14 Reator Solo diluido 0,70000 0,1600 0,0255*
T 28 Reator 5% Oleo 0,18000 0,1600 0,9960
T 28 Reator 8% Oleo 0,08500 0,1600 1,0000
T 28 Reator Solo diluido 0,40500 0,1600 0,4723
T 56 Reator 5% Oleo 0,18000 0,1600 0,9960
T 56 Reator 8% Oleo 0,03000 0,1600 1,0000
T 56 Reator Solo diluido 0,33000 0,1600 0,7392
T 0 Reator 8% Oleo T 0 Reator Solo diluido 0,7100 0,1600 0,0228*
T 7 Reator 5% Oleo 0,4500 0,1600 0,3313
T 7 Reator 8% Oleo 0,3700 0,1600 0,5967
T 7 Reator Solo diluido 1,0500 0,1600 0,0006%*
T 14 Reator 5% Oleo 0,3700 0,1600 0,5967
T 14 Reator 8% Oleo 0,2600 0,1600 0,9271
T 14 Reator Solo diluido 0,7700 0,1600 0,0117*
T 28 Reator 5% Oleo 0,2500 0,1600 0,9437
T 28 Reator 8% Oleo 0,1550 0,1600 0,9991
T 28 Reator Solo diluido 4750 0,1600 0,2662
T 56 Reator 5% Oleo 0,2500 0,1600 0,9437
T 56 Reator 8% Oleo 0,1000 0,1600 1,0000
T 56 Reator Solo diluido 0,4000 0,1600 0,4895
T 0 Reator Solo diluido T 7 Reator 5% Oleo -0,2600 0,1600 0,9271
T 7 Reator 8% Oleo -0,3400 0,1600 0,7047
T 7 Reator Solo diluido 0,3400 0,1600 0,7047
T 14 Reator 5% Oleo -0,3400 0,1600 0,7047
T 14 Reator 8% Oleo -0,4500 0,1600 0,3313
T 14 Reator Solo diluido -0,4600 0,1600 1,0000
T 28 Reator 5% Oleo -0,5550 0,1600 0,3041
T 28 Reator 8% Oleo 0,0600 0,1600 0,1225
T 28 Reator Solo diluido -0,2350 0,1600 0,9635
T 56 Reator 5% Oleo -0,4600 0,1600 0,3041
T 56 Reator 8% Oleo -0,6100 0,1600 0,0686
T 56 Reator Solo diluido -0,3100 0,1600 0,8041
T 7 Reator 5% Oleo T 7 Reator 8% Oleo -0,0800 0,1600 1,0000
T 7 Reator Solo diluido 0,6000 0,1600 0,0764
T 14 Reator 5% Oleo -0,0800 0,1600 1,0000
T 14 Reator 8% Oleo -0,1900 0,1600 0,9935
T 14 Reator Solo diluido 0,3200 0,1600 0,7725
T 28 Reator 5% Oleo -0,2000 0,1600 0,9898
T 28 Reator 8% Oleo -0,2950 0,1600 0,8476
T 28 Reator Solo diluido 0,0250 0,1600 1,0000
T 56 Reator 5% Oleo -0,2000 0,1600 0,9898
T 56 Reator 8% Oleo -0,3500 0,1600 0,6691
T 56 Reator Solo diluido -0,0500 0,1600 1,0000
T 7 Reator 8% Oleo T 7 Reator Solo diluido 0,6800 0,1600 0,0319
T 14 Reator 5% Oleo 0,0000 0,1600 1,0000
T 14 Reator 8% Oleo -0,1100 0,1600 1,0000
T 14 Reator Solo diluido 0,4000 0,1600 0,4895
T 28 Reator 5% Oleo -0,1200 0,1600 0,9999
T 28 Reator 8% Oleo -0,2150 0,1600 0,9815
T 28 Reator Solo diluido 0,1050 0,1600 1,0000
T 56 Reator 5% Oleo -0,1200 0,1600 0,9999
T 56 Reator 8% Oleo -0,2700 0,1600 0,9078
T 56 Reator Solo diluido 0,0300 0,1600 1,0000
T 7 Reator Solo diluido T 14 Reator 5% Oleo -0,6800 0,1600 0,0319*
T 14 Reator 8% Oleo -0,7900 0,1600 0,0093**
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T 14 Reator Solo diluido -0,2800 0,1600 0,8857
T 28 Reator 5% Oleo -0,8000 0,1600 0,0084**
T 28 Reator 8% Oleo -0,8950 0,1600 0,0029%*
T 28 Reator Solo diluido -0,5750 0,1600 0,0995
T 56 Reator 5% Oleo -0,9500 0,1600 0,0084**
T 56 Reator 8% Oleo -0,8000 0,1600 0,0016**
T 56 Reator Solo diluido -0,6500 0,1600 0,0444*
T 14 Reator 5% Oleo T 14 Reator 8% Oleo -0,1100 0,1600 1,0000
T 14 Reator Solo diluido 0,4000 0,1600 0,4895
T 28 Reator 5% Oleo -0,1200 0,1600 0,9999
T 28 Reator 8% Oleo -0,2150 0,1600 0,9815
T 28 Reator Solo diluido 0,1050 0,1600 1,0000
T 56 Reator 5% Oleo -0,1200 0,1600 0,9999
T 56 Reator 8% Oleo -0,2700 0,1600 0,9078
T 56 Reator Solo diluido 0,0300 0,1600 1,0000
T 14 Reator 8% Oleo T 14 Reator Solo diluido 0,5100 0,1600 0,1920
T 28 Reator 5% Oleo -0,0100 0,1600 1,0000
T 28 Reator 8% Oleo 0,2150 0,1600 1,0000
T 28 Reator Solo diluido -0,1050 0,1600 0,9815
T 56 Reator 5% Oleo -0,0100 0,1600 1,0000
T 56 Reator 8% Oleo -0,1600 0,1600 0,9987
T 56 Reator Solo diluido 0,1400 0,1600 0,9997
T 14 Reator Solo diluido T 28 Reator 5% Oleo -0,5200 0,1600 0,1741
T 28 Reator 8% Oleo -0,6150 0,1600 0,0650
T 28 Reator Solo diluido -0,2950 0,1600 0,8476
T 56 Reator 5% Oleo -0,5200 0,1600 0,1741
T 56 Reator 8% Oleo -0,6700 0,1600 0,0356*
T 56 Reator Solo diluido -0,3700 0,1600 0,5967
T 28 Reator 5% Oleo T 28 Reator 8% Oleo -0,0950 0,1600 1,0000
T 28 Reator Solo diluido 0,2250 0,1600 0,9736
T 56 Reator 5% Oleo -0,1500 0,1600 1,0000
T 56 Reator 8% Oleo -0,0000 0,1600 0,9993
T 56 Reator Solo diluido 0,1500 0,1600 0,9993
T 28 Reator 8% Oleo T 28 Reator Solo diluido 0,32000 0,1600 0,7725
T 56 Reator 5% Oleo 0,09500 0,1600 1,0000
T 56 Reator 8% Oleo -0,05500 0,1600 1,0000
T 56 Reator Solo diluido 0,24500 0,1600 0,9509
T 28 Reator Solo diluido T 56 Reator 5% Oleo -0,2250 0,1600 0,9736
T 56 Reator 8% Oleo 0,3000 0,1600 0,5785
T 56 Reator Solo diluido -0,0750 0,1600 1,0000
T 56 Reator 5% Oleo T 56 Reator 8% Oleo -0,1500 0,1600 0,9993
T 56 Reator Solo diluido 0,1500 0,1600 0,9993
T 56 Reator 8% Oleo T 56 Reator Solo diluido 0,3000 0,1600 0,8337
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ANEXO 18

Analise de variancia da concentracio de HCB ao final de 56 dias de incubacio de Lentinus
crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, acondicionado em biorreator
com ar pressurizado com diferentes concentracoes de dleo vegetal (5% e 8%) ao sistema de
cultivo e diluicado da concentracao inicial dos compostos organoclorados (1:10) no final do

periodo de incubacio (56 dias).

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Concentracdo de HCB do solo versus Tratamento
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Oleo fixo 2 5;8
Concentracdo de organoclorados  fixo 2 0;1

ANALISE DE VARIANCIA PARA HCB DO SOLO, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ_) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada QM F Valor-P
Oleo 1 0,018131 0,019305 0,019305 2,24 0,232
Concentracao de organoclorados 1 0,001994 0,001994 0,001994 0,23 0,664
Erro 3 0,025883 0,025883 0,008628

Total 5 0,046009

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)
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ANEXO 19

Analise de variancia da concentracio de PeCB ao final de 56 dias de incubacao de Lentinus
crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, acondicionado em biorreator
com ar pressurizado com diferentes concentracoes de dleo vegetal (5% e 8%) ao sistema de
cultivo e diluicado da concentracao inicial dos compostos organoclorados (1:10) no final do

periodo de incubacio (56 dias).

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Concentracao de PeCB do solo versus Tratamento
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Oleo fixo 2 5;8
Concentracdo de organoclorados  fixo 2 0;1

ANALISE DE VARIANCIA PARA PeCB DO SOLO, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada QM F Valor-P
Oleo 1 0,013806 0,014080 0,014080 2,87 0,189
Concentracao de organoclorados 1 0,001143 0,001143 0,001143 0,23 0,663
Erro 3 0,014740 0,014740 0,004913

Total 5 0,029689

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)
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ANEXO 20

Analise de varidncia da concentracio de TCB ao final de 56 dias de incubacio de Lentinus
crinitus CCIBt 2611 em solo contaminado com organoclorados, acondicionado em biorreator
com ar pressurizado com diferentes concentracoes de dleo vegetal (5% e 8%) ao sistema de
cultivo e diluicado da concentracao inicial dos compostos organoclorados (1:10) no final do

periodo de incubacio (56 dias).

Delineamento experimental inteiramente casualizado

General Linear Model: Concentracdo de TCB do solo versus Tratamento
(Minitab 15 —2007)

Resumo

Fatores Tipo Niveis Valores
Oleo fixo 2 5;8
Concentracdo de organoclorados  fixo 2 0;1

ANALISE DE VARIANCIA PARA TCB DO SOLO, UTILIZANDO SOMA DOS
QUADRADOS (SQ_) AJUSTADO

FONTE DE VARIACAO GL SQ SQ ajustada QM F Valor-P
Oleo 1 0,01279 0,00297 0,00297 0,10 0,777
Concentracao de organoclorados 1 0,00754 0,00754 0,00754 0,24 0,656
Erro 3 0,09312 0,09312 0,03104

Total 5 0,11345

GL = grau de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = valor F do Teste de Student; *** = Probabilidade de haver efeito
significativo>99% (P<0,01); ** = Probabilidade de haver efeito significativo>95% (P<0,05); * = Probabilidade de haver efeito significativo>90%
(P<0,1)
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