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RESUMO

OKADA, W.S. Otimizacio da producao de inéculo fingico de Psilocybe castanella CCB 444
para biorremediacao de solos. 2010. 138 f. [Dissertacdo]. Sdo Paulo — Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Evidéncias sobre a perda de eficiéncia do inéculo fungico no processo de incorporacdo ao solo
devido ao alto grau de atrito com o mesmo, proporcionado pelo processo de mistura e perda de
umidade, indicam a necessidade de desenvolvimento de um indculo efetivo e economicamente
vidvel, que mantenha sua atividade bioldgica durante o transporte e aplicagdo no solo e
proporcione melhora efetiva da remediacdo de solos. Este projeto de pesquisa visou determinar a
melhor formulag¢do de indculo fungico de Psilocybe castanella em peletes a ser utilizado em
processos de remediac@o de solos contaminados por organoclorados e outros poluentes, por meio
da melhora da resisténcia mecanica dos indculos a abrasdo do solo, procurando garantir as taxas
de atividade enzimadtica e degradacdo de poluentes em solo. O projeto, constituido de trés fases,
avaliou a utilizacdo dos agregantes agar-agar, fécula de mandioca e carragena na agregacdo das
fibras de bagaco de cana-de-acicar de indculo fingico de P. castanella. Através de ensaios de
resisténcia mecanica, ensaios enzimadticos, quantificacio de biomassa, coloniza¢do interna e
externa do pelete e degradacdo de pentaclorofenol em solo, determinou-se qual agregante poderia
proporcionar melhor da resisténcia mecanica do indculo as condi¢des abrasivas encontradas
durante a incorporagdo do fungo ao solo em processos de remediagcdo de solos contaminados. De
modo geral, a adi¢do dos agregantes para aumento da resisténcia mecanica dos indculos fungicos
de ndo alterou significativamente o perfil fisiolégico do fungo. Dos agregantes avaliados neste
projeto, fécula de mandioca mostrou-se capaz de fornecer resisténcia mecéanica ao indéculo, ndo
alterando significativamente o perfil fisiolégico do fungo e proporcionando taxas de degradacao
6timas de pentaclorofenol em solo em relacdo aos demais agregantes testados. O processo de
imobilizagdo utilizado neste projeto mostra-se promissor em relagdo a outros processos existentes
para a imobilizagdo de fungos basidiomicetos, ja que sua formulacdo € simples e requer menos

constituintes do que os demais processos descritos na literatura.

Palavras-chave: Biodegradacdo. Organoclorados. Pentaclorofenol. Fungo basidiomiceto.
Enzimas ligninoliticas.



ABSTRACT

OKADA, W.S. Optimization of the production of Psilocybe castanella CCB 444 fungal
inoculum for soil bioremediation. 2010. 138 p. Master thesis (Biotechnology) — Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Evidences about the loss of efficiency of fungal inoculum during the process of incorporation
into the soil due to high degree of friction caused by the blending process and moisture loss,
indicate the need for development of a more effective and economically feasible inoculum, that is
able to maintain its biological activity during transportation and land application and provide an
effective soil remediation. This research project aimed to determine the best formulation of
pelleted fungal inoculum of Psilocybe castanella to be used in remediation processes of soil
contaminated with organochlorines and other pollutants, by improving the inoculum’s
mechanical strength to abrasion and ensuring the rates of enzyme activity and pollutants
degradation in soil. The project, consisted of three phases, evaluated the use of agar-agar, cassava
starch and carrageenan on the aggregation of sugarcane bagasse fibers of P. catanella inoculum.
In order to determine which of these compounds could improve the inoculum’s mechanical
strength so it could withstand the abrasive conditions encountered during incorporation process,
strength assay, enzymatic assay, biomass quantification, analyses of internal and external
colonization of the pellet and degradation assay of pentachlorophenol in soil were carried. The
addition of these compounds to increase the mechanical strenght of fungal inocula did not
significantly alter the physiological profile of the fungus. Cassava starch has proved itself capable
of providing mechanical strength to the inoculum, not significantly altering the physiological
profile of P. castanela and obtaining optimal rates of pentachlorophenol degradation in soil
compared to other compounds tested. The fungal immobilization procedure used in this project is
promising in when compared to other existing processes since its formulation is simple and

requires fewer components than other processes.

Keywords: Biodegradation. Organochlorine. Pentachlorophenol. Basidiomycete fungus.

Ligninolytic enzymes.
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1 INTRODUCAO

Compostos de alta complexidade e estabilidade sdo caracterizados por serem
recalcitrantes e por constituirem um problema crescente e de alta relevancia na atualidade. A
producdo e liberacdo de compostos sintéticos derivados de industrias quimicas, farmacéuticas, de
fertilizantes e de pesticidas culminaram na contaminacdo de diversas parcelas ambientais.

Tais problemas encontrados atualmente, devido ao uso indiscriminado destes compostos,
tétm como um dos principais personagens, os poluentes organoclorados. Muitos apresentam
elevada toxicidade e sdo mutagénicos ou carcinogénicos. Representam uma classe de quimicos
altamente persistentes no meio ambiente, sendo acumulados nos niveis troficos superiores da
cadeia alimentar e trazendo sérios riscos ao meio ambiente e a saide humana.

No Brasil, um dos casos de maior destaque, onde o estudo em questdo esté inserido, € o
das industrias instaladas na cidade de Cubatdo na década de 1960. A disposicdo inadequada de
residuos de compostos como pentaclorofenol (PCF) e pentaclorofenato de sédio (NaPCF)
culminou na contaminagdo de diversos municipios proximos a regidao, numa extensiao de 70 km
do local de disposicao dos residuos. Parte dos solos contaminados foi removida e armazenada em
um local denominado Estacdo de Espera, onde aguardam tratamento ainda hoje.

Grande parte das tecnologias disponiveis para remog¢do destes poluentes é de elevado
custo e baseia-se em processos de separacdo e estabilizacdo. Entretanto, tais tecnologias nao
fornecem uma solu¢@o permanente para o problema em questdo. Existe apenas uma transferéncia
do contaminante para outro local.

O uso de basidiomicetos degradadores de lignina tem sido em particular, extensivamente
estudado, visto que estes organismos apresentam um enorme potencial na degradacdo de
poluentes como bifenilas policloradas, PCF e inimeros hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e
pelo fato de apresentarem alta resisténcia a condi¢des ambientais adversas. Esta tecnologia
apresenta ainda baixo custo de emprego e, além de ser limpa, proporciona solu¢cdes permanentes
para o problema de poluicao ambiental.

Apesar do potencial e das altas expectativas em torno do uso de basidiomicetos para
biorremediagdo, esta tecnologia pouco é apontada como solucdo para remediagdo em grandes
escalas. Um dos principais fatores determinantes no seu desempenho pouco satisfatorio em

campo € o desenvolvimento de um indculo fiingico eficiente. A maioria dos trabalhos publicados
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acerca do assunto € direcionada essencialmente para os aspectos fundamentais da degradacdo de
contaminantes por fungos com pouca ou nenhuma ateng@o aos aspectos aplicados da tecnologia,
como a producdo de inéculos ou engenharia em campo.

A grande maioria de carreadores descritos na literatura que podem, eventualmente, ser
utilizados como indculo, ndo € considerada como vidvel. Estes substratos apresentam reservas
nutricionais capazes de ajudar na colonizacdo dos fungos no solo contaminado, mas apresentam
baixo potencial de inoculagdo, sdo de qualidade inconsistente, de produgdo relativamente cara e
grande parte de seu peso € proveniente de dgua. Como conseqiiéncia do baixo potencial de
inoculac@o da maioria dos carreadores disponiveis atualmente, sdo necessdrias vastas quantidades
de producdo e inoculacdo (taxas de inoculacdo entre 10 a 40% de peso seco do solo). Existem
ainda, evidéncias sobre a perda de cerca de 70% de eficiéncia do indculo no processo de
incorporag¢do ao solo devido ao alto grau de atrito com o mesmo, proporcionado pelo processo de
mistura e perda de umidade, tendo em vista a evidente diferenca entre as naturezas materiais dos
mesmos.

Em tratamentos em escala piloto, a produg¢do de inéculo fiingico ainda ndo possui um
padrdo qualitativo de avaliacdo para que possa ser aperfeicoada e, apesar da existéncia algumas
publicagdes cientificas relacionadas ao crescimento de basidiomicetos em substrato sélido para
esse fim, ainda ndo se dispde de um conjunto de dados sobre a fisiologia destes organismos que
permita estabelecer padrdes para utilizacdo de indculos em processos de biorremediacdo. Nao
somente se faz necessario o estudo da fisiologia desses fungos, quando cultivados para producao
de in6culos, como também o desenvolvimento de um inéculo flingico efetivo e economicamente
vidvel que apresente resisténcia mecanica a abrasdo do solo, mantenha seu potencial durante
transporte e aplicacdo no solo de modo a garantir as taxas de atividade enzimadtica e de
degradacdo de poluentes no solo.

O presente trabalho estd inserido dentro do projeto institucional intitulado “Avaliacdao do
potencial de fungos para a biorremediacdo de solos contaminados com residuos organoclorados”,
desenvolvido no Laboratério de Micologia Aplicada do Instituto de Botanica de Sao Paulo. O
projeto, fruto de convénio entre a Fundacdo para o Desenvolvimento da Pesquisa Agropecudria
(FUNDEPAG) e a Rhodia Brasil Ltda., vem obtendo em escala laboratorial, resultados
promissores no processo de degradacido de compostos organoclorados com fungos de podridao

branca como Lentinus crinitus, Trametes villosa e Psilocybe castanella. Este ultimo fungo, em
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particular, foi utilizado juntamente com L. crinitus em uma tentativa de aumento de escala de
tratamento de solo contaminado com hexaclorobenzeno (HCB) e PCF. Entretanto, do mesmo
modo que grande parte das tecnologias de biorremediacdo, quando este processo teve sua escala
aumentada, os resultados obtidos em laboratdrio ndo foram reproduzidos de forma satisfatdria.
Foram entdo efetuados estudos que verificaram que um dos fatores diretamente relacionado a
obtencdo de resultados ndo satisfatorios € a fragilidade do indculo fungico utilizado neste
processo. O baixo desempenho observado em escala piloto é causado, principalmente, pelo
estresse mecénico a que o fungo é submetido. Este fator, aliado a presenca do poluente, acaba por
fragilizar muito o microorganismo, impossibilitando-o de se aclimatar e degradar o poluente em
questao.

Visto que Psilocybe catanella apresenta 6timo desempenho em escala laboratorial e seu
desempenho em escala piloto é prejudicado pela fragilidade do in6culo, o objetivo deste trabalho
foi procurar otimizar a produgdo de indculo flingico, procurando-se manter os indicadores de
desempenho do fungo (atividade enzimadtica e taxas de degradacdo de PCF), por meio da adi¢ao
de agregantes que possam fornecer maior resisténcia mecanica ao inéculo e contribuir para a
manutencdo do potencial do fungo apds o processo de incorporacio do mesmo ao solo em

tratamentos de solo em grandes escalas.
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6 CONCLUSOES GERAIS

e Como verificado por diversos autores, Psilocybe castanella € um 6timo fungo para a
degradacdo de pentaclorofenol em solo. O fungo foi capaz de promover uma reducio
significativa do poluente, podendo ser utilizado em tratamentos de biorremediacdo de
solos contaminados.

® A adicdo de agregantes para otimizacdo do aspecto mecéanico da produgdo de indculos
fingicos de Psilocybe castanella ndo altera significativamente o perfil fisiolégico do
fungo, apresentando-se, portanto, como potencial solu¢do para o baixo rendimento do
in6culo fingico em processos de remediacdo de solo.

e Dos agregantes propostos neste projeto, fécula de mandioca mostrou-se capaz de
fornecer resisténcia mecanica ao indéculo, ndo alterando significativamente o perfil
fisiolégico do fungo e obtendo taxas de degradacdo 6timas em relacdo aos demais
agregantes testados.

® O uso da fécula de mandioca como agregante € uma Otima alternativa para a
imobilizacdo de Psilocybe castanella e, possivelmente, de outros fungos. E de fécil
obtencdo e de menor custo em relacdo aos demais agregantes testados neste projeto.

® O processo de imobilizacdo utilizado neste projeto mostra-se promissor em relagdo a
outros processos existentes para a imobilizacdo de fungos basidiomicetos, ja que sua
formulacio € simples e requer menos constituintes do que os demais processos.

e Como perspectiva, € vidvel o “scale up” do processo de biorremediacdo de solo em
biorreatores para confirmacdo da eficiéncia de degradacdo de pentaclorofenol por

Psilocybe castanella.
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