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RESUMO

As dibenzo-p-dioxinas e dibenzofuranos policlorados (PCDD/Fs) sdao compostos
formados como subprodutos, ndo intencionais, em processos industriais € em processos de
combustdo, sendo a incinera¢do de residuos, a mais importante fonte destes compostos. Os
isdmeros com o cloro substituido nas posicoes 2,3,7,8 apresentam grande risco para a satide
humana devido a sua toxicidade, potencial carcinogénico, efeito potencial nos sistemas
reprodutivos e imunoldgicos em animais e disrup¢do enddcrina. Os PCDD/Fs sdo quimicamente
estaveis, apresentam baixa solubilidade em dgua e se acumulam na cadeia alimentar. O risco a
satide publica por exposicdo as dioxinas e furanos em locais contaminados pode ser significante.
Como resultado, a limpeza de ambientes contaminados por dioxinas ¢ uma drea que requer mais
atencdo. Técnicas microbioldgicas sdo ferramentas uteis para a descontaminacdo de dareas
contaminadas com materiais t6xicos pois ndo somente economizam energia como também
reduzem a necessidade de adi¢do de produtos quimicos.

Neste trabalho foram avaliadas 21 linhagens de fungos basidiomicetos e pré-selecionadas
7 capazes de crescer em meio contendo cinzas de incinerador, contaminadas com dioxinas e
furanos policlorados (62 ng I- TEQ/ kg). Pleurotus sp CCB068 se destacou entre as 7 linhagens
pré-selecionadas devido a alta producdo das enzimas ligninoliticas MnP (x19U/L) e lacase (17
U/L), producdo de biossurfactantes, além de promover a reducdo da toxicidade do meio de
cultivo contendo cinzas durante o periodo avaliado e, portanto, foi selecionado para ser utilizado
em experimentos de degradagdo utilizando o dibenzofurano e PCDD/Fs.

Quando cultivado em meio contendo diferentes concentragdes de cinzas (50g/L;70g/L;
90g/L; 130g/L; 170g/L, 210g/L e 250g/L); foi verificado que a concentragcdo de 70 g/L favoreceu
uma maior producdo de enzimas MnP e lacase por Pleurotus sp. CCBB068 com conseqiiente
reducdo da toxicidade do meio. Concentragcdes de cinzas superiores a 70g/L ndo favoreceram a
producdo das enzimas e também ndo atuaram na redu¢do da toxicidade do meio para este fungo.

Pleurotus sp. CCB068 degradou até 74% dos compostos apés 21 dias de cultivo. Os
resultados obtidos em experimentos de degradacdo de PCDD/Fs indicaram o grande potencial
deste fungo para ser aplicado em processos de biorremedia¢do, pois 0 mesmo foi hdbil para
degradar os 14 compostos dentre os 17 isdmeros de PCDD/Fs avaliados apds 64 dias de cultivo
em meio contendo 70 g/L de cinzas. DeterminacOes de metais pesados sugeriram também que
Pleurotus sp CCB068 removeu 100% de cddmio, 47 % de cromo total e 15,2 % de chumbo das

cinzas apés 64 dias de cultivo.
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ABSTRACT

Polychlorinated dibenzo-p-dioxins and polychlorinated dibenzofurans (PCDD/Fs) are
compounds produced as by-products, unintentionally, in industrials processes and combustion
processes. Municipal solid waste incineration is one major source these compounds. The isomers
with chlorines substituted in the 2,3,7,8 positions are thought to cause risks to human health due
to their toxicity, carcinogenic potency, potential effects on animal reproductive and
immunological systems and endocrine disrupting. PCDD/Fs are chemically stable, have low
solubility in water, and have been shown to accumulate in the food chain. Public health risk from
environmental exposure to dioxins from contaminated sites can be significant. As a result, the
clean up of environmental dioxin contamination deserves more attention. Microbiological
techniques are useful tools for the decontamination of toxic materials, which not only save energy
but also reduce the need for additional chemicals.

In this work twenty one basidiomycete fungal strains were evaluated and seven were pre-
selected for their ability to grow in medium containing municipal wastes fly ashes contaminated
with PCDD/Fs (62 ng I- TEQ/kg). All the seven strains produced ligninolytic enzymes and
biosurfactants. Pleurotus sp CCB068 was selected among these seven strains due to high levels
of the ligninolytic enzymes MnP (*19U/L) and laccase (x17 U/L) activities and of biosurfactants
produced, as well as the reduction on the toxicity following its grow on the fly ashes containing
medium. Pleurotus sp CCB068 was than used in experiments for the determination of its capacity
to degrade dibenzofuran and PCDD/Fs.

When grown on medium containing varied concentrations of fly ashes (50g/L; 70g/L;
90g/L; 130g/L; 170g/L, 210g/L. and 250g/L), it was observed that 70 g/LL medium favored the
production of MnP and laccase by Pleurotus sp. CCB068 and reduction of the toxicity. Higher
amounts of fly ashes inhibited both enzymes activities and toxicity reduction.

Pleurotus sp. CCB068 degraded up to 74% of the tested compounds following its growth
for 21 days, and was able to degrade 14 among the 17 PCDD/Fs isomers used.

These results indicate that this strain has great potential for application in bioremediation
of contaminated sites. Furthermore, heavy metals determination showed that Pleurotus sp
CCBO068 removed 100% of cadmium, 47 % of cromium, and 15.7 % of the lead present in the fly

ashes used.
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1 INTRODUCAO

A revolucdo industrial trouxe grandes avancos tecnolégicos e cientificos para a
humanidade, mudando totalmente a face do planeta. Porém, a rdpida industrializagdo e o
consumo de diversos produtos ocasionou sérios danos a0 meio ambiente. Atualmente, as maiores
herancas deixadas por essa época, sdo a poluicao de todas as matrizes ambientais (ar, 4gua, solos,
sedimentos), o grande volume de residuos e o acimulo de uma variedade de compostos toxicos,
sintetizados pelo homem, no ambiente. Dentre os inimeros compostos considerados altamente
toxicos, que estdo amplamente distribuidos nas diversas matrizes ambientais, encontram-se as
dioxinas e os furanos policlorados (PCDD/Fs). As dioxinas nao sdao produzidas comercialmente e
ndo possuem aplicacdes industriais, somente sdo sintetizadas em pequenas quantidades, como
compostos padrdes, para fins de pesquisas. Ha 25 anos, pesquisas cientificas tém demonstrado
que os PCDD/Fs podem ser gerados durante amplo limite de atividades, incluindo a producdo de
pesticidas clorados, corantes e pigmentos, refinamento de petréleo, branqueamento de polpa
celuldsica, processos metaldrgicos e em processos de combustdo, sendo a incineracio de residuos
(municipais, industriais e hospitalares) (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999) a mais importante
fonte destes compostos. As dioxinas s@o encontradas com freqiiéncia nas proximidades de
incineradores antigos, onde nido hd tecnologia adequada e filtros capazes de reter esses
compostos. As cinzas provenientes da incineracdo de lixos urbanos tém atraido muita atengdo em
todo o mundo por elas serem geradas em grandes quantidades e pelo fato das mesmas serem ricas
em metais pesados e em PCDD/Fs, além de outros compostos téxicos como hidrocarbonetos
aromadticos policiclicos (HAPs) e bifenilos policlorados (PCBs) os quais apresentam alta
toxicidade, ocasionando impacto negativo para o ambiente (HESTER e HARRISON, 1994). A
disposicdo das cinzas contendo esses compostos altamente téxicos pode levar a problemas
ambientais significativos, tais como contaminacdo do subsolo e lencol fredtico em aterros.
Portanto, € necessdrio remover esses contaminantes toxicos da cinza antes de sua disposi¢do final
(HUANG; TAKAOKA e TAKEDA, 2003).

Muitos tratamentos fisico-quimicos tém sido bem estudados e desenvolvidos para o
tratamento dos PCDD/Fs presentes nas cinzas. Entretanto, a utilizacdo dessas técnicas apresenta
alguns aspectos negativos, como por exemplo, a possibilidade de regeneracdo dos PCDD/Fs e
alto custo do tratamento (HUANG; TAKAOKA e TAKEDA, 2003). Portanto, € necessario o

desenvolvimento de um método efetivo para remog¢ao desses compostos presentes na cinza, que
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tenha baixo custo e alta eficiéncia. Uma das possibilidades para minimizar os custos e eliminar,
completamente, os compostos € a utilizacio de biorremediagdo. Assim sendo, a selecdo de
microrganismos competentes para degradar PCDD/Fs representa um desafio para os
microbiologistas ambientais e demais profissionais que atuam nessa drea, além de ser o primeiro

passo para o desenvolvimento e implementagdo da tecnologia de biorremediacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os PCDD/Fs sdo considerados compostos xenobidticos (produzidos pelo homem) e
recalcitrantes (ndo biodegraddveis), estando em primeiro lugar na lista dos residuos com maior
potencial de toxicidade do mundo, além de fazerem parte do grupo dos 12 POPs (Poluentes
organicos persistentes). POPs s3o substincias quimicas extremamente toxicas produzidas em
diversas atividades industriais. Sdo chamados de persistentes porque nao sdo degradados
facilmente na natureza e sdo lipofilicos (SAKAI; URANO e TAKATSUKI, 2000). Em contato
com os tecidos gordurosos dos seres vivos, se acumulam, sendo transferidos a todos os niveis
troéficos da cadeia alimentar. Os POPs estao entre os principais problemas ambientais e de saide
publica deste novo século (RICE, 2003). Os prejuizos a saide e ao meio ambiente sdo enormes.
Por isso muitos paises estdo estudando a implantagdo de tecnologias que visem a minimizac¢ao ou
erradicacdo destes compostos. Em maio de 2001, foi assinado em Estocolmo, Suécia, um Tratado
Internacional da Organiza¢do das Nacdes Unidas, que teve como objetivo a erradicagdo de 12
compostos conhecidos como POPs (dioxinas e furanos policlorados — PCDD/Fs; PCBs; DDT;
Aldrin; Eldrin; Dieldrin; Heptacloro, Clordano; Hexaclorobenzeno-HCB; Mirex e Toxafeno) do
meio ambiente (BREIVIK et al, 2004). Cento e trinta e um paises, incluindo o Brasil, se
comprometeram a suspender completamente o uso e trabalhar para eliminar as fontes dessas
substancias (RICE, 2003).

As dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs) e os dibenzofuranos policlorados (PCDFs),
comumente chamados de dioxinas e furanos, sdo duas classes de compostos triciclicos, de func¢io
éter, com estrutura quase planar e que possuem propriedades fisicas, bioldgicas e tdéxicas
semelhantes (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999).

Os atomos de cloro se ligam aos anéis benzénicos, possibilitando a formacdo de 75
compostos da classe das dioxinas e 135 da classe de furanos, totalizando 210 compostos. As
férmulas estruturais genéricas sdo mostradas na Figura 2.1.

Segundo FRIES (1995), trés caracterisiticas fisico-quimicas sdo importantes para a
determinacdo do destino e transporte dos PCDD/Fs no ambiente: baixa solubilidade em dgua
(variando de 317 ng/LL para tetraclodibenzo-p-dioxina, TCDD, a 0,74 ng/LL para a
octaclorodibenzo-p-dioxina, OCDD); alta solubilidade em compostos organicos (coeficiente de
particdo octanol-dgua,log Koy, variando em torno de 6,8 para TCDD e 8,2 para OCDD e

cotaclorodibenzofurano,OCDF) e volatilidade. Os PCDD/Fs sdo caracterizados como
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semivoldteis a ndo voldteis, com pressdo de vapor variando entre 10® atm para TCDD a 10"
atm para o OCDD. PCDD/Fs que apresentam dtomos de cloro ligado nas posi¢des 2,3,7 e 8 sdo
quimica e metabolicamente estdveis sob condi¢des normais, sendo assim sdo encontrados em
todoas as matrizes ambientais. Como resultado, os PCDD/Fs persistem e concentram-se nos
lipideos dos sistemas bioldgicos, incluindo alimentos produzidos de animais.

Das 210 dioxinas e furanos existentes, 17 compostos com substitui¢des nas posi¢des 2, 3,
7 e 8 destacam-se sob o ponto de vista toxicologico. A toxicidade aguda mais alta € atribuida a
2,3,7,8- TCDD (1pg/kg) (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999). A toxicidade de 2,3,7,8-TCDD é

muito variavel em diferentes animais.
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Figura 2.1. Estrutura quimica do dibenzo-p-dioxinas, PCDD, (A) e dibenzofuranos policlorados,
PCDDF, (B) (ASSUNCAO E PESQUERO, 1999)

Virios estudos epidemioldgicos mostraram que pessoas expostas a misturas de PCDD/Fs
e outros produtos quimicos apresentam aumento da incidéncia de cancer em diferentes locais do
organismo, além de produzir efeitos nos sistemas reprodutivos, deficiéncia imunoldgica,
disrupcdo enddcrina incluindo diabetes Mellitus, alteragdo nos niveis hormonais, danos
neuroldgicos, incluindo alteracdes cognitivas e comportamentais em recém- nascidos de maes
expostas a dioxina, danos ao figado, elevacdo de lipideos no sangue, o que constitui em fator de
risco para doencas cardiovasculares, e danos a pele (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999).

As PCDD/Fs e os PCBs encontram-se presentes nas matrizes ambientais como misturas
complexas. Possuem diferentes concentracdes dependendo da fonte de origem, solubilidade,
volatilidade e estabilidade metabdlica dos seus congéneres. Esta complexidade aliada as
diferencas no efeito téxico produzido pelos diferentes congéneres aumenta a dificuldade em se

avaliar o risco para os seres humanos e animais. Para facilitar a avaliacdo de risco, a Comunidade
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Internacional representada por 6rgdos governamentais como EPA (Environmental Protenction
Agency) e WHO (World Health Organization) desenvolveram o conceito de fatores de
equivaléncia toxica (TEFs) para normalizar os valores encontrados dos congéneres com baixa
toxicidade, e que sdo mais abundantes, em relacio ao cong€nere mais toxico desta classe, o
2,3,7,8 =TCDD, que é encontrado em quantidades muito baixas. Os TEFs comparam o potencial
de toxicidade individual de cada dioxina com a toxicidade relativa do 2,3,7,8,-TCDD. Os TEFs
tém sido designados para 7 PCDDs, 10 PCDFs e 12 PCBs. Os valores de TEFs sdo tabelados para
os congéneres e variam de 0,0001 a 1 (TEF do 2,3,7,8-TCDD) e sdo determinados
experimentalmente. O 2,3,4,7-TCDD tem um TEF de 1,0 e todos os outros congéneres tém
valores de TEF menores, entre 0,5 a 0,00001 (HARRISON e EDULIJEE, 1999).

Quando os valores dos TEFs sdao multiplicados pelos respectivos valores das
concentracdes determinadas para cada congénere € possivel se calcular o Equivalente Téxico
Internacional (I-TEQ). As concentracdes ambientais, os limites de emissdes e de outros padrdes
sdo universalmente expressos em unidades de - TEQ (HARRISON e EDULIJEE, 1999).

As dioxinas e os furanos nido ocorrem naturalmente no ambiente e ndo possuem
aplicacdes industriais. Elas sd@o formadas como subprodutos ndo intencionais durante varios
processos envolvendo o cloro ou compostos que o contenham, como a produ¢do de diversos
produtos quimicos, especialmente na sintese de pesticidas, no branqueamento na pasta celuldsica,
e nos processos de combustdo, sendo a incineracdo de residuos (municipais, industriais e
hospitalares), a mais importante fonte destes compostos (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999). O
co-processamento, utilizando residuos contendo cloro em sua constitui¢do, também pode
ocasionar grandes problemas de contaminacdo ambiental, como € o caso dos caieiros, onde se
utilizam pneus e outros residuos plédsticos contendo cloro para queima de rochas calcdrias e
producdo da cal (VAN OVERMEIRE et al., 2000)

Existem 3 modelos propostos para explicar a formacdo de PCDD/Fs durante a
incineragdo: alta temperatura de pirossintese, formacdo de novo em baixa temperatura do carbono
macromalecular e do cloro orgénico e inorganico presente na cinza e a formacdo de precursores
organicos no qual a cinza tem um importante papel como catalisador. Embora todos esses
mecanismos tenham sido conhecidos durante muitos anos poucos mecanismos de reacdo
detalhados podem ser oferecidos, devido a extrema complexidade da cinza (TAKASUGA et al.,

2000). As emissdes de PCDD/Fs resultam em subseqiiente deposi¢ao na superficie do solo e da
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vegetacdo. Deste modo, essas matrizes podem ser usadas também como monitores ambientais de
PCDD/Fs (DOMINGO; GRANERO e SCHUHMSCHER, 2001) Aproximadamente 0,1% do
carbono que entra no incinerador origina micropoluentes organicos, tais como clorobenzenos,
clorofendis, bifenilos policlorados (PCBs), dibenzo-p-dioxinas e dibenzofuranos policlorados
(PCDD/Fs), hidrocarbonetos aromadticos policiclicos (HAPs) entre outros (HESTER e
HARRISON, 1994). Estes micropoluentes sdao gerados como resultado da combustdo incompleta
no processo de combustio e pds-combustdo (HUANG; TAKAOKA e TAKEDA, 2003).

Desde 1977, quando os PCDD/Fs foram detectados pela primeira vez nos incineradores
municipais, as emissdes desses poluentes ambientais tém sido uma questao polémica relacionada
aos processos de incineracdo (SCHUHMACHER et al., 2000). Muitos estudos t€ém sido
realizados com o objetivo de quantificar os PCDD/Fs formados nos processos de incineracdo em
todo o mundo, através de andlises dos gases liberados, das cinzas e também do solo e da
vegetacdo localizados nas proximidades de incineradores municipais antigos. Em 1996, amostras
de ar foram coletadas no pétio do Estddio Municipal de Beisebol, na cidade de Sdao Paulo, a uma
distancia de aproximadamente 500 m da chaminé do incinerador municipal. Essas amostras
foram analisadas e detectou-se 13017 fg/ m * (isto &, cerca de 13 pg/ m *) expresso em termos
de PCDDs (dioxinas policloradas) mais PCDF (dibenzofuranos policlorados) em condigdes
favoraveis a dispersao dos poluentes (OLIVEIRA, 1996).

SCHUHMACHER et al. (2000) determinaram os niveis de PCDD/F em amostras
coletadas de vegetacdo e solo de 24 locais nas proximidades de um velho incinerador municipal
(San Adria del Besos, Barcelona, Espanha). Os resultados obtidos mostraram que os niveis de
PCDD/Fs no solo variaram de 1,22 a 34,8 ng [-TEQ/kg. Os niveis de PCDD/Fs em amostras de
vegetacdo variaram entre 0,33 e 1,98 ng [-TEQ/ kg. Embora as concentracdes de PCDD/Fs
encontradas no solo possam ter sido maiores do que aquelas recentemente encontradas em solos
proximos de incineradores da Catalunha, os niveis detectados foram semelhantes aos niveis
destes poluentes encontrados em incineradores de outros paises.

O ciclo da dioxina através do ambiente envolve multiplas fontes de contaminacao,
diferentes fluxos e muitos reservatérios. As dioxinas originadas da combustdo de rejeitos,
combustiveis e dos diversos processos industriais, emitidas no ar, depositam-se no solo e se
combinam com a matéria organica. Nos aterros, a dioxina pode permanecer isolada, sendo

armazenada por longos periodos, ou pode sofrer lixiviacao devido a influéncia de compostos
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oleosos presentes no local, que servirdo como carreadores desses compostos no solo. As fontes de
dioxina na 4gua originam-se do arraste pelas chuvas de produtos contaminados, da deposi¢do do
ar e das descargas de efluentes de alguns processos industriais. Uma vez no ambiente, as
dioxinas, serdo depositadas nas superficies das plantas que servirdo de alimentos para inimeros
animais, ocasionando o transporte desses compostos nos diferentes niveis troficos da cadeia

alimentar.

2.1 BIODEGRACAO DE PCDD/Fs

O tratamento de compostos organicos por métodos microbiolégicos e biocataliticos, com
a utilizacdo dos fungos bem como das bactérias, tem um importante papel no ciclo global do
carbono. Este potencial bioldgico foi e estd sendo explorado em compostagem e outros processos
de degradagdo. Processos biotecnoldgicos t€ém sido desenvolvidos para a remediacdo do diesel e
derramamento de 6leos e tecnologias de biorremediacdo, para solventes halogenados e outros
produtos quimicos industriais de preocupacdo ambiental. A implementacdo de tais processos de
biorremediagdo para a remocdo de téxicos como dibenzofuranos policlorados e compostos
criticos relacionados, representa um desafio para os microbiologistas e engenheiros ambientais
(WITTICH, 1998).

A biorremediacdo, ou seja, o uso de microrganismos na degradacdo de tais poluentes
ambientais e no tratamento de rejeitos agroindustriais estd emergindo como uma tecnologia
alternativa para a remog¢do de poluentes ambientais. Recentes regulamentos adotados pela
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos Estados Unidos permitiram que a biorremedia¢io
fosse considerada como uma alternativa durante o desenvolvimento de planos de agdes
corretivas. A biorremediacdo € também considerada uma tecnologia que apresenta custo eficiente
quando comparada as tecnologias de limpeza tradicionais, pois possibilita uma economia de 65 a
85 % (ZECHENDOREF, 1999).

As técnicas microbioldgicas sdo ferramentas tteis para a descontaminacdo de materiais
toxicos, sendo que ndo somente economizam energia como também reduzem a necessidade de
produtos quimicos adicionais (KOLLER; MODER e CZIHAL, 2000). Os microrganismos
possuem uma habilidade tnica para interagir quimica e fisicamente com ampla variedade de
compostos, tanto produzidos pelo homem (fonte antropogénica) como também compostos
encontrados naturalmente, promovendo mudanca estrutural ou completa degradacdo da molécula

alvo (CO, e H,0) (HEAD, 1998).
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Dependendo das condic¢des do local, a biorremediag@o pode ser realizada in situ (no local)
ou ex situ (material contaminado retirado e tratado em outro local). Segundo artigos citados por
WITTICHI (1998), as primeiras investigacdoes sobre biodegradacdo utilizando bactérias que
degradavam aerobicamente as dioxinas e furanos tiveram inicio na década de 70 por KEARNY;
WOOLSON e ELLINGTON (1972), MATSUMURA e BENEZET (1973), WARD e
MATSUMURA (1978), que investigaram a biodegradacdo da 2,3,7,8-TCDD, vdrios anos antes
do famoso acidente em Seveso, na Itdlia em 1976. Estudos realizados por PHILLIPPI et al.
(1981), e por QUENSEN e MATSUMURA (1983), sobre a biodegradacao de 2,3,7,8,TCDD em
sistemas de laboratério dao a evidéncia clara da transformacgado bacterioldgica deste composto na
presenca de cepas isoladas das dreas poluidas em Seveso.

CERNIGLIA, MORGAN e GIBSON (1979), e KLECKA e GIBSON (1980) usaram
cepas de Pseudomanas sp. e Sphingomonas sp. degradadoras de naftaleno e bifenilo, para a
transformacdo de dibenzo-p-dioxinas, dibenzofuranos e varios derivados monoclorados. A
degradacgdo de todos os compostos foi incompleta e aumentou a toxicidade dos produtos finais.

A cepa Alcaligenes sp. JB1 mineralizadora de bifenilo degradou algumas dibenzo-p-
dioxinas e dibenzofuranos mono- e diclorados em culturas de bateladas e cultura continua.
Durante a degradacdo, os derivativos mono e dihidroxilados dos compostos alvos acumularam.
(PARSONS e STORMS, 1989; PARSONS; RATSAK e SIEKERMAN, 1990).

WITTICH et al. (1992) fizeram uma selecdo de bactérias utilizadoras de dibenzo-p-
dioxinas e uma cepa de Sphingomonas isolada de culturas enriquecidas inoculadas com amostras
de dgua do rio Elbe. O isolado cresceu com dibenzo-p-dioxinas e também com dibenzofuranos
como Unica fonte de carbono e energia, utilizando tempos de crescimento de 5 e 8 h,
respectivamente. Os resultados das determinacdes das atividades enzimdticas e consumo de
oxigénio sugerem uma meta clivagem dos compostos trihidroxi(2,2’,3-trihidroxidifenil éter ou
2,2’ ,3,-trihidroxidifenil) que foram os produtos iniciais formados.

RESNICK e GIBSON (1996) estudaram a degradacdo dos dibenzofuranos por
Pseudomonas sp. Os resultados obtidos mostraram que a degradacdo deste composto aromatico
foi de 60% a 70% de cis-1,2-dihidrodiol e 30% a 40% de cis-2,3-dihidridiol como produtos da
dioxigenacdo inicial dos dibenzofuranos.

SCHREINER et al. (1997) reportaram que a cepa HH69 reduziu em 31% do 2,3,7,8.-
TCDF e 15% de 2,3,7,8-TCDD em 84 dias, enquanto a cepa Pseudomonas sp PSI12
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mineralizadora de tetraclorobenzeno (SANDER et al., 1991) reduziu em 64% de 2,3,7,8-TCDD
do caldo de cultura, no mesmo periodo, e 100% do 2,3,7,8-TCDD em 25 dias .

Fungos basidiomicetos envolvidos na degradagdo branca da madeira sdo conhecidos por
terem um importante papel na mineralizacdo da macromolécula da lignina a diéxido de carbono e
dgua no ambiente terrestre, enquanto as bactérias sdo relativamente menos importantes neste
processo (RAGHUKUMAR et al., 1999). Sendo a lignina uma macromolécula complexa, sua
biodegradacdo requer interacdes entre enzimas e alguns agentes ndo enzimaticos de baixa massa
molar, produzidos extracelularmente, para que ocorra uma completa mineralizacdo até CO, e
H,0O (BONO et al.,1990).

A capacidade dos fungos basidiomicetos de degradar compostos xenobidticos deve-se a
semelhanca estrutural da lignina com alguns compostos organicos sintéticos, principalmente os
aromadticos. Estudos de biodegradacdo utilizando diversos compostos xenobidticos, tais como
dioxinas, furanos, HAPs e PCBs utilizando diversos fungos de decomposi¢do branca como
Phanerochaete chrysosporium (BUMPUS, 1985), Phanerochaete sordida (TAKADA et al,
1996), Pleurotus ostreatus (EGGEN e MAJCHERCZYK, 1998), Trametes versicolor
(KUBATOVA et al, 2001), Pleurotus sp. Florida e Dichomitus squalens (ROSENBROCK et al;
1997), mostraram a habilidade desses microrganismos para degradar uma variedade desses
compostos e evidenciaram o potencial dos mesmos para aplicagio em processos de

biorremediagdo em solos e dgua.

2.1.1 Enzimas Ligninoliticas produzidas por microrganismos

A complexidade estrutural da lignina requer a presenga de um sistema altamente
diversificado de enzimas ligninoliticas, enzimas produtoras de H>O, e enzimas de natureza
redutora. O papel de cada enzima, atuando individualmente € irrelevante no processo global de
degradacdo de lignina, portanto a biodegradacdo deriva de uma combinagdo de processo de
o6xido-redugdo (SCHOEMAKER, 1990).

Devido a natureza e presenca de diferentes tipos de ligacOes existentes entre os
mondmeros da lignina, como por exemplo B - 1, B - B, B -0 -4¢e 4 - O -5 (Figura 2.2), as
enzimas responsdveis pelo ataque inicial precisam ser ndo-especificas. A ligacdo éter,
caracteristica estrutural comum aos compostos bioldgicos (lignina) e xenobidticos, estd
relacionada ao alto grau de resisténcia para mineraliza¢do bioldgica desses (BUNZ e SCHMIDT,

1997).
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Os fungos de degradacdo branca possuem um poderoso sistema enzimdtico extracelular e
ndo especifico composto por enzimas como a lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase
(MnP) e lacase, enzimas produtoras de per6xido de hidrogénio (H,0;) e de enzimas ligadas a
membrana como as enzimas da familia do citocromo P-450 que catalisam a degradacdo de um

numero surpreendente de compostos (CLEMENTE et al., 2001).

OCH; I

H 1} HC 0H
‘ HOCH
HiCO Htom oz oHLo

|
HC [u]

N FH |
H{OH c=0
HCD DCH

Figura 2.2 Estrutura modelo de lignina proposta por E. Adler (FENGEL e WEGENER, 1989).

As diferengas estruturais e quimicas no substrato heterogéneo de lignina conduzem a uma
especializacdo na producdo das enzimas ligninoliticas dos microrganismos capazes de degrada-
las, que sdo classificados assim em cinco grupos (TUOR, WINTERHALTER e FIECHTER,
1995):
> Fungos de decomposi¢do branca que expressam LiP, MnP e lacase. Este grupo contém os
mais conhecidos fungos de decomposicdo branca Coriolus versicolor, P. chrysosporium e
Phlebia radiata. O P. chrysosporium estd neste grupo desde que a producdo de lacase foi
reportada  (ANDER; HATAKKA e ERIKSSON, 1980; ERIKSSON; JOHNSRUD e
VALLANDER., 1983). Entretanto este fungo ndo € considerado produtor de lacase. Todos eles
colonizam madeiras deciduas, e P. radiata e Phanerochaete chrysospoporium degradam

coniferas.
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> Fungos de decomposi¢do branca que produzem MnP e lacase, ndo secretam niveis
detectaveis de LiP. Sdo potentes degradadores de lignina. Dichomitus squalens e o fungo
comestivel Lentinula edodes pertencem a este grupo.
> Fungos de decomposi¢do branca que apresentam producdo de LiP e outra fenol-oxidase.
Lacase € a fenol-oxidase mais produzida, mas no caso do Coriolus pruinosum foi detectada a
producdo de MnP. Estes fungos crescem em qualquer madeira. Excetuando-se Phlebia
tremellosus que também degrada coniferas.
> Quatro fungos de decomposi¢do branca (Bjerkandera adusta, Daedaleopsis confrasa,
Phallus impudicus e Polyporus varius), secretam somente LiP. Eles sdo degradadores de
madeiras duras.
> O 1ltimo grupo consiste de fungos que nao estdo completamente caracterizados. Fomes
lignosus e Trametes cingulata sdo de degradacdo branca, mas ndo foram detectadas quaisquer das
enzimas em seus meios de cultura.

Os fungos podem também expressar diferentes enzimas quando submetidos a culturas

agitadas e estaciondrias (TUOR; WINTER e FIECHTER, 1995).

2.1.1.1.Lignina-peroxidase (LiP; EC 1.11.1.7)

A LiP, isolada em 1983 por TIEN e KIRK e GLENN et al., ¢ uma glicoproteina, contendo
20-30% de agucar, ferro como grupo prostético e requer peroxido de hidrogénio para sua
atividade catalitica (HATAKA,1994). Apresenta massa molar de, aproximadamente, 38-43 kDa,
apresentando ponto isoelétrico entre 3,2 - 4,0 e pH 6timo de atividade préximo a 3,0. Diversas
isoenzimas ja foram isoladas do fungo de decomposi¢io branca Phanerochaete chrysosporium,
sendo que sua producdo € regulada geneticamente em condi¢des limitantes de nitrogénio e
carbono. A LiP é produzida durante o metabolismo secunddrio, em resposta a falta desses
nutrientes. Na presenca desses nutrientes ocorre completa repressao de sua sintese.

A LiP catalisa a oxidacdo de uma grande variedade de compostos modelos de lignina e
poluentes aromdticos, na presenca de H,O, (BUSWELL e ODIER, 1987; HIGUCHI, 1990).
Essas reagdes incluem oxidagc@o do dlcool benzilico, quebra das cadeias laterais, reacdes de
abertura de anéis aromaticos, desmetilacdes e descloracdes oxidativas. Todas essas reagdes sao
compativeis com o mecanismo envolvido na degradacdo ndo especifico desta enzima

(RENGANATHAN e GOLD, 1986).

O mecanismo de atuacdo da LiP (Figura 2.3) se da através de oxidacdo pela abstracdo de
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um elétron da molécula de lignina e compostos semelhantes, resultando na formagdo de radicais
cationicos arila. Posteriormente, através de uma série de reagdes ndo enzimaticas os radicais dao
origem a uma variedade de produtos finais (HIGUCHI, 1990).

O dlcool veratrilico, um metabdlito produzido por diversos fungos de decomposi¢io
branca sob condic¢des ligninoliticas, desempenha um papel importante no ciclo catalitico desta
enzima. Ele atua como um agente redutor da enzima e aparentemente a protege da inativagdo por

excesso de H,O, (WARIISHI e GOLD, 1990; FIELD et al., 1993).

R
cu,on

Fe'™: 0
o':ﬂJ
oCH,
Composto |
cn,on
H,0,
ocus
“l

CHzOH CH;0H

Enzima Férrica Composto Il
OCH, ocH;
ocH, ocu,
.
R R

Figura 2.3 Ciclo catalitico da lignina peroxidase (CAMERON; TIMOFEEVSKI e AUSTM,
2000).

Existe um crescente estudo desta enzima e também dos fungos que a produzem, devido ao
seu potencial de aplicacdo industrial em processos de descontaminacdo de ambientes
(ERIKSSON, 1990). As enzimas oxidativas possuem um importante papel na descontaminag¢io

de efluentes e solo (CAMERON; TIMOFEEVSKI e AUSTM, 2000).

2.1.1.2 Manganés-peroxidase (MnP; EC 1.11.1.7)

A peroxidase extracelular mais comumente encontrada, produzida por fungos de
degradacdo branca, € a manganés peroxidase. Esta enzima foi isolada de culturas de P.
chrysosporium por KUWAHARA et al. em 1984. E uma glicoproteina com ferro como grupo
prostético, depende de H,O, para sua atividade, seu ponto isoelétrico é de aproximadamente 4,2-
4,9 e massa molar entre 45-47 KDa, sendo o ciclo catalitico semelhante ao da LiP (GLENN e
GOLD, 1985). A MnP ¢é produzida simultaneamente com a LiP, durante o metabolismo

z

secunddrio e é regulada pelas concentracdes de nitrogénio e carbono no meio de cultura
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(BUSWELL e ODIER, 1987). As MnPs participam de reacdes de despolimerizacio de ligninas e
cloroligninas, desmetilacdo de lignina e deslignificacio (LACKNER; SREBOTINIK e
MESSNER, 1991; PEREZ e JEFFRIES, 1992; PAICE et al., 1993).

A oxidacdo de lignina e outros compostos fendlicos por MnP € dependente de ions
manganés II (GLENN e GOLD, 1985; GOLD et al., 1989; HOFRICHTER et al., 1999). Como ¢
mostrado na Figura 2.4, a redugdo primdria do substrato no ciclo catalitico de MnP é Mn(II), que

reduz eficientemente os compostos I e II, gerando Mn(IlI), que oxida o substrato organico

Fe"=0
+e

RI

H0 Composto | Mn®" + oxalate R
Hi0r Mn®**- (oxalate),
F® ) 7N\ Fe@
Enzima Férrica Mn™- (oxalate), Mn?* compostol
>-<+ oxalate
R Rr®

Figura 2.4. Ciclo catalitico da manganés peroxidase (CAMERON; TIMOFEEVSKI e AUSTM,
2000).

A MnP € conhecida por oxidar varios fendis, componentes de lignina fendlica e
clorofendis. Recentemente, também foi demonstrada a oxida¢do de componentes de lignina nao-
fendlica e hidrocarbonetos aromdticos policiclicos na presenca de co-oxidantes (lipideos
insaturados) ou organossolventes (acetona) por esta enzima. Considerada como um biocatalisador
potencial na biotecnologia ambiental, € produzida por diferentes fungos de decomposi¢do branca
e tem sido utilizada, na remediacdo de solos contaminados, descoloracdo de efluentes,

despolpacao e processos de branqueamento (LACKNER; SREBOTNIK e MESSNER, 1991)

2.1.1.3 Lacases (Benzenediol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2)
A lacase € uma polifenoloxidase, descoberta em exudados de Rhus vernicifera, arvore
japonesa (YOSHIDA, 1883); subseqiientemente descobriu-se também que ela estava presente em

fungos (BERTRAND, 1896; LABORDE, 1896). E uma glicoproteina, que contém cobre em seu
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sitio ativo, ndo requer H,0,, e catalisa a reducdo de O, para H>O (Fig. 2.5) As formas constitutiva
e induzida sdo conhecidas, sendo que a forma induzida geralmente apresenta maior atividade

(LEONOWICZ ; SZKLARZ e WOJTAS-WASILEWA, 1985).

0, D : Lacase (Cu?*)
H,0 Lacase red. (Cul*)
Figura 2.5. Representacdo de uma reagdo catalisada por lacase. PhOH representa um substrato
fendlico.

PhO-

PhOH

Em geral, a lacase apresenta 4 dtomos de cobre, os quais sdo distribuidos em diferentes
sitios de ligacdo e sdo classificados em trés tipos: cobre tipo 1, 2 e 3, que sdo diferenciados por
propriedades especificas, tendo um importante papel no mecanismo catalitico da enzima
(MCGUIRL e DOOLEY, 1999). De acordo com CALL ¢ MUCKE (1997), o cobre 1 e 2 estdo
envolvidos na captura e transferéncia do elétron. O cobre tipo 2 e 3 estdo envolvidos na ligacdo
com o oxigénio. Compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos na natureza, e sua oxidacdo €
importante em processos como, oxida¢do celular, protecio da parede celular, corpo de
frutificagdo, processamento de sucos e vinhos, delignificacdo de polpa, descontaminacdo de solos
e dgua poluidos (XU, 1996; SMITH; THURSTON e WOOD, 1997).

A lacase catalisa a oxidacdo via transferéncia de um elétron de fendis para radicais
fenoxila. A especificidade da enzima ao substrato oxidado depende da origem da lacase. Assim
lacases de diferentes fungos podem oxidar difenretes substratos, inclusisve em diferentes pHs.
Algumas lacases apresentam pH 6timo em faixas 4cidas (2,5-3,5), enquanto outras apresentam
atividade 6tima em pH neutro (6-7) (RINGLING e VAN ALFEN, 1993). A funcdo fisiol6gica
desta enzima ndo € clara e seu papel na biodegradagdo da lignina € incerto (GOLD e ALIC,
1993). Assim, propds-se que a lacase tem um papel na redugdo da toxicidade dos compostos
fendlicos por reagdes de polimerizagdao (BOLLAG; SHUTTLEWOTH e ANDERSON, 1988).

As lacases sao muito difundidas na natureza, sendo produzidas por fungos ou plantas,
podendo oxidar, desmetilar, polimerizar ou despolimerizar compostos fendlicos. Em plantas, t€ém
sido associadas com lignificacdo. Em fungos, por outro lado, estdo associadas a degradacdo de

lignina. Seu potencial ligninolitico tem sido utilizado em processos de branqueamento e
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polpacdo, aperfeicoando a digestdo de substratos lignoceluldsicos e removendo os componentes
fendlicos de efluentes, sucos de frutas (uva) e vinhos (ARORA e GILL, 2001). Atualmente, essa
enzima também tem sido utilizada como biosensor para determinacdo da presenca de
contaminantes em amostras ambientais (DURAN e ESPOSITO, 2000).

Segundo GIANFREDA e RAO (2004), existe um interesse crescente no uso de fungos
como agentes biorremediadores. A maioria dos fungos sdo organismos resistentes e podem
tolerar maiores concentragdes de poluentes do que as bactérias. Em particular, fungos de
decomposi¢do branca parecem ser organismos atraentes para aplicacdo em processos de

biorremediagdo de locais poluidos por vdrias razdes:

3

X4 Sao organismos onipresentes em ambientes naturais.

R/
°

Sa@o os Unicos entre 0s microrganismos eucaridticos e procaridticos que possuem
um poderoso sistema extracelular inespecifico com habilidade de oxidar varios poluentes
ambientais, incluindo compostos de baixa solubilidade.

< Podem ser cultivados usando-se substratos baratos, tais como residuos agricolas,
que podem ser facilmente acrescidos como nutrientes no local contaminado.

<> Sendo fungos filamentosos, podem alcancar os poluentes no solo em caminhos que
as bactérias ndo conseguiriam. Certamente eles crescem pela extensao das hifas e se estendem no
solo com o crescimento.

g As enzimas ligninoliticas sdo principalmente de natureza constitutiva, nao
necessitando de prévia adaptacdo dos microrganismos aos poluentes, sendo possivel ainda, a
degradacdo dos poluentes em baixissimas concentragdes. Como demonstrado em P.
chrysosporium, as enzimas sao usualmente expressas sob condicdes deficientes de nutrientes que
sdo encontradas predominantemente na maioria dos solos contaminados.

O primeiro estudo sobre degradacdo de 2,3,7,8-TCDD utilizando fungo de degradacio
branca Phanerochaete chrysosporium foi realizado por BUMPUS et al. (1985). A mineralizacdo
a diéxido de carbono do 2,3,7,8- TCDD foi menor que 2,5%.

BUMPUS (1989) estudou a degradacdo de numerosos HAPs utilizando uma mistura de
oleo contendo antraceno, dibenzofurano (DF) e dibenzofurano metilado. Um modelo mecanistico
da degradacio de DD (dibenzo-p-dioxinas), utilizando '*H,O em reacdo da ligninase, demonstrou
a clivagem da ligacdo éter como um préximo passo seguindo as hidroxilagdes laterais. Isto levou

a formacgdo de catecol e metabdlitos altamente hidroxilados. Alguns desses compostos foram
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utilizados como fonte de carbono pelo basidiomiceto sendo este depois oxidado a quinonas mais
toxicas ou sendo repolimerizados (JOSHI e GOLDI, 1994).

GOLD e ALIC (1993) propuseram uma via de degradacdo de 2,7- diclorodibenzo-p-
dioxina e 2- diclorodibenzo-p-dioxina por P. chrysosporium, evidenciando o envolvimento das
enzimas LiP, MnP e enzimas intracelulares na degradagdo destes compostos.

TAKADA et al. (1996) estudaram 2,3,7,8-TCDD/F e congéneres halogenados como
compostos alvos das peroxidases produzidas pelo micélio de uma cepa de Phanerochaete
sordida. Os resultados obtidos mostraram que as taxas de degradacdo foram significativas e
houve formacdo de metabdlitos. Concentragdes iniciais em torno de 50 ng/ L foram degradadas
de 10% a 60% em 7 dias. Nos meios contendo altas concentracdes de 2,3,7,8-TCDD e OCDD,
somente 10% foram degradados sob condi¢des similares em 10 dias.

ROSENBROCK et al. (1997) estudaram o potencial para a mineralizagdo aerdbica de
dibenzo-p-dioxina (DD), em amostras de diferentes solos agricolas contaminados com PCDD/Fs
pelas atividades industriais. Todos os solos testados continham microflora indigena
mineralizadora de dioxina (DD). O solo com o maior contetido de matéria organica (M.O.) e alto
conteido de biomassa microbioldgica apresentou a melhor mineralizacdo de DD, 36,6% em 70
dias, comparado com os 2 solos pobres em M.O., que apresentaram 19,5% e 23,3% de
mineralizagao de DD. A melhor mineralizacdo resultou do in6culo com fungos de decomposi¢ao
branca (Phanerochaete crysosporium, Pleurotus sp., Florida, Dichomitus squalens) e um fungo
lignolitico ndo identificado, o qual foi isolado de um solo contaminado com dibenzofurano
policlorado. A mineralizacdo acima de 50% em 70 dias foi reportada neste trabalho.

TAKADA et al. (1999) estudaram a degradacdo de dioxinas por Phanerochaete sordida
YK-624. Neste estudo, a degradabilidade dos congéneres tetra- a octa- dos PCDD/Fs, extraidas
das amostras de cinzas pelo fungo, foi examinada. Todos os isOmeros de cada classe
aparentemente foram degradados pelo fungo. A porcentagem de reduc¢do na quantidade total de
PCDD e PCDF foi de 49% (tetraCDD) a 67% (HeptaCDD) e de 51% (TetraCDD) a 74 %

(octaCDD), respectivamente.

2.2 BIOSSURFACTANTES E SUA APLICACAO EM PROCESSOS DE
BIORREMEDIACAO
Uma das razdes para a recalcitrancia de muitos contaminantes organicos no solo, lengol

fredtico, sedimentos € a sua hidrofobicidade, baixa solubilidade em 4gua; portanto, baixa
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biodisponibilidade. Surfactantes sdo moléculas anfipdticas (contendo grupo polar hidrofilico e um
grupo apolar hidrofébico) que desempenham importante papel em remediagdo, por terem a
funcdo de solubilizar e emulsificar hidrocarbonetos insoliveis ou outros compostos alvos,
tornando-os disponiveis para 0s microrganismos.

Os biossurfactantes (surfactantes produzidos por microrganismos) sdo capazes de formar
diversas estruturas tais como micelas, vesiculas esféricas ou irregulares, estruturas lamelares
entre outras (COLLA e COSTA, 2003). Eles acumulam-se nas interfaces apresentando diferentes
polaridades, em especial dgua/dleo, ar/dgua e agem como agentes umectantes em superficies
sOlidas (4dgua/solido). Esse processo dindmico € baseado na habilidade dos biossurfactantes de
reduzir a tensdo superficial pelo remanejamento molecular, através do acimulo na superficie de
compostos insoluveis, influenciando as ligacdes de hidrogénio e outras interacdes hidrofébicas -
hidrofilicas, aumentando a drea superficial destes, levando a um aumento da biodisponibilidade e
conseqiientemente biodegradabilidade (COLLA e COSTA, 2003). Todos os biossurfactantes, sob
diferentes condi¢des e em diferentes sistemas, mostram habilidade para reduzir a tensdo
superficial e interfacial de misturas O6leo/ dgua (COLLA e COSTA, 2003). Alguns
microrganismos produzem biossurfactantes os quais auxiliam o acesso de compostos
hidrofébicos como fonte de carbono e energia (FRANCY et al., 1991). Muitos estudos tém
demonstrado que a adi¢@o tanto de surfactantes sintéticos como de biossurfactantes, em locais
contaminados ou em escala de laboratério promoveram a aceleracio do processo de
biodegradacio (VOLKERING; BREVRE e RULKINS, 1998). Os biossurfactantes apresentam
vantagens com relagdo aos surfactantes por apresentarem baixa toxicidade, biodegradabilidade,
além de promoverem maior diminui¢do da tensdo superficial quando comparado ao surfactante
sintético (COLLA e COSTA, 2003). Microrganismos com capacidade de produzir
biossurfactantes podem ser bons candidatos para propostas de biorremediacdo

(ROMANTSCHUK et al., 2000).

2.3. BIOMONITORAMENTO

Segundo MORI e KONDO (2002), antes de qualquer microrganismo ser utilizado para
biorremediacdo deve-se elucidar a habilidade de degradacdo e a toxicidade dos produtos
metabolizados pelo microrganismo.

A grande preocupacdo com relagdo ao uso de agentes bioldgicos em processos de

remediacdo é o potencial de biotransformagdo de alguns microrganismos, que pode levar a
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formacdo e o acimulo de metabdlitos intermedidrios, muitas vezes mais toxicos do que o
composto original. Para a maioria dos compostos organicos, parece que a toxicidade € uma
combinac¢do da hidrofobicidade e reatividade (MELO e AZEVEDO, 1997).

Ensaios bioldgicos, também chamados de bioensaios, tém papel importante na
identificagcdo de misturas complexas que sdo potencialmente téxicas para os seres humanos
(ENGWALL e HJELM, 2000). A utilizacdo de bioensaios com espécies (plantas, peixes, algas)
sensiveis € feita para estimar concentragdes em solo e dgua; identificar residuos de herbicidas
desconhecidos, ou solo com histéria de uso de herbicida. O bioensaio faz uso da suscetibilidade
das plantas aos compostos quimicos (ex. herbicidas) e pode ser verificada através da inibicao da
germinacdo de sementes, de raizes ou do crescimento das plantas (sintomas de injurias). Existem
muitas espécies de plantas sensiveis para serem utilizadas como bioindicadoras para varios
herbicidas (DOS REIS, 1999) ou outros compostos xenobidticos como HAPs. DOS REIS (1999)
verificou a correlag@o entre os resultados obtidos em bioensaios, utilizando espécies sensiveis aos
herbicidas diuron, 2,4-D e ametrina, com técnicas quimicas utilizando extracdo em aparelho
soxhlet dos herbicidas e posterior andlise por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

As respotas das plantas podem imitar as técnicas quimicas, sendo assim € possivel utilizar
bioensaios para estimar concentracdes de contaminantes em amostras, apds prévia avaliacdo da
sensibilidade ao composto alvo ter sido realizada (DOS REIS, 1999).

Os bioensaios apresentam baixo custo, rapidez com a vantagem especial de avaliar o
potencial ecotoxicoldgico de residuos sélidos. Espécies como aveia (Avena sativa), rabanete
(Raphanus sp), alface (Lactuca sativa) podem ser empregadas como bioindicadores (FARRE e
BARCELO, 2003).

Segundo MORI e KONDO (2002), héd evidéncias de que a toxicidade do meio diminui
quando ocorre a degradacdo dos compostos alvos. O biomonitoramento pode ser usado como
uma eficiente ferramenta para determinar as mudangas na toxicidade durante aplicacdo de
processos de biorremediacio de misturas quimicas complexas encontradas em locais
contaminados com residuos perigosos (MARTY et al., 1991).

BAUD-GRASSETA; BAUD-GRASSETA e SAFFERMANA (1993) avaliaram a
eficiéncia do processo de biorremediacdo o qual utilizou linhagens fiingicas em solo contaminado
com HAPs. Plantas como alface e aveia foram selecionadas como bioindicadoras e utilizadas

para avaliar a reducd@o da toxicidade do solo depois do tratamento fiingico. Os bioensaios foram

18



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

utilizados devido a toxicidade de uma mistura complexa de poluentes quimicos, muitas vezes,
ndo ser facilmente determinada por andlises quimicas e o desaparecimento dos compostos alvos
pode ndo indicar destoxificagdo do solo. Testes de germinacdo de sementes usando amostras de
solo e testes de comprimento de raiz usando os eluatos do solo foram conduzidos com as espécies
selecionadas antes e depois do tratamento. Os testes de fitotoxicidade revelaram significante
destoxifica¢do do solo depois do tratamento com uma boa correlagdo da depressdo do composto
alvo. Este estudo indicou que os testes de fitotoxicidade apresentam um bom potencial para
serem usados como ferramenta ambiental na avaliacdo da efici€éncia de uma tecnologia de
remediacdo de locais contaminados.

ROBIDOUX et al. (1998) usaram bioensaios para selecionar amostras de lodos
(biosdlidos) de estagdes de tratamento de residuo. Os biosdlidos apresentavam aproximadamente
100 compostos diferentes, mais especificamente compostos organicos e inorganicos derivados de
atividades domésticas e industriais. Dentre os contaminantes estavam metais pesados (Zn, Pb e
Cd), sulfonados alquilbenzenos lineares, ftalatos, hidrocarbonetos aromadticos policiclicos
(HAPs), PCBs, DDE/DDT e PCDD/Fs. Como seria impossivel analisar todos os contaminantes
do lodo, os pesquisadores avaliaram a toxicidade das amostras utilizando bioensaios com
bactérias (Microtox e taxa de respiragdo bacteriana) e plantas (comprimento da raiz de alface). Os
resultados obtidos mostraram que o Microtox apresentou eficiéncia de 45%, enquanto que os
bioensaios utilizando sementes de alface apresentaram 80% de eficiéncia. Andlises estatisticas
confirmaram que o comprimento da raiz foi reduzido significativamente em presenca das
amostras contaminadas pela mistura de compostos permitindo assim a detec¢do dos mesmos.

ENGWALL e HJELM (2000) avaliaram o consumo de dioxinas em vdrias espécies de
plantas (como cenoura, abdbora, pepino) crescidas em solos contaminados com lodo industrial. O
consumo de PCDD/Fs pelas cenouras aumentou com o aumento da quantidade de lodo industrial
aplicado no solo, demonstrando uma correlagdo entre consumo de compostos pela raiz e
concentragdo de contaminantes.

AGGELIS et al. (2003) estudaram a habilidade de linhagens selecionadas de Pleurotus
ostreatus para produzir enzimas ligninoliticas e remover compostos fendlicos de um residuo de
oleo de oliva (OMW) esterilizado. A toxicidade do OMW foi avaliada usando bioensaios com
sementes de Lactuca sativa. Os resultados obtidos mostraram que a toxicidade diminuiu

significativamente apds o tratamento com as linhagens fiingicas.
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MALLIK (2004) reportou que o extrato aquoso obtido de compostos fendlicos inibiu a
germinagdo e o crescimento do rabanete e outras sementes, devido a toxicidade dos compostos

fendlicos presentes no extrato.

2.4 CONTAMINACAO DOS ALIMENTOS COM PCDD/Fs

A maior exposi¢do do homem (acima de 90%) € atribuida a dieta alimentar,
particularmente devido ao consumo de carne, peixe, leite e seus derivados. Os animais acumulam
dioxinas e furanos em seus tecidos comestiveis ricos em gorduras, como por exemplo o figado.
Tipicamente as dioxinas e os furanos estdo presentes em concentracdes de 10 a 100 picogramas
(pg, ou 10 12 g) por g de alimentos cdrneos; em outras palavras, essas substancias ocorrem em
concentracdes de poucas partes por quatrilhdo (BAIRD, 1995). Contudo, é importante ressaltar
que baixas concentra¢des de dioxinas, exercem geralmente grande efeito toxico para o homem e
animais (BAIRD, 1995). Os alimentos responsdveis pela contamina¢do humana por dioxinas
variam de pais a pais, dependendo dos hdbitos culturais e preferéncias pelo consumo de
determinados produtos.

Durante 1991 e 1992, foram coletados peixes de dois pontos do rio Fraser, British
Columbia, Canadd. Amostras de tecidos dos peixes (musculos e figado) foram analisadas e os
resultados obtidos mostraram que as concentracdes de dioxinas excederam as concentragdes
estabelecidas pelo Departamento de Saide do Canadé (20 ppt ou 20 x 107 g/g alimento). As
amostras coletadas abaixo do Rio Fraser, préximo ao Lago Willians a 250 km de George Prince,
apresentaram concentracdes bem menores desses compostos. Esta diferenca de concentracdes,
obtidas nos peixes coletados em 2 pontos diferentes do rio reflete a proximidade ou a distincia de
fontes contaminantes conhecidas (MC DONALD et al., 1997).

Em 1993, amostras de caribus foram obtidas de 3 bandos no territério Yukon (Finlayson,
Tay, e Bonnet Plume) e de 4 bandos a noroeste (Bathhust, Sauthampton Island, Cape Dorset e
Lake Harbour) do Canada. A concentragdo de dioxinas foi maior no tecido gorduroso do que no
musculo e figado; e sendo desprezivel no restante dos tecidos. A presenga destes compostos no
ambiente Artico foi atribuida ao de transporte atmosférico (HEBERT et al., 1996).

Quarenta e trés itens alimentares que foram adquiridos, entre abril e maio de 1994, em
mercados no sul do Mississipi, E.U.A, incluindo amostras de ostras, leite, manteiga, queijo,
frango, figado de frango, ovo, carne e lingiiica, foram analisadas. Os resultados obtidos das

andlises mostraram que as maiores concentracdes de PCDD e PCDF foram encontradas em
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peixes gato com 10,2 — 27, 8 pg I-TEQ/g. Os limites de concentracGes nas outras categorias de
alimentos foram muito menores (FIEDLER et al., 1997).

Em 1998, o Departamento de Agricultura dos E.U.A., verificou os niveis de dioxinas em
amostras de carne de 13 estagdes experimentais e encontrou dioxinas em concentragdes iguais ou
acima do esperado em locais altamente industrializados e estudou o metabolismo de congéneres
de dioxinas com “C. Os resultados preliminares desse estudo indicaram que a localizagdo
geografica pode influenciar as concentracdes de dioxina na carne e que, dentre os animais criados
para o abate, os touros podem apresentar as maiores concentragdes de dioxinas (FEIL e ELLIS,
1998).

Amostras de peixes e sedimentos do Rio Tama, Japao, localizado préximo ao incinerador
municipal, foram coletadas em 2 diferentes pontos de amostragem (local poluido e local ndo
poluido). Os peixes e os sedimentos obtidos do local poluido (préximo ao incinerador municipal)
mostraram alto valor médio de TEQ, 14,0 pg/g e 12,6 pg/g de PCDD e PCDF, respectivamente.
As amostras de sedimentos retiradas do local ndo poluido, a 1 km da planta e separado por uma
barragem, apresentaram valor médio de TEQ de 0,3 pg/g; ja os peixes apresentaram valor médio
de 7,26 pg TEQ/g coletado, aproximadamente 23 vezes maior do que o sedimento. Os resultados
sugerem que a bioconcentracio de PCDD e PCDF ocorre nos tecidos dos peixes deste rio
(ONODERA et al, 1999).

Na Alemanha houve uma contaminacdo de carnes, leites e derivados, devido 4
contaminagio da polpa citrica exportada pelo Brasil contaminada com PCDD/Fs. A polpa citrica
utilizada na racdo de gado havia sido contaminada por um lote de cal contaminada com

PCDD/F’s (ANON ; 1999).

2.5 CONTAMINACOES DE PCDD/FS OCORRIDAS NO BRASIL

No Brasil, a necessidade de monitoramento de PCDD/Fs foi debatida, em especial, a
partir de 1998, devido a identificacdo da contaminagdo de um lote de cal empregado na coore¢ao
da acidez do farelo de polpa citrica exportada para a Europa. Essa contaminacio foi identificada
pelo subito aumento do teor de PCDD/Fs no leite de vaca, na Alemanha. Apds andlises de
amostras de leite e seus derivados, e dos componentes das racdes, foi identificada como fonte de
contaminacdo a racdo animal de origem brasileira. Esse episddio causou o cancelamento da
importacdo do produto pela Unido Européia e, conseqiientemente, houve perda econdmica para o

pais. A exportacdo foi retomada somente a partir do estabelecimento de legislacdo brasileira que
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normatizou os limites de dioxinas e furanos em tais produtos e impoz 0 monitoramento continuo
destes contaminantes (CARVALHAES et.al., 2002).

GROSSI; LICHTIG e KRAUBI (1998) avaliaram o nivel de PCDD/Fs, PCBs e PAHs em
amostras de lixos de diferentes graus de maturacdo em 21 incineradores municipais brasileiros. O
estudo mostrou que as concentracdes de PCDD/Fs estavam acima dos niveis aceitdveis na
Alemanha, 17 ng I-TEQ/kg, especialmente nas amostras coletadas nas dreas metropolitanas. Para
o PCB, a concentracdo média obtida de seus congéneres, PCB28, 52, 101, 138, 153 e 180, foi
aproximadamente 3 vezes menor que as concentragdes encontradas em amostras analisadas na
Alemanha.

KRAUSS et al. (1999) realizaram estudo para avaliar a contaminacdo de dioxinas em
solos, cimento e pé de forno de cimento, em cimenteiras no Estado do Rio de Janeiro. A
quantidade de PCDD/Fs encontrada no solo variou de 0,03 a 6,91 ng I-TEQ / kg.

BRAGA et al. (2002) analisaram amostras de solo, de leite de vacas de fazendas
localizadas proximo a uma planta de producdo de hexaclorociclohexano (HCH) no Rio de
Janeiro. As amostras de solo, do local da fabrica, apresentaram concentragdes de PCDD/Fs na
ordem de 13.900 ng I-TEQ /kg, enquanto os solos das dreas circunvizinhas a fébrica ficaram na
faixa de 0,19 a 2,08 ng I-TEQ/kg. Os niveis de PCDD/Fs nas amostras de leite de vaca variaram
de 4,1 a 6,5 ng I-TEQ/kg de gordura de leite.

2.6. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos realizados no Brasil utilizando microrganismos e PCBs, compostos muito
semelhantes aos PCDD/Fs (PIZA e MANFIO, 2002; PELLIZARI, 2002 e DA COSTA, 2004) e
ttm demonstrado que em nosso pais hd uma comunidade microbiana muito rica e com
capacidade biodegradativa para esses compostos.

O presente trabalho teve como objetivo selecionar dentre linhagens flingicas pertencentes
a colecdo de cultura do Laboratério de Sistemadtica e Fisiologia Microbiana/UNICAMP, com
capacidade biodegradativa j4 conhecida para compostos xenobidticos (HAPs, plasticos,
herbicidas), uma ou mais linhagens capazes de degradar PCDD/Fs presentes em cinzas de

incinerador municipal para serem utilizadas, futuramente, em processos de biorremediagao.
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3 OBJETIVOS

v Determinar e quantificar PCDD/Fs presentes nas amostras de cinzas coletadas do

incinerador municipal na cidade de Sdo Paulo.

v Selecionar fungos capazes de crescer em meio s6lido contendo cinzas contaminadas com
PCDD/Fs

v Selecionar as linhagens possiveis utilizadoras de PCDD/Fs presentes em cinzas.

v Determinar a producdo de enzimas ligninoliticas (LiP, MnP e lacase) pelas linhagens

fungicas pré-selecionadas crescidas em meio liquido contendo cinzas contaminadas com

PCDD/Fs;

v Avaliar o crescimento das linhagens em diferentes concentragdes de PCDD/Fs em meio
liquido.

v Avaliar a toxicidade do meio de cultivo durante o tratamento com linhagens fiingicas
selecionadas.

v Determinar a producdo de biossurfactantes das linhagens selecionadas;

v Avaliar a porcentagem de degradagdo de dibenzofurano e PCDD/Fs e remocao de metais

pesados em meio liquido pela(s) linhagen(s) selecionada(s).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CINZAS
As amostras de cinzas foram coletadas no Incinerador Vergueiro, localizado na cidade de

Sao Paulo. As caracteristicas do Incinerador e a composicdo do lixo tratado estdo apresentadas na

Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Caracteristicas do Incinerador e do lixo tratado.

Caracteristicas Descri¢ao
Inicio de operacgdo 1968
Tipo Grelhas
Regime de alimentagdo Continuo
Numero de camaras 2
Capacidade nominal 150 ton/dia/camara
Capacidade efetiva 60 ton/dia
Producio de escoéria 20%
Altura da chaminé 60 m

Controle de gases

Tipo de lixo

Filtro de particulas

70% lixo hospitalar
20-30% lixo doméstico

Vazio de chorume Indeterminado
Tipo de tratamento do chorume Nenhum
Situacdo atual Desativado

As amostras coletadas foram colocadas em caixas plasticas, lacradas e armazenadas a

10°C para serem utilizadas posteriormente.

4.2 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados tiveram grau analitico, com alto grau de pureza.

O composto dibenzofurano (Aldrich), utilizado como composto modelo em experimentos

de degradacdo, apresentou 99% de pureza.
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4.3 PRE-TRATAMENTO DAS CINZAS COM ACIDO CLORIDRICO

Uma amostra de 0,5 Kg de cinza foi colocada em uma cuba de vidro, foram adicionados
4L de 4cido cloridrico (HCI) 1M (1g de cinza: 8 mL de HCI), a mistura foi agitada durante 2
horas. As cinzas foram separadas do HCI por centrifugacdo a 3000 G /10 min e lavadas 3 vezes
com dgua destilada, utilizando-se também centrifugacdo (HITACHI, modelo Himac CR21). A
cinza lavada foi mantida por uma noite a 30°C para secagem. Apds esse periodo a amostra foi

mantida em frasco de vidro ambar, com tampa de rosca para posteriormente ser utilizada

(WINDAL et al., 1998).

4.4 EXTRACAO ULTRASSONICA DE PCDD/Fs

Cinco amostras de 1g de cinza pré-tratada com &4cido cloridrico (descrito Item 4.3.) foram
pesadas. Apds a pesagem, 20 mL de tolueno foram acrescidos em cada tubo contendo as cinzas, e
os mesmos foram tampados. Os tubos foram colocados em banho de ultrassom (Ultrasonic
Devices- Heat Systems Ultrasonics) durante 1,5h. Esse procedimento foi repetidfo trés vezes para
cada amostra. A temperatura do banho foi mantida a 68 °C + 5°C, com auxilio de um ebulidor
(BEARD; NAIKWADI e KARASER; 1992).

Todo o extrato obtido das amostras de cinzas foi concentrado em rotaevaporador a
temperatura de 74° C. Apds todo o volume ter sido evaporado, o baldo do rotaevaporador foi
lavado com 10 mL de acetona (5x 2mL), previamente esterilizada com filtro de membrana (0,2
um). O extrato concentrado foi colocado em frasco de vidro d&mbar com tampa de rosca e

armazenado em freezer para ser utilizado posteriormente em meio solido.

4.5 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as seguintes linhagens de fungos basidiomicetos pertencentes a Colecao
de Culturas do Laboratério de Sistemadtica e Fisiologia Microbiana: Agaricus campestris 1z 1877,
Pleurotus florida, Pleurotus sp, Pleurotus sp 016, Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725,
Pleurotus sp (P1), Pleurotus sp. (CCB396), Pleurotus sp. (CCB507), Pleurotus sp.(CCB394),
Pleurotus sajor-caju (94/03), Lentinus edodes, Pleurotus tailandia, Pleurotus sajor-caju,
Pleurotus sp., Pleurotus sp. (068), Pleurotus sp. (517), Pleurotus florida, Pleurotus sajor-caju

(020 Mércia), Ceriporiopsis subvermispora (SS-3) e linhagem FSP 2000.
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4.6 MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

Os fungos foram repicados em tubos de rosca (Marca Pirex ® n° 9825) contendo meio
MA (extrato de malte - 4gar, 2%) e foram crescidos em estufa a 30°C, com excec¢do do
Ceriporiopsis subvermispora que foi cultivado a temperatura ambiente. Apds 7 dias de

crescimento, os fungos foram colocados em camara fria a 10° C.
4.7 PRE- SELECAO DOS MICRORGANISMOS

4.7.1 Preparo do inéculo

Os fungos contidos em tubos foram repicados em placas contendo meio MA e incubados
em estufa a 30°C, com excecdo do Ceriporiopsis subvermispora, o qual foi cultivado a
temperatura ambiente. O tempo de incubagdo foi de 7 dias, tempo necessdrio para que o micélio
preenchesse toda a placa. O procedimento para a padronizacdo dos indculos consistiu em

quadricular o meio de cultivo das placas em quadrados de 1,0 cm x 1,0 cm.

4.7.2 Crescimento em meio sélido

Foram distribuidos, com auxilio de pipeta volumétrica, 20mL de meio MA em cada tubo
de rosca (Marca Pirex ® n° 9825) e apds terem sido distribuidos os meios, os mesmos foram
esterilizados durante 15 min/ 121°C. Apés a esterilizagdo, o meio contido nos tubos foi vertido
em placas de Petri (20mL/ placa). Para preparar as placas com cinzas, foi adicionado ao meio
ainda quente 2,5g de cinzas tratadas com HCI (Item 4.3), apés o mesmo ter sido autoclavado.
Para as placas contendo as dioxinas extraidas (extratos concentrados, Item 4.4), foi adicionado
200uL de extrato concentrado ao meio ainda quente, apds a esterilizacdo. Nas placas controles,
somente meio MA foi colocado. Apds a solidificacdo dos meios os fungos foram inoculados (1

quadrado de Icm x 1 cm/ placa). Esse experimento foi realizado em triplicata.
4.8 SELECAO DOS MICRORGANISMOS
4.8.1 Crescimento em meio liquido contendo cinzas

O crescimento foi realizado em frascos Erlenmeyers (125 mL) contendo 50 mL de meio

basico, conforme descrito na Tabela 4.2.
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Ap6s a esterilizagdo do meio liquido bésico a 121°C durante 15 minutos, foi adicionada a
vitamina tiamina (1,0mL de tiamina/ L. meio bdsico). A vitamina tiamina foi preparada
separadamente obtendo-se uma concentragdo de 2,0 mg/ mL, esterilizada por filtracio em
membrana Millipore (0,22 pm) e estocada em geladeira. Apds a adi¢do da tiamina, o meio foi
distribuido nos frascos Erlenmeyers e os fungos foram inoculados. Em cada frasco Erlenmeyer
foram inoculados 5 quadrados de 1 cm x lem (1 quadrado /10mL de meio) dos indculos (Item

4.7.1.).

Tabela 4.2. Composi¢ao do Meio Liquido Basico em 1L de dgua destilada, pH final de 5,0.

Componentes Quantidade (para 1 L)
(NH4):HPO4 05¢g
KH,PO,4 0,8 ¢g
K>;HPO4 03¢g
MgS04.7H,0 03¢
ZnS04.6H,O 0,004¢g
MnSO, 0,005
CaCl.2H,0 0,0055 g
FeS0O4.7H,0 0,005 g
CoSOq4 0,002 g
Extrato de levedura 02¢g

Os frascos foram tampados com tampao de algoddo e mantidos em estufa a 30°C durante
3 dias. Apds esse periodo, adicionou-se a cinza, previamente pesada, para obter as concentragdes
de 50 g/L; 70 g/L, 90 g/L, 130 g/L, 170 g/L, 210 g/L e 250 g/L. Apds a adicdo das cinzas, 0s
tampdes de algoddao foram substituidos por tampas de borracha para impedir a perda dos
compostos volateis e evitar a exposi¢cdo humana aos compostos presentes nas cinzas. Os frascos
foram oxigenados com O; sintético durante 1 min com vazdo de 1mL /min. A oxigenacdo foi

feita a cada 7 dias. Os frascos foram colocados em estufa com temperatura de 30°C (tp). As
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amostras foram coletadas ap6s 3 (t3),7(t7), 14(t1a), 21(t21), 28 (t2g), 35 (t35) e 42 (t42) dias apods a
adi¢do das cinzas. O experimento foi feito em triplicata.

As amostras coletadas foram centrifugadas a 32.000 G durante 15 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados e transferidos para frascos estéreis e armazenados a -10°C para
posteriormente serem utilizados para a determinacdo enzimdtica e testes toxicoldgicos. Os
sedimentos (massa micelial + cinzas) obtidos apds a centrifugacdo também foram coletados e

armazenados em frascos de vidro ambar estéreis para determinagdo da toxicidade.

4.9 DETERMINACAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS
Os sobrenadantes, obtidos dos experimentos realizados em meio liquido de sais minerais
contendo cinzas foram utilizados para a determinacdo das atividades enzimadticas a partir do

célculo da diferencga de absorbancia, medida em espectrofotometro:

4.9.1 Atividade da Lignina Peroxidase

Esta atividade foi determinada pela oxidagdo do dlcool veratrilico (€310 = 9.300 1/M x
cm). A mistura da reacdo foi composta de 0,6 mL de caldo filtrado; 0,2 mL de H>O, 2mM e 0,2
mL de uma solugdo de dlcool veratrilico 2,0 mM em tampao tartarato de sédio 0,4 M (pH 3,0). A
reacdo foi iniciada pela adicdo de H,O; e o aparecimento do aldeido veratrilico foi determinado

lendo-se a absorbancia a 310 nm, durante 10 min (TIEN e KIRK, 1984)

4.9.2 Atividade da Manganés Peroxidase

Esta atividade foi quantificada pela oxida¢do do vermelho de fenol (€ 610 = 4.460 1/M x
cm), na presenca de manganés e peroxido de hidrogénio. A mistura da reacdo foi composta de
0,5mL de caldo filtrado; 0,1mL de lactato de s6dio 0,25M; 0,05 mL de MnSO4 2,0mM; 0,2mL de
albumina bovina 0,5%; 0,ImL de vermelho de fenol 0,1%; 0,05mL de per6xido de hidrogénio
2,0mM em tampdo succinato 0,2M (pH 4,5). A mistura foi mantida a 30°C durante 5 minutos,
sendo a reacdo da formagao do croméforo finalizada pela adicao de 0,04mL de NaOH 2,0 mol.L"

L Ap6s a adicdo do NaOH, a absorbancia foi determinada em 610nm (KUWAHARA et al, 1984).

4.9.3 Atividade da Lacase
Para determinar esta atividade (SZKARZ et al, 1989- modificado) foi utilizada a

siringaldazina como substrato enzimético. A mistura de reacio foi composta de: 0,6mL de caldo;
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0,2 mL de tampao citrato-fosfato 0,05 M (pH 3,0); 0,1 mL de siringaldazina 1 mM em etanol; 0,1
mL de dgua destilada. A oxidagdo da siringaldazina (€ sps = 65.000 1/M x cm) até sua forma

quinona foi acompanhada durante 10 minutos em 525 nm.

4.10 DETERMINACAO DA TOXICIDADE

4.10.1 Avaliacao da sensibilidade das sementes aos PCDD/Fs

Foram avaliadas sementes de ervilha (Pisum sativum), rabanete (Raphanus sativum),
pepino (Cucumis sativus), cenoura (Daucus carota) e alface (Lactuca sativa). Para cada espécie
avaliada foram utilizadas 50 sementes por placa. O teste foi realizado em duplicata.

Para avaliar a sensibilidade, utilizou-se amostras dos sobrenadantes dos controles
abidticos (sais minerais + cinzas sem microrganismo) coletadas apds 3 dias da adi¢@o das cinzas.

Os bioensaios foram realizados de acordo com o Item 4.10.2.

4.10.2 Bioensaio com sementes de alface

Aliquotas de 2mL dos sobrenadantes das amostras foram utilizadas para umidecer os
discos de papel de filtro colocados no interior das placas de Petri. Como controle utilizou-se dgua
destilada estéril. Foram colocadas 50 sementes em cada placa (DUKA, 1989).

As placas foram incubadas a temperatura ambiente cobertas com papel aluminio e
mantidas dentro da capela de exaustdo de gases. Apds 48 horas o tamanho das radiculas
germinadas foi medido com auxilio de uma régua. O teste foi realizado em triplicata.

O célculo da porcentagem do efeito fitotoxico, redu¢do do comprimento da radicula, foi

feito de acordo com a equacdo 1:

% Efeito =(comp. médio da radicula no controle — comp. médio da radicula na amostra) * 100 (Eq. 1)

comprimento médio da radicula no controle

Para a avaliacdo da toxicidade da cinza durante o tratamento, o sedimento coletado de
cada amostra tratada durante o experimento (cinza + massa micelial) foi transferido
cuidadosamente para placas de Petri, previamente esterilizadas, e distribuido em toda a superficie
da mesma. As amostras foram secas durante 24 horas em temperatura ambiente. Apds a secagem

das mesmas foram distribuidas 50 sementes/ placa e adicionados 2 mL de 4gua destilada
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previamente estéril (121°C/ 15 min). O bioensaio foi procedido conforme descrito na

metodologia acima. O teste também foi realizado em triplicata.

4.10.3 Dose - resposta utilizando sementes de alface.

Com o objetivo de verificar se a diminuicdo dos compostos no meio liquido poderia
causar uma diminui¢do do efeito fitotoxico nas sementes de alface, foram realizados testes para
verificar a sensibilidade da planta a diferentes concentragdes dos compostos.

No primeiro teste, uma solucio estoque de dibenzofurano (marca Aldrich com 99,9% IA)
foi preparada de forma a obter uma concentragdo de 10.720 mg/L, utilizando etanol como
solvente. A partir da solucdo estoque foram feitas 4 diluigdes, usando dgua destilada, obtendo-se
as seguintes concentracdes: 21,44 ppm; 10,72 ppm; 5,36 ppm e 2,68 ppm. Cada diluicao foi feita
em baldo volumétrico de 10 mL. As solu¢des foram utilizadas em bioensaios com sementes de
alface (item 4.10.2).

Para o segundo teste, foi utilizada uma amostra de controle abiético, referente ao primeiro
dia de coleta (t3). A partir dessa amostra foram feitas as seguintes dilui¢des: 1:1 (v/v) controle
abidtico: dgua destilada; 1:4 (v/v) controle abitético: dgua destilada e 1:8 (v/v) controle abidtico:
dgua destilada e controle abidtico sem diluicdo. O teste foi feito em triplicata. O bioensaio

empregado foi realizado conforme item 4.10.2.

4.11 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE
A producdo de biossurfactante foi avaliada pela determinacdo da tensdo superficial nos
sobrenadantes utilizando-se tensidmetro da marca Kriiss pelo método de anel de Dunuoy

(JONHSON et al, 1992).

4.12 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO DIBENZOFURANO

O fungo foi cultivado em meio liquido basico conforme descrito no item 4.8.1. Apds 3
dias de crescimento do fungo, adicionou-se 40uL da solugdo estoque de dibenzofurano para obter
uma concentragdo final de 110,88 pug/L no meio de cultivo. Apds a adicdo do dibenzofurano no
meio, os tampdes de algoddo foram substituidos por tampdes de borracha. Os frascos foram
oxigenados em intervalos de 7 dias. Foram feitas coletas 3, 7, 14, 21 e 28 dias apds adi¢do do
composto no meio de cultivo. As amostras coletadas foram utilizadas em microextracdo em fase

solida (SPME) (Item 4.14) e andlise por cromatografia gasosa (Item 4.15), para determinacdo da
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porcentagem de degradacdo do dibenzofurano. Os experimentos foram realizados em triplicatas,
sendo feitas amostras controles contendo somente meio liquido com adi¢do de dibenzofurano,
sem microrganismos (controle abidtico).

O calculo da porcentagem de degradacio do dibenzofurano foi realizado de acordo com a
equagdo n° 2. Os valores das dreas obtidas nos cromatogramas, referentes ao tempo de retencao
do composto dibenzofurano, obtidos das analises por cromatografia gasosa (CG) foram utilizados

para o calcular a porcentagem da degradagao

% Degradagao = (drea dibenzofurano controle — drea dibenzofurano. amostra) * 100 (Eq. 2)

area dibenzofurano controle

Essa etapa do trabalho foi realizada em colaboracdo com o laboratério de Cromatografia
Gasosa do Instituto de Quimica da UNICAMP, e esteve sob supervisdo do Prof. Dr. Fibio

Augusto.

4.12.1 Solucao estoque de dibenzofurano
Para solugdo estoque pesou-se 0,0069 g de dibenzofurano (Aldrich, 99% pureza) em
balanga analitica e transferiu-se a massa para um baldo volumétrico de 50 mL, completando com

dgua destilada.

4.13 AVALIACAO DA DEGRADACAO DE PCDD/FS E REMOCAO DE METAIS
PESADOS.

O fungo foi cultivado em meio liquido bésico conforme descrito no Item 4.8.1. Apds 3
dias de crescimento foram adicionados 3,5 g de cinzas/frasco (70g/L). Foram feitas somente duas
coletas: uma apds a primeira semana e a outra somente apds 64 dias de cultivo. O experimento
foi feito em triplicata. Como controle foram preparados frascos erlenmeyers contendo meio
basico estéril e 70 g/L de cinzas, sem adi¢do de microrganismo.

O célculo da porcentagem de degradacdao dos PCDD/Fs foi realizado de acordo com a

equacao n°2.

4.14. MICROEXTRACAO EM FASE SOLIDA (SPME)
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Utilizou-se uma fibra recoberta com 100 um de espessura de polidimetilsiloxano (PDMS,
apolar) conectada a um aplicador 5-7330 (Supelco Bellefont —PA , EUA). As fibras foram
acondicionadas antes do uso segundo as intru¢gdes do fabricante e, entre extragdes, as fibras foram
mantidas por 3 min no injetor aquecido do CG para eliminar possiveis residuos que poderiam
interferir nos resultados.

Com auxilio de pipeta automadtica foram coletados 2 mL do sobrenadante de cada amostra
e tranferidos para um frasco de vidro de fundo reto (10 mL) contendo 2 mL de solu¢do de NaCl
36% (36 g NaCl/ 100 mL agua). Colocou-se dentro de cada frasco uma microbarra de agitacao de
teflon (3mm de didmetro e 5 mm de comprimento) e o mesmo foi tampado com tampa de rosca
contendo septo de teflon. O frasco foi colocado em agitador magnético e a solucdo foi mantida
sob agitacdo durante 10 mim/ 1200 rpm. Apds o término do tempo de equilibrio, a fibra foi
introduzida no frasco e mantida no headspace durante 10 minutos (tempo de extra¢do), conforme

estd demonstrado na Figura 4.1

Figura 4.1. Procedimento bdsico para microextracdo em fase sélida: a =. headspace; b= amostra;
¢ = aplicador da. fibra extratora, e = entrada de gis de arraste e f = coluna cromatogrifica. A =
Extracdo; e B = dessor¢do. 1 = Saturacdo do headspace; 2 = perfuragido do septo do frasco de
amostra; 3 = exposicdo da fibra de SPME/ extra¢do dos analitos; 4 = retracdo da fibra para o
interior da agulha hipodérmica; 5 = perfuracdo do septo do injetor do CG; 6 = exposicao da
fibra/dessor¢ao dos analitos; e, 7 = retrag¢@o da fibra para o interior da agulha.
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4.14.1 Tempo de equilibrio da extracao
Foram avaliados os seguintes tempos de extracdo: 1 min; 3 min; 5 min; 10 min; 20 min e
40 min. O procedimento de SPME foi realizado conforme descrito no item 4.14, variando

somente o tempo de exposi¢do da fibra no headspace da amostra (extragao).

4.15. ANALISE DO DIBENZOFURANO POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Foi utilizado um cromatdgrafo gasoso marca Hewlett- Packard, HP 6850, equipado com
detector de ioniza¢do de chama (FID). Uma coluna capilar marca HP-5 (30 m X 0,25 mm X 0,25
um de espessura do filme) foi empregada. O software HP ChemStations foi usado para
tratamento dos dados.

A temperatura inicial do forno foi de 140°/ 2mim, e apds esse tempo a temperatura foi
aumentada para 200°C/ 8 min. A temperatura de injecdo foi de 250°C e a temperatura do detector
foi programada para 290°C. Utilizou-se injecdo tipo splitless pulsado (5 min tempo de splitless).
Como gés de arraste foi utilizado o hélio, sendo o fluxo mantido constante 4 1,2 mL/min.

As condi¢des cromatograficas utilizadas para andlise do dibenzofurano foram otimizadas

em laboratorio

4.16. ANALISE DE PCDD/FS POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA EM
ESPECTROMETRO DE MASSA (CG/EM) DE ALTA RESOLUCAO

A determinagdo dos teores de todos os congéneres (2378), bem como o total de PCDDs e
PCDFs, foi realizada por cromatografia gasosa acoplada por espectrofotdmetria de massa
(CG/EM) de alta resolucao. Todos os procedimentos analiticos (extragdo, limpeza e identificacio
e quantificiagio dos PCDD/Fs) foram realizados seguindo-se o procedimento de operacio
laboratorial padrdo e protocolos internacionais nimeros 8290 e 1613 da EPA dos Estados Unidos

(US EPA 1994).

4.16.1 Analise por CG/EM

Foi utilizado um espectrometro de massa VG Autospec Ultima acoplado a um
cromatégrafo gasoso HP 6890. O sistema de dado foi VG OPUS. As amostras foram injetadas
com o auxilio de um injetor automéatico HP 7673.

Os parametros utilizados no espectrometro de massas durante as andlises de amostras

estdo descritos na Tabela 4.3.
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Utilizou-se uma coluna de 30m J&W DBS5-ms, 0,25um de didmetro interno, pressdao na
cabeca da coluna de 10 psi, fluxo constante. Programacdo da temperatura 70°por 4 minutos,
15°C/ min até 220°C, 1,5 °C / min até 240°C, isoterma por 2 minutos, 45°C/min até 310°C,
isoterma final de 10 min. A temperatura de inje¢do foi 300° C, modo sem divisao de fluxo, tempo
de abertura da vélvula de 2 min condic¢des de injecdo. Padrdes internos isotopicamente estiveis
foram adicionados em concentragcdes definidas as amostras anteriormente aos processos de
extracdo e limpeza.

Tabela 4.3. Condi¢des do Espectrometro de Massas

Descri¢ao Condig¢oes
Poder de resolugao 5000 (10% definicao de vale)
Condig¢des da fonte Energia de elétron 30 eV, Corrente 700uA.
Temperatura da fonte 250°C
Temperatura da interface 280°C
Condig¢des do Detector Amplificador 10° Amps escala total. Tempo de

resposta do amplificador de 0.01 ms. Voltagem
do multiplicador 320volts

4.17 ANALISE DE METAIS PESADOS

4.17.1 Mercurio

A amostra foi digerida em meio 4cido e permanganato de potdssio em um banho-Maria a
uma temperatura de aproximadamente 50°C. A solugdo resultante foi analisada utilizando-se
técnica de espectrometria de absorcdo atdmica, equipamento marca GBC, modelo Avanta PMC e

preparadas por Gerador de Hidretos — vapor frio, equipamento marca GBC modelo HG 3000.

4.17.2. Demais Metais

As amostras para andlise de metais foram digeridas em meio 4cido sob aquecimento, e a
solucdo resultante foi analisada utilizando-se a técnica de Espectrometria de Emissdo Atdmica
com plasma de argdnio induzido — ICP-OES. O equipamento utilizado para as andlises foi
espectrometro de emissao atdmica com plasma de argdnio induzido marca Perkin Elmer , modelo

Optima 2000.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETERMINACAO DE PCDD/FS NAS AMOSTRAS DE CINZAS

Apoés as amostras de cinzas serem coletadas no incinerador municipal realizou-se a
determinacio e quantificacdo de PCDD/Fs.

Os valores obtidos dos congéneres das classes das dioxinas e furanos com cloro ligado nas
posicdes 2, 3, 7 e 8; e os equivalentes toxicos, de cada compostos calculado com base no I- TEF
presentes na cinza estdo mostrados na Tabela 5.1.

As dioxinas com alto nimero de clora¢do, como o OCDD (1600 ng/kg) e o 1,2,3,4,6,7,8-
HpCDD (440 ng/kg) foram os compostos mais abundantes nas amostras de cinzas, os quais
apresentam menor toxicidade em relacdo aos demais compostos dessa classe. O mesmo
comportamento foi observado para os compostos da classe dos furanos, onde a quantidade de
compostos detectada aumentou com o aumento do nimero de cloros substituidos. As maiores
quantidades detectadas foram 580 ng/kg para o 1,2,3,4,6,7,8-HpCDF e 230 ng/kg para o OCDF.
A formacdo de compostos da classe das dioxinas e dos furanos com alto ndimero de cloros
substituidos em incineradores municipais ¢ bem documentada (TAKADA et al., 1999). A
quantidade detectada de dioxinas totais nas amostras de cinzas foi muito maior que a quantidade
encontrada em amostras de ar coletadas nas proximidades (distancia aproximada de 500m) do
incinerador municipal por OLIVEIRA (1996). Porém os resultados obtidos das andlises das
cinzas foram muito menores que os resultados obtidos por CHANG e CHUNG (1998), onde os
niveis totais determinados de PCDD/F de amostras de cinzas coletadas de 3 incineradores
municipais em Taiwan variaram entre 41,0 ng/g a 734,24 ng/g.

O resultado do fator téxico equivalente total da amostra foi de 62 ng I- TEQ/kg, sendo
superior também ao nivel de PCDD/F encontrados em amostras de vegetacdo (0,33 a 1,98 ng I-
TEQ/ kg) e solo (1,22 a 34,8 ng I-TEQ/kg ) coletadas proximo a um velho incinerador municipal
(San Adria del Besos, Barcelona, Espanha) (SCHUMAHCHER et al.; 2000).

A Tabela 5.2 mostra os Fatores Toéxicos Equivalentes (TEFs) adotados pela EPA dos
Estados Unidos (US EPA) e pela Comunidade Européia (EC), para calcular os equivalentes
toxicos (I- TEQs).

Estes valores de TEF sdo tabelados para os congéneres de dioxinas, furanos e bifenilas

policloradas (PCBs). O 2,3,4,7-TCDD tem um TEF de 1,0 e todos os outros congéneres tém
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valores de TEF menores, entre 0,5 a 0,00001. Os Fatores Toéxicos Equivalentes (TEFs) da EPA
dos Estados Unidos (US EPA) e da Comunidade Européia (EC) (também conhecido como I-
TEF) foram utilizados para a obtencdo do teor equivalente total (I-TEQ) de dioxinas e furanos

para todos os congéneres.

Tabela 5.1. Homodlogos de dioxinas e furanos presentes na cinza, determinados por CG/EM de

alta resolugdo e seus respectivos TEQs.

Compostos Quantidade (ng/kg) Equivalentes toxicos (I-TEQ)
DIOXINAS (ng/kg)
2,3,7,8-TCDD 1,5 1,5
1,2,3,7,8-PeCDD 14 7,2
1,2,3,6,7,8-HxCDD 41 4,1
1,2,3,4,7,8-HxCDD 26 2,6
1,2,3,4,6,7,8-Hp CDD 440 4.4
OCDD 1600 1,6
TOTAL DE DIOXINAS TEQ 24
FURANOS (ng/kg)
2,3,7,8-TCDF 3,8 0,38
1,2,3,7,8-PeCDF 10 0,52
2,3,4,7,8-PeCDF 27 13
1,2,3,4,7,8-HxCDF 39 3,9
1,2,3,6,7,8-HxCDF 39 3,9
2,3,4,6,7,8-HxCDF 88 8.8
1,2,3,7,8,9-HxCDF 8,5 0,85
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 580 5.8
1,2,3,4,7,8,9- HpCDF 12 0,12
OCDF 230 0,23
TOTAL DE FURANOS TEQ 38
TOTAL TEQ 62

TCDD-= tetraclorodibenzo-p-dioxina; PeCDD= pentaclorodibenzo-p-dioxina, HxCDD = hexaclorodibenzo-p-
dioxina, HpCDD = Heptaclorodibenzo-p-dioxina, OCDD = octaclorodibenzo-p-dioxina, TCDF =
tetraclorodibenzofurano , PeCDF = pentaclorodibenzofurano, HxCDF= hexaclorodibenzofurano, HpCDF=
heptaclorodibenzofurano, OCDF= octaclorodibenzofurano.
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Tabela 5.2. Fatores Téxicos Equivalentes (I- TEFs)

Compostos Fatores Equivalente téxicos
Dioxina 2,3,7,8-Isomero I- TEF
2,3,7,8-TCDD 1,0
1,2,3,7,8-PeCDD 0,5
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01
OCDD 0,001
Furano 2,3,7,8-Isomero I- TEF
2,3,7,8-TCDF 0,1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05
2,3,4,7,8- PeCDF 0,5
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,6,7,8- HXCDF 0,1
1,2,37,8,9- HXCDF 0,1
2,3,4,6,7,8- HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,001

5.2 PRE-SELECAO DOS MICRORGANISMOS

O crescimento dos fungos em meio s6lido contendo MA e cinzas, MA e extrato de cinzas
e somente meio MA (controle) foi acompanhado durante 7 dias e o aumento do didmetro da
coldnia foi observado diariamente. Na Figura 5.1 pode - se verificar a coloragdo final do meio

MA adicionado de cinzas, apds esterilizacao.
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Figura 5.1. Placa contendo meio MA e cinzas, sem indculo.

Ap6s 7 dias de crescimento os fungos Ceriporiopsis subvermispora SS-3, Pleurotus sp
Florida 001, Pleurotus sp Florida, Pleurotus sp 016, Pleurotus CCB396, Pleurotus CCB507,
Pleurotus CCB394, Pleurotus CCBO016, Pleurotus CCB517 e a linhagem FSP 2000 nao
apresentaram bom crescimento nas placas contendo meio MA e cinzas (menor didmetro da
coldnia ou inibicdo do crescimento), quando comparados com a placa controle (meio MA),
indicando que mesmo contendo extrato de malte no meio, a presenca de substincias téxicas
provenientes das cinzas, impossibilitou o desenvolvimento desses microrganismos.

Na Figura 5.2 € possivel observar a inibicdo de crescimento ocorrida com Pleurotus sp

016, e também para a maioria dos microrganismos citados acima.

Figura 5.2. Crescimento de Pleurotus sp 016, apés 7 dias em meio MA (A), meio MA contendo
cinzas (B) e meio MA contendo extratos de cinzas (C).
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Essa inibi¢do possivelmente foi ocasionada pela presenca de compostos toxicos nas cinzas
(PCDD/Fs, metais pesados). Nas placas que continham meio MA e extratos de cinzas, o
crescimento foi semelhante ao obtido com as placas controles, sugerindo que o0s extratos
apresentaram PCDD/Fs em concentracdes extremamente diluidas ou ausentes, indicando que o
processo de extragdo dos mesmos ndo foi eficiente ou ainda que houve perda dos mesmos durante
o processo de extracdo e concentracdo. Sendo assim, o crescimento dos fungos foi atribuido a
presencga do extrato de malte presente no meio MA.

Alteracdao morfoldgica foi verificada nas placas com cinzas onde o fungo Lentinus edodes
foi inoculado (Figura 5.3), sendo observada a inibi¢do de crescimento do fungo e alteracdo na

coloracdo do indculo em todas as replicatas. Esse comportamento sugere que houve adsorc¢do das

substancias toxicas presentes nas cinzas pelo fungo e pelo quadrado de meio inoculado.

Figura 5.3. Crescimento de Lentinus edodes , ap6s 7 dias em meio MA contendo cinzas (A),
meio MA (B) e meio MA contendo extrato de cinzas (C).

Alguns microrganismos apresentam a capacidade de adsorver compostos téxicos do meio,
e sdo utilizados para retirar poluentes presentes em dgua fazendo assim a destoxificacdo do meio
ambiente. Porém no caso do Lentinus edodes essa adsor¢ao de poluentes toxicos presentes nas
cinzas ndo favoreceu o crescimento do mesmo, ao contrario, 0 mesmo teve seu crescimento
inibido apds a adsorcdo.

Observando o crescimento deste fungo em placa controle verificou-se que o mesmo
apresentou crescimento lento em relacdo aos demais fungos. Nas placas contendo extrato de
cinzas, o crescimento do Lentinus edodes foi similar ao crescimento observado nas placas
controles, sugerindo que os extratos das cinzas ndo apresentavam as dioxinas em concentragdes

suficientes para causarem efeito toxico.
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Os fungos Agaricus campestris 1z 1877, Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725,
Pleurotus sp PSC 94/03, Pleurotus tailandia, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus sp CCBO068 e
Pleurotus sajor- caju 020 apresentaram crescimento 6timo em todos os meios avaliados quando
comparados com as demais linhagens avaliadas. Em alguns casos as hifas cresceram em toda a
superficie do meio, chegando até a preencher as bordas da placa. A Figura 5.4 mostra o
crescimento do Pleurotus tailandia, ap6s 7 dias em meio contendo MA e cinzas, somente meio

MA e MA e extrato de cinzas.

Figura 5.4. Crescimento de Pleurotus tailandia apdés 7 dias em meio MA (A), meio MA
contendo cinzas (B) e meio MA contendo extratos de cinzas (C).

Observa-se que o Pleurotus tailandia cresceu em todos os meios avaliados, porém o
maior crescimento foi obtido na placa controle (meio MA). Deve-se ressaltar que as cinzas além
de apresentarem PCDD/Fs continham metais pesados tais como chumbo, cddmio, cromo e
possivelmente outros compostos (ex. HAPs, PCBs), tornando esse substrato muito toxico para os
microrganismos. Foi observado também que placas contendo extrato de cinzas apresentavam as
hifas menos densas.

O crescimento de todos os fungos em extrato de cinzas foi semelhante ao observado nas
placas controle, demonstrando que o extrato ndo produziu efeitos significativos, como inibi¢ao ou
diminuicdo do diadmetro da colonia para os microrganismos. Esse fato sugeriu que o processo de
extracdo escolhido ndo foi eficiente, produzindo extratos com niveis de PCDD/Fs extremamente

baixos.
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Como os extratos das cinzas ndo estavam produzindo efeitos e, conseqiientemente, ndao
estavam auxiliando na selecio dos microrganismos, os mesmos foram descartados e os
experimentos seguintes foram realizados somente com as cinzas.

Os fungos que ndo apresentaram crescimento satisfatério em meio MA contendo cinzas
foram eliminados e os fungos que apresentaram crescimento nesse meio semelhante ou superior
ao controle foram pré-selecionados. Os fungos pré-selecionados: Agaricus campestris 1z 1877,
Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, Pleurotus sp PSC 94/03, Pleurotus tailandia,
Pleurotus sajor-caju, Pleurotus sp. CCB068 e Pleurotus sajor-caju 020 foram utilizados nos

experimentos seguintes.
5.3 SELECAO DOS MICRORGANISMOS

5.3.1 Crescimento e producao de enzimas lignoliticas
As linhagens pré-selecionadas foram crescidas em meio liquido contendo amostras de

cinzas para obter as concentragdes 50 g/L., 70 g/L e 250 g/L , como fonte principal de carbono e

energia.

Figura 5.5. Crescimento dos fungos apds 5 dias em meio liquido contendo sais minerais e 70 g/L
de cinzas. (A) = Pleurotus sp CCB068, (B) = P. tailandia, (C) = Pleurotu sajorcaju 20 (D) =
controle abidtico

As 7 linhagens ndo cresceram em meio contendo 250 g/ de cinzas, sendo esta
concentracdo considerada inibitéria para esses microrganismos. J4 as linhagens inoculadas em
meio liquido contendo 70 g/L de cinzas apresentaram um crescimento maior ao obtido em meio

contendo 50 g/L. Quando os fungos P. sp CCB 068, P. chrysosporium, P. sp. 94/03 e P. sajor

caju foram inoculados em meio contendo 70 g/L de cinzas houve crescimento rapido dos mesmos
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e o aparecimento de massa micelial na superficie apds 5 dias de crescimento. Ja P sajor caju 020,
Agaricus campestris e P. tailandia ndo apresentaram massa micelial na superficie do meio neste
periodo conforme mostra a Figura 5.5.

Os resultados das producdes das enzimas LiP, MnP e lacase obtidas pelas 7 linhagens
crescidas em meio liquido contendo cinzas sdo mostrados nas Tabelas 5.3, 5.4, 5.5;
respectivamente.

A producgdo LiP em meio de cultivo das 7 linhagens crescidas em meio liquido contendo
50g/L e 70g/L de cinzas é mostrada na Tabela 5.3. As maiores atividades LiP foram produzidas
pelos fungos Pleurotus sp. PSC 94/03 (4,62 £+ 0,1) e Pleurotus sajor- caju 20 (4,56 + 0,02) apds
42 dias de cultivo em meio liquido contendo 50g/L. de cinza. O fungo Pleurotus sp. CCB068
apresentou as menores atividades de LiP durante o periodo avaliado para as duas condigdes
estudadas. Para o fungo Pleurotus sp CCB068 a adi¢ao de 70g/L. de cinzas ndo apresentou efeito
relevante na producdo de LiP durante o periodo avaliado. Quando o fungo Pleurotus sp. CCB068
foi cultivado em meio contendo 70g/L. de cinzas, houve producdo de LiP somente nas duas
primeiras semanas do estudo, apds essa data a LiP ndo foi mais detectada. O mesmo perfil de
producdo de LiP foi observado quando o fungo foi cultivado em meio contendo 50g/L de cinzas.
O fungo Pleurotus tailandia produziu LiP em praticamente todos os dias avaliados, excecdo para
0 21° dia de cultivo, em meio contendo 70g/L. de cinzas, fato que ndo foi verificado quando o
mesmo foi cultivado em meio contendo 50g/L. de cinzas. A maior atividade desta enzima
produzida foi ap6s 3 dias de cultivo do Pleurotus tailandia em 70g/L. de cinzas. O aumento da
quantidade de cinzas pareceu ter favorecido produ¢do de LiP para Pleurotus tailandia.

O mesmo comportamento ocasionado pelo aumento da quantidade de cinzas adicionadas
ao meio de cultivo também foi verificado para as linhagens Agaricus campestris, Pleurotus sajor-
caju e Phanerochaete chrysosporium . Para as linhagens Pleurotus sp. CCB068, Pleurotus sajor-
caju 020 e Pleurotus sp. PSC 94/03, a adi¢do de 70 g/L ndo favoreceu o aumento da atividade de

LiP em todo periodo avaliado.
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Tabela 5.3. Atividade de LiP (U/L) determinada durante 42 dias de cultivo das 7 linhagens em meio liquido contendo 50g/L e 70 g/L de
cinzas. * = feito em duplicata, ndo foi calculado o desvio padrdao, ND = ndo determinado

Atividade de LiP (U/L) para as diferentes linhagens

Tempo(dias) Cinzas 068 PT 94/03 PSC 20MA BPC BAC
3 50g/L 0,33 +£0,08 0,10 £ 0,02 0,78+ 0,39 0,70 £ 0,02 0,19 +£0,03 0,11 £0,05 1,07 £ 0,40
70g/L 0,19 £0,33 2,13 £1,96 0,90 £ 0,43 ND 1,22 £ 1,18 1,85 +0,49 2,64 + 1,10

7 50g/L 0,89 +0,10 ND ND ND 0,05 +* ND ND
70g/L. 0,11 £0,10 0,88 £ 0,68 2,04 £ 1,25 0,70 £ 1,22 0,40 £ 0,25 1,01 £0,92 0,18 £0,31
14 50g/L. 0,01 £0,01 0,05 £ 0,05 0,02 £ 0,03 0,01 £0,01 0,01 £0,01 0,02 £ 0,02 0,05 £ 0,01

70g/L 0,34 +0,29 0,04 + 0,07 0,34 +* 1,32 £ 1,27 2,64 +0,94 ND ND

21 50g/L ND ND ND ND ND ND ND

70g/L ND ND 0,170 +0,30 | 0,76 £0,77 0,02 £ 0,03 1,45 £ 1,58 ND
28 50g/L 0,05 £ 0,00 0,09 £ 0,04 0,340 + * 0,05 £ 0,00 0,06 £ 0,01 0,57 £0,10 0,22 £0,02

70g/L ND 0,03 £0,06 0,55 £ 0,60 0,52 £0,42 0,05 £ 0,08 0,45 £0,20 ND

35 50g/L ND ND ND ND ND ND ND
70g/L ND 1,38 £0,54 0,09 £0,16 1,46 £ 1,95 ND 0,86 + 0,45 1,17 £ 0,40

42 50/Lg ND ND 4,62 £0,13 ND 4,56 £ 0,20 ND ND
70g/L ND 0,17 £0,30 1,18 £0,81 1,09 £ 0,86 0,18 £0,32 0,50 £0,57 2,57 £1,57
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De um modo geral, verificou-se que o aumento da concentragdo de cinzas no meio de
cultivo, de 50 g/L para 70 g/L, favoreceu o aumento na producdo da atividade de LiP para a
maioria das linhagens.

Os resultados da atividade de MnP determinada em caldo de cultivo das 7 linhagens pré-
selecionadas estdo mostrados nas Tabela 5.4. O perfil de produ¢do da MnP mudou drasticamente
com o aumento de 50g/L para 70g/L de cinzas no meio de cultura para todas as linhagens
avaliadas. Altas atividades de MnP foram determinadas em meio contendo 70g/L. de cinzas. O
fungo Pleurotus sp CCB068 teve sua producio de MnP aumentada em praticamente 15 vezes
quando o mesmo foi cultivado em meio contendo 70g/L de cinzas (28° dia de cultivo).

A adi¢do de 70 g/L também favoreceu a producdo de MnP para os fungos Pleurotus
tailandia, Pleurotus sajor — caju e Agaricus campestris. Para os fungos Pleurotus sp PSC94/03,
Pleurotus sajor-caju e Phanerochaete chrysosporium, o aumento na concentragdo de cinzas no
meio de cultivo, conseqiientemente, o aumento da concentracdo de PCDD/Fs e demais compostos
presentes na cinza (metais pesados), ndo favoreceram uma maior producio de MnP em todos os
dias.

O fungo Pleurotus sp PSC94/03 produziu MnP em concentra¢des superiores aos obtidos
com 70 g/LL quando o mesmo foi cultivado em 50g/L. em todos os dias avalaidos, exce¢do para o
7° dia de cultivo. Ja os fungos Pleurotus sajor- caju e Phanerochaete chrysosporium somente
ndo produziram MnP em quantidades superiores as quantidades detectadas em meio contendo
50g/L ap6s 7 e 35 dias da adi¢do de 70g/L de cinzas. Para os demais fungos foram observados
comportamentos semelhantes aos obtidos com o fungo Pleurotus sp. CCB068. Novamente, a
maior atividade determinada desta enzima foi apds 3 dias de cultivo do fungo Pleurotus sp.
CCB68 em meio contendo 50g/L de cinzas (18,56 + 5,2). Entretanto, deve-se ressaltar que a MnP
foi detectada com maior freqiiéncia quando as linhagens foram cultivadas em meio contendo
70g/L de cinzas.

A enzima lacase também foi determinada durante 42 dias de cultivo das linhagens pré-
selecionadas em meios contendo 50g/L e 70g/L de cinzas e os resultados obtidos desta
quantificacdo estdo descritos na Tabela 5.5.Quando o Pleurotus sp. CCB068 foi cultivado em
meio liquido contendo 70g/L. de cinzas, este produziu as maiores atividades de lacase durante

todo o periodo avaliado.
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Tabela 5.4. Atividade de MnP (U/L) determinada durante 42 dias de cultivo das 7 linhagens em meio liquido contendo 50g/L e 70g/L de

cinzas. . * = feito em duplicata, ndo foi calculado o desvio padrdo, ND = ndo determinado

Atividade de MnP (U/L) para as diferentes linhagens

Tempo(dias) | Cinzas 068 PT 94/03 PSC 20MA BPC BAC
3 50g/L 18,56 + * ND ND ND 0,31 =* 3,072,772 5,34 £1,30
70g/L 14,48 4,70 0,64 +1,14 0,87 £ 1,46 ND 3,03 +£5,26 2,39 +£3,61 7,56 £2,52
7 50g/L 4,53 £ 7% ND ND ND ND ND ND
70g/L 10,73 £ 3,98 10,70 £ 0,58 6,67 + 3,95 4,20 +2,98 5,83 £6,38 6,16 £5,55 9,04 £ 2,66
14 50g/L ND ND 4,51+0,23 ND ND 0,66 £ 0,78 ND
70g/L 7,03 £ 2,65 3,02+1,44 3,36 £2,20 3,26 + 5,64 4,45 +£1,53 6,40 £ 8,72 10,22 £9,42
21 50g/L 4,60 +£1,99 12,44 £6,70 10,55 +£9,74 7,17 £ 2,64 2,06 +0,73 6,91 + 1,56 11,87 +7,50
70g/L 5,40 £4,97 7,89 +4,70 1,21 £2,10 2,08 + 3,60 3,99 £3,03 3,60 +1,74 0,28 +0,32
28 50g/L 0,30 £ 0,26 ND 0,76 £ * 2,11 £%* 3,09+0,11 ND 0,54 £ 0,27
70g/L 14,89 £ 0,27 10,24 £ 0,97 ND 1,12+ 1,94 14,90 £ 3,70 0,40 £0,70 2,63 £4,40
35 50g/L ND ND 2,60 £ 2,60 ND ND 1,48 £ % 0,49 = *
70g/L 0,96 = 1,04 3,20 +3,51 3,32 +3,55 1,53 +£1,35 2,03 +1,32 1,81 £0,92 1,26 £ 1,95
42 50/Lg 3,23 +£5,59 3,05 +£5,28 13,69 + 11,82 10,70 £4,16 8,64 +£1,82 9,56 +3,01 ND
70g/L 5,75+ 1,32 0,42 +0,73 0,96 1,66 0,75 0,65 1,61 £2,49 0,05 +0,08 1,02+ 1,01
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A atividade mdxima de lacase produzida por esse fungo foi obtida apés 7 dias de cultivo (17,4
U/L). Os resultados mostraram que o aumento na quantidade de cinza adicionada no meio de 50
g/L para 70 g/L apresentou um efeito positivo na producdo de lacase para o Pleurotus sp
CCBO068, que pode ter auxiliado na transformacdo dos compostos toxicos presentes no meio.

As demais linhagens fungicas também produziram lacase durante o cultivo em meio contendo
70g/L. de cinza, porém os valores obtidos da determinacdo de lacase foram muito inferiores
quando comparados a produc¢do do Pleurotus sp CCBO068. Os fungos Pleurotus tailandia,
Agaricus campestris, Pleurotus sajor-caju e Pleurotus sp PSC 94/03 produziram lacase somente
a partir do 28° dia de cultivo.. Pleurotus sajor- caju 020 produziu lacase apds 4 (0,5U/L); 14 (2,5
U/L) e 21 (0,1 U/L) dias de cultivo. E P. chrysosporium produziu essa enzima durante o 7° (0,1
U/L); 28° (0,2 U/L) e 42° (0,4 U/L) dia de cultivo. Os valores obtidos foram as maiores
atividades de lacase determinadas por nosso grupo de pesquisa em experimentos de degradacio
nos quais utilizaram diversos compostos recalcitrantes como HAPs, herbicidas plasticos, e
também diferentes linhagens flingicas. Esse fato sugere que com o aumento da cinza no meio,
conseqiientemente houve aumento na concentragdo de compostos toxicos como PCDD/Fs e ainda
os metais pesados (cddmio, chumbo) que levaram os microrganismos a sintetizarem maiores
quantidades de enzimas. Essas enzimas podem estar envolvidas em processos de degradacdo das
PCDD/Fs no meio. Muitos pesquisadores tém relacionado a presenca de enzimas ligninoliticas
com a degradacdo muitos compostos xenobioticos.

KEUM e LI (2004) avaliaram o tratamento de hidroxi PCBs (metabdlitos téxicos dos
PCB’s) com até 6 cloros substituidos utilizando lacase de 2 fungos (Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus). Os resultados demonstraram que a lacase de 7. versicolor degradou
rapidamente esses compostos. As espécies dos fungos de decomposi¢do branca produzem
diferentes enzimas dependendo de sua genética e das condicdes de cultivo. As enzimas
ligninoliticas chaves para a degradacdo incluem LiP, MnP e lacase.

MORI e KONDO (2002) estudararam a degradacdo de 2 compostos aromédticos clorados
(2,7-DCDD e 2,8-DCDF) por Phlebia lindtner.O fungo de degradacdo branca produziu enzimas
MnP e lacase e ndo produziu LiP. Os resultados mostraram que esse fungo metabolizou 2,7-CDD

e 2,8 — CDF a hidroxi-DCDD e hidroxi- DCDF, respectivamente.
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Tabela 5.5. Atividade de Lacase (U/L) determinada durante 42 dias de cultivo das 7 linhagens em meio liquido contendo 50g/L e 70g/L.

de cinzas. * = feito em duplicata, ndo foi calculado o desvio padrao, ND = ndo determinado

Atividade de lacase (U/L) para as diferentes linhagens

Tempo(dias) Cinzas 068 PT 94/03 PSC 20MA BPC BAC
3 50g/L 1,50 £ 0,01 0,014 +* ND 0,06 = 0,04 ND ND 0,04 0,00
70g/L 1,72 £ 1,62 ND ND ND ND ND ND
7 50g/L 0,91 +* ND ND 0,02 £0,02 ND 0,01+ 0,01 ND
70g/L 17,38 £4,92 ND ND ND ND 0,06 £0,10 ND
14 50g/L 1,44 +0,13 0,04 £ 0,04 ND 0,11 £0,10 ND ND 0,03 £ 0,06
70g/L 6,50 + 20,70 ND 0,65 = 0,80 0,18 £0,31 2,48 £4,24 ND ND
21 50g/L 1,41 £0,28 ND ND 0,08 £0,10 ND 0,06 0,02 0,08 £ 0,07
70g/L 2,25 +£0,17 ND ND ND ND ND ND
28 50g/L 1,41 £0,28 ND ND ND ND ND ND
70g/L 1,70 £0,18 0,03 £ 0,06 1,57 £2,14 0,21 £ 0,05 0,10+0,18 0,18 £0,20 0,27 0,14
35 50g/L 0,74 £ 0,23 ND ND 0,01 £0,00 0,01 =0,00 0,01 0,00 0,01 = *
70g/L ND 0,10+ 0,17 ND 0,01 £0,01 ND ND 0,03 £ 0,06
42 50/Lg 2,05 £0,39 0,25 £0,07 0,27 £0,16 0,14 £ 0,05 0,39 £0,07 0,24 £0,14 0,31 +£0,15
70g/L 2,19 +0,93 ND 0,35 +0,29 0,35 +0,27 ND 0,38 +0,16 0,03 £0,03
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Estudos realizados por VALLI; WARIISHI e GOLD (1992), usando como composto
modelo o 2,7-diclorodibenzo-p-dioxina (2,7-DCDD), o qual € significativamente menos toxico
do que 2,3,7,8-TCDD, mostraram claramente a elimina¢do de um cloro da molécula e a formagao
concomitante do 4-clorocatecol que foi dehalogendo posteriormente. Os dimetil éteres formados
como intermedidrios do 4-clorocatecol foram desmetilados pela lignina peroxidase (LIP) ou
manganés peroxidase (MnP) do P. chrysosporium.

Comparando-se os resultados da produgdo de enzimas ligninoliticas em meio de cultivo
contendo 50g/L e 70g/L de cinza, verifica-se que a produgdo das enzimas lininoliticas LiP, MnP e
lacase tende a mudar com o aumento na concentracdo da cinza no meio de cultivo. O efeito
ocasionado na produgdo de enzimas pela adi¢do de 70 g/L de cinzas foi mais pronunciado para a
enzima MnP. Os fungos Agaricus campestris e Pleurotus tailandia apresentaram as maiores
atividades de LiP e MnP somente quando cultivados em meio contendo 70 g/L. Para as demais
linhagens fingicas verificou-se que o aumento na producio e expressdo das enzimas foi menor.

Verificou-se aumento na producgdo de lacase por Pleurotus sp CCB068 de praticamente 10
vezes quando o mesmo foi cultivado em meio contendo 70 g/L. Pleurotus sp. CCB068 produziu
as maiores atividades de MnP e lacase, porém a LiP apresentou a menor atividade

O periodo no qual observou- se a maior producio de enzimas por Pleurotus sp. CCB068
foi durante as duas primeiras semanas de cultivo contendo cinzas (50 g/L e 70 g/L). Ja para as
demais linhagens apds 35 dias de cultivo em meio contendo diferentes concentragdes de cinzs foi
verificado o aumento da atividade das enzimas avaliadas.

O potencial para degradacdo da lignina e compostos xenobidticos destas enzimas estd bem
documentado (MORI e KONDO, 2002) e € possivel que as enzimas produzidas pelos fungos
crescidos no meio contendo cinzas contaminadas com PCDD/Fs, possam estar agindo nesses
compostos para que os microrganimos utilizem os mesmos como substrato de crescimento e

também reduzindo a toxicidade do meio para favorecer a sobrevivéncia dos mesmos.

5.3.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE

5.3.2.1 Sensibilidade das sementes
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Diferentes espécies de plantas foram avaliadas com o objetivo de se obter uma ou mais
espécies com elevada sensibilidade aos compostos toxicos presentes nas cinzas (PCDD/Fs). Os
resultados apresentados demostraram que as plantas apresentaram diferentes respostas na
presenca de compostos toxicos. Conforme pode ser observado na Tabela 5.6, as sementes de
ervilha e cenoura ndo germinaram em presenga do sobrenadante contendo PCDD/Fs e nem na
dgua, provavelmente devido a um problema no lote dessas sementes, por isso foram descartadas.
Os maiores comprimentos de radicula foram obtidos com sementes de pepino. O comprimento
médio das radiculas de sementes do controle, ou seja, tratadas somente com dgua foi de
aproximadamente 1,70 cm e o comprimento médio da radicula obtido das sementes tratadas com
o sobrenadante do controle abidtico apresentou aproximadamente 1,00 cm. O efeito fitotéxico ou

seja da amostra para sementes em questio correspondeu a 42% .

Tabela 5.6. Comprimento das radiculas de sementes (cm) medido apds 42 horas (cm)

Sementes Controle abitético Agua Efeito fitotoxico(%)
Ervilha 0,00 0,00 0,00
Cenoura 0,00 0,00 0,00
Rabanete 0,40 0,73 45,21

Pepino 0,98 1,69 42,13

Alface 0,14 0,47 70,58

O comprimento médio da radicula de sementes de alface tratadas com sobrenadante do
controle abidtico apresentou 0,14 cm. J4 o comprimento médio da radicula das sementes de
alface germinadas somente com dgua destilada foi de 0,47 cm. O comprimento médio da radicula
das amostras tratadas representou somente 30% do comprimento médio da radicula das sementes
germinadas somente em d4dgua. Esses resultados mostraram que as sementes de alface
apresentaram uma alta sensibilidade aos compostos presentes no sobrenadante do controle
abidtico, sendo o efeito fitotoxico ocasionado pela amostra de, aproximadamente, 71% para essa
semente. O comprimento médio da radicula das sementes de rabanete germinadas em 4gua foi
0,73cm, ja o comprimento médio da radicula de sementes tratadas com o sobrenadante foi 0,40
cm. O comprimento médio do tratamento representou aproximadamente 54,79% do comprimento

médio do controle (dgua destilada) e o efeito fitotdxico de 45,21%.
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Segundo FRIES (1995), existem grandes diferencas no consumo de dioxinas entre as
espécies de plantas, portanto, € necessdria a avaliacdo de diferentes sementes de plantas para
determinar o grau de sensibilidade das sementes antes de iniciar o teste de toxicidade. Compostos
de baixa solubilidade, como dioxinas e furanos, sdo absorvidos pelas raizes e translocados para as
partes aéreas (FRIES, 1995). FACCHETTI et al. (1986) estudaram o crescimento de plantas em
solos tratados com 2,3,7,8- TCDD (1-752 ng TCDD/ kg). Ao final do cultivo, amostras das raizes
foram coletadas cuidadosamente, lavadas e analisadas. Os niveis de TCDD nas raizes foram
maiores que os niveis encontrados no solo no qual as plantas foram crescidas.

Os resultados obtidos no teste de sensibilidade mostraram que a semente de alface
apresentou maior sensibilidade aos compostos presentes no sobrenadante (controle abidtico
contendo 70g/L de cinzas) e portanto foi escolhida para ser empregada nos testes de toxicidade

posteriores.

5.3.2.2 Dose - resposta utilizando sementes de alface
Na figura 5.6 sdo mostrados os resultados do efeito fitotoxico obtido apds tratamento de sementes

de alface (Lactuca sativa) com diferentes concentragdes de dibenzofurano.
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Figura 5.6. Dose — resposta obtida para sementes de alface (Lactuca sativa) semeadas em
diferentes concentrac¢des de dibenzofurano.

Os resultados apresentados sdo a média aritmética de triplicatas realizadas para cada

concentracdo avaliada. Sao apresentados também os desvios padrdes calculados para cada valor
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médio. E possivel observar na Figura acima que as sementes de alface apresentaram uma boa
sensibilidade as diferentes concentracdes de dibenzofurano. Verifica-se ainda uma relagdo entre o
efeito fitotoxico e concentracdo de dibenzofurano, sendo que o efeito fitotoxico aumenta
linearmente com o aumento da concentracdo do composto. A menor concentra¢do avaliada (2,68
ppm) promoveu aumento no comprimento médio da radicula em relagdo ao comprimento médio
obtido na radicula do controle e por isso o efeito fitotéxico apresentou valor negativo. Os maiores
desvios foram obtidos com as menores concentragdes.

Ao se ajustar os pontos a um modelo matemdtico, obteve-se melhores coeficientes de
correlacdo com um modelo linear. A equag@o obtida para o dibenzofurano foi y = 4,1376 x -
8,6378, onde y = o efeito fitotdxico e x = contentracdo do composto, (R2 =0,96). A partir dessa
equacdo foi possivel calcular a concentragdo equivalente a redug¢do de 50% do comprimento da
radicula das plantulas (LC50) para o dibenzofurano (14,17 ppm).

Os resultados do efeito fitotoxico obtido com sementes de alface tratadas com diferentes

dilui¢des do sobrenadante do controle abitético sdo mostrados na Figura 5.7.
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Figura 5.7. Efeito fitotoxico em sementes de alface obtido com diferentes diluicdes do
sobrenadante do controle abidtico contendo 70 g/L de cinzas.

Verifica-se nessa Figura que o efeito fitotoxico apresentou pouca variagdo em relagio as
diluicdes realizadas; porém, quando a amostra foi diluida 8 vezes foi possivel verificar que nio

houve efeito fitotoxico (-6,49 %), ao contrario houve estimulo no crescimento da radicula, ou
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seja, o comprimento médio da radicula foi maior que o comprimento da radicula do controle.
Esse comportamento também foi verificado na curva de dose — respota utilizando a menor
concentracdo do dibenzofurano (2,68 ppm). Observa-se ainda que os desvios padrdes foram
baixos, demonstrando que esse teste apresentou boa repetibilidade. Apesar do efeito fitotoxico
ndo ter sido tdo evidente entre uma diluicdo e outra, ainda assim foi possivel verificar uma
relacdo entre diminuic¢do do efeito fitotéxico com a diminui¢do da concentracdo dos compostos
no meio. A relacdo dose - resposta obtida com o sobrenadante ndo foi tdo marcante quanto a
relacdo apresentada no teste dose - resposta utilizando somente um composto, o dibenzofurano,
(Figura 5.6), esse fato se deve a presenca da mistura complexa de compostos no sobrenadante que
apresentam diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e toxicoldgicas que influenciaram na

resposta final das plantas.

5.3.2.3 Avaliacao da toxicidade das amostras tratadas com os fungos pré-selecionados

Os efeitos fitotoxicos médios, e seus respectivos desvios padrido, produzidos pelas
amostras de cinzas tratadas com as 7 linhagens pré-selecionadas sao apresentados na Tabela 5.7.

As cinzas coletadas dos controles abidticos apresentaram o maior efeito fitotéxico durante
todo o experimento (cerca de 75%), o que demonstra a grande toxicidade dos compostos
existentes nas cinzas. A toxicidade apresentada pelas amostras dos sobrenadantes do controle
abidtico ficou em torno de 65%.

Avaliando-se os resultados obtidos para o fungo Pleurotus sp. CCB068 verifica-se que a
toxicidade da fase aquosa do meio de cultivo (sobrenadante) no qual o fungo cresceu foi menor
do que a toxicidade apresentada pelo sobrenadante do controle abidtico, em todo o periodo
avaliado. O que sugere que esse fungo utilizou os compostos presentes no meio transformando-os
em metabolitos menos toxicos do que os compostos presentes na cinza.

Quando os resultados da toxicidade da cinza coletada durante o crescimento do fungo sdo
confrontados com o efeito fitotoxico apresentado na cinza sem tratamento (controle abidtico),
verifica-se que o fungo reduziu a toxicidade do residuo (cinza); esse fato demonstra que 0 mesmo
estaria utilizando os compostos presentes no meio de cultivo como fonte de carbono e energia.
Considerando ainda que a diminui¢@o da toxicidade estd diretamente relacionada ao processo de
degradagdo, conforme postulada por MORI e KONDO (2000), o microrganismo estaria entiao
diminuindo a concentragdo dos compostos presentes na cinza pela degradagdo dos mesmos, o que

produz diminui¢do na toxicidade do meio.
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No 14° dia observa-se um aumento na toxicidade do sobrenadante tratado com Pleurotus
sp. CCB 068 e uma diminuicdo da toxicidade da cinza tratada com o mesmo fungo. Esse
comportamento pode ser explicado pela liberacdo de compostos presentes nas cinzas através da
acdo do fungo e conseqilentemente um aumento na concentracdo dos mesmos na fase aquosa
(sobrenadante). Entretanto, a partir do 14° dia verifica-se que o sobrenadante teve novamente sua
toxicidade diminuida, sugerindo a utilizacao desses compostos pelo fungo Pleurotus sp CCB 068.

Observa-se ainda que, de um modo geral, os desvios apresentados pelas replicatas foram
relativamente baixos, demonstrando que esse ensaio apresentou uma boa repetibilidade.

As amostras da fase aquosa (sobrenadante) tratadas com P. tailandia apresentaram efeito
fitotéxico superior ao obtido com os sobrenadantes do controle abidtico. Esses resultados indicam
que o P. tailandia promoveu um aumento na toxicidade pelo acimulo de metabdlitos toxicos no
meio de cultivo.

As cinzas tratadas com P. tailandia também apresentaram alta toxicidade (cerca de 80%)
durante todo o periodo avaliado. Os resultados do efeito fitotéxico médio obtido nas amostras
tratadas com P. tailandia (sobrenadante e cinza) mostraram que o mesmo ndo foi eficiente na
diminuicdo do efeito fitotéxico, sugerindo que as atividades metabdlicas desse fungo geraram
metabdlitos mais téxicos que os compostos contidos nas cinzas.

O efeito fitotoxico produzido pela linhagem Pleurotus sp. PSC94/03, crescida em meio
liquido contendo PCDD/Fs, como fonte principal de carbono e energia, também € mostrado na
Tabela 5.7. E possivel constatar a ocorréncia de aumento gradual da toxicidade no sobrenadante
durante o crescimento dessa linhagem. Porém até a primeira semana do estudo verificou-se que a
toxicidade do sobrenadante do controle abidtico foi superior a apresentada pelo sobrenadante
obtido do meio de cultivo de Pleurotus sp. PSC94/03. A partir do 14° dia de cultivo verificou-se
maior toxicidade nas amostras de sobrenadante tratadas com Pleurotus sp. PSC 94/03 em relacdo
ao controle abidtico, sugerindo o acimulo de metabdlitos toxico no meio.

As amostras dos sedimentos coletadas do meio de cultivo do Pleurotus sp 94/03 durante
21 dias apresentaram uma elevada toxicidade quando comparada as amostras de sedimento sem

tratamento
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Tabela 5.7. Efeito fitotéxico médio determinado para amostras tratadas com as linhagens pré-selecionadas e amostras sem tratamento

(controle abiotico).

Efeito fitotoxico médio (%) determinado em diferentes periodos

Tratamento

Tipo de amostra 3 (dias) 7 (dias) 14 (dias) 21 (dias)
Controle abidtico Sedimento 57,46 + 38,46 80,77 £ 13,41 56,31 + 14,11 76,40 £ 11,11
Sobrenadante 60,17 £ 11,98 65,23 + 30,28 57,22 £ 6,69 65,16 + 30,68
Pleurotus sp. CCB068 Sedimento 65,76 + 14,50 64,69 +7,10 47,73 £7,37 71,41 £21,29
Sobrenadante 27,46 £5,73 30,17 £ 23,72 62,98 + 20,10 55,46 + 15,90
Pleurotus tailandia Sedimento 89,31 £ 11,02 81,97 +4,72 72,75 £ 23,60 80,92 + 13,84
Sobrenadante 71,28 +16,16 59,33 + 17,61 76,52 + 3,69 75,89 + 17,84
Pleurotus sp. PSC 94/03 Sedimento 91,91 £7,01 96,66 £ 5,79 94,22 + 2,04 82,44 + 11,19
Sobrenadante 53,18 £6,31 64,10 + 11,99 84,07 + 13,24 79,45 £20,41
Pleurotus sajor —caju Sedimento 89,61 +1,53 66,31 + 10,57 88,08 +7,18 72,76 + 13,17
Sobrenadante 57,80 + 2,96 58,42 + 19,55 56,00 + 16,88 80,65 + 6,86
Pleurotus sajor caju 020 Sedimento 74,774 + 21,81 80,44 + 8,83 87,27 +1,83 82,15 +9,40
Sobrenadante 40,74 £ 30,82 56,51 + 11,71 76,69 + 2,06 86,90 + 4,94
Agaricus campestris Sedimento 82,26 + 5,67 84,14 + 9,84 28,14 + 14,91 46,06 + 8,23
Sobrenadante 68,99 + 9,26 47,67 +7,72 56,27 + 6,23 68,82 +2,34
Phanerochaete chrysosporium Sedimento 100,00 £ 0,00 98,20 +2,48 96,53 +£5,01 98,72 £2,23
Sobrenadante 69,81 +4,33 78,23 £21,73 71,61 + 34,59 69,04 + 9,64
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A toxicidade apresentada pela fase aquosa (sobrenadante) das amostras tratadas com
Pleurotus sajor- caju permaneceu aproximadamente constante até o 14° dia de cultivo e apds
essa data houve um aumento na toxicidade das amostras. A toxicidade das amostras de cinzas
variou durante o experimento ndo houve reducdo da toxicidade das cinzas tratadas em relacdo as
amostras sem tratamento, exce¢do para o 7° dia de cultivo.

Observando os resultados obtidos para o fungo Pleurotus sajor-caju 020 é possivel
verificar que houve aumento gradual na toxicidade do meio (sobrenadante) em relacdo ao seu
controle abidtico durante 21 dias de monitoramento do crescimento desta linhagem. Esse
comportamento também foi observado nas amostras de cinzas tratadas.

O aumento crescente na toxicidade pode ser devido a atividade microbiana e
possivelmente ao acimulo dos produtos do metabolismo das enzimas produzidas por este fungo.

Avaliando-se os resultados obtidos para o efeito fitotéxico para amostras de cinzas
tratadas com Agaricus campestris verificou-se que a toxicidade das amostras dos sobrenadantes
tratadas por esta linhagem variou durante todo o periodo avaliado.

Apbs 7 dias de cultivo do Agaricus campestris foi possivel verificar que o mesmo
possibilitou diminui¢do da toxicidade do meio de cultivo, possivelmente pela utilizacdo dos
compostos do meio como fonte de carbono e energia, sendo os seus produtos metabdlicos menos
toxicos que os compostos originalmente presentes na cinza. A partir do 14° dia de cultivo do
fungo, ocorreu aumento na toxicidade do sobrenadante. Com relacdo a toxicidade apresentada
pela cinza tratada com Agaricus campestris, verificou-se que a mesma permaneceu constante e
superior, em relacdo ao controle abidtico, durante a primeira semana de cultivo deste fungo, e a
partir do 14° dia de cultivo houve reducdo dréstica da toxicidade, chegando a praticamente
metade da toxicidade apresentada pela cinza do controle abidtico. Essa diminui¢ao da toxicidade
da cinza coincide com a ocorréncia de pequeno aumento da toxicidade do sobrenadante,
possivelmente pela liberacdo desses compostos para 0 meio e a utilizagdo pelo fungo desses
compostos. Esses resultados sugerem que o Agaricus campestris foi capaz de utilizar os
compostos presentes na cinza, sendo os seus metabdlitos menos tOxicos que 0s compostos
originalmente presentes na cinza.

Os sobrenadantes coletados do meio de cultivo do Phanerochaete chrysosporium
apresentaram toxicidade muito superior a toxicidade verificada nos sobrenadantes das amostras

sem tratamento (controle abidtico), durante o periodo avaliado.
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As cinzas tratadas com Phanerochaete chrysosporium apresentaram 100% de efeito
fitotdxico, ou seja, ndo houve germinagdo das sementes nas amostras das cinzas tratadas por esse
fungo. Esses resultados demonstram que o Phanerochaete chrysosporium ndo foi capaz de
transformar os compostos presentes no meio em compostos menos toxicos. Ocorreu uma
potencializacdo da toxicidade do meio pela acdo do fungo, demonstrando que o mesmo ndo deve

ser utilizado para biorremediar misturas presentes em cinzas.

5.3.3 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE
Com o objetivo de avaliar melhor a utilizacdo dos compostos presentes nas cinzas pelos
fungos, determinou-se também a producdo de biossurfactante, utilizando-se tensiOmetro, e 0s

resultados obtidos das médias dos valores de tensdo superficial de 3 replicatas sdo apresentados

na Tabela 5.8

Tabela 5.8. Tensdo superficial (mN/m ) determinada nas amostras dos sobrenadantes coletados

apos 3, 7, 14 e 21 dias de cultivo das 7 linhagens pré-selecionadas

Tratamento Tensao superficial (mN/m) dos sobrenadantes

3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Controle Abidtico 63,07 + 8,89 60,80 + 7,67 68,50 £ 0,85 66,43 £2,20
Pleurotus sp CCB 068 52,60 £3,90 57,30 £1,95 58,87 £ 1,46 59,63 £1,91
Pleurotus tailandia 60,13 +£5,79 56,53 £ 0,38 58,57 £ 1,67 57,73 £5,46
Pleurotus sp PSC 94/03 62,10 £9,57 59,80 £ 0,48 55,20 £5,52 63,30 + 2,60
Pleurotus sajor caju 63,70 +1,13 60,43 + 1,85 50,13 + 1,69 58,37 +1,11
Pleurotus sajor caju 020 62,13 +2,73 61,50 5,58 64,67 +0,49 52,30 + 4,67
Agaricus campestris 54,70 + 3,68 62,70 + 1,67 58,03 £1,78 50,97 £ 9,69

Phanerochaete chrysosporium 57,30 £ 10,87 54,25 + 8,84 65,20 +4,33 64,60 +1,81

A produg@o de moléculas com atividade de reducdo da tensdo superficial ocorre quando
os substratos fornecidos aos microrganismos sdo hidrocarbonetos, possibilitando aos

microrganismos utilizarem estes compostos, normalmente insoldveis em meio aquoso, 0 que
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impede a sua oxidacdo e assimilagdo (COLLA e COSTA, 2003). H4d uma grande quantidade de
microrganismos com capacidade para degradar e/ou assimilar compostos recalcitrantes (ex.
HAPs). Desse nimero de microrganismos, alguns também sdo capazes de emulsificar esses
compostos durante o processo de degradagdo do substrato (COLLA e COSTA, 2003).

A tensdo superficial apresentada pela dgua destilada € de 72 mN/m a 20° C e esse valor €
usado como pardmetro para avaliacdo da diminui¢do da tensdo superficial em muitos casos,
porém nesse estudo, a diminui¢do da tensdo superficial promovida pela acdo dos fungos foi
comparada aos valores de tensdo superficial obtidos para amostras do controle abidtico em cada
dia avaliado. Como pode ser verificada a tensao superficial do meio de cultivo sem o fungo foi
menor que a tensao superficial apresentada pela dgua, devido a adi¢do de sais minerais e pH (5,0)
que alteraram a tensdo superficial.. Conforme pode ser observado na Tabela 5.8, todos os fungos
foram capazes de produzir biossurfactantes em pelo menos em um dia de avaliagdo. Apds 3 dias
de cultivo dos fungos Pleurotus sp.CCB 068, Agaricus campestris e Phanerochaete
chrysosporium, em meio liquido contendo cinzas, foi verificado que a tens@o superficial do meio
foi diminuida de 63,07 £ 8,89 mN/m para 52,80 + 3,90 mN/m; 54,70 + 3,68 e 57,30 + 10,87
mN/m; respectivamente. As demais linhagens promoveram pequenas redugdes na tensiao
superficial quando comparados aos valores de tens@o superficial obtidos para o controle abitico
no mesmo periodo. No 7° dia foi verificada diminui¢cdo da tensdo superficial para todos as
amostras avaliadas, excecdo para Agaricus campestris. A maior reducdo da tensdo superficial
obtida apds uma semana se cultivo em meio contendo cinzas foi verificada para os fungos
Phanerochaete chysosporium (aproximadamente 7 unidades); Pleurotus tailandia e Pleurotus sp.
CCB 068 (aproximadamente 4 unidades). A partir do 14 ° foi verificado que todas as linhagens
promoveram reducdes na tensdo superficial, sendo a linhagem Pleurotus sajor —caju responsavel
pela maior reducdo de tensdo superficial (de 68,50 + 0,85 mN/m para 50,13 + 1,69 mN/m),
seguida das linhagens Pleurotus sp. PSC 94/03; Agaricus campestris; Pleurotus tailandia e
Pleurotus sp. CCB068.

Todas as linhagens avaliadas promoveram redugdes na tensao superficial apds 21 dias de
cultivo em meio contendo 70 g/L. de cinzas sendo que os fungos Pleurotus sajor- caju 20 e
Agaricus campestris produziram as menores redugdes de tensdo superficial.

Quando os resultados obtidos da avaliagdo da toxicidade sdo confrontados com os

resultados obtidos da determinagdo dos biossurfactantes, verifica-se que nao houve relacido entre
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diminuicdo da toxicidade e reducdo da tensdo superficial do meio (biossurfactante) para todas as
linhagens avaliadas . O Phanerochaete chrysosporium nao foi hébil para reduzir a toxicidade do
meio de cultivo (sobrenadante e cinza) apesar de produzir biossurfactante. J4 o Pleurotus sp.CCB
068 diminuiu a toxicidade do meio de cultivo (sobrenadante e cinzas) e também produziu
biossurfactante durante todo o periodo estudado. O Pleurotus tailandia promoveu diminui¢cao da
tensao superficial durante todo o periodo avaliado, porém néo reduziu a toxicidade das amostras
(sobrenadante e cinzas). As amostras tratadas com o Pleurotus sajor- caju 020 apresentaram
elevada toxicidade durante todo o periodo avaliado tendo ainda valores de tensdo superficial
semelhantes aos obtidos nas amostras sem tratamento (controle abidtico), excecdo para o 21° dia
de cultivo. O fungo Pleurotus sajor-caju produziu altas quantidades de biossurfactante e
promoveu aumento da toxicidade nos sobrenadantes, o que sugere que fungo promoveu a
liberacdo dos compostos presentes na cinza pela acdo dos biossurfactantes, entretanto, nao
conseguiu transformar os compostos toxicos em metabdlitos menos toxicos.

O Agaricus campestris promoveu as maiores reducdes de tensdo superficial apds 14 e 21
dias de cultivo de 68,50 £+ 0,85 mN/m para 58,03 = 1,78 mN/m; e 66,43 + 2,20mN/m para 50,97
+ 9,69mN/m, respectivamente. Durante esse periodo verificou-se que houve uma alta redugdo da
toxicidade da cinza e pequeno aumento na toxicidade do sobrenadante coletado do meio de
cultivo deste fungo. Esse fato sugere a transferéncia dos compostos téxicos presentes na cinza
para a fase aquosa (sobrenadante) e utilizacdo dos mesmos pelo Agaricus campestris, o qual
conseguiu produzir metabdlitos com menor toxicidade do que os compostos originalmente
presentes na cinza.

E finalmente, avaliando os resultados obtidos pelo fungo Pleurotus sp. PSC94/03
verificou-se que 0 mesmo promoveu as menores reducdes de tensdo superficial, excecdo para o
14° dia de cultivo, e ndo foi habil para diminuir a toxicidade do meio de cultivo (sobrenadante e
cinza).

Os surfactantes desempenham um papel importante para a remediacdo in situ e também
como medida auxiliar para estimular a biodegradacdo dos compostos xenobidticos. Eles
permitem a solubilizacdo dos compostos, aumentando a drea de superficie e permitindo maior
contato dos microrganismos com o substrato (COLLA e COSTA, 2003). Os surfactantes ajudam
na degradagdo pela solubilizagdo ou emulsificacdo, por liberarem os compostos adsorvidos na

matéria organica do solo, sedimentos ou outras matrizes ambientais (cinzas) € aumentam as
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concentracdes dos compostos hidrofébicos, resultando no aumento da transferéncia de massa
(CAMEOTRA e BOLLAG, 2003).

HUANG; TAKAOKA e TAKEDA (2003) avaliaram a remog¢do de clorobenzenos
presentes em cinzas de Incinerador Municipal utilizando surfactantes quimicos. Os resultados
mostraram que os surfactantes aumentaram a eficiéncia da remocdo dos clorobenzenos nas
cinzas. Sendo assim, € possivel adicionar surfactantes nas cinzas para aumentar a
biodisponibilidade dos contaminantes presentes na mesma (PCDD/Fs, PCBs entre outros),
aumentando a eficiéncia na degradacio desses compostos por microrganismos.

Entretanto, para que haja degradacdo das moléculas xenobidticas € necessdrio que o
microrganismo produza enzimas necessdrias para catalisar as reagdes responsdveis pela quebra
das moléculas.

Em muitos casos a biorremediacdo é realizada pelo uso de microrganismos sem que haja
producdo de biossurfactantes. A biorremediagdo in situ tem sido utilizada em solos e sedimentos
contaminados com PCBs, compostos muito semelhantes as dioxinas e furanos, através do uso de
uma diversidade de fungos e bactérias. RUIZ-AGUILAR GRACIELA et al. (2001) utilizaram os
fungos P. chrysosporium, Trametes versicolor e Lentinus edodes na biorremediacdo de uma
mistura de PCBs (concentracdo inicial de 300- 6.000 mg/L), com adi¢do de surfactante sintético
(Tween 80). Os resultados mostraram que adicdo do surfactante melhorou a eficiéncia na
degradacgdo desses compostos.

Avaliando-se os resultados obtidos de producdo de enzimas ligninoliticas, de
biossurfactantes e a toxicidade durante o tratamento das 7 linhagens pré-selecionadas, verificou-
se que a linhagem Pleurotus sp. CCB068 se destacou por produzir as maiores atividades das
enzimas MnP e lacase. Essa linhagem ainda promoveu a diminuicdo da toxicidade de ambas
fracdes (sobrenadante e cinza) durante o seu cultivo e também produziu biossurfactantes durante
todo o periodo avaliado. As demais linhagens Pleurotus tailandia, Agaricus campestris,
Pleurotus sajor- caju, Pleurotus sajor- caju 020, Phanerochaete chrysosporium e Pleurotus sp
PSC94/03 apesar de promoverem reducdes na tensao superficial, ndo foram hdabeis para reduzir a
toxicidade do meio de cultivo e produzir altas atividades das enzimas ligninoliticas e por isso nao
foram utilizadas para a continuag@o do trabalho. A velocidade de biodegradacdo depende de cada
espécie de microrganismo, por isso as diferencas no metabolismo dos compostos pelas linhagens

avaliadas ja eram esperadas.
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A capacidade biodegradativa da linhagem Pleurotus sp CCB068 tem sido avaliada para
diferentes compostos xenobidticos e resultados recentes tém sido animadores. TOMAZ.;
FRANCO e DURRANT (2004) reportaram a degradagdo de aproximadamente 61% do herbicida
Staple 28CS em apenas 7 dias de cultivo do Pleurotus sp CCB068. Esses resultados reforcam
ainda mais o potencial dessa linhagem para biodegradar compostos xenobidticos em matriz es
ambientais .

ApOs a avaliacdo dos resultados de producdo de enzimas, de biossurfactantes e de redugado
da toxicidade do meio contendo cinzas, foi demosntrado que o fungo Pleurotus sp CCB068
possui capacidade biodegradativa, por apresentar as ferramentas necessdrias para a realiza¢do do
tratamento de compostos xenobidticos, e portanto, essa linhagem foi selecionada para ser
utilizada em experimentos de degradacdo utilizando composto modelo e PCDD/Fs.Os resultados

apresentados a seguir somente foram obtidos com a linhagem Pleurotus sp. CCB068.

5.4 CRESCIMENTO DO Pleurotus sp CCB 068 EM DIFERENTES CONCENTRACOES
DE PCDD/FS

A resposta do fungo Pleurotus sp CCB 068 mediante diferentes concentracdes de
PCDD/Fs foi avaliada através da determinacdo da produgdo de enzimas ligninoliticas e pela
capacidade de reducdo da toxicidade do meio. Os resultados desse estudo estdo descritos av

seguir.

5.4.1 Producao de enzimas ligninoliticas

A importincia de altos niveis extracelulares de enzimas ligninoliticas que permitam
eficiente degradagcdo de compostos recalcitrantes sob condi¢gdes in vivo estd relacionada a sor¢ao
e complexacdo das enzimas no solo, e provdvel perda de atividade quando as mesmas se
encontram liberadas no meio ambiente (STOTZKY e BURNS, 1982).

Os resultados das determinacdes das enzimas lacase, lignina peroxidase (LiP) e manganés
peroxidase (MnP) sdo mostrados na Figura 5.8.

A produgdo da enzima LiP, demonstrada na Figura 5.8.A, apresentou aumento com a
adicdo de cinzas em concentragdes superiores a 70 g/L. Quando o Pleurotus sp. CCB068 foi
cultivado em meio contendo 70 g/ de cinzas produziu baixa atividade de LiP nas primeiras 2
semanas de estudo e apds essa data, a LiP ndo foi mais detectada. J4 em concentragdes superiores

a 70 g/LL observou-se maior producio desta enzima por Pleurotus sp CCB068, exceto em meio
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contendo 130 g/L sendo que as atividades de LiP alcancaram valores de atividade de 5,5 U/L, as
maiores atividades dessa enzima determinadas durante toda a execucdo do projeto.

Na Figura 5.8B estdo demonstrados os resultados obtidos da producdo da enzima lacase
pelo Pleurotus sp. CCB068 durante 42 dias em meios contendo diferentes concentragdes de
cinzas. E possivel verificar claramente que acima de 70 g/L de cinzas a producio da enzima
lacase teve grande queda, esse efeito foi mais evidente quando comparamos os resultados obtidos
com 70g/L (17, 38 U/L/ 7° dia) e 90 g/L (1,53 U/L/ 7° dia). Verificou-se que quando o fungo foi
cultivado em meio contendo cinzas acima de 90 g/L. a produg¢do da lacase ndo apresentou grandes
variagdes sendo que as maiores atividades ficaram em torno de 3U/L.

Na Figura 5.8.C sdo mostrados os resultados das atividades de MnP determinadas durante
o crescimento do Pleurotus sp CCB068 em diferentes quantidades de cinzas.

Observa-se novamente o mesmo comportamento obtido para a enzima lacase, ou seja, 0s
maiores valores de atividade desta enzima foram obtidos em meios de cultivos contendo 70 g/L.
de cinzas. Somente quando o fungo foi crescido em 130 g/L. de cinzas houve uma alta atividade
de MnP ap6s 14 dias de cultivo, porém apds esse periodo houve diminui¢do da atividade em
questdo. As demais quantidades de cinzas ndo favoreceram aumento na atividade desta enzima.

Os resultados obtidos nas determinagdes enzimdticas sugerem que ao se adicionar
concentracdes superiores a 70 g/L cinzas ao meio, houve aumento da toxicidade devido ao
aumento da concentracdo dos compostos toxicos presentes nas cinzas como PCDD/Fs e metais
pesados, levando a inibi¢@o do crescimento do fungo.

Diferentes compostos influenciam a estabilidade das enzimas ligninoliticas. Muitos
trabalhos publicados atribuem as altas concentragdes de metais pesados no ambiente como sendo
um dos fatores limitantes para a aplicagdo dos processos de biorremediacdo. Existe uma ampla
variedade de compostos que regulam a atividade das enzimas incluindo os substratos. Os metais
pesados sdao também um importante grupo de moduladores da atividade enzimdtica, os quais
estdo presentes no ambiente naturalmente (Cu) ou como resultado da atividade humana (Cd, Hg,
Pb) (BALDRIAN e GABRIEL, 2002). Dependendo da concentragdo desses metais pesados no

meio, pode haver redu¢@o, aumento ou até inativacdo da enzima pelo microganismo.
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Figura 5.8. Enzimas ligninoliticas produzidas por Pleurotus sp 068 crescido em diferentes
concentracdes de cinzas (70g/L,90 g/L, 130 g/L ,170 g/L e 210 g/L). (A) Producido da LiP e, (B)
Producdo da Lacase e (C) Produgdo da MnP.Os valores sdao médias aritméticas de 2 replicatas.
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A inducdo de lacase por Cd tem sido bem documentada em Pleurotus ostreatus
(BALDRIAN e GABRIEL, 2002). BALDRIAN et al (2000) verificaram que a degradacdo de
HAPs por Pleurotus ostreatus em solo ndo estéril ndo foi afetada pela presenca de caddmio no
meio e, elevadas concentracdes de lacase foram encontradas na presenga de baixas concentragdes
deste metal (BALDRIAN et al, 2000).

Os metais pesados ndo influenciam somente a atividade de lacase; a atividade de MnP ¢é
muito sensivel a presenca de metais pesados e a inibi¢do de sua atividade em solo suplementado
com Cd provavelmente leva a degradacdo limitada de HAPs. Quando extratos de culturas
fingicas contendo MnP foram incubadas na presenca de Cd, Cu e mercurio (Hg), a atividade foi
diminuida mesmo em baixas concentracOes destes 3 metais pesados (BALDRIAN e GABRIEL,
2002).

5.4.2 Toxicidade do meio de cultivo

Os resultados obtidos dos bioensaios utilizando sementes de alface (Lactuca sativa) na
avaliacdo da toxicidade durante tratamento com o fungo Pleurotus sp. CCBO068 estio
demonstrados nas Tabelas 5.9 e 5.10.

Verifica-se que ndo houve correlagdo entre aumento da quantidade de cinzas e aumento da
eficiéncia da reducdo toxicidade promovida pelo fungo (Tabela 5.9). Quando a linhagem foi
crescida em meio contendo 90 g/L. e 130 g/L de cinzas observa-se aumento da toxicidade do meio
tratado em relacdo ao seu controle abiético durante o periodo avaliado, excecdo para o 35° (44,40
%) e 0 42° (45,83 %) dias de cutlivo do fungo em meio contendo 130 g/L de cinzas.

Ja quando o fungo foi crescido em 170 g/L e 210 g/L verifica-se reducdo da toxicidade do
meio em virtude das atividades metabdlicas do fungo. Considerando-se ainda que nessas
amostras detectaram-se as maiores atividades da enzima LiP (Item 5.4.1, Figura 58B) € possivel
que a mesma esteja envolvida na reducdo da toxicidade do meio. Comparando-se esses resultados
com os resultados obtidos da redugdo da toxicidade em meio contendo somente 70 g/L verifica-se
que a maior reducdo da toxicidade foi obtida quando o fungo foi cultivado em meio liquido
contendo 70 g/L. de cinzas, e essa concentra¢do favoreceu também alta producdo de enzimas

lacase e MnP por essa linhagem.
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Tabela 5.9. Efeito fitotoxico (%) determinado para sobrenadantes coletados durante 42 dias de

cultivo do Pleurotus sp CCB068 em meio liquido contendo diferentes quantidades de cinzas.

Tempo 90 g/L 130 g/LL 170 g/L 210 g/L
(dias)
Cont. ' Trat.” Cont. " Trat.” Cont. Trat.” Cont. Trat.”
3 65,39 76,89 52,14 45,00 68,00 77,02 85,09 71,67
7 66,93 71,11 55,83 64,40 67,27 45,95 66,18 80,95
14 79,78 85,66 49,88 63,21 78,91 47,86 77,45 72,38
21 76,24 72,07 55,36 58,57 79,64 70,00 90,91 74,52
28 83,41 71,70 67,02 73,33 58,91 47,86 81,09 76,19
35 73,03 75,60 72,14 44,40 92,36 68,57 80,00 57,38
42 76,40 74,85 61,79 45,83 91,82 60,24 80,36 42,62

1= controle abidtico, 2= amostras tratadas com o fungo P. sp CCB68

A porcentagem do efeito fitotoxico médio obtidos dos sedimentos (cinzas) sdo mostrados

na Tabela 5.10.

Tabela 5.10. Efeito fitotéxico (%) determinado para cinzas (sedimento) coletadas durante 42 dias

de cultivo do Pleurotus sp CCB068 em meio liquido contendo diferentes quantidades de cinzas

Tempo Efeito fitotoxico (%) em diferentes quantidades de cinzas
(dias) 90 /L. 130 g/L 170 g/L 210 g/L
Cont." Trat.” Cont." Trat.” Cont." Trat.” Cont." Trat.”

3 41,57 85,02 91,90 98,93 82,14 92,02 90,48 97,62
7 79,99 82,56 87,02 99,40 100,00 88,10 100,00 100,00
14 31,94 71,38 96,79 95,83 100,00 88,10 99,52 98,81
21 42,22 69,68 94,46 98,10 100,00 98,10 71,67 100,00
28 26,59 90,58 94,11 98,10 80,48 100,00 100,00 96,19
35 29,77 80,42 87,50 94,52 69,52 100,00 100,00 97,62
42 38,52 79,08 100,00 95,12 76,19 60,12 100,00 100,00

1=, controle abidtico , 2= amostras tratadas com P. sp CCB68.
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Os resultados da Tabela 5.10 indicam que o fungo nao foi habil para reduzir a toxicidade
da cinza em amostras contendo concentracdes superiores a 70 g/L, exececao para 170 g/L. Na
maioria dos casos verifica-se ainda que a toxicidade do meio foi bem maior quando o fungo foi
utilizado.

Tanto os resultados das atividades enzimédticas como os de toxicidade demonstraram que a
melhor condi¢cdo de cultivo para o fungo foi quando se utilizou 70 g/L. de cinzas, como fonte

carbono e energia.

5.5 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO DIBENZOFURANO

5.5.1 Microextracio Em Fase Sélida (SPME)

A Figura 5.9 mostra a curva de equilibrio de extracdo para o dibenzofurano. Essa curva se
fez necessdria para avaliacdo do melhor tempo de exposicdo da fibra para se obter uma boa
extracdo. Observa-se que os tempos de extracdo de 1 a 5 min ndo atingiram o equilibrio, e
portanto, ndo sdo adequados para a extragdo. A partir de 10 min de exposi¢do da fibra, a extracdo
comega a entrar em equilibrio, permancendo relativamente constantes. Com base nos resultados
obtidos pela curva de equilibrio, optou-se pela extragdo por 10 min no “headspace” da amostra;

pois foi considerado bom intervalo de tempo para a extracao.
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Figura 5.9. Curva de equilibrio de extracio em SPME do dibenzofurano
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A técnica de SPME tem sido estudada como uma alternativa util, simples, versitil e de
baixo custo quando comparada as extragdes classicas como liquido- liquido e a extracdo em fase
s6lida de compostos volateis nos residuos industriais. Esta técnica evita problemas de
contaminacdo ligados ao wuso de solventes e manipulacdo das amostras e reduzem
significativamente as quantidade de solventes na extragcdo e o tempo de andlise (SALAFRANCA
et al., 2003). Muitos artigos tém sido publicados sobre a determina¢cdo de uma ampla variedade
de compostos, inclusive dibenzofuranos e matrizes (dgua, refrigerante, etc), porém essa técnica
ainda n3o havia sido utilizada para monitoramento de processos de biorremediacdo e
biodegradacdo de compostos xenobidticos. Portanto, a mesma foi testada nesse projeto com o
objetivo de verificar a viabilidade desta técnica para propostas de biorremediacdo, além de

minimizar a producio de residuos de extracdo em laboratério.

5.5.2 Crescimento do Pleurotus sp. 068 em meio contendo dibenzofurano
O dibenzofurano foi utilizado como composto modelo na avaliagdo da capacidade de
degradacdo do Pleurotus sp CCBO068 cultivado em meio liquido. Os resultados das

determinacdes da porcentagem de degradacdo do dibenzofurano por Pleurotus sp 068 monitorado

durante 28 dias estdo mostrados na Figura 5.10.
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Figura 5.10. Degradacdo do dibenzofurano por Pleurotus sp 068 monitorado durante 28 dias de

cultivo.
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Nesse estudo utilizou-se concentracdo de aproximadamente 110 pg/L para garantir que
todo o composto fosse solubilizado em 50 mL de meio, pois caso isso ndo ocorresse, a extracao
do composto utilizando a técnica de SPME ndo seria possivel. Testes preliminares utilizando-se
concentracdes bem acima dos limites de solubilidade dos compostos mostraram que essa técnica
de extra¢cdo ndo foi adequada para a quantificacdo da degradacio (dados ndo mostrados). Além
disso, deve-se salientar que os limites encontrados para PCDD/Fs no meio ambiente estdo a
niveis de picogramas (pg) ou nanogramas(ng), portanto nesse estudo a concentragcdo avaliada foi
muito superior a concentracdo encontrada nas amostras ambientais.

Conforme pode ser observado na Figura 5.10, apés 3 dias de cultivo do fungo em meio
contendo dibenzofurano (DF), como unica fonte de carbono e energia, foi determinado uma
pequena porcentagem de reducdo do composto, sendo esse comportamento mantido durante as
duas primeiras semanas do estudo. Ap6s 21 dias de cultivo do Pleurotus sp. 068 houve reducio
do dibenzofurano de 74%, porém essa reducdo ndo foi verificada apds 28 dias, onde somente uma
menor porcentagem de degradacdo do composto ocorreu. Os resultados indicaram que a taxa de
reducdo do dibenzofurano foi lenta. Esse fato estd ligado a concentragdo muito baixa do mesmo
em meio liquido, o que causou crescimento lento do fungo. Portanto, para avaliar a degradacio
de PCDD/Fs por essa linhagem, o tempo de cultivo teria que ser bem maior considerando as
concentracdes a tragos dos compostos em questdo e devido os mesmos apresentarem diferentes
graus de solubilidade em édgua.

E importante salientar que a biodegradaco de dibenzo-p-dioxinas (DD) e dibenzofuranos
(DF) por bactérias tem sido extensivamente estudada (WITTICHI, 1998), e a degradacao de DD
e DF por fungos filamentososos e leveduras também tem sido reportada (HAMMER et al, 1998).
Entretanto, o numero de publicagdes sobre a biodegradacio de DD e DF por fungos de
decomposi¢do branca nao sao numerosos (MORI e KONDO, 2002), sendo relevante estudos
relacionados a este assunto. O DF € um composto xenobidtico que ndo € facilmente
biodegradavel (ROMERO et al, 2002) e o encontro de espécies de microrganismos com

capacidade biodegradativa para esses compostos e de grande importancia.

5.6. AVALIACAO DA DEGRADACAO DE PCDD/FS
Para avaliagdo da degradacdo dos PCDD/Fs por Pleurotus sp. CCB068, foram feitas
somente duas amostragens para a realizacdo de andlise de cromatografia gasosa acoplada por

espectrometria de massa (CG/EM) de alta resolugdo e somente as cinzas (sedimento) foram
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analisadas por essa técnica. Os resultados obtidos para os 17 compostos de dioxinas e furanos
substituidos nas posicdes 2, 3, 7 e 8 sdo mostrados na Figura 5.11.

A concentragdo dos compostos foi verificada nas amostras tratadas por Pleurotus sp
CCBO068 e nas amostras controles e a degradacdo dos compostos no meio foi determinada pela
reducdo das quantidades determinadas dos compostos nas amostras em relacdo a quantidade

encontrada dos mesmos nas amostras do controle abidtico.
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Figura 5.11. Porcentagem de degradacdo de PCDD/Fs feita em cinzas apés 7 e 64 dias de
tratamento do fungo Pleurotus sp CCB068. TCDD = tetaclorodibenzo- p -dioxina, PeCDD =
pentaclorodibenzo- p -dioxina, HxCDD= Hexaclorodibenzo- p -dioxina, HpCDD =
heptaclorodibenzo- p -dioxina, OCDD = octaclorodibenzo- p -dioxina, TCDF=
tetraclorodibenzofurano, PeCDF = pentaclorodibenzofurano, HxCDF= hexaclorodibenzofurano,
HpCDF = heptaclorodibenzofurano, OCDF = octaclorodibenzofurano

Conforme se observa na Figura 5.11, apés 7 dias de cultivo, o fungo possibilitou a
reducdo de 39% do 2,3,7,8-TCDD, composto mais toéxico da classe das dioxinas; os demais

compostos presentes nas cinzas ndo apresentaram reducdes em relacdo as amostras controles.
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Entretanto, no 64° dia de cultivo foi observado que a maioria dos compostos se apresentaram em
menores concentracdes, sendo dois compostos, 1,2,3,4,7,8,-HxCDF e OCDF, ndo detectados
nessas amostras, e portanto apresentaram 100% de degradacao.

Segundo as andlises, houve redu¢do de 90% do 2,3,7,8-TCDD e também para a maioria
dos compostos as redugdes foram semelhantes, com exce¢do para 2,3,7,8-TCDF (45%).

Os compostos 1,2,3,7,8,9-HxCDF; 2,3,4,6,7,8-HxCDF e 1,2,3,4,7,8.9-HpCDF nao
apresentaram valores reduzidos nas amostras tratadas em relacdo aos valores encontrados na
amostras controles e portanto, foram considerados como ndo degradados. Os resultados obtidos
nesse experimento foram muito semelhantes aos resultados obtidos por TAKADA et al (1996)
utilizando Phanerochaete sordida. Os resultados obtidos por esses pesquisadores mostraram que
o fungo avaliado também ndao mostrou dependéncia estrutural clara para a degradacdo de
PCDD/Fs, atacando substituintes tetra a octacloro, sugerindo que a degradac@o destes substratos
possa ser um processo via radical livre, o qual ndo mostra especificidade aos compostos. Muitos
pesquisadores tém atribuido a degradacdo dos poluentes por fungos de degradag@o branca através
de um mecanismo via radical livre, e esse comportamento foi novamente reforcado nesse
experimento utilizando Pleurotus sp CCB 068.

Os resultados de degradacdo apresentados nesse trabalho apesar de serem escassos, com
somente duas amostragens, sugeriram que houve reducdo da grande maioria dos compostos apds
64 dias de cultivo do fungo em cinzas, indicando o grande potencial dessa linhagem para
degradar compostos xenobidticos como o PCDD/Fs.

Estudos da degradagdo de PCDD/Fs no ambiente tém mostrado que estas taxas sdo
extremamente baixas, € a meia vida do 2,3,7,8-TCDD no solo € de, aproximadamente, 1 ano.
Virios grupos de pesquisas tém estudado a degradagdo microbiana utilizando compostos modelos
de PCDD/Fs tais como dibenzo-p-dioxina (DD) e dibenzofurano (DF). Vérias bactérias tém sido
isoladas as quais podem usar DD e DF como substratos de crescimento (MORI e KONDO,
2002). Sphingomonas sp RW1 apresentou habilidade para mineralizar DD DF e degradar vérios
DD e DF mono e diclorados, entretanto essa linhagem ndo degradou isdmeros altamente clorados
(MORI e KONDO, 2002). P. chrysosporium e P. sordida, fungos de degradacdo branca, foram
reportados como degradadores de DD e DF altamente clorados (TAKADA et al,1996)

Segundo TAKADA et al (1996) estudos com microrganismos degradadores de PCDD/Fs

sdo de extrema importancia desde que a contaminacao por misturas de quimicos € muito mais
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comum do que a contamina¢do de um tnico composto. TAKADA et al (1996) reportaram que 0s
fungos P. sordida YK-624 e P. chrysosporium IFO 31249 foram capazes de degradar misturas de
PCDD/Fs substituidos nas posi¢cdes 2,3,7,8- tetra a octa e a avaliacdo da degradacdo dos

compostos foi determinada pela redu¢do dos compostos no meio de cultivo.

5.7 REDUCAO DE METAIS PESADOS
Neste trabalho também foi avaliada a remog¢do dos metais pesados pelo Pleurotus sp
CCBO068 ¢ os resultados obtidos das analises nas amostras tratadas e nas amostras controles estao

mostrados na Figura 5.12.
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Figura 5.12. Determinacido de metais pesados em amostras tratadas por Pleurotus sp CCB068 e
amostras controles apds 7 e 64 dias de experimento. (A) Sobrenadante, (B) Cinzas
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Nas amostras coletadas apds 7 dias de cultivo do fungo ndo foram detectados metais
pesados no sobrenadante, das amostras tratadas com o fungo e nem no controle abidtico. Ja para
as cinzas coletadas das amostras tratadas com o fungo apds 7 dias foram determinados niveis de
chumbo e cromo total superiores aos niveis obtidos das amostras controle. Apos 64 dias houve
reducdo de 100% de cddmio e chumbo no sobrenadante das amostras, os demais metais pesados
nao foram detectados. As cinzas tratadas apds 64 dias com o fungo apresentaram reducdo de
100% do cadmio. Ja o chumbo foi reduzido em 15,21 % e o cromo total em 47%. Os resultados
sugerem uma possivel absor¢cdo dos metais pesados pelo fungo avaliado. O mercurio ndo foi
detectado em nenhuma das amostras avaliadas.

Diferente dos hidrocarbonetos, a biodegradacdo dos metais gerando CO, e dgua, ndo é
possivel. Independente das reagdes disponiveis, o mesmo estard presente, mas as linhagens
bacterianas t€ém apresentado uma capacidade para concentrar ou remedid-lo ou por precipitacdo
ou volatilizacdo da solu¢do de metais pesados, e portanto, tornando as solu¢cdes menos toxicas e
facilmente disponiveis. Em outras palavras, os microrganismos podem somente alterar a
especificacdo dos metais contaminantes e converté-los em uma forma nio téxica (SINGH e
CAMEOTRA, 2004).

Todas as hifas sdo hdbeis para ligar metais pesados em sua superficie independente da
posicdo do corpo de frutificagio ou pellet micelial em cultivo em laboratério (CURDOVA et al,
2004). Varias linhagens de fungos filamentosos isolados do solo de dreas industrialmente
poluidas removeram de 63%-70% de caddmio durante um periodo de 13 dias de cultivo. Uma
importante observacdo nesse estudo foi que embora houvesse maior produ¢do de biomassa em
culturas agitadas, a remoc¢do de cddmio (%) foi muito maior em culturas estdticas. As linhagens
podem efetivamente crescer e remover metal cidmio a uma taxa maior que 100 vezes do que se
estivesse presente em seu habitat natural (MALIK, 2004).

Neste trabalho avaliou-se a capacidade biodegradativa para PCDD/Fs de 21 linhagens de
fungos basidiomicetos. Dentre 7 linhagens fungicas capazes de crescer em meio contendo
PCDD/Fs que foram pré-selecionadas, 5 linhagens pertenciam ao mesmo género Pleurotus. A
linhagem Pleurotus sp CCB068 se destacou entre as demais por produzir as maiores atividades
das enzimas ligninoliticas MnP (£19U/L) e lacase (£17 U/L), além de promover a reducdo da
toxicidade do meio de cultivo contendo cinzas durante o periodo avaliado, e também produziu

biossurfactantes. O Pleurotus sp. CCB068 degradou 14 compostos dentre os 17 isdmeros de
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PCDD/Fs ap6s 64 dias de cultivo em meio contendo 70 g/L de cinzas. E estudos preliminares
com metais pesados sugeriram ainda que essa linhagem removeu 100% de cddmio, 47 % de
cromo total e 15,2 % de chumbo das cinzas apds 64 dias de cultivo.

Fungos pertencentes ao género Pleurotus sao microrganismos com alto valor nutricional,
propriedades terapéuticas e possuem vdrias aplicacoes ambientais e biotecnoldgicas (COHEN;
PERSKY e HADAR, 2001). Sao facilmente cultivados e na natureza, sdo encontrados na madeira
usualmente morta, caules de arvores. Esse fungo estd distribuido no mundo em florestas
temperadas e tropicais sendo comumente encontrado em areas temperadas.

Uma das vantagens do Pleurotus spp. € a habilidade para crescer em substratos
ligninocelulésicos sem a necessidade de compostagem ou outro tratamento.Varios substratos, que
contém lignina e celulose, podem ser usados para o cultivo do Pleurotus, tais como cavacos de
madeira, palha de milho, palha de arroz e outros residuos agricolas, alguns ainda podem ser
reciclados e utilizados como racdo animal ou serem empregados em preparagdes de outros
produtos (COHEN; PERSKY e HADAR, 2001).

O sistema ligninolitico do Pleurotus spp tem sido extensivamente estudado em anos
recentes (COHEN; PERSKY e HADAR, 2001) sendo composto principalmente de peroxidases
(MnP) e lacases. A capacidade extraordindria dessas enzimas oxidativas ndo especificas, fazem
delas interessantes para aplicacdo em biorremediacdo. As enzimas ligninoliticas podem reduzir a
toxicidade do meio para o fungo e, provavelmente, podem também aumentar a disponibilidade
dos compostos xenobidticos para os processos de degradagao.

Pleurotus ssp e suas enzimas podem servir como uma alternativa eficiente para
biorremediagdo de compostos quando comparado com os microrganismos ndo ligninoliticos
(COHEN; PERSKY e HADAR, 2001). E podem ser promissores para aplicacdo em processos de
biorremedia¢do de ambientes contaminados pois os indculos destes fungos podem ser produzidos
utilizando-se residuos agroindustriais, como substrato de crescimento, reduzindo assim o custo do
processo. Além disso os Pleurotus spp crescem bem em solo e podem competir com bactérias
indigenas presentes no mesmo.

Com base nos resultados obtidos desse trabalho e nas vantangens apresentadas para
Pleurotus spp., verificou-se que Pleurotus CCB068 ¢ um bom candidato para aplicacdio em
processo de biorremediacdo de dioxinas e furanos. Entretanto, estudos em campo visando avaliar

o comportamento desta linhagem no meio ambiente frente a competicdo com outros
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microrganismos, sao necessdrios para confirmar a habilidade biodegradativa desta linhagem

verificada em escala de laboratorio.
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6 CONCLUSOES

/7

- Entre as 21 linhagens de fungos basidiomicetos avaliadas 7 fungos foram capazes de
crescer em meio contendo cinzas de incinerador contaminadas com PCDD/Fs e metais pesados.
A maioria das linhagens selecionadas pertence ao género Pleurotus e sdo espécies de fungos
comestiveis;

<> As linhagens pré-selecionadas cultivadas em meio liquido contendo cinzas produziram
enzimas ligninoliticas e biossurfactantes;

<> A linhagem Pleurotus sp. (CCB068) produziu as maiores atividades de MnP, lacase e
biossurfactantes durante todo o periodo avaliado, promoveu a diminui¢do da toxicidade do meio;

o Os resultados obtidos em bioensaios, utilizando sementes de alface como bioindicadores,
demonstraram que essa espécie de planta apresentou uma boa sensibilidade para diferentes
concentracdes de dibenzofurano e a misturas de compostos PCDD/Fs presentes nas cinzas,
portanto sdao adequadas para serem utilizadas como ferramentas bioanaliticas na avaliacdo da
contaminacio de amostras com PCDD/Fs;

<> Concentragdes de cinzas superiores a 70 g/ no meio mineral promoveram a diminui¢do
da producdo das enzimas MnP e lacase, além de promover um aumento na toxicidade do meio,
possivelmente pelo aumento da concentracdo de de PCDD/Fs e metais pesados no meio os quais
afetaram o crescimento do fungo;

<> A técnica de SPME pode ser utilizada para extracdo de compostos tracos em meio de
cultivo, uma vez que os mesmos estejam completamente solubilizados no meio;

<> O fungo sp CCB 068 degradou 74 % de dibenzofurano apds 21 dias de crescimento
liquido, e apds 64 dias de cultivo em meio contendo PCDD/Fs o mesmo degradou 14 compostos
dos 17 isdmeros avaliados, além de ter removido metais pesados como chumbo, cidmio e cromo;

<> Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o Pleurotus sp. CCB068 apresenta
um potencial para biodegradacdo de PCDD/Fs, e por isso a sua aplicacdo em processos de
biorremediagdo de locais contamiandos com PCDD/Fs pode ser viabilizada mediante estudos

complementares.

74



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGGELIS, G.; ICNOMOU, D.; CHRISTOU, M.; BOKAS, D.; KOTZAILIAS, S.; CHRITOU,
G.; TSAGOU, V.; PAPANIKOLAOU, S. Phenolic removal in a model olive oil mill wastewater
using Pleurotus ostreatus in bioreactor cultures and biological evaluation of the process. Water
Research,v. 37, p. 3897-3904, 2003.

ANDER, P. HATAKKA, A.; ERIKSSON, K. E. Vanillic acid metabolism by the white-rot
fungus Sporotrichum pulverulentum. Arch. Microbiol., v. 125, p. 189-202, 1980.

ANON. Dioxin in animal feed: Belgian crisis has worldwise impact. World Food Regulation
Review, v. 9, n. 2, p. 23-25, 1999.

ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, 2000. Andlise de Dioxinas e Furanos-
Programa de Monitoramento em Leite 1999/2000, Report, vol. 1-3.

ARORA, D.S.; GILL, P.K. Comparison of two assay procedures for lignin peroxidade. Enzyme
and Microbiology, v. 28, p. 602-605, 2001.

ASSUNCAO, J V de; PESQUERO, R.C. Dioxinas e furanos : origens e risco. REV. Saiide
Piiblica,. v. 33, n. 5, p. 523-530, 1999.

BAIRD, C. Environmental Chemistry. New York: W. H. Freeman and Company, 1995, p. 241-
323.

BALDRIAN, P. GABRIEL, J. Cooper and cadmium increase laccase activity in Pleurotus
ostreatus. FEMS Microbiology Letters, v. 206, p. 69-74, 2002.

BARR, D. P.; AUST, S. D. Mechanisms white-rot fungi use the degrade pollutants.
Environmental Science & Technology, v. 28(2), p. 78-87, 1994.

BAUD-GRASSETA, F.; BAUD-GRASSETA, S.; SAFFERMANA, S. Evalaution of the
bioremediation of a contamianted soil with phytotoxicity tests. Chemosphere, v. 26, n. 7, p. 1365-
1374, 1993.

BEARD, A.; NAIKWADI, K.; KARASEK, F.W. Comparison of extraction methods for
polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans in fly ash using gas chromatography - mass
spectrometry. J. Chromatog,. v. 589, p. 265 - 270, 1992.

BERTRAND, G. Sur la presence simultanee de la laccase et de la tyrosinase dans suc de

quelques champignons C.R. Hebd Seances Acad Sci,. v. 123, p. 463-465, 1896.

75



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

BEZALEL, L.; HADAR, Y.; CERNIGLIA, C.E Mineralization of polyciclic aromatic
hydrocarbons by the White rot fungus Pleurotus ostreatus. Applied Environmental Microbiology,
v. 62, p. 2547-2553, 1996.

BIANCHI, D., BOSTTI, A., CIDARIA, D., BERNARDI, A, GAGLIARDI, 1., D’AMICO P.
Oxidation of Polycyclic Aromatic Heterocycles by Pseudomonas fluorences TTCIL. Appl.
Microbiol. Biotechnol., v. 47, p. 596-599, 1997.

BOLLAG, J. -M., SHUTTLEWORTH, K. L. & ANDERSON, D. H. Laccase-mediated
detoxification of phenolic compounds Appl. Environ. Microbiol., v. 54, p. 3086-3091, 1988
BONO, J.J., GOULAS, P., BOE, J.F., PORTET, N. & SERIS, J.L. Effect of Mn (II) on reactions
catalyzed by lignin peroxidase from Phanerochaete chrysosporium. Eua. J. Biochem, v. 192, p.

189-193, 1990.

BRAGA, A. M. C. B,; KRAUSS, T.; REIS DOS SANTOD, C.R; SOUZA, P. M. PCDD/F
contamination in a hexachlorocyclohexane waste site in Rio de Janeiro, Brazil. Chemosphere,
v.46, p. 1229-1333, 2002.

BREIVIK, K.; ALCOCK, R.; LI, Y-F.; BAILEY, R.E.; FIEDLER, H.;PACYNA, J.M. Primary
source of selected POP’S : regional and global scale emission inventories. Environ. Pollution.,v.
128, p. 3-16, 2004.

BUMPUS, J.A. & AUST, S.D. Biodegradation of environmental pollutants by white rot fungus
Phanerochaete chrysosporium. Bioessays, v. 6, p. 166-170, 1987.

BUMPUS, J. A. Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons by Phanerochaete
chrysosporium. Appl. Environ. Microbiol., v. 55, p. 154-158, 1989.

BUMPUS, J. A; TIEN, M.; WHIIGHT, D.; AUST, S. D. Oxidation of persistent environmental
pollutants by a white rot fungus. Science, v. 228, p. 1434-1436, 1985.

BUNZ, P. V, SCHIMIDT, S. The microbial degradation of halogenated diaryl ethers.
Biotechnology Advances, v. 15, n. 3/4, p. 621-632, 1997.

BUSWELL, J. A; OLDIER, E. Lignin biodegradation. CRC Crit. Rev. Biotec, v. 6, p. 1-60, 1987.
CALL, H. P. & MUCKE, 1. History overview and applications of mediated ligninolytic systems
especially laccase-mediator-systems (Lignozym-process). J. Biotechnol., v. 53, p. 63-, 1997.
CAMARERO, S.; BOCKLE, B.; MARTINEZ, M.J.; MARTINEZ, A. Z. Manganese-mediated
lignin degradation by Pleurotus pulmonaris. Appl. Environ. Microbiol., v.62. p. 1070-1072.,
1996.

76



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

CAMEOTRA, S. S.; BOLLAG, J-M. Biosurfactant - enhanced bioremediation of polycyclic
aromatic hydrocarbons. Critical Reviews in Environmental Science and Technology, v. 30, n. 2,
p. 111-126, 2003.

CAMERON, M. D.; TIMOFEEVSKI, S.; AUSTM S. D.Enzymaology of Phanerochaete
chrysosporium with respect to the degradation of recalcitrant compounds and xenobiotics. Appl.
Microbiol. Biotechnol.,v. 54, p. 751-758, 2000.

CARVALHAES, G. K.; BROOKS, P.; MARQUES, C. G.; AZEVEDO, J. A. T. ; MACHADO,
M. S. C. ; AZEVEDO, G. C. Lime as the source of PCDD/F contamination in citrus pulp pellets
from Brazil and status of the monitoring program. Chemosphere, v. 46, n. 9/10, p. 1413-1426,
2002.

CERNIGLIA, C. E., MORGAN, J. C., GIBSON, D. T. Bacterial and fungal oxidation of
dibenzofuran. Biochem. J., v. 180, p. 175-185, 1979.

CHANG, M-B; CHUNG, Y. T. Dioxins contents in fly ashes of MSW Incinerator in Taiwan.
Chemosphere. v. 36(9), p. 1959-1968, 1998.

CHIVUKULA, M. & RENGANATHAN, V. Phenolic azo-dye oxidation by laccase from
Pyricularia orizae. Appl. Environ. Microbiol., v. 61, p. 4374-4377 1995.

CLEMENTE, A. R.; ANAZAWA, T. A.; DURRANT, L. R. Biodegradation of polycyclic
aromatic hydrocarbons by soil fungi. Brasilian Journal of Microbiology, v. 32, p. 255-261, 2001.

CLEMENTE, A.R.. Degradacdo de hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos por fungos

ligninoliticos e sua aplicacdo em biorremediacdo de solos contaminados. 2002. 159p. Tese

(Doutor em Ciénicas de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas, 2002.

COHEN, R.; PERSKY L.; HADAR, Y. Mini — review. Biotecnological applications and potential
of wood- degrdading mushrooms of the genus Pleurotus. App. Microbiol. and Biotechnol., p.1-
24, 2001.

COLLA, L.M.; COSTA, J. A. V. Obtencdo e aplicagcdo de biossurfactantes. Vetor Rio Grande, v.
13, p. 67-84, 2003.

COOPER, D. V.; GOLDENBERG, B. G. Surface — active agents from two Bacilllus species.
Applied and Environmental Microbiology, v. 53 (2), p. 224-229, 1989.

CURDIVA, E.; VAVRUSKOKA, L.; SUCHANEK, M.; BALDRIAN, P.; GABRIEL, J. ICP-MS
determination of heavy metals in submerged cultures of wood- rotting fungi. Talanta, v.62, p.

483-487, 2004.

77



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

DA COSTA, J.G.(2004). Degradacao de bifenilos policlorados (PCBs) e acidos clorobenzdicos

por bactérias aerdbias isoladas de ambientes contaminados.2004, 106p. Tese (Doutor em

Ciénicas de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas, 2002.

DOMINGO, J. L.; GRANERO, S.; SCHUHMSCHER, M. Congener profiles of PCDD/Fs in soil
and vegetation samples collected near to a municipal waste incinerator. Chemosphere,. v. 43, p.
517-524, 2001.

DOS REIS , M. F. Estudo da movimentacdo dos herbicidas em colunas de so0lo.1999, 109p.

Dissertacio (Mestrado em Biotencologia Industrial)- Faculdade de Engenharia Quimica de
Lorena, Universisdade de Sao Paulo, Lorena, 1999.

DUKA, B.J. (1989) Methods for microbiological and txicological analysis of waters and

sediments. National Water Research Institute Environment Canada: Burlington, Ontario, Canada.
DURAN, N; ESPOSITO, E. Potential applications of oxidative enzymes and phenoloxidase-like
compounds in wastewater and soil treatment: A review. Appl. Catal. B: Environ. v. 28, p. 83-99,
2000.

DURSUN, A.Y.; ULSU, G.; CUCI, Y.; AKSU; Z. Bioaccumulation of copper (II), lead (II) and
chromium (VI) by growing Aspergillus niger. Process Biochem.v. 38, n.10, p. 1647-51, 2003.
ECKE, H.; SAKANAKURA, H.; MATSUTO, T.; TANAKA, N.; LAGERK-VIST; A. State of
the art treatment process for minicipal solid waste incineration residues in Japan.Waste
Management and Reseach, v. 18, p 41-51, 2000.

EGGEN, T. Application of fungal substrate from commercial mushroom production — Pleurotus
ostreatus- for bioremediation of creosoto contaminated soil. International Biodeterioration &
Biodegradation. v. 44, p.117-126, 1999.

ENGWALL, M.; HIELM, K. Uptake of dioxin like compounds from sewage sludge into variorus
plant species- assessment of levels using a sensitive bioassay. Chemosphere, v. 40, p. 1189-1195,
2000.

ERICKSSON, K.E. Biotechnology in the pulp and paper industry. Wood Sci. Technol. v. 24,
p-79-101, 1990.

ERIKSSON, K. E., JOHNSRUD, S. C. & VALLANDER, L Degradation of lignin and lignin
model compounds by various mutants of the white-rot fungus Sporotrichum pulverulentum. Arch.

Microbiol., v. 135, p.. 161-168, 1983

78



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

FACCHETTI, S.; BALASSO, A.; FICHTNER, C.; FLARE, G.; LEONI, A; MAURI C. &
VASCONI, M. (1986) Studies on the absorption of TCDD by plant species. In: Rappe, C.,

Choudhary, G. & Keith, LH, ed. Chlorinated dioxins and dibenzofurans in perspective.Chelsea,
Michigan: Lewis Publisher, 1986, p. 225-239.

FAIREY, R.; TABERSKI, K.; LAMERDIN, S.; JOHNSON, E.; CLARK, R.P.; DOWNING, J.
W.; NEWMAN, J.; PETREAS, M. Organochlorines and other environmental contaminants in

muscle tissues of sportfish collected from San Francisc Bay. Mar. Pollut. Bull., v. 34, n. 12, p.
1058- 1071, 1997.

FARRE, M.; BARCELO, D. Toxicity testing of wastewater and sewage sludge by biosensors,
bioassays and chemical analysis. Trends in Anal. Chem., v. 22, n. 5, p. 299-309, 2003.

FEIL, V. J.; ELLIS, R. L. The USDA perspective on dioxin concentrations in dairy and beef. J. of
Anim. Sci., v.76,n. 1, p. 152-159, 1998.

FENGEL, D., WEGENER, G.(eds.) Wood-Chemistry Ultrastruture, Reactions. Berlin: Walter de
Gruyter,1989. 613p.

FIEDLER, H.; COOPER, K. R.; BERGEK, S.; HIELT, M.; RAPPE, C. Polychlorinated dibenzo-

p-dioxins and polychlorinated dibenzofurans (PCDD/PCDF) in food samples colleted in
Sourthern Mississipi, USA. Chemosphere, v. 34, n. 5/7, p. 1411-1412, 1997.

FIELD, J. A.; DE JONG, E. FEIJOO-COSTA, G. DE BONT, J. AM. Screening for ligninolytic
fungi applicable to the biodegradation of xenobiotics. Elsevier. Science Publish Ltda.(VIQ) v. 11,
p. 44-48, 1993.

FRANCY, D. S.; THOMAS, J. M.; RAYMOND, R. L.; WARD, C. H. Emulsification of
hydrocarbon by subsurface bacteria. J. Ind. Microbiol., v. 8, p. 237-246, 1991.

FRIES, G. F. Areview of the significance of animal food products as potencial pathways of
human exposures to dioxins. J. Anim. Sci., v.73, p. 1639-1650, 1995.

GIANFREDA, L. RAO, M.A. Potential of extracellular unzymes in remediation of pollueted
soils: a review . Enzyme and Microbial Technology,.v. 35, p. 339-354, 2004.

GOLD, M. H; ALIC, M. Molecular biology of the lignin-degrading basidiomycete
Phanerochaete chrysosporium Microbiol Rev., v. 57, n.3, p.606-622, 1993

GOLD, M.H; WARIISHI, H.; VALLI, K. Extracellular peroxidase involved in lignin degradation
by the white rot basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. ACS Symp. Sci., v. 389, p. 127-
140, 1989.

79



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

GLENN, J.K. & GOLD, M.H. Purification and characterization of an extracellular Mn(II)-
dependent peroxidase from the lignin-degrading Basidiomycete, Phanerochaete chrysosporium.
Arch. Biochem. Biophys., v. 242, p. 329-341, 1985.

GLENN, J K. MORGAN, M. A; MAYFIELD, MB; KUWAHARA, M GOLD, MH. An
extracellular H202-requiring enzyme preparation involved in the lignin biodegration by the white
rot basidomycete Phanerochaete chrysosporium. Bioch. Biphys. Res. Comm., v. 114, p.1077-
1083, 1983.

GROSSI, G.; LICHTIG, J.; KRAUBI, P. PCDD/F; PCB and PAH content of Brazilian compost .
Chemosphere, v. 37, n. 9/12, p.2153-2160, 1998.

HABE, H.; IDE, K.; YOTSUMOTO, M.; TSUJI, H.; YOSHIDA, T.;NOJIRI, H.; OMORI, T.
Degration characterisitics of dibenzofuran — degradader Terrabacter sp strain DBF63 toward
chlorinated dioxins in soil. Chemosphere, v. 48, p. 201-207, 2002.

HAMMEL, K. E.; KALYANARAMAN, B.; KIRK, T. K.. Oxidation of polycyclic aromatic
hydrocarbons and dibenzo-p-dioxins by Phanerochaete chrysosporium ligninase. J. Bio. Chem.,
v.261, p.16948-16952, 1986

HAMMER, E., KROWAS, D., SCHAFER, A, SPECHT, M., FRANCKE, W., SHAVER, F.
Isolation and Characterization of a Dibenzofuran-Degrading Yeast: Identification of Oxidation
and Ring Cleavage Products. App. Environ. Microbiol., v. 64, n.6, p.2215-2219, 1998.
HARRISON, R.O.; EDULJEE, G.H. Immunochemical analyses for dioxins-progress ans
prospects. The Science of the total Environ., v. 239, p.1-18, 1999.

HATAKKA, A.. Lignin-modifying enzymes from selected white- rot fungi: production and role
in lignin degradation. FEMS Microbiology Reviews, v. 13, p.125-135, 1994.

HEAD, I. M. Bioremediaion: towards a credble technology. Microbioogy, v. 144, p.599-608,
1998.

HEBERT, C. E.; GAMBERG, M.; ELKIN, B. T.; SIMON, M.; NORSTROM, R. J.
Polychlorinated dibenzo--dioxins, dibenzofurans and non-ortho substituted polychlorinated
byphenys in caribou (Rangifer tarandus) from the Canadian Artic. Sci. of the Total Environ., v
183, n. 3, p.195- 204, 1996.

HESTER, R.E.; HARRISON, R. M. Issues in environmental sciene and technology,v2. Waste

Incineration and the environment,: Edujee, G. H., Bath Press, 1994..

HIGUCHLI, T. Lignin biochemistry and biodegradation. Wood Sc. Techonol., v.24, p.23-63, 1990.

80



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

HOFER, C. ; SCHOLOSSER, D.. Novel enzymatici oxidation of Mn** to Mn™* catalysed by a
fungal laccase. FEBS Letters, v. 451, p. 186-190, 1999.

HOFRICHTER, M.; VARES, K.; SCHEIBNER, K.; GALKIN, S.; SIPILA, J. ; HATAKKA, A.
Mineralization and solubilizatio of synthetic lignin by manganese peroxidases from Nematoloma
frowardii and Phlebia radiata. J. Biotechnol.,v. 67, p.217-228, 1999.

HONG, H. B.; CHANG, Y. S.; CHOI, D. S.; PARK, Y. H.. Degradation of Dibenzofuran by
Pseudomonas putida PH 01. Was. Res., v. 34, n. 8, p.24024-2407, 2000.

HOOGENBOOM, R.,; PORTIER, L; ONSTENK, C; POLMAN, T.; HAMERS, A., TRAAG, W.
Determination of dioxins and planar PCBs in fish using the CG/MS and CALUX bioassay.
Introduction of the screening approach for control purposes. Organohalogen Compound., v.45,
p-236-239., 2000.

HUANG, Y.; TAKAOKA, M.; TAKEDA, N. Chlorobenzenos removal from municipal solid
waste incineration fly ash by surfactant-assisted column flotation. Chemosphere, v.52, p.735-743,
2003.

JIMENEZ, B.; ELJARRAT, E.; HERNANDEZ, L. M.; RIVERA, J.; GONZALEZ, M. I.
Polychlorinated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans in soils near a clinical waste incinerator in
Madrid, Spain. Chemometric comparision with other pollution sources and soils. Chemosphere,
v.32,n.7, p.1327-1348, 1996.

JOSHI, D. K.; GOLD, M. H. Oxidation of dibenzo-p-dioxin by lignin peroxidase from the
basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. Biochemestry, v.33, p.10969-10976, 1994.
JONHSON, V.; SINGHI, M.; SAINI, V. S.; DILIP, K. A.; SISTA, VEYADAV, M.
Bioemulsifier production by oleaginous yeast Rhotorula glutinis 1I-P-30. Biotechnology Letters,
v. 14, n. 6, p.487 - 490, 1992.

KAO, C. M. ; CHEN, S. C.; LIU; J. K.; WU, M. J. Evaluation of TCDD biodegradability under
different redox conditions. Chemosphere, v. 44, p.1447-1454, 2001.

KARAM, J. NICELL, J. A. Potential applications of enzymes in waste treatment. J. Chem.
Technol. Biotechnol., v. 69, p.141-147, 1997.

KIRK., T. K.; FARRELL, R. L.Enzymatic combustion: the microbial degradation of lignin. Ann.
Rev. Microbiol., v. 41, p. 465-505, 1987.

KAO, C. M. ; CHEN, S. C.; LIU; J. K.; WU, M. J. Evaluation of TCDD biodegradability under
different redox conditions. Chemosphere, v. 44, p. 1447-1454, 2001.

81



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

KASUGA, K.; NOJIRI, H.; YAMANE, H.; OMORI, T.. Genes of enzymes involved in the
biodegradation of Carbazole, Dibenzofuran, Fluorene and Dibenzo-p-dioxin by bacteria. Wat.
Sci. Tech., v. 36, n. 10, p. 9-16, 1997.

KEARNY, P. C., WOOLSON, E. A, ELLINGTON C. P. Jr. Persistence and metabolism of
chlorodioxins in soils. Environ. Sci. Technol., v. 6, p. 1017-1019, 1972.

KEUM, Y.S. & LI, Q. X. Fungal laccase- catalysed degradation of hydroxyl polichlotinated
biphenyls. Chemosphere, v. 56, p. 23-30, 2004.

KLECKA, G. M, GIBSON, D. T. Metabolism of dibenzo-p-dioxin and chlorinated dibenzo-p-
dioxins by a Beijerinckia species. App. Environ. Microbiol., v. 39, p. 288-296, 1980.

KOLLER, G.; MODER, M.; CZIHAL, K. Peroxidative degradation of selected PCB: a
mechanistic study. Chemosphere,.v.41, p. 1827-1834, 2000.

KRAUSS, T.; BRAGA, A. M. C.B.; ; MARINS, E. R.; CARVALHAES, G.; BROOKS, P.
PCDDV/F concentration in the surroundings of a Cement Kilm/co-processing waste plant in Rio de
Janeiro. Organohalogen Compounds., v. 41, p. 215-218, 1999.

KUBATOVA, A.; ERBANOVA, P.; EICHLEROVA, I; HOMOLKA, L.; NERUD, F.; SASEK,
V. PCB congenere selective biodegradation by the white rot fungus Pleurotus ostreatus in
contaminated soil. Chemosphere, v.43, p. 207-215, 2001.

KUWAHARA, M.; GLENN, , J. K; MORGAN, M. A; GOLD, M.H Separation and
characterization of two extracelullar H202 dependent oxidases from lygninolytic cultures of
Phanerochaete chrysosporium. FEBS Lett., v. 169. p. 247-250, 1984.

LABORDE, J. Sur la casse des vins C.R. Hebd Seances Acad Sci. v. 123, p. 1074-1075, 1896
LACKNER, R.; SREBOTNIK, E.; MESSNER, K. Oxidative degradation of high molecular

weight chlorolignin by manganese peroxidase of Phanerochaete chrysosporium. Biochem.
Biophys. Res. Commum., v. 178, p. 1092-1098, 1991.

LAO, K.L; TSANG, Y.Y.; CHIU, S. W. Use of spent mushroom compost to bioremediate PAH-
contaminated samples. Chemosphere, v.52, p. 1539-1546, 2003.

LAU, K. L ; TSANG, Y.Y., CHIU, S. W. Use of spent mushroom compost to bioremediate PAH-
contaminated samples. Chemosphere, v. 52, p. 1539-1546, 2003.

LEONOWICZ, A., SZKLARZ, G. & WOJTAS-WASILEWSKA, M. The effect of fungal laccase
on fractionated lignosulphonates (Peritan Na) Phytochem., v. 24, p. 393-396, 1985

LEVIN, L.; VIALE, A.; FORCHIASSIN, A. Degradation of organic pollutants by the white rot
basidiomycete Trametes trogii. Internat. Biodet. & Biodeg., v. 52, p.1-5, 2003.

82



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

MACDONALD, D. D.; IKONOMOU, M. G.; RANTALAINE, A L.; ROGERS, I. H.
Contaminates in white sturgeon (Acepenser transmontanus ) from the upper Fraser River, British
Columbia, Canada. Envin. Toxicol.. and Chem., v 16, n. 3, p. 479-490, 1997..

MALLIK, A. Metal bioremediation through growing cells. Environment International, v. 30,
p.261-278, 2004.

MARTY, G. D.; WETZLICH, S.; NUNEZ, L. M.; CRAIGMILL, A.; HINTON, D. E. Fish-
based biomonitoring to determine toxic characteristics of complex chemical mixture:
documentation of bioremediation at a pesticide disposal site. Aquat. Toxicol., v. 19, p. 329-340,
1991.

MATSUMURA, F., BENEZET H. J. Studies on the bioaccumulation and microbial degradation
of 2,3,7,8- tetrachlorodibenzo-p-dioxin. Environ. Heath Perpect., v. 5, p. 253-258, 1973.
McGUIRL, M. A. & DOOLEY, D. M. Copper-containing oxidases. Curr. Opinion Chem. Biol.,
v. 3, p. 138-144, 1999.

MELLO, I. S. DE; AZEVEDO, J. L. DE (eds). Microbiologia Ambiental. Jaguaritina:
EMBRAPA-CNPMA, 1997, 440p.

MONNA, L.; OMORI, T.; KODAMA, T. Microbial degradation of dibenzofuran, fluorene and

dibenzo-p-dioixn by Staphylococcus aureus DBF63. Apllied and Environmental Microbiology,
v.59, n. 1, p.285-289, 1993.

MORI, T. & KONDO, R. Oxidation of chlorinated dibenzo-p-dioxin and dibenzofuran by white
rot fungus Plebhia lindtneri. FEMS Microbiol. Lett., v. 216, p.223-227, 2002.

OLIVEIRA, M. C.N. Avaliacdo de compostos organicos provenientes das queima de palha de
cana-de —acucar em Araquara em comparagdo com medigdes efetuadas em Sao Paulo e Cubatio:
resultados parciais Sdo Paulo: CETESB; 1996.

ONODERA, S.; SUGIMOTO, M.; TAKAGI, T.; TANAKA, K. Levels and patterns of
polychlorinated dibenzo-p-dioxin and dibenzofuran contamination in fish samples from
midstream of the Tama River, near municipal waste incineraton plant, Japan. J. of Environ.
Chem., v.9,n. 3, p 653-659, 1999.

PAICE, M.G.; REID, I. D.; BOURBONNALIS, R; ARCHIBALD, E.S.; JURASEK, L. Manganese
peroxidase, produced by Trametes versicolor during pulp bleaching demethylases and delignifies
kraft pulp. Appl. Environm. Microbiol., v. 59, p. 260-265, 1903.

PARSONS, J. R., STORMS, M. C. M. Biodegradation of chlorinated dibenzo-p-dioxins in batch
and continuous cultures of strain JB1. Chemosphere, v. 19, p. 1297-1308, 1989.

83



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

PARSONS, J.,R., RATSAK, C., SIEKERMAN, C. Biodegradation of chlorinated dibenzofurans
by na Alcaligenes strain . In: ORGANOHALOGEN COMPOUNDS 1. Dioxin 90. EPR-seminar.
Edited by Hutzinger O, Fiedler H., Bayreuth, Germany, p. 377-389 1990.

PASZCYNSKI, A; HUYNI, V. B.; CRAWFORD, R. Enzimatic activities of an extracelular,
manganese-dependent peroxidase from Phanerochaete chrysosporium._ FEMS Microbiol. Lett. v.
29, p.37-41, 1985.

PARASZLIEWICZ, K.; KANWAL, A; PDLUGONSKI, J. Emulsifier production by steroid

transforming filamentous fungus Curvularia lunata. Growth and product characterization.
Journal of Biotechnology, v. 92. p. 287-294, 2002.

PELLIZARI, V.H. Biodegradacdo de PCBs . In: SILVA, C.M.S.; ROQUE, M.R.A; MELO, LS.
(Eds.) Microbiologia ambiental. Jaguariina: EMBRAPA Meio Ambiente, 2000.98p.

PEREZ, J.; JEFFRIES, T. W. Roles of manganese and organic acid chelators in regulating lignin
degradation and biosynthesis of peroxidases by Phanerochaete chrysosporium. Appl. Environm.
Microbiol., v. 58, p. 2402-2409, 1992.

PHILIPPI, M. KRANOBAJEW, V., ZEYER, J., HUTTER, R. Fate of TCDD in microbial

cultures and in soil under laboratory conditions. New York: Academic press, 1981, p. 221-233.
PHILIPPI, M., SCHMID, J., WIPF, H-K, HUTTER, R. A microbial metabolite of TCDD.
Experientie, v. 38, p. 659-661, 1982.

PISA, F.F.; MANFIO, G.P. Evidence for reduced archaeal and bacterial diversity in polluted
estuarine sediments in Baixada Santista (SP, Brazil). In. ENCONTRO NACIONAL DE
MICROVIOLOGIA AMNBIANTAL, 8., 2002. Rio de Janeiro, Anais...2002, p. 182.

POINTING, S.B. Feasibility of bioremediation by White rot fungi. Appl. Microbiol. Biotechnol,
v. 57, p. 30-33, 2001.

QUENSEN, J. F., MATSUMURA, F. Oxidative degradation of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-

dioxin by microorganisms. Environ. Toxicol. Chem., v. 2, p. 261-268, 1983.

RAGHUKUMAR, C., D’SOUZA, T. M., THORN, R. G., REDDY, C.A Lignin- Modifying
Enzymes of Flavodon flavus, a Basdiomycete Isolated from a Coastal Marine Environment. App.
Environ. Microbiol., v. 65,n. 5, p.2103-2111, 1999.

REDDY, C.A & D’SOUZA, T. M. Physiology and molecular biology of the lignin peroxidases of
Phanerochaete chrysosporium. FEMS Microbiol. Lett., v.13, p.137-152, 1994.

84



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

RENGANATHAN, V. GOLD, M. H Spectral characterization of the oxidized states of lignin
peroxidase an extracellular enzyme from the white rot basidiomycete Phanerochaete
chrysosporium. Biochemistry v.25, p. 25, p. 1626-1631, 1986.

RENOUX, A. Y.; TYAGI, R. D.; SANSON, R. Assessment of toxicity reduction after metal
removal in biolechead sewage sludge. Water Resource, v. 35, n. 6, p. 415-1424, 2000.

RESNICK, S. M., GIBSON, D. T. Regio — and stereospecific oxidation of fluoreno,
dibenzofuran and dibenzothiophene by naphthalene dioxygenase from Pseudomonas sp. NC1B
9816. App. Environ. Microbiol., v. 62, p. 4073-4080, 1996.

RICE, M D. A. Consequences of exposure from Persisten Organic Pollutants (POP’s) : Session x
Summary and Research Need. Neurotoxicology. 2003. In Press

RINGLING, D. & VAN ALFEN, N. K. Extra- and Intracellular laccases of the Chestnut Blight
Fungus, Cryphonectria parasitica Appl. Environ. Microbiol., v. 59, p.3634-3639, 1993
ROBIDOUX, P. Y.; LOPEZ-GASTEY, J.; CHOUCRI, A.; SUNAHARA, G. I. Procedure to
screen illicit discharge of toxic substances in septic sludge received at a waste water treatment
plant. Ecotoxicological and Environmental Safety, v. 39, p. 31- 40, 1998.

ROMANTSCHUCK, M.; SARAND, L; PETANEW, T.; PETTOLA, R.; JONSSON-VIHANNE,
M.; KOIVULA, T.; YRJALA, K.: HAAHTELA, K. Means to improve the effect of in situ
bioremediation of contaminated soil: an overview of novel approaches. Environmental Pollution,
v. 107, p.179-185, 2000.

ROMERO, M.C.; HAMMER, E.; CAZAU, M.C.; ARAMBARRI, A. M. Isolation and
characterization of biarylic structure — degrading yeasts : hydroxylation potential of
dibenzofuran. Environmental Pollution, v. 118, p. 379-382, 2002.

ROSENBROCK, P., MARTENS, R., BUSCOT, F., ZADRAZIL, F., MUNCH, J. C.. Enhancing
the mineralization of [U-C-14]dibenzo-p-dioxin in thrree different soils by addition of organic
substrate or inoculation with white-rot fungi. App. Microbiol. Biotech., v. 48, n. 5, p.665-670,
1997.

RUIZ-AGUILAR GRACIELA, M. L.; SANCHEZ, J. M. F.; VAZQUEZU, R. R.; POGGI-
VARALDO, H. Degradation by white-rot fungi of high concentrations of PCB extracted from
contaminated soil. Advances in Environmental, 2001, In press.

SAKALI S.; URANO, S.; TAKATSUKI, H. Leaching behavior of PCBs ans PCDD/Fs from some
waste materials. Waste Management, .v .20, p. 241-247, 2000.

85



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

SALAFRANCA, J.; DOMNO, C.; FERNADEZ, C. NERIN, C. Experimental design applied to
the determine of several contaminants in Duero River by solid — phase microextraction. Analytica
Chimica Acta, v. 477, p. 257-267, 2003.

SANGLARD, D.; LEISOLA, M. S. A., FIEDCHTER, A. Role of extracelullar ligninases in
biodegradation of benzo(a)pyrene by Phanerochaete chrysosporium. Enzyme Microbio. Technol.,
v.8, p. 209-212, 1986.

SATO, A.; WATANABE, T.; WATANABE, Y.; HARAZONO, K.; FUKATSU, T. Screening for
basiomycetous fungi capable of degrading 2,7-dichlorodibenzo-p-dioxin. FEMS Microbiol. Lett.,
v.213, p.213-217, 2002.

SCHRAMM, K-M; KLIM, C.; HOFMAIER, A.; KETTRUP, A. Comparision of dioxin-like-
response in vitro and chemical analyses of emissions and materials. Chemosphere, v. 42, p. 551-
557, 2000.

SCHREINER, G., WIEDMANN, T., SCHIMMEL, H., BALLSCHMITTER, K. Influence of the
substituiton pattern on the microbiol degradation of mono- to tetrachlorinated dibenzo-p-dioxins
and dibenzofurans. Chemosphere, v. 34, p. 315-1331, 1997.

SCHUMAHMACHER, M.; GRANERO, S.; RIVERA, J.; MULLER, L.; LLOBET, J. M,;
DOMINGO, J. L. Atmospheric deposition of PCDD/Fs near and old municipal solid waste
incinerator: levels in soil and vegetation. Chemosphere, v. 40, p. 593-600, 2000.

SHARMA, S. ; DASTIDAR, M. G.; SREEKRINHNAN, T.R. Biological removal of zinc from
wastewater using Aspergillus nigerl spp. Eur. J. Miner. Process Environ. Protect., v. 3,n. 1, p.1-
4, 2003.

SHERRY, J. Environmental immunoassays and other bioanalytical methods: overview and
update. Chemosphere, v. 34, n. 5/7, p.1011-1027, 1997.

SCHOEMAKER, H. E. On the chemistry of lignin biodegradation. Recl. Trav. Chim. Pays-Bas
Neth. vol. 109, pp. 255 — 272, 1990.

SINGHI, P.; CAMEOTRA, S.S. Enhancement of metal bioremediation by ise of microbial

susfactants . Biochemical and Biophisical Research Communications, v. 319, p. 291-297, 2004.
SMITH, M.; THURSTON, C. F. & WOOD, D. A. Fungal laccase: role in delignification and
possible industrial applications. In: A. Messerrschmidt (Ed). Multi-copper oxidases. World
Scientific: Singapore. p. 201-207, 1997.

86



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

STOTZKY, G.; BURNS, R.G. (1982). The soil environment clay-humus-microbe interactions. In

Burns, R.G., Slaterm J. H (Eds). Experimentam microbial Ecology. Blackwell Publications,
Oxford, London, pp. 105-133.

SZKLARZ, G. D.; ANTIBUS, R. K, SINSABAUGAUGH, R.L; LINKINS, A. E. Production of
phenoloxidases and peroxidases by wood-rotting fungi. Mycolo., .v.81, p. 234-240, 1989.
TAKADA, S.; NAKAMURA, M.; MATSUEDA, T.; KONDO, R.; SAKAI, K. Degradation of
polychlorinated dibenzo-p-dioxins and polychlorinated dibenzofurans by the white rot fungus
Phanerochaete sordida YK-624. Appl Environm. Microbiol., v.62, p. 4323-4328, 1996.
TAKADA, S., MATSUEDA T., KONDO, R., SAKAI, K. Degration of dioxins in fly ash by
Phanerochaete sordida YK-624. In Situ and on site Bioremediation .v.2. Fungal Technologies
p-545-549, 1999.

TAKASUGA, T.; MAKINO, T. ; TSUBOTA, K.; TAKEDA, N. Formation of dioxins
(PCDDs/PCDFs) by dioxin —free fly ash as a catalystic and relation with several chlorine sources.
Chemosphere, v. 40, p.1003-1007, 2000.

THOMAS, D.R.; CARSWELL, K. S.; GEORGIOU, G. Mineralization of biphenyle and PCBs by
white rot fungus Phanerochaete chrysosporium. Biotech. Bioeng., v. 40: p. 1395-1402, 1992
THURSTON, C. F. The structure and function of fungal laccases. Microbiol., v. 140, p. 19-26,
1994

TIEN, M. & KIRK, T. K. Lignin-degrading enzyme from the Hymenomycete Phanerochaete
chrysosporium. Burds. Science, v. 221, p.661-663, 1983

TIEN, M. and KIRK, T. K. (1988). “Lignin peroxidase of Phanerochaete chrysosporium’”.
Methods Enzymol. 161: 238-249.

TIEN. M, & KIRK, T.K. Lignin-degrading enzyme from Phanerochaete chrysosporium:
Purification, characterization and catalytic properties of a unique H,O, requiring oxygenase. In:
Proceedings of the National Academy of Science USA,. v. 81, p. 2280-2284, 1984

TOMAZ, RM.A.G.; FRANCO, T.T.; DURRANT, L.R. Biodegradacio do herbicida Staple
280CS por fungos. In.:I Congresso de Meio Ambiente. Paulinia, SP, 21-25/06/2004, ID-72, p.
190.

TUOMELA, M.; VIKMAN, M; HATAKKA, A.; ITAIAARA, M. Biodegradation of lignin in a
compost environment. A review. Biores. Tech.,v. 72, p. 169-183, 2000.

TUOR, U; WINTERHALTER, K & FIECHTER, A. Enzumes of white rot fungi involved in

lignin degradation and ecological determinants for wood decay. J. Biotech., v. 41, p. -17, 1995.

87



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

U .S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. Interim procedures for estimating risks
associated with exposures tom mixtures of chlorionated dibenzo-p-dioxins and dibenzofurans
(CDDs and CDFs) and 1989 update.In: US Environmental Protection Agency , Risk Assessment
Forum. Washinton, D.C, EPA/625/3-89/016 (1989).

U .S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (US EPA). Method 1613: Tetra- trohgh
octa-chlorinated dioxins and furans by isotope dilution HRGC/HRMS.[Washington], October
/1994.77p.

U .S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (US EPA) .Method 8290 : Plolychorinated

dibenzodioxins (PCDDs) and polychlorinated dibenzofurans (PCDFs) by high resolution gas
chromatography / high — resolution mass spectrometry (HRGC/ HRMS). September/ 1994, 71p.
VALLI, K.; WARIISHI, H.; GOLD, M.H Degradation of 2,7-diclorodibenzo-p-dioxin by the
lignin-degrading basidiomycete Phanerochaete chrysosporium. J. Bacteriol., v. 174, p. 2131-
2137, 1992.

VAN OVERMEIRE, I.; GOEYENS, L.; BEERNAERT, H.; SREBRNIK, S.; DE POORTER, G.;
BAEYEN, W.; CLARK, G.; CHU, M.; CHU, A.; CHU D.; MORRIS, R.; BROWN, D. A
comparative study of GC-HRMS and CALUX -TEQ determinations in food samples by the
Belgian Federal Ministries of Public Health and Agriculture. Organohalogens Compounds, v. 45,
p- 196-199, 2000.

VOLKERING, F.; BREVRE, A. M,;RULKENS, W. H. Microbiological aspects of surfactant use
for biological soil remediation. Biodegradation, v. 8, p. 401-417, 1998.

YETIS, U,; DOLEK, A; DILEK, F. B.; OZCENGIZ, G. The renoval of PB (II)
by Phanerochaete chrysosporium. Wat. Res., v. 34, p. 4090-4100, 2000.

YOSHIDA, H. Chemistry of Lacquer (Urushi) part 1 Chem. Soc., v. 43, p. 472-486, 1883.
ZECHENDOF, B. Sustainable development : how can biotecnology contribute?. Tibtech. ,v.17,
p.219-225, 1999.

WARD, C. T.; MATSUMURA, F. Fate of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) in a
model aquatic environment. Arch Environmental Cotam. Toxicology, v. 7, p. 349-357, 1978.
WARIISHI, H. GOLD, M. H. Lignin peroxidase compound IIl. Mechanism of formation and
decomposition. J. Biol. Chem., v. 265, p. 2070-2077, 1990.

WARIISHI, H.; VALIIL, K.; GOLD, M. Hin vitro depolymerization of lignin by manganese
peroxidase of Phanerochaete chrysosporium. Biochem. Biophy. Res. Comm., v. 176, p. 269-275,
1991.

88



Degradacado de dioxinas e furanos policlorados por fungos basidiomicetos ligninoliticos para aplicagdo em processo de
biorremediagdo

WINDAL, I.; EPPE, G.; GRIDELET, A C.; DE PAUW, E. Supercritical fluid extraction of
polychlorinated dibenzo-p-dioxins from fly ash: the importance of fly ash origin and composition
on extraction efficiency. J. Chromatogr., v.819, p. 187 - 195, 1998.

WITTICH, R-M. Degradation on dioxin - like compounds by microrganisms. App. Microbiol.
Biotecnol., v. 49, p. 489 - 499, 1998.

WITTICH, R. M., WILKES, H. SINNWELL, V., FRANCKE, W., FORTANAGEL, P.
Metabolism of Dibenzo-p-dioxin by Sphingomonas sp. Strain RW1. App. Environ, Microbiol., v.
58, n. 3, p. 1005-1010, 1992.

WRABEL, M. L.; PECKOL, P. Effects of bioremediation on toxicity and chemical composition
of n°® 2 fuel oil: growth responses of the brown algae Fucus versiculosus. Marine Pollution
Bulletin., v. 40, n. 2, p. 135-19, 2000.

WU, W. Z.; XU, Y.; SCHRAMM, K. W.; KETTRUP, A. Persistence of polychlorinated dibenzo-
p-dioxins and dibenzofurans (PCDD/Fs) in Ya-Er Lake Area, China. Environm. Internat., v.26,
p.323-326, 2001.

XU, F. Oxidation of phenols, anilines and benzenethiols by fungal laccases: correlation between

activity and redox potentials ace well ace halide inhibition. Biochemistry, v. 35, p. 7608-, 1996.

89



Errata

1-) Basidiomicetes = basidiomicetos
2-) Pagina 14
0, Lacase (Cu?*) PhO-

H,0 Lacase red. (Cul*) PhOH

Figura 2.5 Representacdo de uma reacdo catalisada por lacase. PhOH representa um substrato
fendlico.

3-) Pagina 22: Quarto paragrafo 2,08nh I-TEQ/kg = 2,08 ng I-TEQ/kg

3-) Pagina 30

110,88 mg/L = 110,88 pg/L.

4-) Pagina 42

O mesmo comportamento ocasionado pelo aumento da quantidade de cinzas adicionadas ao
meio de cultivo também foi verificado para as linhagens Agaricus campestris, Pleurotus
sajor- caju € Phanerochaete chrysosporium. Para as linhagens Pleurotus sp. CCB 068,
Pleurotus sajor - caju 020 e Pleurotus sp PSC 94/03, a adicdo de 70g/L ndo favoreceu o
aumento da atividade de LiP em todo o periodo avaliado.

5-) Pagina 44

De um modo geral , verificou-se que o aumento da concentra¢do de cinzas no meio de
cultivo , de 50 g/L parsa 70 g/L, favoreceu o aumento na produ¢do da atividade de LiP para
a maioria das linhagens.

6-) Pagina 69

Pleurotus sordida = Phanerochaete sordida



