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Utilizacdo do composto residual da producido de cogumelos na fertilizacao
de alface (Lactuca sativa L.) e seu potencial na biorremediacao de solos

RESUMO

A produgdo de cogumelos vem aumentando no Brasil, sendo Agaricus brasiliensis,
Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus trés das espécies mais cultivadas. Apds a producao sao
gerados montantes relevantes de residuos organicos pré-degradados (substrato em que o fungo
foi cultivado), geralmente descartados como lixo. Este material ¢ denominado “composto
residual” da producdo de cogumelos (CR), podendo, quando indevidamente disposto no
ambiente, causar poluicdo e desconfiguragdes ambientais. No presente trabalho, com o
objetivo de identificar finalidades e valorizar CRs produzidos em Santa Catarina, avaliou-se a
utilizacao do CR de A. brasiliensis (com camada de cobertura a base de solo e de turfa) e de
L. edodes, como fertilizante organico e condicionador de solo no cultivo de alface (Lactuca
sativa). Também foi avaliado o potencial, concomitante a fertilizacao, destes CRs e do CR de
P. ostreatus na biorremediagdo de solos contaminados por xenobioticos, analisando-se
parametros microbiologicos, metabolicos e enzimaticos (lacase). Os CRs de A4. brasiliensis,
tanto com camada de cobertura de solo como de turfa, proporcionaram o maior
desenvolvimento de L. sativa nas concentracdes de 5 e 10% (peso seco). Na adi¢cdo de 10%
deste CR, com camada de cobertura a base de turfa e de solo, respectivamente, o peso seco
aéreo vegetal foi 2,2 e 2,8 vezes superior ao controle (solo), e 1,3 e 1,7 vezes superior a
fertilizacdo quimica (NPK). Adi¢des mais elevadas (25 e 40%) proporcionaram um menor
peso seco de L. sativa, mas proporcionaram elevacao do teor de proteinas e de clorofila. O CR
de L. edodes, nas propor¢des de 5, 10 e 25%, proporcionou um efeito negativo no
desenvolvimento de alface, tanto no que se refere ao peso seco e area foliar, como no teor de
clorofila e de proteinas. Os CRs dos trés fungos selecionados apresentaram uma maior
numero de microorganismos € uma maior taxa metabodlica (respiragdo microbiana) em relagao
a outros dois solos avaliados, assim como a manutencdo da atividade da lacase ao longo de
dois meses (exce¢ao do CR de L. edodes, que apresentou atividades muito baixas) — o que
contribui para acelerar a biodegradacdo de xenobioticos no solo. Na andlise “in vitro” do
potencial dos trés fungos para biorremediagao de um herbicida comercial a base de atrazina,
analisou-se previamente a toleracia as concentragdes de 1, 5, 10, 25 e 50pg/ml em meio BDA
— constatando o crescimento dos trés fungos em todas as concentragdes. Na avaliacdo da
biotransformac¢ao de atrazina em meio BDA com diferentes valores de pH, todas as espécies
transformaram o herbicida, com as maiores taxas para 4. brasiliensis (31 ¢ 35%) ao final de
30 dias de cultivo — fato que evidencia o potencial das espécies e dos respectivos CRs na
biorremediacao de solos contaminados com agrotoxicos como a atrazina. Nao houve inducao
da atividade da lacase pela presenca de atrazina, porém a enzima pode estar envolvida na
biotransformagdo. Conclui-se que o CR de A. brasiliensis apresentou viabilidade para
utilizagdo como fertilizante e condicionador de alface, especialmente nas doses de 5 e 10%. O
potencial de biorremediacao de xenobidticos como atrazina também foi constatado para este
CR e para esta espécie fungica, assim como para as demais (P. ostreatus e L. edodes).

Palavras-chave: ~ Composto residual, cogumelos, fertilizagdo organica,
biorremediacdo, agrotdxicos, atrazina, cogumelo-do-sol, shiitake, alface, lacase, Agaricus
brasiliensis, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Lactuca sativa.
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The use of spent mushroom compost on lettuce (Lactuca sativa L.)
fertilization and its potential on soil bioremediation

ABSTRACT

Mushroom production is increasing in Brazil with Agaricus brasiliensis, Lentinula
edodes and Pleurotus ostreatus as the three most cultivated species. After mushroom
production a significant amount of organic residues — substrates colonized by the fungus, pre-
decomposed, known as “spent mushroom compost” (SMC) is usually disposed in the
environment. These residues, when incorrectly disposed, may cause pollution and several
other environmental problems. This work aimed to identify strategies of aggregating value to
the SMC produced in Santa Catarina State (Brazil) using SMC from A. brasiliensis (with
either soil or peat as casing layers) and from L. edodes cultivation. The use of SMC in soil
fertilization and soil conditioning was tested. Additionally the potential of these SMCs and
also the SMC from Pleurotus ostreatus in the bioremediation of soils contaminated by
xenobiotics was evaluated using microbiological, metabolic and enzymatic (laccase)
parameters. SMC from A. brasiliensis, either with soil casing layer or the peat casing layer,
promoted the highest lettuce growth when 5 and 10% rates (dry weight) were added to the
soil. At 10% of these SMCs with peat and soil casing layer, respectively, promoted an
increase in the aerial plant dry weight of 2,2 and 2,8 times than the control (soil) and 1,3 and
1,7 times than the chemical fertilizer (NPK). Higher rates (25 and 40%) promoted a lower dry
weight of L. sativa but improved the protein and chlorophyll level. L. edodes SMC, at rates of
5, 10 and 25%, had a negative effect on lettuce growth measured as plant dry weight, leaf area
as well as on chlorophyll and protein levels. The SMC from these species showed higher
microbial number and metabolic activities (respiration rates) when compared with both soils
and also presented a higher laccase activity, characteristics that may be responsible for the
improvement of the biodegradation of xenobiotic substances. In the in vitro studies of the
potential of the three species for bioremediation of a commercial herbicide with atrazine, the
tolerance for mycelial growth in PDA media at dosages of 1, 5, 10, 25 and 50 pg/ml was
evaluated. It was detected that all species were able to growth at these herbicide rates. The
evaluation of atrazine biotransformation in the PDA media, at different pH, showed that all
species were able to transform atrazine with highest values for 4. brasiliensis after 30 days of
cultivation (31 and 35%). Although laccase induction was not detected when the herbicide
atrazine was included in the media, the enzyme may have some involvement in the
biotransformation. We conclude that SMC has a great potential to be used as an organic
fertilizer for the production of lettuce with an additional role in the bioremediation of
pesticides (atrazine) in soil, with particularly efficient results for the SMC from A.
brasiliensis.

Key-words: Spent mushroom compost (spent compost), mushrooms, organic fertilizer,
biorremediation, pesticides, atrazine, cogumelo-do-sol, shiitake, lettuce, laccase, Agaricus
brasiliensis, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Lactuca sativa.
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INTRODUCAO

A producdo de cogumelos comestiveis e medicinais vem aumentando e se
expandindo em todo o mundo, inclusive no Brasil. A produ¢do geralmente utiliza residuos
agro-industriais de natureza lignocelulosica. Finalizada a atividade de producao, ¢ descartado
um material denominado “composto residual” (CR), “spent mushroom compost” (“SMC”) ou
“spent mushroom substrate” (“SMS”), o qual pode ser definido como um substrato organico
pré-degradado e ainda colonizado pelo fungo, com seu contetido de nutrientes alterado em
relacdo ao substrato inicial de cultivo e com modificacdes fisico-quimicas que nao
proporcionam uma nova safra, economicamente viavel, do fungo selecionado.

Alguns autores diferenciam substrato residual (“SMS”) e composto residual
(“SMC”): a primeira denominacao ¢ utilizada para o substrato residual que ndo foi submetido
a um processo de compostagem previamente ao cultivo fiingico, como ocorre para espécies do
género Lentinula e Pleurotus; a segunda denominagao geralmente ¢ utilizada para o composto
residual da producdo de cogumelos do género Agaricus que, previamente ao cultivo, sofreu
um processo de compostagem. Contudo, no presente trabalho, ambos os materiais serdo
genericamente denominados de composto residual ou CR.

Cada quilograma de cogumelos produzido gera cerca de cinco quilogramas de
composto residual (WILLIAMS; McMULLAN; McCAHEY, 2001). Considerando-se a
produ¢do mundial de 8 milhdes de toneladas de cogumelos anualmente (CHIU et al., 2000),
calcula-se que sdo geradas aproximadamente 40 milhdes de toneladas de CR. Considerando-
se 0 baixo valor econdmico que apresenta, estima-se que 70 a 80% deste composto sdao
descartados como lixo (SEMPLE; WATTS; FERMOR, 1998). Desta forma, o CR vem se

tornando uma expressiva fonte poluidora, causadora de problemas ambientais, promovidas
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pelo destino inadequado e deposicao irregular no ambiente, de forma acumuladora e
impactante.

As industrias e os produtores de cogumelos em nivel mundial estdo, no entanto,
sendo forgados, tanto pela opinido publica como pelo poder publico — mais especificamente
pelas leis ambientais — a serem responsaveis por dar um destino adequado ao CR,
especialmente focando a sua reciclagem. Alguns métodos para sua utilizacdo estdo sendo
pesquisados e implementados em diversos paises (ZHANG; GONG; LI, 1994). Embora o
Brasil ndo se encontre entre os maiores produtores de cogumelos, como a China, os Estados
Unidos, o Japao e alguns paises europeus (FAO, 2000), esta atividade devera se ampliar nas
proximas décadas. Dentro deste contexto, encontrar finalidades para o CR pode tornar a
atividade de producao de cogumelos no Brasil, desde seu inicio, ambientalmente sustentavel.
Além disso, a pesquisa e divulgagdo de novas aplicagdes poderdo ndo so6 contribuir para o
reaproveitamento do CR, como também para estimular a agregacdo de valor comercial,
promovendo indiretamente o cultivo e, sobretudo, contribuindo para a manutencdo da
qualidade ambiental.

Dentre as diversas utilizagdes ja divulgadas para o CR, encontra-se sua aplicacao
na suplementag@o animal, na minhocultura, no cultivo de outras espécies fungicas (RINKER,
2004) e at¢ mesmo como fonte energética (WILLIAMS; McMULLAN; McCAHEY, 2001).
Contudo, sua utilizacdo como fertilizante e condicionador de solos, especialmente na
horticultura e floricultura, apresenta-se como uma das possibilidades mais viaveis (MAHER
et al., 2000; MAFF, 2004). Esta utilizagdo vem sendo implementada com sucesso (MAHER et
al., 2000; CHONG, 2004) por produtores em diversos paises, especialmente europeus.

Empregado como fertilizante, o CR fornece nutrientes para as plantas e, como
condicionador do solo, melhora suas propriedades fisicas e quimicas, reduzindo a perda de

agua por infiltracdo — por aumentar a capacidade de retengdo de umidade —, melhorando a
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densidade e a aeragdo (MAFF, 2004). A adicdo de CR eleva também o teor de matéria
organica ¢ melhora a estrutura dos solos (BEYER, 1999; CHANG, 1987; GUO;
CHOROVER; FOX, 2001; MAHER et al., 2000). A matéria organica, sobretudo aquela
composta por lignocelulose parcialmente degradada, ao ser incorporada no solo, ¢
subseqiientemente degradada pela microbiota nativa, gerando o que ¢ conhecido como humus,
constituinte fundamental na fertilidade de solos (CHANG, 1987).

Considerando-se que extensas areas do territdrio brasileiro incluem solos de baixa
fertilidade e que o interesse no uso da fertilizagdo organica, em substitui¢do a adubagao
quimica, vem se expandindo, o emprego do composto residual da producdo de cogumelos
pode ser uma alternativa interessante na agricultura. Isso proporcionaria beneficios tanto para
os produtores de cogumelos do pais, como para os agricultores ¢ consumidores, assim como
para o meio ambiente.

Outra alternativa interessante para emprego do CR, adicionalmente a fertilizagdo, é
na biorremediacao de xenobiodticos nos solos, entre os quais destacam-se os agrotoxicos. Esta
finalidade ¢ viabilizada em virtude dos principais fungos cultivados — como Lentinula edodes
(shiitake), Pleurotus ostreatus (cogumelo-ostra) e espécies do género Agaricus (champignon e
cogumelo do sol) — serem lignoliticos, produzindo enzimas oxidativas, tais como a lacase,
mangangés peroxidase e lignina peroxidase, que estdo envolvidas na degradagdo da lignina —
uma molécula natural e recalcitrante. Mecanismo semelhante utilizado pelo fungo na
degradagdo da lignina é empregado na degradacdo de uma gama de poluentes ambientais
(HISON, 1991 apud EGGEN; SVEUM, 1999). Como o CR geralmente inclui por longos
periodos o fungo que foi cultivado de forma viavel, em termos vegetativos, assim como
diversas enzimas produzidas pelo fungo, o composto dispde de potencial para a
biorremediacdo de poluentes ambientais. Dentro desse contexto, ja foram publicados

resultados promissores, utilizando o CR na degradacdo de hidrocarbonetos policiclicos
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aromaticos (“PAH”) (EGGEN, 1999; LAU; TSANG; CHIU, 2003), de compostos fenolicos
(TREJO-HERNANDEZ; LOPEZ-MUNGUIA; RAMIREZ, 2001) como pentaclorofenol
(OKEKE et al., 1993), entre outros. Diversos fungos de cultivo também ja apresentaram
potencial de degradacdo de diversos xenobiodticos em condigdes “in vitro”, tais como corantes
(HATVANI; MECS, 2002), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (EGGEN; SVEUM,
1999) e agrotoxicos, dentre os quais a atrazina (MASAPHY; LEVANON; HENIS, 1993).

O uso do CR na adubagdo organica de culturas vegetais, assim como seu impacto
combinado na biorremediacao de solos, especialmente no que se refere aos agrotoxicos, pode
ser uma alternativa no processo de conversao de cultivos convencionais — a base de adubos
quimicos e agrotdxicos — para cultivos organicos sustentaveis. A utilizacdo do composto pode
contribuir para o processo de descontaminag¢do quimica do solo, facilitando a certificagao
organica dos produtos agricolas produzidos sob sua adubacdo, em virtude de propiciar uma
reducdo do periodo de caréncia exigido para a detoxificagdo dos solos, no qual os cultivos
ainda ndo sdo reconhecidos como organicos.

A questdo da contaminagdo dos solos por agrotdxicos e sua descontaminacao
torna-se mais relevante quando se considera que o Brasil, em 2000, comercializou cerca de
140,5 mil toneladas de ingredientes ativos de agrotoxicos, estando o estado de Santa Catarina
em 8° lugar no “ranking” de consumo nacional, com aproximadamente 4,7 mil toneladas
utilizadas anualmente (SINDAG, 2003). Considerando ainda que os herbicidas s3o os
agrotoxicos mais empregados — 58,5% do total utilizado — e que em culturas como as de cana-
de-agucar e de milho (culturas base da agricultura brasileira) sdo empregadas as maiores
quantidades, o estudo da degradacdo de herbicidas empregados nas mesmas se torna
importante quando se visa a detoxificacdo de solos. Dentre os herbicidas empregados nestas
culturas estdo aqueles formulados com o principio 2-cloro-4-(etilamino)-6-(propilamino)-s-

triazina, mais conhecido como atrazina. Estima-se que 20 mil toneladas dessa substancia sao
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empregadas apenas na cultura canavieira no Brasil. O dado ¢ preocupante na medida em que a
atrazina, devido a sua persisténcia e ao seu potencial de escoamento nos solos, ¢ um potencial
contaminador de aguas (BREDA, 2004). Nesse contexto, a utilizagdo do CR da produgdo de
cogumelos na biorremediagdo de solos contaminados com atrazina pode se tornar uma
tecnologia interessante, tanto pelas propriedades de adsor¢do do xenobidtico pelo composto,
como pelo potencial de biodegradagdo. Além disso, devido a sua origem, o CR pode vir a se
tornar uma via de descontaminagao de solos econdmica e de facil aquisigao.

No Estado de Santa Catarina, a produgdo de cogumelos ¢ realizada proxima a
polos de horticultura, especialmente nos “cinturdes” verdes em torno das grandes cidades,
como verificado na regido de Florianopolis. Este fato viabiliza a utilizacdo do CR como
fertilizante para cultivos de interesse olericola. Dentre as hortalicas de grande consumo no
Brasil, encontra-se a alface, Lactuca sativa L., sexta hortaliga em importancia economica e
oitava em termos de volume produzido (BIASI et al., 1991). De acordo com a EPAGRI
(2003), s6 na regiao metropolitana de Floriandpolis (SC), que compreende 21 municipios, sdo
produzidas cerca de 4,7 mil toneladas de alface por ano, o que envolve aproximadamente
1362 produtores. Desta forma, a utilizacdo do CR como fertilizante para a cultura de alface
podera ser uma forma interessante de valorizacao deste residuo.

Dentre os fungos mais cultivados no Brasil e em Santa Catarina, como potenciais
de geracdo de compostos residuais, com viabilidade de utilizagdo, poder-se-ia destacar a
espécie Agaricus brasiliensis Wasser & Didukh, conhecido popularmente como cogumelo do
sol, do qual o Brasil ¢ o maior produtor mundial (BRAGA et al., 1998). Outros cultivos, como
de Lentinula edodes (shiitake) em sistema axénico e de Pleurotus ostreatus (cogumelo-ostra)
também se encontram em expansdo. Desta forma, estudar os potenciais de utilizagdo dos CRs

oriundos da producdo dessas espécies fungicas como fertilizante para o cultivo de alface e
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como agente de biorremediagdo solos contaminados com agrotdxicos — como com o herbicida
atrazina — torna-se essencial, especialmente quando se visa:

- evitar e/ou reduzir o impacto ambiental do composto residual da produgdo de
cogumelos, através de sua utilizagdo de forma sustentavel,

- valorizar este residuo, trazendo beneficios para os produtores de cogumelos, a
sociedade como um todo e o meio ambiente;

- fornecer informagdes para viabilizar sua utilizagdo pelos agricultores como
fertilizante e condicionador do solo, com possivel acao biorremediadora conjunta
na degradacao de agrotdxicos (atrazina) do solo, especialmente quando se deseja
um cultivo organico;

- fornecer um possivel produto de biorremediagcdo de xenobioticos — para aplicagao

em solos — de baixo custo e facil aquisi¢ao.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar o potencial de utilizagdo do composto residual da produgdo comercial de
cogumelos das espécies Agaricus brasiliensis ¢ Lentinula edodes como fertilizante e
condicionador do solo no cultivo de Lactuca sativa L. (alface) e, adicionalmente, avaliar seu
potencial na biorremediagdo de solos contaminados com xenobidticos como agrotdxicos.
Neste ultimo caso (biorremediagdo), avaliar, também, o potencial dos fungos isoladamente,

incluindo Pleurotus ostreatus, bem como o composto residual de sua produgao.

2. Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da aplicacdo e da concentracdo do composto residual de A.
brasiliensis ¢ de L. edodes no solo sobre o desenvolvimento de Lactuca sativa (alface),
comparativamente & adubacdo quimica e ao solo sem adubagdo, visando avaliar o poder
fertilizante destes compostos, analisando-se para isso pardmetros de crescimento (peso seco,
parametros foliares) e de qualidade vegetal (teor de proteinas e de clorofila).

- Analisar as caracteristicas nutricionais (quimicas) desses compostos, assim como
aspectos fisicos (capacidade de campo e pH), visando sua aplicagdo como condicionador de
solos.

- Determinar caracteristicas microbioldgicas do composto residual de A.
brasiliensis, L. edodes e de P. ostreatus — enumeragdo de bactérias e fungos, liberagdo de CO,
e atividade da enzima lacase — visando ampliar as perspectivas de sua utilizagdo na
biorremediacao de solos contaminados por xenobioticos, tais como agrotoxicos.

- Avaliar, “in vitro”, a capacidade de biotransformacao do herbicida atrazina pelos

fungos 4. brasiliensis, L. edodes e P. ostreatus, visando ampliar as perspectivas de utilizagao
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do composto residual da producao de cogumelos destas espécies na biorremediacdo de solos

contaminados com agrotoxicos, verificando-se:

a faixa de tolerancia destes fungos a diferentes concentragdes de atrazina em
meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar), através da avaliagio da
influéncia do herbicida no crescimento vegetativo das espécies;

a biotransformagdo do herbicida pelas espécies selecionadas em uma das
concentragdes de tolerancia, ao longo do tempo, avaliando a influéncia do
valor de pH inicial do meio e a dindmica da atividade da enzima lacase sobre a

biotransformacao.
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1. A produc¢ao de cogumelos

O uso de microorganismos na valorizagdo de residuos orgénicos s6lidos vem se
tornando cada vez mais expressivo mundialmente (CHANG, 1987). Uma dessas utilizagoes ¢é
no cultivo de cogumelos objetivando a producdo de biomassa fungica como fonte de
alimentos e de principios farmacéuticos.

A producgdo mundial de cogumelos em 1999 foi de aproximadamente 8 milhdes de
toneladas (CHIU et al., 2000), enquanto que na década de 40 este valor era inferior a 500 mil
toneladas (FERREIRA, 1998). O maior produtor ¢ a China, com aproximadamente 510 mil
toneladas produzidas em 1998, seguida pelos Estados Unidos, com 390 mil toneladas (FAO,
2000). No Brasil, por outro lado, esta atividade ainda ¢ incipiente, com uma producdo anual
de 3 mil toneladas (FERREIRA, 1998). Contudo, a intensa atividade agricola brasileira e,
conseqiientemente, os montantes de residuos agro-industriais resultantes conferem ao pais
potencial para se tornar um grande produtor de cogumelos.

Em diversos paises, os cogumelos sdo considerados ndo sé uma importante fonte
de alimento de grande valor nutritivo e de principios farmacéuticos, como também uma
estratégia de aproveitamento e valorizagdo de residuos de origem agro-industrial (CHANG,
1984). Esses residuos sdo constituidos, em sua maioria, por celulose, hemicelulose ¢ lignina,
ja& que provém especialmente de materiais vegetais. Em termos ambientais, a ciclagem de
nutrientes ¢ de extrema importancia para o ecossistema. Tanto a lignina quanto a celulose e a
hemicelulose apresentam o carbono como base de suas estruturas moleculares. Desta forma,
sua degradacao ¢ relevante para o ciclo deste elemento. A degradagdo da lignina, em especial,
proporciona a liberagdo de substancias hiimicas, as quais agem na estrutura¢do do solo ou

como agentes quelantes (CERRI; ANDREUX; EDUARDO, 1992).
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As espécies fungicas com maior produgdo de cogumelos, em nivel mundial, sdao

apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1. Produgdo mundial em 1997, em toneladas e em porcentagem da produgfo total, das principais
espécies fingicas produtoras de cogumelos comestiveis e/ou medicinais. Fonte: CHANG, 1999.

Espécie Total (ton) %
Agaricus brunnescens (= A. bisporus) 1.955.900 31,8
Lentinula edodes 1.564.400 25,4
Pleurotus spp. 875.600 14,2
Auricularia spp. 485.300 7,9

1.1. Agaricus brasiliensis

Agaricus brasiliensis Wasser & Didukh (WASSER et al., 2002) [= 4. blazei
(Murrill) ss. Heineman] (Familia: Agaricaceae) ¢ uma espécie fingica que produz cogumelos
comestiveis e medicinais popularmente conhecidos com “Cogumelo do Sol®”, “Cogumelo de
Deus”, “Cogumelo Medicinal”, “Cogumelo Piedade”. Agaricus de “Murrill” ou ABM
(Brasil), “Himematsutake” (Japao), “King Agaricus”, “Almond Portobelo” (Estados Unidos).
A. brasiliensis ¢ uma espécie nativa das Américas, sendo comumente encontrada no Brasil em
regides serranas de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo (EIRA, 2003), principalmente no
municipio de Piedade.

Apesar do cultivo comercial de fungos no Brasil restringir-se praticamente ao
“champignon”, Agaricus brunnescens Peck. [= A. bisporus Large (Imbach)], ao shiitake,
Lentinula edodes (Berk) Pegler, e em menor escala ao shiimeji, Pleurotus spp. (EIRA, 2000),
as areas de cultivo e o consumo mundial de 4. brasiliensis estdo em franca expansao. O pais ¢
o maior produtor mundial desta espécie, sendo que somente no verdo de 1996 e 1997 foram
produzidas cerca de 20 toneladas de cogumelos desidratados (BRAGA et al., 1998). Vale

ressaltar que a produ¢do em escala comercial dessa espécie comegou na década de 80, sendo
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um cultivo recente, se comparado aos demais cogumelos como L. edodes (shiitake), que
possui tradi¢do milenar de producdo (FERREIRA, 1998).

A. brasiliensis ¢ uma espécie saprofita, que pode ser cultivada em substratos
lignoceluldsicos como, por exemplo, misturas de palhas e estercos, sendo este substrato
previamente compostado, para tornar-se seletivo para o fungo. O composto ¢
subseqlientemente submetido a um tratamento térmico — a pasteurizagdo, previamente a
inoculacdo do fungo, para a eliminagdo da maioria dos microorganismos competidores.

A. brasiliensis tem um ciclo de producdo de aproximadamente 2 a 3 meses, desde
sua inocula¢do no composto até a primeira colheita, num total dois a trés ciclos de produgao.
A temperatura 6tima para seu crescimento vegetativo fica entre 21 e 27°C (STAMETS, 2000),
e a faixa de pH otima entre 6,5 ¢ 7,0 (EGUCHI; YOSHIMOTO; HIGAKI, 1998; NEVES,

2000), com um crescimento 6timo em 6,8.

1.2. Lentinula edodes

Lentinula edodes (Berkeley) Pegler [= Lentinus edodes (Berkeley) Sing] (Familia:
Pleurotaceae/Agaricaceae) (WASSER; WEIS, 1999; URBEN; CORREIA, 2001) ¢ o segundo
cogumelo mais produzido em nivel mundial, conhecido popularmente como shiitake.
Apresenta outras denominagdes, como “Xiangu” (China), “Lentin” (Franca) (CHEN, 2001),
“Cogumelo do Carvalho” (YAMANAKA, 1997) ¢ “Cogumelo Marrom”. E nativo da China,
Coréia, Tailandia, Nepal, Norte Borneu, Filipinas, Japao, além de Nova Guiné. Seu habitat
natural ¢, em geral, troncos caidos em decomposicdo nas florestas imidas do leste asiatico,
especialmente de arvores folhosas da familia dos carvalhos (Fagaceae).

L. edodes ¢ um fungo lignocelulolitico, o que lhe confere a capacidade de crescer
em residuos agro-industriais. E um degradador seletivo de lignina — um dos constituintes mais
recalcitrantes dos tecidos dos vegetais, o que o torna um fungo especializado na degradacao e

digestibilidade de residuos constituidos por este componente. Este fato foi evidenciado num
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experimento envolvendo palha de milho, no qual 20% da lignina foi degradada apds os
primeiros 11 dias e 43% apds as primeiras 7 semanas apos inoculagdo com o fungo
(SERMANNI et al., 1994).

Ha algumas vantagens no cultivo de shiitake em relacdo a maioria dos demais
cogumelos. E um fungo com capacidade para oxidar o complexo lignina-polissacarideo do
substrato, sem tratamento quimico ou biologico antecedente (SHARMA, 1990 apud
SHARMA, 1991). Desta forma, o substrato ndo necessita ser previamente fermentado
(compostado), o que encurta o tempo do processo produtivo.

O cultivo de shiitake ¢é realizado tradicionalmente em toras de arvores, sendo
freqliente, no Brasil, a utilizagdo de toras de Eucalyptus spp. Outra forma de cultivo ¢
realizada em substratos formulados com serragem ou palhas (técnica “Jun-Cao”),
suplementadas com farelos como de trigo, arroz, milho ou soja. Esta ultima técnica se
assemelha aquelas utilizadas no cultivo dos demais fungos, quando se enfoca a utiliza¢ao de
residuos agro-industriais e florestais.

O cultivo em toras envolve um ciclo de produ¢do mais demorado do que os demais
sistemas, ocorrendo um periodo minimo de seis meses entre a inoculagdo do fungo e o inicio
das frutifica¢des. Ja no cultivo em serragem ou palha, o periodo de cultivo ¢ reduzido pela
metade — aproximadamente trés meses, dependendo da estirpe (RIBAS, 2003).

O pH o6timo para o desenvolvimento da espécie situa-se em torno de 5 e 6, com
valor 6timo em 5,6. A temperatura ideal para o crescimento vegetativo (micelial) varia de 21-
27°C, de acordo com a estirpe (STAMETS, 2000).

Com relagdo a producdo brasileira de L. edodes, a APAN (Associagdo de
Produtores de Agricultura Natural), ao final de 1995, estimou em 6 toneladas mensais e, em

1997, em 8 toneladas (EIRA, 2003).
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1.3. Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus (Jaquin ex Fries) Kummer (Familia Agaricaceae/
Pleurotaceae) ¢ conhecido vulgarmente como “Shimeji”, “Cogumelo Ostra”, “Cogumelo
Gigante”, “Hiratake”, “Caetetuba”, (URBEN; CORREIA, 2001) e “Cogumelo Palha”. E
encontrado naturalmente em regides com faixas amplas de temperatura, especialmente em
florestas tropicais. Apresenta a capacidade de saprofitizar uma ampla variedade de espécies
vegetais (STAMETS, 2000), especialmente troncos de arvores em locais sombreados — como
de carvalhos e salgueiros. Cogumelos deste género (Pleurotus) estdo em terceira colocagao
dentre os mais consumidos em nivel mundial (CHANG, 1999).

O crescimento micelial 6timo desta espécie ocorre em 25°C (KONG, 2004), em
meio com pH entre 5,5 e 6,5. Apresenta um ciclo de produgdo curto, de aproximadamente 30
dias desde o inicio de seu crescimento vegetativo até a primeira colheita, num total de trés ou
quatro ciclos de producdo (STAMETS, 2000). Assim como para L. edodes, o substrato para
seu cultivo comercial ndo necessita ser compostado, o que facilita o cultivo. No Brasil, ndao

existem estatisticas sobre a producao e comercializagao de Pleurotus spp. (EIRA, 2003).

2. O composto residual da producio de cogumelos

O composto residual da produgdo de cogumelos é um residuo organico, resultante
de seu cultivo comercial (GUO et al.,, 2001). Os principais componentes sdo palhas
parcialmente degradadas, feno, sabugo de milho, esterco de cavalo e de frango, gesso, além de
aditivos nutricionais como potassa e superfosfato (GUO; CHOROVER; FOX, 2001). Outros
componentes também podem ser utilizados, como o bagaco de cana no cultivo de espécies de
Agaricus e a serragem no cultivo de L. edodes. Alguns suplementos sdo freqiientemente

utilizados, tal como uréia, farelo de trigo, de arroz e de soja.
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Algumas caracteristicas do composto residual de A. brunnescens sao apresentadas
na Tabela 2. Uma das caracteristicas importantes deste composto, que afeta sua utilizagdo, ¢ a
condutividade elétrica. Sharma, Furlan e Lyons (1999) verificaram que ocorreu um aumento
na condutividade elétrica do composto apds o cultivo do fungo, proporcionada pela elevacao
do teor de sais (cinzas). Além disso, o CR apresentou um maior nimero de bactérias do que o

composto no inicio do cultivo.

TABELA 2. Caracteristicas quimicas e microbioldgicas do composto de cultivo de Agaricus brunnescens, antes
e ap6s (composto residual - CR) a producdo de cogumelos. Fonte: SHARMA ; FURLAN; LYONS, 1999.

Substrato pH Condutividade Cinzas Lipideos Bactérias

(nS/cm) (%) (%) (log células/g composto)
Composto 6,93 3,00 27,70 4,43 9,62
CR 6,12 4,24 34,86 2,83 11,38
Substrato Lignina (%) C (%) H (%) N (%)
Composto 19,15 34,54 4,54 2,45
CR 24,43 31,01 4,05 2,84

Sao produzidas aproximadamente 40 milhdes de toneladas de CR proveniente das
produgdes de cogumelos em nivel mundial, sendo que apenas o Reino Unido contribui com
500 mil t/ano (MAFF1,1994 apud SEMPLE; WATTS; FERMOR, 1998); a Irlanda com 300
mil t/ano (DODD et al., 1998) e o Canadd com 250 mil t/ano (CHONG, 2004). Em todos os
casos, o CR deveria ser disposto no ambiente de forma “ambientalmente correta”
(“environmental friendly”’) (DUGGAN et al., 1998), o que ndo ocorre na maioria das vezes.

Considerando o principio “ZERI” (“Zero Emissions Research Initiative™

)» que
propde encontrar novas atividades que permitam a conversao das fontes de residuos em fontes

de empregos, alimentos, entre outros, a valorizacdo do CR se enquadra na proposta. A

utilizagdo sustentavel de residuos lignoceluldsicos visando a produc¢dao de cogumelos pode

! Ministry of Agriculture Fisheries and Food (MAFF) — United Kingdom
2 www.zeri.org



31

contribuir para melhorar a qualidade de vida da populagdo, reduzir a emissao de residuos e

agregar valor aos produtos da atividade de cultivo (CHANG, 2003).

2.1. Utilizacao na agricultura

Em diversos paises — especialmente europeus e norte-americanos — o CR ja tem
sido estudado e utilizado em diversos setores, especialmente na agricultura, como fertilizante
e estruturador do solo (RINKER, 2002).

Entre suas caracteristicas fisico-quimicas, o CR apresenta baixa densidade (300
kg/m’) e elevado contetido de agua (70%, w/w). E um substrato geralmente uniforme,
constituido por matéria organica estabilizada. O processo de compostagem — quando presente
— ¢ o desenvolvimento do fungo proporcionam a adsor¢do de nutrientes a fracdo de matéria
organica do composto, evitando a lixiviagdo excessiva desses nutrientes. Em adi¢do, o
composto apresenta um pH geralmente elevado (dependendo do fungo cultivado), variando
entre 7 ¢ 8, geralmente em torno de 7,3 quando provém do cultivo de espécies do género
Agaricus. Desta forma, ao ser incorporado no solo, o CR geralmente proporciona um aumento
do pH, assim como um aumento de sua capacidade de troca catidnica € uma maior agregacao
(MAFF, 2004).

Dentro deste contexto, o CR constitui um fertilizante com caracteristicas
agrondmicas interessantes, especialmente pelo elevado conteido de matéria organica,
podendo ser incorporado ao solo, aumentando a sua capacidade de retencao de agua, além de
fornecer macro-nutrientes (como N e P) para a nutri¢do vegetal (DODD et al., 1998). A
maioria dos nutrientes, que estd ligada aos compostos organicos presentes no composto, ¢
liberada lentamente, até 4 a 6 anos apds o periodo de aplicagdo. Ja a taxa de aplicagdo do
composto no solo deve ser determinada em funcdo dos niveis ja existentes de nutrientes, da
espécie vegetal utilizada, de fertilizagdes anteriores e do tempo de aplicacdo (MAFF, 2004).

A Tabela 3 apresenta o efeito da dose de composto residual no nivel de nutrientes no solo.
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TABELA 3. Efeito de diferentes propor¢des de composto residual (CR) no nivel de nutrientes no solo. Fonte:
MAHER, 1994.

Doses de CR

kg/m’" t/ha** pH P K' Mg' NOs-N' CE*(mS/m) MO’ (%)
0 0 7,7 11 52 167 31 25 1,62

4,5 25 7,6 17 68 175 38 40 1,89

9 50 75 22 116 197 39 55 2,18

18 100 7,3 33 332 232 39 95 2,29

36 200 7,3 39 474 244 39 105 2,35

72 400 72 76 1231 325 42 170 2,53

*material seco (CR); ** material fresco.
'Niveis de nutrientes avaliados utilizando extrato aquoso na propor¢io 1:1-1/2 (v/v), e expressado em mg/L de
substrato; “condutividade elétrica (mS/m), *matéria organica (%).

Entre os diversos fatores que irdo determinar o potencial de utilizacdo deste
composto como fertilizante no solo, estdo: o contetdo de nutrientes e de sais; a porosidade; a
capacidade de retencdo de agua; a razdo C/N do composto ¢ do solo; a maturidade do
composto; a presenca ¢ quantidade de sementes de plantas daninhas, insetos e patogenos,
assim como o conteudo de agrotoxicos. Na presenca de patdgenos no composto, estes poderao
ser eliminados por pasteurizacdo, apos sua remocao do local de producao.

O composto residual contém, em média, elevado nivel de nitrogénio, potéssio,
fosforo, calcio e tragos de outros elementos, em especial o ferro (CHONG; RINKER, 1994;
GERRITS, 1994). De acordo com Maher et al. (2000), o CR apresenta uma composi¢ao
média de 8 kg de N, 3,9 kg de P e 7,9 kg de K por tonelada de composto residual fresco, como
evidencia a Tabela 4. Experimentos em campo tem mostrado que o nitrogénio presente no
composto residual ¢ mineralizado em uma taxa aproximada de 15% ao ano. Apds 1 ano e
meio de maturacdo (sob condi¢des ambientais), uma pequena fracdo do nitrogénio e do
fosforo foram perdidos, sendo que o conteido de potéassio foi reduzido significativamente,

devido a sua elevada solubilidade e conseqiiente perda por lixiviagdo.
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TABELA 4. Composi¢do média do composto residual da producdo de cogumelos na Irlanda. Fonte: MAHER;
MAGETTE, 1997.

Parametros Matéria seca (%) Material fresco

Densidade (kg/m’) - 329

Matéria seca (%) - 31,5

Matéria orgénica 65,0 -

N 2,55 8,0'

P 1,24 3,9'

K 2,50 7,9'

Ca 7,25 22,8'

Mg 0,67 2,1
pH (CE Nutrientes avaliados’ (mg/L)

uS/em) N-nitrato N-amoniacal P K

0,6 7,500 63 50 32 2,130

'kg/ha; *Anélises realizadas com o extrato aquoso 1:1,5 (v/v — CR/agua).

O composto residual detém diversas caracteristicas comuns a outros compostos
organicos, tal como densidade relativamente baixa, elevado conteudo de agua, conteudo
moderado de nutrientes e possivel concentracdo desbalanceada destes nutrientes para os
vegetais (MAHER et al., 2000). Pesquisas em nivel mundial tém sugerido o potencial do uso
do CR no cultivo de diversas espécies agricolas, porém as informacdes tém sido, muitas
vezes, contraditdrias, incompletas ou inconclusivas (CHONG, 2004). A Tabela 5 apresenta
culturas vegetais que ja foram fertilizadas com CR, em estudos cientificos (RINKER, 2002).

Em um experimento sobre a utilizagdo do CR como fertilizante e condicionador do
solo para a cultura de tomate, em condi¢des de estufa, analisou-se seu efeito na estrutura do
solo e na qualidade dos frutos. A adicdo do composto reduziu a densidade e aumentou a
quantidade de matéria organica do solo. O CR também propiciou um aumento na aera¢io do
solo, assim como aumentou sua capacidade de retengdo de 4agua, sem apresentar efeito
negativo na aeragdo. Adicionalmente, o CR apresentou um efeito positivo nos pardmetros de

qualidade do fruto. E provavel que a qualidade tenha resultado do maior contetido de K do
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composto, sendo o elemento responsavel pelo aumento do sabor e qualidade dos frutos

(MAHER et al., 2000).

TABELA 5. Pesquisas publicadas utilizando o composto residual (CR) da producdo de culturas de cogumelos

como fertilizante/condicionador de diversas culturas vegetais. Fonte: RINKER, 2002.

Composto Culturas vegetais
residual (CR) Horticultura Fruticultura Floricultura Outras
aricus 1 (Celikel; Buyukalaca, santhemum :
A Pepino* (cetikel; Buyukal Morango Ch th * Cha
brunnescens 1999) (Sanees; Ingram, 1977) (Rathier, 1982) (Manivel et al., 1994)
Tomate* Maca “Easter lilies”*  “Green Gram”

(= A. bisporus)

(Celikel; Tuncay, 1999, Rathier, 1982; (AntSaoir et al., 2000, (Dallon, 1987, White,

Steffen et al., 1994, 1995; Vavrina et Delver, 1982, Delver, 1976)
al., 1996, Werthein, 1988
i ) / Helleborus*

Berinjela* Uva (Richter et al, 1980)
(Celikel; Tuncay, 1999, ‘Beyer, 2001 — com. , .

v 1999 ;esévoa ) Pettnias*
Aspargo, beterraba, pa (White, 1976)

éssego .

- 4 *
cguve f:lOI‘, ?epOlhO’, (Derkacz, 2002 — com. Pettnias
plmentao, alpO, pepll’lO, pessoal) (White, 1976)
alface, mostarda, cebola, Ameixa italiana Poinsettia*

batata, radichi, feijao- (White, 1976)
vagem, esplnafre, tomate
(Abak; Gul, 1994; Anon, 1979;
Faassen et al., 1992; Kaddous,
Morgans, 1986; Maher, 1994, Maher
etal., 2000; Male, 1981; Massi, 2001
— com. pessoal; Maynard, 1989;
Maynard, 1991; Maynard, 1994,
Nguyen et al., 1987, Pili et al., 1993;
Ranganathan; Selvaseelan, 1997,
Rhoads; Oison, 1995, Seivi;
Selvaseelan, 1999, Sochtig; Grabbe,
1995, Stephens et al., 1989; Stewart et
al., 1998; Schwark, 1985, Wang,
1983; Wang et al., 1984)

(Robbins et al., 1986)

Lentinula Tomate } )
edodes (Lin; Chuen, 1993)

Pleurotus Repolho, berinjela - i
ostreatus

(Abdallah, 2000)

Alface
(Batista et al., 2000)

Pepino
(Ngyyen et al., 1987)

(Ranganathan;
Selvaseelan, 1994)

Milho

(Weber et al., 1997;
Wuest; Fahy, 1991;
Wuest et al., 1991;
Wuest et al., 1995)

Centeio (palha)
(Maher, 1994, Maher
et al., 2000)

* Cultivado em estufa; demais cultivadas no campo.

Na producao de batata em campo, em solo fertilizado com diferentes doses de

nitrogénio na forma de nitrato de amodnia e calcio, a aplicacdo de CR proporcionou um

aumento significativo na matéria seca, na colheita intermediaria (a segunda colheita), tanto da
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parte aérea das plantas quanto dos tubérculos, e aumentou o peso seco e fresco dos tubérculos
ao final da colheita. E possivel que a adi¢do de matéria organica ao solo através do CR, tenha
um efeito benéfico na estrutura do solo e em sua atividade microbioldgica, o que
proporcionou um maior crescimento e obtencdo de nutrientes. A adi¢do do composto residual,
especialmente em maiores quantidades (64t/ha), aumentou a produgdo de matéria seca dos
tubérculos e a concentracao de N e K (MAHER et al., 2000).

Além de ser utilizado na recuperagao de solos, foi verificado que o CR pode ser
utilizado com sucesso como substituto da turfa como meio de crescimento para plantas
(MAHER, 1991). Algumas empresas, tais como a “Melcourt Spent Mushrom Compost®”,
“Baron Jackson Co. Ltd.*”, a “Greely Sand & Gravel™ e a “Amgrow Gardenking®”,
comercializam o composto residual da producdo de cogumelos, com recomendagdes para
melhorar a estrutura do solo, para aumentar o conteudo de matéria organica, reter agua em
solos arenosos, sendo enfatizada sua utilizagdo em jardins e sementeiras, sobretudo para
plantas ornamentais e horticolas, ou para recuperagdo de solos.

Quando aplicado em solos agricolas, em baixas concentragdes, o CR foi benéfico
em termos de fertilidade e ndo representou uma ameaga a qualidade das adguas. Quando foi
aplicada uma camada de CR de 2,5cm no solo, no cultivo de milho, por exemplo, trés vezes
por ano, a qualidade da 4gua nao foi alterada. Porém, quando uma camada mais espessa foi
aplicada, a qualidade das aguas foi prejudicada (KAPLAN et al., 1995 apud GUO et al.,
2001).

Dependendo da concentragdo, alguns nutrientes podem ser prejudiciais em termos
de condicionamento de solos. Maher et al. (2000), constataram que o CR apresenta teores de

potassio (K) e fosforo (P) elevados. Ao analisarem a composicdo média de 13 amostras de

3 http://www.melcourt.co.uk. Acesso: mar/2004
* http://peek-a-boo-bang.wyrdweb.com. Acesso: mar/2004
3 http://www.greelysand.com/default.htm. Acesso: mar/2004

6 http://www.gardenking.com.au. Acesso: mar/2004




36

composto residual, verificaram um elevado nivel de K inicial (entre os nutrientes soliveis em
agua) e uma elevada condutividade elétrica. Inicialmente, todo o potassio estava soluvel em
agua, sendo, portanto, facilmente lixiviado. Foi verificada uma relacdo entre K e
condutividade elétrica, sugerindo que o K no composto residual foi responsavel pelo elevado
conteudo inicial de sais.

Estudos laboratoriais demonstram que extratos aquosos do composto residual
também apresentam elevadas concentracdes de carbono organico, K, Ca, Mg, Cl e SO4
(CHONG:; RINKER, 1994). Contudo, o elevado conteudo de sais encontrado no composto
residual fresco, logo ap6s o fim da produgdo de cogumelos, limita sua utilizagdo imediata
como um meio para o crescimento de plantas (CHONG; RINKER, 1994; GUO et al., 2001).
Este fato ¢ resulta da sensibilidade de algumas plantas a elevados teores de sais (BEYER,
1999; CHONG, 2004). Por esta razao, na Pennsylvania, por exemplo, a legislagdo estabelece
que o composto deve permanecer em repouso, sob condigdes climaticas ambientais, por
aproximadamente dois anos antes de ser reutilizado (GUO et al., 2001). Contudo, Chang
(1987) recomendou um periodo de 2 a 3 meses de maturagdo no campo, antes da aplicacio,
enquanto Beyer (1999) mencionou 6 meses ou mais. As Tabelas 6 e 7 apresentam a
composi¢ao quimica de um composto residual fresco, logo ap6s a producio de cogumelos, e
ap6s maturagao.

A aplicacdo do CR recém descartado (fresco) no solo pode resultar no acumulo de
quantidades excessivas de N, K e P para as plantas. Desta forma, a quantidade a ser aplicada
ndo devera exceder as necessidades da espécie vegetal selecionada, havendo a necessidade de

estudos prévios de composi¢ao do solo e do composto.
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TABELA 6. Parametros quimicos do composto residual da producdo de cogumelos em diferentes fases de
maturagdo ap6s o descarte. Fonte: LEVANON; DANALI, 1995.

Periodo de maturacio (meses)

Parametros 0 1 2 3
Umidade (%) 59,4 54,9 46,1 29,2
Cinzas (%) 42,5 52,3 54,7 63,3
MO' (%) 57,5 47,7 45,3 36,7
C organico (%) 33,3 27,6 249 21,2
N (%) 2,1 2,1 1,8 1,5
C/N 15,8 13,1 13,8 14,1
P (%) 0,8 1,0 1,1 1,7
K (%) 2,5 1,0 1,0 0,7
Ca (%) 9,7 10,5 12,2 11,7
Na (%) 0,7 0,16 0,22 0,09
pH 8,1 7,5 7,2 7,0
CE? (mmhos/cm®) 31,2 9,9 12,5 10,2

"Matéria organica; “condutividade elétrica.

TABELA 7. Analise da composicdo média do composto residual (CR) da producdo de cogumelos. Fonte:
BEYER, 1999.

CR fresco — apés producio CR maturado — 16 meses apds
Componentes

(% matéria seca) producio (% matéria seca)
Na 0,21 -0,33 0,06
K 1,93 - 2,58 0,43
Mg 0,45 -0,82 0,88
Ca 3,63 -5,15 6,27
Al 0,17 -0,28 0,58
Fe 0,18 - 0,34 0,58
P 0,45 - 0,69 0,84
Amodnia — N,NH4 0,06 — 0,24 0,00
N orgéanico 1,25-2,15 2,72
N total 1,42 -2.,05 2,72

pH 5877 7,1
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Quando o composto ¢ incorporado ao solo, a populacao microbiana presente pode
converter as proteinas do composto em amonia, sendo este aumento inicial de amdnia toxico
para diversas plantulas. Desta forma, os principais fatores limitantes para a utilizagdo do CR
sdo o contetdo de sais, a producido de amonia apds sua incorporagdo ao solo e as mudangas de
pH durante o periodo de maturagdo no ambiente. Algumas plantas toleram solos com elevada
concentragdo de sais, ¢ outras toleram elevados niveis de amodnia. Contudo, ambos os fatores
sdo gradualmente reduzidos pela incorporacao prévia ao cultivo vegeral do CR no solo, ou
quando este ¢ deixado em repouso no ambiente por algum tempo (MAFF, 2004) — periodo em
que ocorre a lixiviagdo de diversos ions.

Segundo Maher et al. (2000), um outro problema do CR consiste no mesmo poder
ser uma fonte de nitrogénio de baixa liberacdo. A suplementagdo com este elemento,
especialmente através da fertilizagdo quimica — que fornece os nutrientes de forma mais
disponivel e imediata — resulta em uma maior produtividade vegetal. Contudo, este tipo de
fertilizagdo ¢ interessante em um primeiro momento para o vegetal, mas nao a longo prazo e

para a manutengao da cultura.

2.1.1. Lactuca sativa L. (alface) e a utilizacdo do composto residual na

agricultura orgénica

A producdo de hortaligas no Brasil vem aumentando ao longo dos anos, assim
como sua produtividade. De acordo com a FAO-FAOSTAT, a 4rea cultivada de hortalicas no
Brasil entre 1984-2004, praticamente se manteve constante, em cerca de 800 mil hectares
(EMBRAPA, 2005a). Contudo, a producdo aumentou aproximadamente 1,6 vezes no mesmo
periodo, chegando, em 2004, a 16.086 mil toneladas (EMBRAPA, 2005b). Esta estatistica

mostra um aumento na produtividade das hortalicas de 12,4 t/ha em 1984 para 20,7 t/ha em

7 FAO-FAOSTAT Database Results. Disponivel em:<http://www.apps.fao.org>. Acesso em: fev. 2005
(Pesquisa: Embrapa Hortaligas 2005)
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2004 (EMBRAPA, 2005c), resultado do desenvolvimento de sistemas de cultivos mais
produtivos.

A alface (Lactuca sativa L.), pertencente a familia Asteraceaec (Composta), esta
entre as dez hortalicas mais apreciadas para consumo “in natura” no Brasil. Estima-se que sao
plantados anualmente 110 mil hectares de alface, com uma producdo aproximada de 91
toneladas (EMBRAPA, 2005d). A alface ¢ a hortalica folhosa de maior valor comercial no
Brasil, e as regides Sul e Sudeste sdo as maiores consumidoras. A maioria dos cultivares ¢
adaptada a clima ameno, sendo apropriadas para cultivos no outono e inverno (MOREIRA;
FONTES; CAMARGOS, 2001).

A alface ¢ uma hortalica folhosa, herbacea, que apresenta diversidade de formas:
o tipo asparagus ¢ caracterizado pelo talo grosso e folhas pontudas; o tipo romana possui
folhas em formato oblongo, dispostas perpendicularmente em posi¢do vertical, enquanto € o
tipo “manteiga” apresenta folhas que se prendem ao caule fechando-se na forma de cabeca
(CONTI, 1994 apud MAISTRO, 2001). A alface ¢ classificada comercialmente, segundo o
“Programa Horti & Fruti Padrao” da Secretaria e Agricultura e Abastecimento do Estado de
Sao Paulo, em Americana, Crespa e Lisa, além de Mimosa e Romana. De acordo com dados
do CEAGESP para 2000-2004, o tipo Crespa foi o mais comercializado no Estado de Sao
Paulo (TRANI et al., 2005).

Existem diversos cultivares de alface, como Gizele, Grand Rapids, Horténcia,
Marisa, PiraRoxa, Red Fire, Renata, Vera, Veronica, Vanda (crespas); Elisa, Karla, Lidia,
Regina (lisas); Irene, Laurel, Lorca, Raider, Taind (americanas); Roxane, Salad Bowl
(mimosas); Lent a Monter, Mirella, Paris Island Co6s (romanas) (TRANI et al., 2005). Existem
diversos outros cultivares, como Brasil 48, Grand Rapids, Vitéria Verde Clara, Brasil 303,
Maravilha das Quatro Estagdes, Great Lakes China (SANTOS; CASALI; MIRANDA, 1998),

“Baba-de-Verdo”, entre outros.
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De acordo com Figueira (1982), o preparo das mudas para o cultivo de alface
normalmente ¢ realizado em sementeiras, sendo estas transplantadas 20 a 30 dias apos a
semeadura, quando ja apresentam de 4 a 6 folhas e uma altura média de 8 a 10cm. O pH do
solo de cultivo deve ser corrigido previamente para um valor entre 6 ¢ 6,8, em virtude de ser a
faixa de pH 6tima para o desenvolvimento de L. sativa. Ja a colheita da alface ¢ realizada apds
70-90 dias de cultivo, quando a “cabega” atinge o seu maximo de desenvolvimento, desde a
semeadura.

De acordo com Barros (1979), a qualidade da alface varia de acordo com
caracteristicas do solo, tanto em relagdo aos seus aspectos quimicos como fisicos. A
fertilizacdo resulta em maiores rendimentos e num produto mais uniforme e de maior valor
comercial. Contudo, o crescimento da alface e como conseqiiéncia o acumulo de nutrientes ¢
lento até cerca de 30 dias ap6s a emergéncia, aumentando rapidamente apos este periodo.
Apesar de absorver quantidades relativamente pequenas de nutrientes quando comparada com
outras culturas, por apresentar um ciclo de cultivo curto, a alface pode ser considerada
exigente em termos nutricionais, especialmente na fase final do ciclo. Sendo a produgao
composta basicamente por folhas, a cultura responde a fertilizagdo nitrogenada, nutriente que
requer um manejo especial por ser facilmente lixividvel e pelo fato da cultura absorver cerca
de 80% do total extraido nas ultimas quatro semanas de crescimento (KATAYAMA, 1993;
SMITH; HADLEY, 1989). A cultura também responde a elevados teores de umidade no solo
(MACIEL, 1968 apud SANTOS et al., 2001).

O cultivo de hortalicas com adubos organicos vem aumentado nos ultimos anos,
devido principalmente ao aumento da demanda de produtos organicos pela populagdo, como
também pelos elevados custos dos adubos minerais e pelos efeitos benéficos da matéria
organica em solos intensivamente cultivados por métodos convencionais (ASANO, 1984 apud

SANTOS et al., 2001; RODRIGUES, 1990).
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A adubagdo organica, além de melhorar a estrutura do solo, apresenta um elevado
efeito residual, ao contrario da fertilizagdo quimica. Aumentos de produtividade de alface em
funcdo do aumento de niveis de matéria organica sdo relatados por diversos autores. No
entanto, had também estudos que comprovam que elevadas adigdes de composto organico
podem conduzir a salinizagdo do solo, limitando a producdo devido a excessiva concentragao
de ions (SANTOS; CASALI; MIRANDA, 1998).

O fornecimento excessivo de nitrogénio em forma disponivel, embora possa
promover um adequado crescimento vegetativo, pode ser prejudicial a qualidade nutricional
da alface, devido ao aciimulo de nitrato nas folhas, o que pode causar problemas a satde
humana quando ingerido em excesso (MAYNARD et al., 1976 apud KATAYAMA, 1993).
De acordo com Rodrigues (1990), a utilizagdo de composto organico na cultura da alface
propicia um menor acimulo de nitrato na planta pelo fato da liberagdo do N do composto ser
mais gradual. Por outro lado, a adi¢do de uma fonte de N prontamente disponivel facilita a
absorc¢do e o acumulo de nitratos na planta.

Normalmente a adubagdo organica ¢ realizada com esterco de animais. De acordo
com Raiz et al. (1997), recomenda-se para o plantio de alface uma adubagao organica com 60-
80 t/ha de esterco de curral ou um quarto dessa quantidade de esterco de galinha. Como
alternativa, o CR apresenta potencial para ser empregado como um adubo em culturas
agricolas organicas, desde que adequadamente produzido ¢ manejado.

De acordo com a Instru¢do Normativa N° 7 (1999) do Ministério da Agricultura,
que dispde sobre as normas para a producdo de produtos orgdnicos vegetais e animais no
Brasil, entre os adubos e condicionadores permitidos, quando adquiridos fora da unidade
produtora, poderia se destacar o esterco composto, a biomassa vegetal, alguns residuos
industriais, microorganismos — desde que ndo sejam organismos geneticamente modificados

(OGMs) —, assim como aminoacidos e enzimas ndo oriundas de OGMs. Dentro deste
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contexto, o CR da produgdao de cogumelos poderia perfeitamente se enquadrar dentro do
grupo dos fertilizantes visando uma produ¢ao agricola organica. Evidentemente que o manejo
dos produtores de cogumelos durante o cultivo devera seguir moldes organicos, como a nao

utilizagdo de agrotoxicos, objetivando evitar contaminagdes do CR.

2.2. Outras utilizacoes

O CR pode ser empregado na alimentacdo animal (CHANG, 2003), especialmente
como suplemento para ruminantes. Esta possibilidade se deve ao fato do fungo pré-degradar o
substrato, utilizando-o como nutriente e aumentando sua digestibilidade. Além disso, o
composto residual, por apresentar biomassa fungica, ¢ uma fonte de proteinas.

A utilizag¢ao de palha de algoddo como alimento para o gado, ap6s sua utilizagao
na produc¢do de Pleurotus sp., foi relatada por Silanikove et al. (1988, apud ZHANG; GONG;
LI, 1994). Adamovic et al. (1998), ao realizarem um trabalho sobre a biodegradacao de palha
de trigo por P. ostreatus e seu uso na dieta do gado, concluiram que o composto residual da
produgdo desta espécie poderia ser utilizado como parte da dieta destes animais. Verificaram
que o consumo do composto, misturado com a ra¢ao do animal, ndo poderia ultrapassar os
17% da matéria seca diaria. Adicionalmente, o CR do cultivo de A. brunnescens, formulado
com palha de trigo, foi utilizado com sucesso na dieta de carpas (Cirrhina mirigala)
(RINKER, 2002).

O composto pode também ser empregado como substrato para a minhocultura e
para o crescimento/cultivo de outras espécies fungicas (CHANG, 1987; RINKER, 2002). A
incineracdo do CR como fonte de energia tem sido discutida como uma das alternativas para
sua utilizagdo (MAHER et al., 2000; WILLIAMS; McMULLAN; McCAHEY, 2001),
especialmente na Europa. Contudo, no Brasil, cujos solos sdo em sua maioria pobres, seu uso

como fertilizante parece ser a estratégia de utilizacdo mais apropriada. A combustdo do CR
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pode gerar poluentes atmosféricos, enquanto sua aplicagdo como fertilizante, de forma
sustentavel — ndo veiculando excesso de nutrientes — ¢ uma alternativa ecologica interessante.

O composto residual pode ainda ser empregado como um agente no controle de
fitopatdgenos, tal como na sarna da macieira (CR de A. brunnescens) e no controle de
nematdides (CR de P. ostreatus) (RINKER, 2002). E susceptivel de ser empregado na
produgdo de biogas e, juntamente com esterco animal em um biodigestor, produzir um

condicionador de solo de qualidade (CHANG, 1987).

2.3. Utilizacao na biorremediacio

A biorremediag@o € um processo que utiliza sistemas bioldgicos para remogao ou
degradagdo de poluentes. A biorremediagdo pode ser viabilizada “in situ” ou “ex situ” — onde,
neste caso, ocorre em biorreatores ou pilhas de composto (ALEXANDER, 1994 apud LAW et
al., 2003).

Dentro desta estratégia, grande énfase tem sido dada aos processos de tratamento
de residuos que empregam bactérias, uma vez que sdo amplamente utilizados em inimeras
aplicagdes industriais, inclusive no tratamento de residuos. No entanto, algumas limitagdes
restringem a utilizacdo de bactérias quando se t€ém condi¢des de estresse ambiental, como
baixos teores de nutrientes, baixos valores de pH, elevadas concentragdes do contaminante e
baixa atividade de agua. Além disso, as bactérias apresentam baixa eficiéncia na degradacao
de compostos insoluveis em agua, ou ligados ao solo, e seu sistema enzimdatico pode ser
induzido somente na presenga do contaminante. Sendo assim, baixos niveis do contaminante,
ainda indesejaveis, podem ser insuficientes para induzir a produ¢do ou a atividade das
enzimas desses organismos, diminuindo significativamente o processo de biodegradagao.

Por outro lado, os fungos apresentam uma série de caracteristicas que os tornam
interessantes na aplicacdo em sistemas de biorremediagcdo. S3o capazes de crescer sob as

condi¢cdes de estresse ambiental que limitam o crescimento bacteriano. Além disso, 0 modo de
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crescimento dos fungos — induzido quimiostaticamente em dire¢do a fonte de carbono
organico, através do alongamento e ramificagdo das hifas, permite a colonizacdo de areas
extensas. Desta forma, o contato superficial com o contaminante é otimizado, aumentando a
sua biodisponibilidade e, conseqiientemente, a sua biodegradagdo (DUPONT et al., 1997 apud

MATHEUS, 2003).

2.3.1. As enzimas fungicas envolvidas

O cultivo em escala comercial de diversas espécies fingicas é efetuado geralmente
em substratos lignocelulésicos. E importante considerar que a utilizagio desses substratos
requer a sintese de enzimas hidroliticas e oxidativas que convertam componentes especificos,
tal como a celulose, hemicelulose e lignina, em compostos assimilaveis, de baixo peso
molecular (BUSWELL; CAI; CHANG, 1993; BUSWELL et al., 1996).

A lignina (um dos constituintes mais abundantes dos tecidos vegetais) ¢ um
polimero aromatico estavel, com estrutura polifendlica (ALEXANDER, 1980; CERRI;
ANDREUX; EDUARDO, 1992), considerada uma substancia recalcitrante, cuja degradacao ¢
dificil de ser alcangada. Este fato se deve a sua estrutura molecular complexa e por serem
poucas as espécies de microorganismos que sintetizam as enzimas necessarias para a
realizacdo deste processo (LINDENFELSER et al.,, 1979 e ZADTRAZIL, 1979, apud
KAKEZAWA, MINURA, TAKAHARA, 1990).

Alguns fungos denominados de “podridrao branca” ou “white-rot”, como os dos
géneros Lentinula e Pleurotus, utilizados na produgao de cogumelos, além de outros, como os
do género Agaricus, sdo capazes de despolimerizar a lignina. Enquanto estes fungos
sintetizam enzimas hidroliticas para a degradagdo da celulose (como as glucanases, -
glucosidades) e da hemicelulose (como a xilanase), a degradagdo da lignina ¢é realizada por
enzimas oxidativas, as quais ndo atuam diretamente na quebra da molécula, devido a sua

grande estabilidade e complexidade, mas na formagao de radicais através da sua oxidacao, os



45

quais irdo desestabiliza-la gradativamente para posterior quebra. Entre as enzimas produzidas
por estes fungos para a degradacdo da lignina estdo a lignina peroxidase (Lip), a peroxidase
dependente de manganés (MnP) ou manganés peroxidase e a lacase (BUSWELL; CAI;
CHANG, 1993; BUSWELL et al., 1996; SILVA; MILAGRES, 2003). Em geral, estas
enzimas oxidam compostos fendlicos e aminas aromaticas (FARHANGRAZI et al., 1994
apud HEINZKILL et al., 1998).

Diversos poluentes persistentes apresentam estrutura molecular semelhante a da
lignina, sendo que enzimas lignoliticas produzidas por certos fungos podem degradar estes
xenobidticos, em virtude de ndo serem especificas. Dentro deste contexto, varios trabalhos
vém evidenciando a degradagdo de poluentes por fungos ou por suas enzimas isoladas. Dentre
eles, a degradagdo de compostos fendlicos (BURTON et al., 1998; TREJO-HERNANDEZ;
LOPEZ-MUNGUIA; RAMIREZ, 2001) como fendis clorados (GRABSKI; GRIMEK,
BURGESS, 1998), pentaclorofenol (PCP) (SEMPLE; FERMOR, 1997; MATHEUS, 2002) ¢
bifenilas policloradas — PCB (RUIZ-AGUILAR et al., 2002). Também podem degradar
herbicidas organoclorados como o 2,4-D e o diuron (ESPOSITO et al., 1996; MELO, 2003), o
herbicida atrazina (UETA et al., 1999), hexaclorobenzeno (HCB) (MELO, 2003), creosoto —
fragdo da destilacdo do alcatrdo, constituida de hidrocarbonetos, fendis e outros compostos

aromaticos (EGGEN; SVEUM, 1999).

2.3.2. O composto residual e a biorremediaciao

A utilizagdo do composto residual na biorremediagdo, especialmente de solos,
apresenta diversas vantagens. Primeiramente, ¢ uma fonte econdmica de indculo fungico. Em
segundo lugar, reduz a quantidade de residuos produzidos pela industria/produtores de
cogumelos, contribuindo para a preserva¢ao do meio ambiente e a reducdo dos impactos
ambientais resultantes do descarte inadequado e acumulo desse material, assim como na

recuperagdo de areas contaminadas com xenobidticos recalcitrantes. E, por ultimo, o
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composto residual pode ser uma fonte de renda adicional para os produtores de cogumelos
(OKEKE et al., 1993), estimulando seu sucesso no setor e a expansao da atividade.

Diversos trabalhos utilizando o CR na biorremediacdo de compostos toxicos e
recalcitrantes ja foram realizados. Eggen (1999), por exemplo, verificou a degradagdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (“PAH”) em solos contaminados com creosoto,
utilizando o composto residual da produc¢dao de Pleurotus ostreatus e adicionando 6leo de
peixe como surfactante. Apds 7 semanas de incubagdo, em temperatura ambiente, 86% do
total de 16 PAHs foram degradados. Utilizando-se 5% do CR de P. pulmonarius, foi possivel
detectar a remocao degradativa completa de quatro diferentes PAHs no solo, em apenas 2
dias, sob condi¢des laboratoriais,. As amostras com PAHs, tratadas com o composto residual,
tiveram suas toxicidades reduzidas ou removidas significativamente, sendo que estes
resultados demonstraram um potencial para a utilizagdo deste composto residual na
biorremediacao “ex situ” (LAU; TSANG; CHIU, 2003).

A degradacdo do pentaclorofenol, um xenobidtico utilizado como preservativo da
madeira e persistente no ambiente, foi detectada em num experimento utilizando-se o
composto residual da producdo de P. pulmonarius. A adigdo de cerca de 5% do composto
residual removeu 89% de 100 mg/L de pentaclorofenol em dois dias (LAW et al., 2003). Chiu
et al. (1998) também analisaram a utilizagdo do composto residual da producdo de P.
pulmonarius na remogao de pentaclorofenol em suspensdo em um meio minimo. O maximo
da eficiéncia de remo¢ao do composto foi em torno de 95% apos 3 dias de incubagdo. Okeke
et al. (1993), utilizando o composto residual da producdo de L. edodes em serragem,
verificaram uma degradagdo de pentaclorofenol em solos em torno de 60, 57 ¢ 44%, apos 21
dias de incubagao (1:5 — composto:solo, p/p), variando de acordo com a estirpe do fungo.

Um dos mecanismos pelos quais ocorre a biorremediacdo de xenobidticos pelo

CR inclui a bio-sor¢do do xenobidtico concomitante a sua degradagdo, pelo consércio de
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enzimas provenientes de diversos microorganismos. Isto ocorre porque o composto nao
apresenta apenas o fungo cultivado, como também outros microorganismos adquiridos
durante o processo a produgao.

Shojaosadati e Elyasi (1999) avaliaram a utilizacdo do CR (ndo especificada a
espécie fungica) como biofiltro para H,S em lodo da industria de couro. Em poucas horas,
mais de 99% de eficiéncia na remocdo de H,S foi alcangcada no topo do biofiltro.
Experimentos utilizando o composto residual da produgdo de A. brunnescens na purificagao
de substratos contaminados com pesticidas ja foram realizados, incluindo a degradagdo de
carbaril, I-naftol (KUO; REGAN; 1992, 1999, apud RINKER, 2004), assim como de
carbamato (KUO; REGAN, 1998; REGAN, 1994 apud RINKER, 2004).

Alguns estudos tém sido realizados visando a utilizagdo do CR como fonte de
enzimas, especialmente lignoliticas — as quais sdo interessantes no tratamento de efluentes
industriais e de residuos téxicos. O CR apresenta um amplo espectro de enzimas
extracelulares produzidas pelo fungo, durante o seu crescimento, utilizadas pelo mesmo para a
degradagdo do substrato (BALL; JACKSON, 1995), assim como para a defesa contra
predadores/competidores € como resposta as condi¢des de estresse. Trejo-Hernandez, Lopes-
Munguia e Ramirez (2001), por exemplo, utilizaram o composto residual de A. brunnescens
como fonte bruta de lacase, através de extracdo aquosa, para a oxidagdo de compostos
fenolicos, obtendo resultados interessantes (de até 90-100% de degradagdo em 24h para certos
compostos). Ball e Jackson (1995) também realizaram um estudo com a utilizagdo do
composto residual de A. brummecens para a extragdo e enzimas como endoxilanase,
endoglucanase, lignina peroxidase, fenol oxidase (lacase), entre outras, objetivando encontrar

uma fonte econdmica das mesmas para diversas aplicagdes.
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3. Agrotoxicos

O solo ¢ utilizado para produzir mais de 90% da alimentagdo humana. Devido a
presenga de competidores das culturas, assim como de predadores e patogenos, a utilizacao de
pesticidas tem se tornado comum no manejo de plantas, insetos e fungos economicamente
importantes (MONTEIRO, 1997).

Os agrotoxicos fazem parte de um conjunto de tecnologias associadas ao processo
de modernizagdo da agricultura, ocorrido a partir da década de 60 — processo conhecido como
“Revolucdo Verde”. O objetivo principal era aumentar a produtividade da agricultura para
atender os desafios da demanda mundial crescente de alimentos. Com o uso generalizado dos
agrotoxicos, em diferentes condi¢cdes ambientais, diversos problemas comecaram a ser
diagnosticados, tais como a ocorréncia de residuos de pesticidas em alimentos, a
contaminagdo de solos e dguas, o efeito em organismos ndo-alvo, o surgimento de organismos
resistentes, doengas iatrogénicas, ressurgéncia de pragas e a intoxicagcdo de trabalhadores
rurais (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2002).

De acordo com o Decreto n° 4.074 da legislagdo brasileira, de 4 de janeiro de
2002, que regulamenta a Lei n® 7802/1989, os defensivos agricolas, ou agrotoxicos, siao
produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores
de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protegdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas ¢ de ambientes urbanos,
hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢ao da flora ou da fauna, a fim de
preserva-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias ¢
produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento (AQUINI; FERMINO, 2000; MANOLE, 2004).

O mercado mundial desses compostos foi avaliado em cerca de UD 30,56 bilhdes,

em 1996 (FAO, 1999 apud CAMPANHOLA; BETTIOL, 2002). Quanto ao Brasil, no inicio
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da década de 90, o valor anual de agrotoxicos comercializados encontrava-se em torno de UD
959 milhdes, atingindo em 1998 a cifra de UD 2,5 bilhdes, o que representa um aumento de
163% no periodo (CAMPANHOLA; BETTIOL, 2002). A inddstria de agrotdxicos
disponibiliza hoje ao agricultor brasileiro aproximadamente 2011 produtos formulados com
registro no Ministério da Agricultura, sendo cerca de 650 herbicidas, 550 inseticidas, 340
fungicidas, 260 acaricidas, 60 nematicidas, além de outros 140 produtos (LUCHINI;
ANDREA, 2002).

No pais, a evolugcdo do consumo de agrotdxicos teve um aumento de 16 mil
toneladas em 1964 para cerca de 60 mil toneladas em 1991, enquanto a area ocupada com
lavouras agricolas expandiu cerca de 28 para 50 milhdes de hectares, no mesmo periodo. Isso
significa um aumento de 276,2% no consumo de agrotoxicos para um aumento comparado de
76% em area cultivada, sendo o que o pais representa o quarto maior mercado mundial de
agrotoxicos.

O Brasil ocupa o oitavo lugar no ranking de consumo médio de ingrediente ativo
de agrotdxicos por hectare (Tabela 8), o que pode ser considerado expressivo, pois a extensa
area cultivada dilui a elevada quantidade de agrotoxicos utilizada (CHAMPANHOLA;

BETTIOL, 2002).

TABELA 8. Consumo médio de agrotdxicos (ingredientes ativos) por unidade de area para alguns paises. Fonte:
SINDAG, 2003.

Paises / quantidade aplicada (kg/ha)

1) Holanda /17,5 3) Italia/ 7,6 5) Alemanha / 4,4 7) Reino Unido / 4,4
2) Bélgica/ 10,7 4) Grécia/ 6 6) Franga / 4,4 8) Brasil / 3,6

Apesar do emprego desses produtos, as perdas atribuidas a pragas e doengas nao
sofreram redugdes drasticas, enquanto que os ganhos com produtividade foram relativamente
restritos. Por outro lado, problemas de contamina¢do de alimentos, do ambiente, ¢ casos de

intoxicacdo de agricultores aumentaram significativamente (CAMPANHOLA et al., 1998
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apud CAMPANHOLA; BETTIOL, 2002). A Agéncia de Protecido Ambiental dos Estados
Unidos (“EPA”), constatou recentemente a presenga de 46 diferentes pesticidas em aguas
subterraneas de 26 estados americanos, sendo a maioria destes produtos herbicidas
(MONTEIRO, 1997). Ja a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou, em 1990, que
deveriam ocorrer no mundo, anualmente, cerca de 3 milhdes de casos de intoxicacdo aguda,
mais de 700 mil casos de efeitos adversos cronicos, como distirbios neurologicos, cerca de 75
mil casos de cancer por exposi¢do e 220 mortes (TRAPE, 2002).

Os agrotoxicos interferem ndo s6 na saude humana como no comportamento de
organismos benéficos da natureza, como ¢ o caso das bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico para as plantas e dos fungos micorrizicos, que estimulam o desenvolvimento e
conferem resisténcia a certas espécies vegetais (CHAMPANHOLA; BETTIOL, 2002).

No que se refere a aplicagdo dos agrotoxicos no campo, sabe-se que menos de
50% de um agrotoxico aplicado por avido atinge a area alvo, sendo o restante perdido no meio
ambiente. A quantidade de agrotoxico que realmente atinge a praga ou o patdgeno ¢ inferior a
1% do total aplicado, o que significa que 99% ou mais vao para o ambiente (PIMENTEL,
1998 apud CHAMPANHOLA; BETTIOL, 2002).

O comportamento de agrotoxicos no ambiente ¢ influenciado por diversos fatores,
tais como: volatilidade, método de aplicacdo, tipo de formulagdo e hidrossolubilidade do
composto; caracteristicas do solo e das plantas; adsor¢cdo das moléculas as particulas do solo;
persisténcia e mobilidade dos compostos e condi¢cdes climaticas ambientais. Uma vez no
ambiente, seus residuos podem se tornar um risco para todo o agroecossistema, sendo que os
processos fisicos, quimicos e biologicos empregados no tratamento desses residuos nem
sempre sdo eficientes.

A adsor¢ao dos agrotoxicos no solo é um processo importante no comportamento

desses compostos, pois estd diretamente relacionada com a translocagdo, persisténcia,
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mobilidade e bioatividade dos compostos nos solos e plantas ali presentes. A adsor¢ao de
agrotoxicos no solo tem importancia principalmente por relacionar-se diretamente com os
processos de disponibilidade para a atividade da substancia, disponibilidade para o ataque
microbiano e biodegradagdo, e, inversamente, com a possibilidade de lixiviagdo no solo e
potencial de polui¢do de dguas superficiais e subterraneas. Além disso, sua ocorréncia pode
variar de forma expressiva em fun¢do das diferentes propriedades fisicas e quimicas dos
solos, tais como: conteudo organico, pH, quantidade e tipos de argilas, dentre outros
(LUCHINI; ANDREA, 2002).

O conceito de persisténcia de agrotoxicos esta associado a possibilidade de
degradagdo destes compostos pela populagdo microbiana. Esta degradacdo pode ocorrer
diretamente, quando o agrotoxico funciona como substrato de crescimento e energia, servindo
como fonte de nutrientes para a comunidade microbiana obter energia para a producdo de
biomassa. Por outro lado, o agrotoxico pode ser cometabolizado, isto €, sofrer degradacao
desde que se supra o meio com uma fonte de energia, porque os microrganismos transformam
0 composto, mas nao obtém energia no processo.

Sob o ponto de vista pratico, a degradagdo pode ser conceituada como todo o tipo
de alteracdo da substincia ativa que modifica suas propriedades originais, através de
processos bidticos e/ou abidticos. Os agrotdxicos podem ser degradados no solo por uma (ou
varias) das vias seguintes: microbiana, quimica e fotoquimica. A degradagdo microbiana tem
sido indicada como o principal fator de degradagdo de agrotdxicos no solo, sendo realizada
principalmente por fungos e bactérias, que sdo os microorganismos mais abundantes neste
ambiente (LUCHINI; ANDREA, 2002). A fungdo dos microorganismos na transformagdo de
pesticidas vem, ha tempo, sendo demonstrada em trabalhos de laboratorio, comparando-se as

proporgdes de degradacgdo entre solos colonizados e esterilizados.
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A atividade microbiana ¢ maior quando se adiciona ao solo matéria organica
vegetal do que quando somente se adicionam nutrientes, como, por exemplo, glicose. A
adi¢ao de material vegetal possibilita a degradacdo por cometabolismo. Em outras palavras, a
energia derivada de outros nutrientes adicionados leva ao metabolismo de pesticidas, do qual
pouca ou nenhuma energia ¢ obtida (ANDERSON, 1984 apud MONTEIRO, 1997). A razao
de se adicionarem restos vegetais como nutrientes foi baseada na hipétese de que o aumento
da razdo C/N do solo pela adigdo destas fontes (ricas em C) poderia estimular a atividade
microbiana, sendo que a deplecdo de nitrogénio no solo induziria o ataque microbiano a
fontes menos disponiveis de N, como alguns pesticidas (FELSOT; DZANTOR, 1990 apud

MONTEIRO, 1997).

3.1. Atrazina

Atrazina ou 2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina ¢ uma substancia
quimica, utilizada como principio ativo em diversas formulagdes de herbicidas. Pertencente
ao grupo quimico das triazinas (RODRIGUES; ALMEIDA, 1995), apresenta a férmula
estrutural apresentada na Figura 1. A substincia apresenta uma solubilidade entre 28 a 33
mg/L (ppm) a 20°C, peso molecular de 215,7, uma constante de dissociagdo (pK,) entre 1,60 e
1,70 (FANG; RADOSEVISH; FUHRMANN, 2001), densidade de 1,187g/cm3 e pressao de

vapor de 3,0 x 107 mm Hg a 20°C (RODRIGUES; ALMEIDA, 1995).
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FIGURA 1. Férmula estrutural de 2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina, conhecido como atrazina.
Fonte: FANG; RADOSEVISH; FUHRMANN, 2001.
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A atrazina ¢ um dos herbicidas triazinicos mais empregados na agricultura, sendo
utilizado ha mais de 30 anos. Nos Estados Unidos, por exemplo, representa 12% (mais de 40
mil toneladas) de todos os pesticidas empregados nas culturas de milho, sorgo, cana e abacaxi.
O Brasil — com as culturas de cana e milho na lideranga — também emprega quantidades
elevadas de herbicidas triazinicos (UETA et al., 1999). Os herbicidas formulados a base de
atrazina, registrados no Brasil, sdo empregados em diversas culturas anuais e perenes para o
controle de plantas daninhas latifoliadas e algumas gramineas. Entre as culturas em que estes
herbicidas sdo utilizados, destacam-se as culturas de milho, cana-de-agucar, banana, café,
citros, maga, sorgo, dentre outras.

Como herbicida, a atrazina inibe a fotossintese, por impedir a reagdo de Hill no
Fotossistema II (fotdlise da agua) e por bloquear alguns processos enzimaticos. As plantas
sensiveis emergem, tornando-se cloréticas e morrem. A seletividade fisioldgica das espécies
tolerantes lhes é conferida por possuirem enzimas com capacidade de metabolizarem o
produto. Ja a adsor¢do na planta é essencialmente radicular ¢ moderadamente foliar. O
intervalo de seguranga em todas as culturas ¢ de 45 dias entre a ultima aplicagdo e a colheita
dos produtos comestiveis. Ja as dosagens de aplicagdo deste produto nas lavouras variam de
acordo com a espécie vegetal, o tipo de formulagao do produto, a textura do solo ¢ a época de
aplicacao (RODRIGUES; ALMEIDA, 1995).

Considerando-se que 1ha representa duas mil toneladas de solo aravel (BARTZ,
1994) e que a concentracdo de aplicacdo do principio ativo (atrazina) varia de 2 a 4 kg/ha
(RODRIGUES; ALMEIDA, 1995), a concentragdo maxima a ser encontrada no solo, apos
uma aplicacdo, ¢ de aproximadamente 1-2 ppm

Em geral, as formulagdes a base de atrazina - de 500 g/L e 800 g/L, pertencem em
termos toxicologicos a classe III (faixa azul), sendo consideradas medianamente tdxicas

(ANVISA, 2004; RODRIGUES; ALMEIDA, 1995). Contudo, dentro da classificagdo
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ambiental, a maioria das formulagdes pertence a classe Il — produto muito perigoso ao meio
ambiente (ANVISA, 2004). Em animais expostos a atrazina ja se observaram danos ao figado,
rins e coragdo. Também se tem demonstrado, em animais, que a atrazina provoca alteragdes
hormonais que afetam a ovulacao e a capacidade de reprodugdo. De acordo com a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), foi estabelecido um limite de no méximo 3
ug de atrazina/L. de agua potavel.

A atrazina pode ser adsorvida pelos coldides da argila e matéria organica. O
processo ¢ reversivel, dependendo da umidade, temperatura ¢ pH do solo, ndo sendo muito
lixiviavel. A persisténcia média de atrazina no solo, de acordo com as doses recomendadas,
varia de 5 a 7 meses nas condigdes climaticas tropicais e subtropicais. Quando utilizada em
doses elevadas, como esterilizante do solo, a persisténcia ultrapassa 12 meses. A atrazina
apresenta baixa volatilidade e sensibilidade a fotodecomposi¢do (RODRIGUES; ALMEIDA,
1995).

Existem numerosos trabalhos sobre a biodegradagdo de atrazina e suas vias, além
de outros processos relacionados. Este fato resulta de que o herbicida vem sendo empregado
ha mais de 30 anos, além de ser, provavelmente, o mais utilizado na maioria dos paises
(GHOSH; PHILIP, 2004).

A degradagdo da molécula de atrazina no solo ¢ essencialmente microbiana, mas
também ocorrem mecanismos quimicos e fisicos, com metabolizagdo idéntica aquela que
ocorre nas plantas. Primeiramente a atrazina ¢ metabolizada a hidroxiatrazina e aminoacios;
ocorre a ruptura do anel heterociclico da hidroxiatrazina, dealquilagdo da cadeia lateral e
hidrélise do grupo amino (RODRIGUES; ALMEIDA, 1995). Alguns microorganismos tém
demonstrado capacidade de biodegradar parcialmente ou totalmente a molécula, levando a

formagao de NH; e CO, (Figura 2) (UETA et al., 1999).



55

A mineralizagdo completa da atrazina por um Unico microorganismo nao ¢
comum, enquanto que consorcios de duas ou mais espécies sdo mais eficientes no processo
(RASODEVICH et al., 1995). A degradagdo parcial da molécula por fungos, tais como
Aspergillus fumigatus ¢ Rhizopus stolonifer ja foi relatada, embora a maioria das agdes
microbianas relatadas inclua bactérias do género Rhodococcus, Nocardia, Bacillus e,
principalmente, Pseudomonas (UETA et al., 1999). Contudo, a degradacao de atrazina ja foi
obtida utilizando-se fungos lignocelulotiticos de cultivo de cogumelos, tal como P.
pulmonarius. Apenas 32% do total de radioatividade, aderida na forma de atrazina marcada
("*C do anel aromatico) a um substrato solido a base de palha de trigo e de algoddo foram
recuperados 2 semanas apds a colonizagdo do substrato pelo fungo. Ja para o substrato nao
colonizado, foram recuperados 70% da radioatividade, evidenciando-se que o tratamento com
o fungo foi mais eficiente na degradacdo do composto (MASAPHY; LEVANON; HENIS,
1996).

Da degradagdo de atrazina realizada por P. pulmonarius em cultura liquida, houve
a produ¢do especialmente de metabolitos dealquilados, como deetilatrazina,
deisopropilatrazina, deetil-deisopropilatrazina, além de hidroxipropilatrazina (MASAPHY;
LEVANON; HENIS, 1993). J4 a degradacdo por Phanerochaete chrysosporium, fungo de
podridao branca, conhecido por sua capacidade de degradacdo de xenobidticos, reduziu a
concentragdo de atrazina em 48% em 4 dias, em um meio de cultivo, produzindo
especialmente hidroxiatrazina, deetilatrazina, deetilhidroxiatrazina e deisopropilatrazina

(MOUGIN et al., 1994).
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FIGURA 2. Mecanismos de biodegradagdo da atrazina. Fonte: UETA et al., 1999.

Os processos de biorremediacdo sdo geralmente facilitados pela adi¢ao de
materiais organicos com elevado nivel nutricional, assim como elevada quantidade e
diversidade de microorganismos, os quais potencialmente podem agir na biodegracdo do
xenobidtico. Gupta e Baummer (1996) avaliaram a utilizagdo da “cama de aviario” — material
que apresenta as caracteristicas citadas — para acelerar a degradacdo de atrazina no solo. Os
autores obtiveram resultados promissores, mostrando que a biodegradacdo do herbicida
utilizando cama de avidrio foi cerca de duas vezes mais rapida do que aquela sem a adi¢ao do
material.

Apesar de sua aparente biodegradabilidade, a aplicacdo extensiva de atrazina
conduz a contaminacdo de ecossistemas terrestres e aquaticos, como verificado em diversos
paises. Em virtude do seu efeito na satide humana e do significado ambiental da contaminagao
com o pesticida, o estabelecimento de mecanismos e estratégias eficientes na remocao do

pesticida se mostra extremamente importante (MOUGIN et al., 1994).
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MATERIAIS E METODOS

1. Avaliacdo da utilizacdo do composto residual da producio de cogumelos

Agaricus brasiliensis e de Lentinula edodes no desenvolvimento de alface (Lactuca sativa)

1.1. Materiais

1.1.1. Compostos residuais (CRs)

Dois tipos de CR de A. brasiliensis foram adquiridos de produtores de Santa
Catarina: o primeiro proveniente de um cultivo com camada de cobertura a base de turfa e o
segundo de um cultivo com camada a base de solo. O CR de L. edodes foi coletado em uma
propriedade com cultivo axénico na Grande Floriandpolis (SC). Todos os compostos foram

coletados imediatamente apods o término da producao de cogumelos.

1.1.1.1. CR de A. brasiliensis com camada a base de turfa

O CR foi proveniente de um cultivo misto, tanto em camas como em sacos de
10kg, o qual incluiu o composto colonizado misturado com a camada de cobertura,
constituida por uma mistura de turfa preta, denominada comercialmente de “Turfa COG”, da
empresa Turfa Fértil, de Santa Catarina. Este CR foi coletado de uma propriedade no
municipio de Biguacu (SC) — Figura 3A.

O composto inicial, utilizado na produgdo de cogumelos foi formulado
especialmente com palhas (trigo, arroz e/ou milho), suplementado com uréia ou outra fonte
nitrogenada, além de corretivos. Foi submetido a compostagem para estabilizacdo do material,

seguida por pasteurizagdo antes da inoculagao do fungo.
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O CR passou por um periodo de maturacao de cerca de seis meses (armazenado
em sacos, em temperatura ambiente) entre o final da produgdo de cogumelos e sua utilizagao

no experimento, armazenado em sacos (Figura 3B) em temperatura ambiente.

FIGURA 3. Fase de frutificacdo da producio de 4. brasiliensis em composto com camada de cobertura a base de
turfa (A) e o composto residual da produgdo misturado com a camada de cobertura (B,b).

1.1.1.2. CR de A. brasiliensis com camada a base de solo

O CR foi produzido em uma propriedade localizada no municipio de Tijucas (SC),
sendo fornecido pelo produtor ja misturado a camada de cobertura, composta por solo
(argiloso). Este composto foi submetido a um periodo de maturacao (dentro de sacos, em
temperatura ambiente) de 30 dias do final da produgdo de cogumelos até sua utilizacdo no
experimento.

A formulacdo do composto e seu processamento até o inicio do cultivo de

cogumelos foram idénticos aos do composto apresentado no item 1.1.1.1.

1.1.1.3. CR de Lentinula edodes

O CR de L. edodes foi coletado de um produtor de shiitake do municipio de Trés
Riachos (SC), ainda na forma de blocos — forma como se encontrava no cultivo (Figura 4).
Estes blocos pesavam originalmente 2,5 kg (substrato colonizado) e foram adquiridos pelo

produtor de uma empresa comercial no municipio de Poa (SP). Sua formulagao para o cultivo
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continha serragem suplementada com farelos e corretivos. O periodo de maturacdo do CR

antes da utilizacdo nos experimentos foi de cerca de 30 dias.

FIGURA 4. Fase inicial da frutificag@o de L. edodes em cultivo axénico (A) e aspecto do composto residual (B)
logo apds o cultivo.

1.1.2. Solo utilizado no cultivo de alface

O solo utilizado foi coletado no municipio de Santo Amaro da Imperatriz (SC),
proximo a uma area de cultivo de milho. O municipio ¢ um dos principais integrantes do
cinturdo verde da regido de Florianopolis.

Este solo foi classificado como Neossolo Fluvico (Solo Aluvial pela classificagao

antiga), com influéncia da proximidade de um riacho, apresentando textura arenosa (78%).

1.1.3 Caracteristicas fisico-quimicas dos CRs e do solo

Algumas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos residuais utilizados nos

experimentos sdo apresentadas na Tabela 9.
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TABELA 9. Caracteristicas fisicas e quimicas do composto residual da producdo de A. brasiliensis com camada
de cobertura de turfa e de solo, e do composto residual de L. edodes.

Composto residual (CR)

Parimetro Cultivo de A. Cultivo de A. Cultivo de
brasiliensis com brasiliensis com L. edodes
camada a base de camada a base de
turfa solo
Matéria Matéria Matéria Matéria Matéria  Matéria
imida seca dimida seca dimida seca

pH em CaCl, 7.4 - 8,1 - 42 -

Densidade (g/cm3 ) 0,70 - 0,84 - 0,20 -

Umidade total 48,92 0,00 48,92 0,00 18,63 0,00

Matéria organica total (%) 26,52 51,92 10,82 15,17 74,04 90,99

M.O. compostavel (%) 25,77 50,45 7,77 10,89 73,84 90,75

Carbono total (%) 14,73 28,84 6,01 8,42 41,13 50,55

Carbono organico (%) 14,32 28,03 4,32 6,06 41,02 50,41

Residuo mineral 24,56 48,08 60,52 84,83 7,33 9,01

total (%)

Residuo mineral 17,59 34,44 9,61 13,47 5,71 7,02

solavel (%)

Nitrogénio total (%) 0,93 1,82 0,50 0,70 0,48 0,59

Fosforo (P,0s) total (%) 0,92 1,80 0,75 1,05 0,47 0,58

Potassio (K,0) total (%) 0,69 1,35 0,65 0,91 0,14 0,17

Célcio (Ca) total (%) 5,61 10,98 1,09 1,53 2,09 2,57

Magnésio (Mg) total (%) 0,37 0,72 0,18 0,25 0,20 0,25

Enxofre (S) total (%) 0,90 1,76 0,53 0,74 0,08 0,10

Relagao C/N 16/1 16/1 12/1 12/1 86/1 86/1

(C total e N total)

Relagao C/N 15/1 15/1 9/1 9/1 86/1 86/1

(C organico e N total)

Analises realizadas pela Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP): Av. Padua Dias, 11,
CP.09, Piracicaba, SP, Cep 13418-900; home-page: http://www.esalq.usp.br. Analise detalhada no ANEXO 1.

Algumas caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado no cultivo de alface sdo

apresentadas na Tabela 10.



TABELA 10. Caracteristicas fisicas e quimicas do solo.

Parametro Solo
Textura (1) Classe 4 (16% argila)
Textura (2)*  Areia grossa 42 %
Areia fina 36 %
Areia total 78%
Silte total 8%
Argila total 14 %
pH 5,2 (baixo)
indice SMP 6,0
Fosforo 14,5 ppm (médio)
Potassio 35 ppm (muito baixo)

Matéria organica
Calcio

Magnésio

Soédio — Na

Cap. troca cations CTC

Saturacdo de bases - V

1,8 % (baixo)

1,9 (baixo) cmolc/L
0,6 (médio) cmolc/L
4 ppm

6,17 cmolc/L (média)
42,25 % (baixa)
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* Analise realizada pela Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP): Av. Padua Dias, 11,

CP.09, Piracicaba, SP, Cep 13418-900; home-page: http://www.esalq.usp.br. Demais analises: Laboratorio da
Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de SC (CIDASC): Rod. Admar Gonzaga, 1588, CP.256,
Florianépolis, SC, Cep 88034-001; home-page: http://www.cidasc.sc.gov.br

Analise detalhada no ANEXO 2, com parametros de granulometria e referéncias de interpretag@o.

1.2. Caracterizacao dos materiais (CRs e solo)

1.2.1. Capacidade de campo

A determinagdo da capacidade de campo dos compostos residuais e do solo foi

realizada de acordo com a técnica para determinacdo em campo de Bernardo (1989). Para tal,

200mL do CR e do solo foram colocados em tubetes de 250mL, em triplicata para cada

material (CRs e solo). Os materiais foram umidificados até o ponto de saturagdo e, apds 24h,

aliquotas de 50g de cada amostra foram colocados para secar em estufa, a 65°C, durante 72 h.

A quantidade de 4gua necessaria para se atingir a capacidade de campo foi obtida calculando

a percentagem de 4dgua retida em cada material, ap6s o intervalo de 24h, sob condigdes

climaticas ambientais.
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1.2.2. Analise do pH

A avaliacdo do pH de cada composto residual foi realizada de acordo com
Tedesco et al. (1995). Trés amostras de 10g do composto foram misturadas durante 30
minutos, cada uma, com 50mL de agua destilada. Utilizando-se o sobrenadante foi avaliado o
pH, utilizando-se pHmetro. O pH do solo também foi determinado de acordo com Tedesco et
al. (1995), sendo realizado o mesmo procedimento descrito para o CR, excetuando-se o fato

de se ter utilizado o extrato de 10g de solo em 10mL de agua destilada para as analises.

1.3. Processamento dos materiais

O solo coletado foi peneirado (poro: 0,5cm) para homogeneizagdo e retirada de
fragmentos maiores de matéria organica. O pH do mesmo foi corrigido com calcita (91,78%
CaCO; — Brasilminas) para valor em torno de 6,0 — 6,8, visto ser este o pH ideal para o
desenvolvimento de Lactuca sativa (FIGUEIRA, 1982). Para tanto, foi realizada uma curva
de calagem preliminar, reagindo durante 10 dias 5S0mL de cada material (umidade de 70-80%)
com doses de 0 a 0,5g de calcita. Os valores de pH dos CRs também foram ajustados para o
mesmo valor, quando originalmente inferiores a 6,0, sendo corrigidos com base nas
respectivas curvas de calagem.

A corre¢ao do pH do solo foi realizada aproximadamente 25 dias antes de sua
mistura com os CRs. Ja a corregdo do pH dos CRs foi realizada 15 dias antes da mistura.
Apo6s misturar o solo com diferentes proporgdes de CR, conforme cada tratamento, a mistura
permaneceu em repouso durante 40 dias, para maior estabilizacdo do material, ocorrendo
subseqilientemente o plantio das mudas de alface.

A adubac¢do quimica com NPK do solo dos tratamentos pertinentes incluiu uréia

(44% N), superfosfato triplo (37% P,0s) e sulfato de potassio (48% K,0).
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Na Tabela 11 ¢ apresentada a composi¢ao quimica do solo selecionado para o
experimento, a recomendagdo para adubagdo quimica da alface (BARTZ, 1994) considerando
a concentra¢dao quimica elementar, ¢ ainda a recomendacdo do adubo quimico utilizado. Nos
calculos, considerou-se que a camada aravel de 1 hectare corresponde a 2 mil toneladas de
solo (FONTES, 1999).

A adubagdo quimica dos tratamentos pertinentes foi realizada 10 dias antes do

plantio das mudas de alface (KATAYAMA, 1993).

TABELA 11. Composigdo do solo, recomendagdes para adubagdo de alface (BARTZ, 1994) e quantidade de
adubo quimico utilizado.

Parametros do Composicao do solo Recomendacio Recomendacao de

solo selecionado (% peso seco) elementar’ fertilizante quimico

Matéria organica 1,8 % (baixo) 0,05g N/kg solo 0,114g uréia / kg solo

Fosforo 14,5 ppm (médio) 0,035g P,Os/kg 0,095g de superfosfato
solo triplo / kg solo

Potassio 35 ppm (muito baixo)  0,10g K,O/kg solo 0,210g de sulfato de

potassio / kg solo

'Com base na composigdo do solo.

1.4. Lactuca sativa e produc¢io das mudas

O cultivar de Lactuca sativa L. utilizado nas experimentacdes foi a “Baba de
Verao” (sementes ISLA PAK - sem defensivos agricolas), de folhas lisas. Este cultivar foi
selecionado com base nas temperaturas durante o periodo experimental, pela tolerancia a
temperaturas tipicas de verdo e pelo plantio ser recomendado durante todo o ano.

Para a obtengdo das mudas, a alface foi semeada em bandejas, em um substrato
formulado com 27% do solo selecionado e 73% de solo comercial adubado (“Solo Fértil”),
em volume. O plantio foi realizado no inicio de novembro, durante a primavera.

Foram realizadas regas diarias das mudas (Figura 5) até a instalagdo do

experimento, quando as plantulas ja apresentavam 30 dias.
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FIGURA 5. Mudas de alface (L. sativa) com aproximadamente 20 dias de desenvolvimento, cultivar Baba-de-
Verao.

1.5. Tratamentos e montagem do experimento

As proporg¢des do CR em relagdo ao solo, nos diversos tratamentos pertinentes,
foram estabelecidas em porcentagem, considerando-se o peso seco de ambos os materiais.
Para tal, calculou-se a umidade de cada material, secando-se em estufa a 65°C amostras de
100g de cada material, durante trés dias, em triplicata. Subseqlientemente foi efetuada a
relacdo entre matéria seca e matéria umida sendo, assim, possivel a utilizagdo dos materiais
sem a secagem prévia, prevenindo-se desta forma possiveis alteragdes fisicas decorrentes do
processo.

Foram definidos quatorze tratamentos que representaram os diferentes tipos de
substratos nos quais foi avaliado o desenvolvimento das mudas de L. sativa. Estes tratamentos
foram:

- Solo sem adubacdo (controle);

- Solo com adubagdo quimica NPK;

- Solo com 5, 10, 25 ¢ 40% de CR da producdo de 4. brasiliensis com camada de
cobertura a base de turfa;

- Solo com 5, 10, 25 ¢ 40% de CR da producdo de A4. brasiliensis com camada de

cobertura a base de solo;
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- Solo com 5, 10 € 25% de CR da producao de L. edodes em sistema axénico;
- Solo com adubagdo quimica NPK com a adi¢do de 10% do CR da producdo de A.
brasiliensis com camada de cobertura a base de turfa, visando a andlise do poder

potencializador do CR na adubagdo NPK.

Os substratos foram colocados em vasos plasticos com capacidade de 1 litro, 700g
de substrato seco em cada vaso, sendo que aliquotas de 50g de cada substrato foram secas
previamente a 65°C durante trés dias, em triplicada, para determina¢do da umidade. A
umidade de cada substrato (tratamento) no experimento foi a da capacidade de campo,
calculada com base na capacidade de campo de cada componente (solo e CR).

Apbs serem colocados os substratos nos vasos, as mudas de alface foram
transplantadas, uma por vaso, no inicio de dezembro. Foram realizadas 6 repetigdes (vasos)
para cada tratamento. Os vasos foram mantidos em casa de vegetagdo durante o

desenvolvimento das mudas (Figura 6).

FIGURA 6. A) Casa de vegetagdo no interior da qual foi instalado o experimento de avaliagdo do
desenvolvimento de alface em substratos a base de solo e CR do cultivo de A. brasiliensis e L. edodes. B)
Aspecto das mudas de alface em diferentes substratos ao final de 50 dias de cultivo, desde a semeadura.
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1.6. Manejo e acompanhamento

Durante o experimento foram realizadas regas diarias até a maxima retencdo de
agua de cada substrato. Para tal, colocou-se uma folha plastica na parte inferior externa de
cada vaso. Quando iniciava a escorrimento da dgua da sobre a folha, ap6s uma rega gradual —
com um fluxo reduzido de 4gua —, a rega era cessada. Foi ainda realizada a troca aleatoria da
posicdo dos vasos em duas datas, apos 15 e 25 dias de cultivo em casa de vegetagdao, com o
intuito de reduzir a interferéncia de condigdes ambientais localizadas, como o efeito
bordadura.

Os vasos foram mantidos na casa de vegetagdo durante 40 dias, totalizando-se 70
dias de cultivo — tempo adequado para que a alface atinja seu desenvolvimento maximo
(FIGUEIRA, 1982). As avaliacdes dos parametros referentes ao desenvolvimento vegetal
foram obtidas apds a retirada das mudas com 70 dias de crescimento.

O pH dos substratos foi avaliado antes e apos o cultivo, conforme metodologia

descrita no item 1.2.2.

1.7. Avaliacao do desenvolvimento de Lactuca sativa

Os parametros de desenvolvimento avaliados dos espécimes de L. sativa foram:
- Matéria seca total das plantas, de acordo com o tratamento;

- Matéria seca da parte aérea e das raizes;

- Numero de folhas por planta;

- Area foliar total e area foliar média por folha;

- Concentragao de clorofila nas folhas;

- Teor de proteinas soltiveis da parte aérea.
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1.7.1. Avalia¢ao da area foliar e do peso seco

Foram retiradas todas as folhas de quatro plantas (repeti¢des) de L. sativa de cada
tratamento, sendo o perimetro de cada folha transferido para folha de papel, visando a
avaliacdo da érea foliar média de cada planta. Para tal, utilizou-se um planimetro digital
(Digiplan — HAPP), do Laboratorio de Cartografia Digital do CFH / UFSC.

Apos a determinagdo dos perimetros foliares, tanto a por¢do aérea como radicular
foram secas em estufa a 55°C, durante 3 a 4 dias. Subseqiientemente foi mensurado o peso
seco total médio de cada planta em cada tratamento, o peso seco da parte aérea (pardmetro
importante em nivel comercial) e o peso seco radicular, utilizando-se 6 repeti¢des para cada

tratamento para estas avaliacdes.

1.7.2. Avaliacao da concentracao de clorofila

A dosagem da clorofila foi realizada selecionando-se folhas integras e com
coloragdo verde intenso dentre as cinco folhas externas de cada planta. Retangulos, com area
previamente determinada, foram retirados da regido central de cada folha fresca, coletada ao
final do experimento. A regido amostrada encontrava-se eqiiidistante da nervura central e da
borda externa da folha, como mostra a Figura 7, obtendo-se 50mg de tecido vegetal.

Os 50mg de tecido vegetal foram macerados em 4mL de solugdo de acetona
(80%, v/v) e colocados em tubos graduados, sendo acrescentada a quantidade de solugdo
evaporada durante o processo de maceragdo. A suspensao foi, entdo, centrifugada durante 10
minutos (4500 rpm) e o sobrenadante utilizado para mensurar o teor de clorofila (HISCOX;

ISRAELSTAM, 1979; FERMINO JUNIOR, 2004).
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FIGURA 7. Regido foliar utilizada para extragéo e avaliacdo do teor de clorofila.

O teor de clorofila foi mensurado de acordo com Arnon (1949), determinando-se,
com espectrofotometro (JENWAY 6100), a absorbancia do extrato de acetona da folha de
cada espécime, a 663nm para a clorofila “a” e a 645nm para a clorofila “b”. O célculo para a
obtenc¢do do teor das clorofilas pelo peso fresco foliar (mg/mg) foi realizado utilizando-se as

seguintes formulas:

Clorofila a = {[12,7 x (A663)] —[2,69 x (A645)]} x Vol(mL) / [peso(mg)x1000]
Clorofila b = {[22,9 x (A645)] — [4,64 x (A663)]} x Vol(mL) / [peso(mg)x1000]
Clorofila total = Clorofila a + Clorofila b
Onde: A=absorbancia
Foram realizadas trés repeti¢des, que consistiam na avaliagdo da clorofila presente
em folhas de trés plantas de cada tratamento. Os procedimentos de dosagem foram realizados

dentro do menor tempo possivel (5 a 10 minutos), visando diminuir perdas de clorofila por

oxidac¢do no processo.

1.7.3. Teor de proteinas solaveis

A dosagem de proteinas soluveis foi realizada para a parte aérea da planta,
utilizando-se folhas previamente secas em estufa a 55°C, durante 3 dias. As folhas secas de

cada planta foram trituradas/pulverizadas, sendo posteriormente retirada uma aliquota de
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50mg desse material. Esta aliquota foi macerada com SmL de tampao fosfato pH 6,5 (0,1M)
e, em seguida, centrifugada durante 12 minutos (4500rpm).

Para analise do teor de proteinas soluveis, extraidas apds maceragdo, utilizou-se o
método colorimétrico descrito por Bradford (1976). Para tal, foi realizada uma curva padrao,
utilizando-se albumina bovina dissolvida no mesmo tampao fosfato da extragdo (pH 6,5 —
0,1M). A mistura, que consistia em 50uL do extrato foliar e 2,5mL de solu¢do de Comassie
Blue, foi agitada e, ap6s 5 minutos, lida a uma absorbancia a 595nm, em espectrofotdmetro.

Foram realizadas trés repeticdes para cada tratamento, ou seja, trés extratos, cada

um proveniente de uma planta (repeti¢ao), sendo as analises realizadas em duplicata.

1.8. Delineamento experimental e analises estatisticas

Os vasos foram dispostos na casa de vegetacdo utilizando-se um delineamento
completamente casualizualizado, sendo realizadas duas trocas aleatérias de posicdo dos
mesmos durante o experimento, como ja mencionado (item 1.6.).

As comparagdes entre os tratamentos, para todos os parametros, foram realizadas
por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Newman’s Keuls, com p<0,05.
Foram utilizadas 6 repeti¢des (plantas) para as analises de peso seco total, aéreo e radicular e
do nimero de folhas; 4 repeticdes para avaliagdo da area foliar e 3 repeti¢des, tanto para a
avaliac¢do do teor de clorofila como de proteinas soluveis.

Para o peso seco aéreo das plantas em fun¢do da concentracdo de CR foi também
realizada andlise de regressdo, a fim de analisar o padrio de resposta frente a fertilizacdo com

o CR.
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2. Caracterizacio dos compostos residuais da producido de cogumelos para

fins de biorremediacio de solos

2.1. Compostos residuais (CRs)

Foram coletados os CRs da produgdo de trés espécies fungicas: Agaricus
brasiliensis, Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus. Estes compostos foram mantidos durante
todas as analises dentro de sacos plasticos abertos, em caixas de isopor. As avalia¢des foram

imediatamente iniciadas ap6s a coleta dos compostos.

2.1.1. CR de Agaricus brasiliensis

O composto residual de 4. brasiliensis foi coletado em uma propriedade localizada
Floriandpolis (SC). O composto foi adquirido no final de junho de 2005, apos o final do ciclo
produtivo. Este composto foi produzido com palhas e sabugo de milho, além de suplementos
e corretivos tipicos de substratos para Agaricus, sendo também compostado antes do cultivo
do fungo. Durante o cultivo utilizou-se camada de cobertura a base de turfa de Santa Catarina,
“Turfa Cog D”, da empresa Florestal AS, de Arroio do Silva (SC). O composto foi inoculado
aproximadamente trés meses antes da data de coleta do composto residual e a camada de
cobertura colocada aproximadamente 20 dias apds a inoculagdo. No composto foram obtidos
dois fluxos de produgdo de cogumelos, sendo o terceiro inibido pelas condi¢des climaticas
(baixas temperaturas).

Foram coletadas trés amostras, cada uma obtida de uma cama de produgao distinta,
tal como se apresenta na Figura 8. As amostras foram homogeneizadas para as analises,
misturando-se também o composto com o material componente da camada de cobertura —

Figura 9.
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FIGURA 8. Composto residual da producdo de cogumelos de Agaricus brasiliensis. A) ¢ — “cama” onde o
composto foi disposto para a producdo de cogumelos e onde foram coletadas as amostras para analise; B) a —
exemplo de amostra coletada, t — camada de cobertura a base de turfa (escuro), cr — composto residual
colonizado pelo fungo (esbranquicado, abaixo da camada de cobertura).

FIGURA 9. Composto residual da produg¢do de cogumelos de Agaricus brasiliensis apds homogeneizagdo do
composto com a camada de cobertura. A) Aspecto geral; B) Ampliacdo de A — seta mostrando micélio ainda
viavel.

2.1.2. CR de Lentinula edodes

O CR da produgdo de Lentinula edodes em sistema axénico foi obtido de um
produtor do municipio de Trés Riachos (SC). O substrato era constituido por serragem de
eucalipto suplementada com farelo de trigo (10-20%), além de corretivos como calcério e
gesso. O substrato foi inoculado aproximadamente quatro meses antes do término da
produgdo. O final do tltimo fluxo de producdo — de um total de trés — ocorreu em meados de
julho, sendo o composto residual coletado 15 dias ap6s o término da produgao.

Foram selecionados 3 blocos distintos para a realizacdo das analises, sendo

mantidos integros até o inicio das experimentacdes (Figura 10).
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FIGURA 10. Composto residual da producdo de cogumelos de Lentinula edodes em sistema axénico, utilizado
nos experimentos (A); detalhe do composto (B).

2.1.3. CR de Pleurotus ostreatus

O CR da produgao de cogumelos de P. ostreatus foi coletado de um produtor do
municipio de Santo Amaro da Imperatriz (Grande Floriandpolis — SC), sendo constituido por
palha de arroz sem suplementagao, tal como mostra a Figura 11. O composto foi previamente
pasteurizado antes do cultivo do fungo, o qual foi realizado dentro de sacos de polipropileno
com 3-4 kg de substrato. A colheita ocorreu durante dois meses, com uma média de 500-700g
de cogumelos em cada saco de cultivo.

O CR foi coletado no final da producao, ou seja, dois meses apoOs a inoculacao, no

inicio de julho de 2005.

FIGURA 11. Composto residual a base de palhas da produgio de cogumelos de Pleurotus ostreatus utilizado nas
experimentacdes em A e ampliagdo em B.
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2.2. Solos

Foram coletados dois tipos de solos: um de uma area de cultivo de mandioca
(Manihot sp.) e outro de uma area com predominio de gramineas e algumas espécies
invasoras (Figura 12). Foram coletadas trés amostras de cada solo em areas de
aproximadamente 20cm?, da superficie até 20cm de profundidade, em regides distintas de
cada terreno. Estas trés amostras foram utilizadas nas analises.

Os solos foram analisados com o intuito de se verificar como a incorporagdo de

CR poderia modificar suas caracteristicas, promovendo a biorremediacdo de xenobioticos.

FIGURA 12. Locais onde foram coletados os solos utilizados; A) area de cultivo de mandioca; B) area com
predominio de gramineas e espécies vegetais invasoras; a,b) regides de coleta.

2.3. Umidade

A umidade dos materiais (solo ¢ CRs) foi avaliada 24 horas ap6s a coleta. Trés
amostras de 50g de cada um dos materiais foram secadas em estufa a 65°C, durante trés dias,

calculando-se a partir da matéria seca a percentagem de umidade.

2.4. Avaliacao do pH

A avaliacdo do pH de cada composto residual e do solo foi realizada de acordo

com Tedesco et al. (1995), em triplicata, como ja mencionado (item 1.2.2).
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2.5. Avaliacao da condutividade elétrica (CE)

A avaliacdo da condutividade elétrica — parametro de quantificacdo da salinidade —
foi realizada de acordo com Tedesco et al. (1995) para solos, ¢ de acordo com Guerrini e
Trigueiro (2004) para os CRs, com modifica¢cdes — maior tempo de homogeneizagdo em agua
destilada. Esta avaliacdo teve como intuito complementar e explicar parte dos resultados do
experimento de fertilizagdo de alface, visando utilizacdo do CR na biorremediagdo de solos
adicionalmente a fertilizagao.

A condutividade de todos os materiais foi avaliada em triplicata, utilizando-se
extratos aquosos na propor¢ao de 1:5 (material:dgua destilada). Foram realizadas medidas de
CE dos materiais umidos e também dos materiais secos/triturados, para se detectar potenciais
alteracdes em razao da umidade.

Para tal foram colocados 25mL de cada material em erlenmeyers com 250mL de
volume, dentro dos quais se adicionaram 125mL de agua destilada, seguindo-se de agitacdo a
70rpm em mesa agitadora (Nova Técnica; NT-145) durante 1 hora para os solos, 4 horas para
os CRs umidos e 5 horas para os CRs secos. Apos a agitagdo, centrifugou-se cada extrato
durante 15min, a 2000rpm. Avaliou-se entdo a CE do sobrenadante, utilizando-se um
condutivimetro (Instrutherm, CD-860), a qual foi expressa em miliSiemens por centimetro

(mS/cm).

2.6. Liberacao de gas carbonico (CO;)

A taxa didria de liberagdo de gas carbonico (CO,) foi avaliada durante 10 dias para
os trés CRs e dos dois solos, de acordo com a técnica de Stotzky (1965). Esta avaliag¢ao teve
como objetivo evidenciar o possivel incremento da atividade microbiana do solo pela adi¢ao

de CR.
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Para cada composto residual, foram pesadas trés aliquotas de 50g, sendo que cada
uma foi colocada dentro de frascos de vidro de (600mL) com tampa. Para o solo foi utilizado
o mesmo procedimento, excetuando-se o peso de cada unidade amostral, que foi de 100g.
Dentro de cada frasco foi colocado um béquer de SOmL com 20mL de uma solugdo de NaOH
0,5N. Foram feitas provas em branco (PB) em triplicata, que consistiram em frascos
desprovidos de material no seu interior, incluindo apenas o béquer com a solu¢do — Figura
13A.

Os frascos foram hermeticamente fechados e mantidos em estufa a 25°C. Apos
24h, cada béquer foi retirado do frasco, sendo adicionados 2mL de uma solugdo de cloreto de
bario (50%) e 3 gotas de solugdo alcodlica de fenolftaleina (3%). A solugdo de NaOH foi
entdo titulada com HCI, com idéntica normalidade (0,5N) — Figura 13B. O CR ou o solo foi
entdo revolvido para aplicacdo de novo tratamento — até o total de 10 dias.

De acordo com Stotzky (1965), o CO, liberado foi calculado utilizando-se a
seguinte formula:

mgC (CO2) = (B-V).N.E

V= volume de 4cido utilizado na titulacdo da base (NaOH) do tratamento;

B = volume de 4cido utilizado na titulacdo da base da PB (prova em branco);
N = normalidade do acido;

E= equivalente grama de carbono = 6

FIGURA 13. Frascos para analise de CO, (A) com armadilhas (béquer com solu¢ao de NaOH) para captura do
gas carbOnico — frasco extrema esquema: prova em branco. Titulacdo da solugdo de NaOH com HCI de mesma
normalidade (B) para célculo da quantidade de CO, liberado.
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A armadilha de NaOH para captura do CO; liberado ¢ explicada pela formacao de
carbonato (CO;”), com consumo de hidroxilas (OH), de acordo com a seguinte equacio de

equilibrio (ZIBILSKE, 1994): CO, + 2Na’ + 20H" = CO;>+ 2Na* + H,0

2.7. Enumeracio de microorganismos pela técnica de dilui¢io e plaqueamento

em superficie

Foram enumerados os microorganismos viaveis, suscetiveis de crescimento em

meio Agar-Nutriente e meio Martin (Tabela 12), de acordo com Wollum II (1982).

TABELA 12. Composi¢io do meio de cultura Agar-Nutriente e Martin para enumeragio de microorganismos.

Meio de cultura Composicao

Agar-Nutriente 3,0g NaCl

(Contagem bacteriana)) 3 Og Extrato de carne
1,0g Peptona
15,0g Agar
1000 mL Agua destilada

Martin 1,0g K;HPO4
(Contagem fiingica)) 0,5¢ MgS04.7H,O
5,0g Peptona
10,0g Dextrose
0,3g Rosa de Bengala
15,0g Agar
1000mL agua destilada

Seguiu-se entdo o procedimento definido por Silva Filho e Oliveira (2004),
utilizando-se a “técnica de plaqueamento em superficie”. Dez gramas de solo ou CR foram
colocados, sob condicdes assépticas em um erlenmeyer de 250mL esterilizado. Adicionaram-
se 100mL de 4gua destilada esterilizada, gradativamente, sendo o material homogeneizado e
submetido a agita¢do durante 1 hora, a 70rpm. Foram feitos dois extratos para cada material,

os quais foram misturados ao final da agitacdo. Com o extrato resultante foram feitas
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dilui¢des seriadas em agua destilada, até 10°, também em duplicata. Ao final, dilui¢des
semelhantes de um mesmo material foram misturadas para serem plaqueadas.

Utilizou-se 0 meio Agar-Nutriente em placas de Petri (10mL) para o cultivo de
bactérias e meio Martin para o cultivo de fungos. Foram utilizadas as dilui¢des de 10* a 10°
para o plaqueamento de bactérias mesofilas e diluigdes de 10” a 10° para o plaqueamento de
bactérias termoéfilas. Para a contagem de fungos mesofilos, utilizaram-se as dilui¢des de 10" a
10°.

Dentro de capela de fluxo laminar, adiciononaram-se a superficie do meio de cada
placa 100uL da diluicao desejada, utilizando-se uma alga de Drigalski para espalhar o liquido
até a completa absor¢cdo pelo meio. Foram realizadas trés repeti¢des (placas) para cada
dilui¢do, em cada tratamento.

As placas foram incubadas em posi¢do invertida a 24°C para a enumeracdo das
bactérias e fungos mesofilos, e a 45°C para as bactérias termofilas, de acordo com Sharma e
Kilpatrick (2000).

Foram selecionadas as diluigdes para enumeracao efetiva de bactérias e de fungos

que proporcionaram o desenvolvimento de 30 a 300 UFCs.

2.8. Avaliacao da atividade da enzima lacase (EC 1.10.3.2)

A atividade da enzima lacase foi avaliada para os CRs ¢ os solos (armazenados nas
condi¢des especificadas) durante 2 meses, a cada 15 dias. Para tal, 5g de solo ou composto
residual foram macerados com 10mL de 4gua destilada. Foram realizados trés extratos de
cada material, utilizando-se trés amostras de regides distintas e extremas de cada material.
Cada extrato foi centrifugado durante 15 minutos, a 6500rpm, sendo o sobrenadante utilizado
para a avaliag¢do da atividade enzimatica.

A atividade da lacase foi monitorada em espectofotometro (JENWAY 6100), a

525nm, através da oxidacdo da siringaldazina (¢ = 65.000 M c¢m™) durante 1 minuto de



78

reacdo, de acordo com Ander e Eriksson (1976). Utilizou-se um tampao especifico para se
avaliar a atividade da lacase para cada espécie fungica: tampao fostafo de sédio (0,1M) pH
7,0 para A. brasiliensis, tampao tartarato de sodio (0,1M) pH 5,5 para P. ostreatus e pH 4,2
para L. edodes. O pH do tampao utilizado para avaliar a atividade da lacase de L. edodes foi o
mesmo proposto por Ander e Eriksson (1976), por ser o pH ideal para a atividade, de acordo
com a literatura (LEATHAM, STAHMANN, 1981; MAKKAR et al., 2001). Contudo, para as
lacases de A. brasiliensis e P. ostreatus, a escolha do valor de pH do tampao baseou-se em
testes preliminares de caracterizagdo destas lacases (RIBAS et al., 2005), como mostra a
Figura 14.

Foram realizadas duas avaliagdes de atividade enzimatica para cada um dos trés
extratos de cada tratamento.

Mistura de reacao:

- 500uL do extrato do meio de cultura;
- 475uL de tampao;
- 25uL de solugdo de siringaldazina (500pg/mL de etanol).

Para calculo da atividade enzimatica:

Abs=c.d. ¢ c=Abs/ ¢

¢ = concentra¢do

d =1 (caminho 6tico)

Abs = absorbancia em 525nm

£=65000 M (absortividade)

(Multiplica-se o valor encontrado pelo fator de dilui¢do).

Uma unidade enzimatica (U) foi determinada como a quantidade de produto
formado pela oxidacdo da siringaldazina em pM/minuto. A atividade da lacase foi mensurada

em U por grama de cada material.
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FIGURA 14. Atividade da lacase das estirpes de A. brasiliensis (A) e de P. ostreatus (B) utilizadas no presente
estudo, em fungdo do pH de reagdo (RIBAS et al., 2005). U = uM/min por grama de meio de cultura BDA.
Testes realizados em triplicata (3 extragdes — 2 medidas por extra¢do). Tampdes utilizados nas reagdes: tampao
tartarato para valores de pH entre 3,0 e 5,5; tampdo fosfato para valores entre 6,0 e 8,0.

E importante ressaltar que diferentes estirpes de uma mesma espécie fungica

podem apresentar lacases distintas, com valores de pH 6timos de atuacao diferentes.

2.9. Delineamento e analises estatisticas

Em todas as avaliacdes as amostras foram aleatorias e a disposi¢ao das repetigoes
totalmente casualizada.

Tanto para a liberagdo de CO, como para atividade da enzima lacase foram
realizadas curvas ao longo do tempo, sendo apresentado o intervalo de confianca (95%) dos
valores. Como mencionado, foram realizadas trés repeti¢des (frascos) para cada analise de
CO, e seis repeticoes para a avaliagdo da atividade da enzima lacase (trés extratos e duas
avaliagdes para cada um, em cada tratamento).

Na enumeracdo dos microorganismos foram realizadas trés repeticdes (placas)
para cada material/diluicdo. As comparacdes entre o numero de unidades formadoras de
colonias (UFCs) foi realizada através de analise de variancia (ANOVA), seguida pelo Teste
de Tukey (p<0,05), utilizando-se para tal o logaritmo dos valores na base 10, devido

heterogeneidade de variancias.
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3. Avaliacdo da biotransformacio do herbicida atrazina “in vitro” por A.

brasiliensis, L. edodes e P. ostreatus

3.1. Herbicida

Os estudos de biotransformacao foram realizados para o principio ativo [2-cloro-
4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-1,3,5-triazina], conhecido como atrazina. Para tal, utilizou-
se um produto comercial (herbicida) como fonte da substancia, o “Primolieo” (Syngenta),
constituido por 40% (m/v) de atrazina e o restante por materiais inertes. De acordo com a
classificagdo toxicologica presente no rétulo do herbicida comercial, este ¢ enquadrado no
grupo IV: pouco toxico, sendo recomendado para a cultura do milho. Contudo, existem
formulagdes com atrazina que sdo classificadas no grupo I: extremamente tdxico. Ainda de
acordo com os dados do herbicida Priméleo (rétulo) e da ANVISA, este € considerado muito
perigoso ao meio ambiente, altamente persistente e toxico aos organismos aquaticos (algas e

microcrustaceos).

3.2. Microorganismos

Agaricus brasiliensis Wasser & Didukh [= A. blazei (Murrill) ss. Heineman],
Lentinula edodes (Berk.) Pegler e Pleurotus ostreatus (Jaquin ex Fr.) Kummer foram
selecionadas por serem trés das principais espécies fungicas mais cultivadas no Brasil para a
produgdo de cogumelos comestiveis e medicinais.

Foram utilizadas a estirpe UFSC-51 de 4. brasiliensis ¢ a estirpe UFSC-17 de L.
edodes, pertencentes a Cole¢do de Fungos Comestiveis ¢ Medicinais do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina. Ambas as estirpes
vém sendo amplamente empregadas no cultivo de cogumelos na regido sul do Brasil,
especialmente no Estado de Santa Catarina. A estirpe de P. ostreatus utilizada nas

experimentacdes foi adquirida com o Laboratério de Bioquimica e Biotecnologia de Fungos,
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do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina, onde estudos de

atividade enzimatica e de degradacao de efluentes ja foram realizados com este fungo.

3.3. Preparo das culturas fungicas matrizes para o estudo de

biotransformacao

O meio de cultura utilizado para o crescimento de A. brasiliensis, L. edodes ¢ P.
ostreatus, para a obtencio de culturas matrizes, foi 0 meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). O
pH foi ajustado para 5,5, tanto para L. edodes como para P. ostreatus, ¢ 6,8 para A.
brasiliensis, utilizando-se para tal objetivo uma solu¢do 1N de HCI ou de NaOH, dependendo
do valor de pH inicial. A solugio foi entdo esterilizada em autoclave, a 121°C e a 1 kgf/cmz,
durante 25 minutos.

O meio foi vertido em placa de Petri (9cm de diametro), 20mL/placa, e inoculado
apos solidificagdo, no centro, com um circulo de 1cm de didmetro com culturas estoque de
cada espécie, as quais foram em seguida incubadas em estufa BOD, a 24°C, durante 25 dias,
antes da instalagdo dos experimentos. Essas foram assim as culturas matrizes que foram
utilizadas nos experimentos que avaliaram a tolerancia e a capacidade de degradagdo da

atrazina pelas trés espécies, em condi¢des “in vitro™.

3.4. Avaliacdo “in vitro” da tolerancia de A. brasiliensis, L. edodes e P.

ostreatus as diferentes concentracoes de atrazina em meio de cultura

A tolerancia das trés espécies fungicas a atrazina foi avaliada pela capacidade de
crescimento destes fungos em meio BDA, com as seguintes concentragcdes do herbicida: 0
(controle); 1; 5; 10; 25 e 50 pg/mL. Estas concentragdes foram selecionadas por serem
superiores as proporcionadas pela aplicagdo de apenas uma dose recomendada do herbicida
no solo (ver revisdo bibliografica, item 3.1), em virtude de doses expressivas de atrazina

poderem ser encontradas, devido aplicagdes consecutivas e acumulativas.
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O pH do meio foi ajustado para 6,8 para A. brasiliensis ¢ para 5,5 para L. edodes e
P. ostreatus, sendo entdo esterilizado, como mencionado anteriormente. O herbicida (produto
comercial) com atrazina foi incorporado aos meios estéreis, atingindo as concentragdes
selecionadas. Os meios foram entdo vertidos nas placas de Petri (9cm de diametro),
colocando-se 20mL de meio em cada placa.

Ap0s a solidificagdo dos meios, circulos de aproximadamente 1cm de didmetro das
culturas matrizes de cada fungo foram utilizados para a inoculagdo dos meios — um circulo
por placa. Estas foram entdo incubadas em estufa BOD, a 24°C, até a colonizag¢do completa
do meio (10-20 dias). Foram realizadas 4 repeticdes (placas) para cada tratamento
(concentracao/fungo).

A avaliacdo da capacidade de crescimento dos fungos nas diferentes concentragdes
de atrazina em meio BDA foi realizada através da analise do crescimento micelial radial. Para
tal, linhas perpendiculares foram tracadas na por¢do inferior e externa das placas de Petri,
com o intersecto no centro da placa, exatamente onde os circulos das culturas matrizes foram
depositados. Sobre estas linhas, foi avaliado o crescimento micelial radial a cada 48h, em

milimetros, até¢ a completa colonizag¢do da superficie do meio de cultura nas placas.

3.5. Avaliacdo da atividade enzimatica da lacase de A. brasiliensis, L. edodes e

de P. ostreatus

A atividade da enzima lacase (EC 1.10.3.2) foi mensurada para os meios de cultura
(BDA) com diferentes concentragdes de atrazina (0, 5, 10, 25 € 50ug/mL), ao final do 15° ¢
30° dia de incubagdo, para as trés espécies fungicas utilizadas no experimento de tolerdncia a
atrazina.

No experimento de biotransformacgdo, cuja concentragdo de atrazina foi de
10pg/mL, a avaliagdo da atividade enzimatica foi realizada ao final de 10, 20 e 30 dias de

incubac¢do, sendo mensurada para cada tratamento (fungo/pH).
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Para a dosagem enzimatica, foi realizada uma extragdo aquosa da lacase presente
no meio de cultura. Para isso, 0,5g do meio de cultura foi macerado com 3mL de agua,
centrifugado a 4500rpm, sendo o sobrenadante utilizado para mensurar a atividade. Todas as
atividades foram mensuradas em triplicata, que compreendia a extragdo de 3 placas distintas
de um mesmo tratamento (repeticdes), sendo as medidas de atividade a média de duas
medidas para cada extragao.

A atividade da lacase foi monitorada a 525nm, através da oxidagdo da
siringaldazina (¢ = 65.000 M ¢m™) durante 1 minuto de reagdo, de acordo com Ander e
Eriksson (1976), como ja descrito (item 2.8). A atividade foi avaliada em U por grama de

meio de cultura.

3.6. Avaliacdo da biotransformacio de atrazina “in vitro” em diferentes

valores de pH

Apds a avaliacdo do efeito da concentragdo de atrazina no crescimento de A.
brasiliensis, L. edodes ¢ P. ostreatus, foi avaliado para estes fungos, na concentragdo de
10pg/mL, a influéncia do pH na possivel biodegradacdo da atrazina. Os valores de pH
selecionados foram: 4,5, 5,5 e 6,5. A concentragdo de 10ug/mL foi escolhida por ser uma
concentragdo intermediaria entre as concentragdes testadas e cuja tolerancia pelas espécies
fungicas foi satisfatoria.

O meio BDA foi utilizado para o estudo do efeito dos diferentes valores de pH. O
produto comercial com atrazina foi incorporado nos meios estéreis, visando obter a
concentragdo desejada. Cada placa de Petri (9cm diametro) incluiu 20mL dos meios com
diferentes valores de pH.

Foram realizadas 4 repeticdes (placas) para cada valor de pH, para cada espécie
fingica selecionada. Apds a solidificacdo do meio, circulos de 1cm de diametro das culturas

matrizes de cada fungo foram colocados na regido central das placas, como descrito
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anteriormente. As placas foram entdo incubadas em estufa BOD, a 24°C, durante 30 dias.
Placas com meio BDA sem inoculagdo do fungo, para cada valor de pH escolhido, foram
utilizadas como parametro para se avaliar a porcentagem de biotransformagao pelo fungo.

Ao longo desse periodo, o crescimento micelial radial dos fungos nos meios com
os diferentes valores de pH também foi avaliado, utilizando-se a metodologia descrita
anteriormente. Placas com meio BDA, com os valores de pH definidos e inoculadas com as
trés espécies, sem o principio ativo, como anteriormente descrito, foram utilizadas como
controle, com o propdsito de avaliar comparativamente o crescimento micelial radial na
presenca e na auséncia do herbicida, na concentragdo de 10pg/mL.

A biotransformacao foi monitorada por cromatografia liquida de alta eficiéncia ou
“HPLC” (mo6dulo de cromatografia liquida Shimadzu LC-10AS; detector UV-VIS Shimadzu
SPD-10A; registrador Shimadzu C-R6A), utilizando coluna C18, Supersil ODS Sum (4,4mm
x 150 mm), fase mével acetonitrila e dgua (60:40, v/v), fluxo de 0,6 mL/min e detector
UV/VIS a 220nm, sendo avaliada a concentragdo do principio ativo (atrazina) apods 10, 20 e
30 dias, comparando-se os tratamentos controles e os tratamentos inoculados com os fungos.

A extragdo de atrazina do meio de cultura para analise em HPLC foi realizada com
metanol. Neste caso, 0,5g do meio de cultura com o crescimento fungico (Figura 15) foi
macerado com 2,5mL de metanol, sendo as amostras submetidas a ultrassonicagdo durante 12
minutos e entdo congeladas a -10°C, até o final do cultivo em placas — com a obteng¢ao total
das amostras — para entdo analise através de HPLC. Foi realizada uma extragdo para cada
cultura (placa), sendo estas as unidades amostrais. Foram feitas duas repeti¢cdes (extracdes)
para cada tratamento no 10° e no 20° dia de cultivo, sendo, no entanto, efetuadas trés
repeti¢des no 30° dia.

Para analise, as amostras descongeladas foram centrifugadas a 10000g durante 5

minutos, ¢ entdo injetadas no aparelho de HPLC para andlise da concentracdo de atrazina.
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FIGURA 15. Local de coleta do meio de cultura nas placas de Petri para extracdo e analise da degradagdo de
atrazina (area tracejada).

Para a confirmac¢do do tempo de reten¢do da atrazina na corrida cromatografica e
determinagdo da sua concentragdo, foi utilizada uma curva de calibracdo (método da
padronizagdo externa) com atrazina padrdo (95%), em metanol. O tempo de retengdo da
atrazina, dentro das condi¢des mencionadas de fluxo e coluna, foi de aproximadamente 5

minutos.

3.7. Delineamento e analises estatisticas

Em todos os experimentos as placas foram dispostas de forma totalmente
casualizada dentro da estufa BOD, sendo a posicao alterada em cada medida (a cada 2 dias).

Para avaliagdo do crescimento micelial radial foram realizadas curvas de
crescimento, sendo comparado o crescimento micelial final entre os tratamentos para cada
fungo, utilizando-se ANOVA, seguida pelo teste de Tukey (p<0,05). Foram realizadas quatro
repeticdes (placas) para cada tratamento nesta avaliagdo.

Foram realizadas curvas de atividade da enzima lacase em funcao da concentragao
de atrazina e do tempo, com os intervalos de confianca dos valores (95%), referentes a 6
repeti¢des (trés extracdes e duas medidas de atividade para cada uma).

A comparacdo da taxa de biotransformacdo da atrazina extraivel foi avaliada para
0 30° dia de cultivo, através de ANOVA, seguida pelo teste de Tukey (p<0,05), com as

médias baseadas em trés repeti¢oes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliacao da utilizacdo do CR da producio de cogumelos de A. brasiliensis

e de L. edodes no desenvolvimento de alface

1.1. Analises fisicas e quimicas dos materiais

1.1.1. Analise de capacidade de campo e do pH

A Tabela 13 apresenta os resultados da analise da capacidade de campo e do pH
inicial dos materiais utilizados, assim como o valor de pH ap6s a corre¢ao destes materiais

com calcita para valores adequados ao desenvolvimento de L. sativa (6,0 — 6,8).

TABELA 13. Caracteristicas dos CRs da produggo de cogumelos de A. brasiliensis — com camada de cobertura a
base de turfa ¢ de solo — e de L. edodes, assim como do solo utilizado nas experimentagdes, em termos de
capacidade de campo, pH original e pH apds corregdo para a formulacdo dos substratos para os experimentos.

Composto residual (CR) Capacidade de pH original pH apos
campo (%) correg:z'io1
CR A. brasiliensis camada turfa’ 58,73 + 1,68 8,06 = 0,01 7,55 +£0,03
CR A. brasiliensis camada solo 41,40 £ 6,46 5,79 £ 0,26 6,05 +£0,08
CR L. edodes 77,30 +£2,23 4,40 £ 0,02 6,39 £ 0,02
Solo 23,27 +£2,58 5,23 +0,03 6,51 + 0,04

'pH apos 20 dias da corre¢io com calcita. Médias baseadas em trés repetigdes.
?CR néo corrigido com calcita, devido pH elevado.

Analisando-se a capacidade de campo dos CRs de A. brasiliensis com camada a
base de turfa e de solo, assim como o CR de L. edodes, verificou-se que a retencao de
umidade foi, respectivamente, 2,5, 1,8 e 3,3 vezes maior do que aquela verificada no solo. Isto
evidencia a capacidade do CR de melhorar a estrutura do solo, diminuindo as perdas de
nutrientes por lixiviagdo (MAHER et al., 2000; MAFF, 2004). O CR de L. edodes apresentou
a maior capacidade de campo em virtude de sua natureza, composto especialmente por fibras

da madeira — com um elevado teor de MO. Ja a capacidade de campo do CR de A. brasiliensis
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com camada de cobertura a base de turfa foi aproximadamente 1,4 vezes superior ao CR do
mesmo fungo com camada de cobertura a base de solo, provavelmente em decorréncia da
natureza da camada de cobertura. A turfa dispde de uma maior capacidade de retencdo de
agua em relagdo a maioria dos solos, mesmo argilosos, como foi o caso do solo utilizado
como camada de cobertura do CR avaliado.

A faixa de pH ideal de um composto organico deve estar entre 6,0 ¢ 7,5, o que ¢
um indicativo de sua qualidade e maturidade, especialmente quando se enfatiza a fertilizacao
(ALEXANDER, 1994; Woods End Research Laboratory, 2000). Valores elevados podem
causar inibicdo da atividade dos microorganismos fixadores de nitrogénio (Woods End
Research Laboratory, 2000), o que ndo ¢ interessante em termos de fertilidade vegetal.

Analisando-se o pH dos materiais, verificou-se que o pH inicial do CR de 4.
brasiliensis com camada de cobertura a base de turfa apresentou-se em torno de 8,0. Contudo,
este composto nao foi submetido a corre¢des de pH para valores entre 6,0 e 6,8, para evitar
fator adicional de interferéncia experimental. Porém, ap6s a correcdo dos demais CRs e do
solo — aproximadamente 20 dias —, o pH deste composto baixou para 7,6, praticamente na
faixa recomendada para fertilizantes organicos. Este fato foi evidenciado por Levanon ¢ Danai
(1995), que avaliaram o pH do CR ao longo do tempo, constatando que, de 0 a 3 meses apo6s
sua produgdo, o pH baixou de 8,1 para 7,0. Entretanto, as condigdes de armazenamento do CR
no presente trabalho ndo foram semelhantes aquelas utilizadas por esses pesquisadores. O
decréscimo no valor de pH verificado pelos autores provavelmente ocorreu devido a
lixiviagdo de alguns nutrientes (ions) durante o processo de maturagcdo no ambiente, enquanto
que o CR utilizado no presente experimento foi mantido abrigado de fatores ambientais
externos — como chuvas e interpéries. Desta forma, o ligeiro decréscimo no pH verificado no

presente trabalho decorreu do processo de estabilizacdo do material, ap6és a homogeneizagao
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do CR com sua respectiva camada de cobertura, uma vez que este composto ja havia sido
coletado ha 6 meses quando foram iniciados os experimentos.

Na decomposi¢do da matéria organica, mais especificamente durante o processo de
compostagem para a producao de substratos para o cultivo de cogumelos, o pH tende
inicialmente a diminuir, devido a acumula¢do de &cidos organicos, como resultado da
fermentagdo. Apds o estabelecimento de condigdes aerobicas, os acidos organicos sao
utilizados e um aumento do pH do composto é observado. Depois disso, um decréscimo no
pH ¢ verificado até aproximadamente a neutralidade, o que ¢ tipico em um processo de
compostagem (INBAR et al., 1990). Esta ultima etapa poderia estar ocorrendo no CR de 4.
brasiliensis com camada de turfa, em virtude de uma possivel compostagem menos eficiente.

O CR de 4. brasiliensis com camada a base de solo apresentou um pH inicial de
aproximadamente 5,8, sendo que apos a corre¢do o pH foi elevado para 6,1. Contrariamente
ao CR do mesmo fungo com camada de cobertura de turfa, verificou-se que o pH original do
CR com camada a base de solo foi consideravelmente inferior.

De acordo com a literatura, o CR da produgdo de espécies do género Agaricus
geralmente apresenta um pH basico, variando entre 7 ¢ 8. Contudo, esta faixa de pH pode
variar, dependendo da natureza do composto ¢ de sua camada de cobertura. Beyer (1999)
constatou valores de pH do CR logo ap6s sua produgdo variando entre 5,8 ¢ 7,7. Maher e
Magette (1997) indicaram um valor em torno de 6,6. Desta forma, o pH dos CRs de 4.
brasiliensis analisados encontravam-se no intervalo dos valores de referéncia.

Ja o CR de L. edodes apresentou o pH em torno de 4,4, sendo que apos sua
correcao o pH elevou-se para 6,4. Os valores de pH baixos sdo esperados apds a producao de
L. edodes em sistema de cultivo axénico. Stamets (2000) mencionou um decréscimo no pH

inicial do substrato, de aproximadamente 5,5, para 3,5 — 4,5 antes da primeira frutificacao.
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Ribas (2003), avaliando as variagdes de pH durante o cultivo de L. edodes em condi¢des
axénicas, verificou um decréscimo no pH de 5,5 para 3,5 — 4,0 ap6s o cultivo.

A Tabela 14 apresenta as caracteristicas dos substratos utilizados para avaliagdo do
desenvolvimento de alface em termos de pH antes e apds o cultivo, assim como a capacidade

de campo inicial estimada dos substratos.

TABELA 14. Caracteristicas dos substratos formulados com CR da produgio de cogumelos (CR) de A4.
brasiliensis (Ab) — camada de cobertura a base de turfa e de solo — e de L. edodes (Le), juntamente com o solo,
em termos de valores de pH antes e apos o cultivo em casa de vegetacdo de Lactuca sativa, assim como a
capacidade de campo inicial estimada.

Substrato pH antes do pH apés plantio das  Capacidade de campo

plantio mudas (40 dias) inicial estimada (%)
CR Ab-camada turfa 5%’ 7,59 +£0,06 7,48 +0,03 25,04
CR A4b- camada turfa 10% 7,65+0,01 7,49+ 0,01 26,82
CR A4b- camada turfa 25% 7,66 +0,02 7,57+ 0,05 32,14
CR Ab- camada turfa 40% 7,67 0,01 7,50+0,01 37,45
CR A4b- camada solo 5% 6,11 £0,18 5,92 +0,07 24,18
CR Ab- camada solo 10% 6,03 +£0,59 5,79 £0,35 25,08
CR A4b- camada solo 25% 5,71 £0,06 6,03 +0,21 27,80
CR Ab- camada solo 40% 5,62+0,01 6,00+0,14 30,52
CR Le 5% 8,60+0,08 8,21+0,02 25,97
CR Le 10% 8,89+0,03 8,14+0,18 28,67
CR Le 25% 9,00£0,01 8,39+0,08 36,78
Solo 6,38+ 0,01 6,44+0,01 23,27
NPK? 6,47+0,04 5,61+0,13 23,27
CR Ab-turfa 10% + NPK 7,61 £0,01 7,46 +0,03 26,82

'Percentagem em peso seco do composto residual em relagio ao solo.
?Adubagio quimica com fontes de N, P ¢ K.

Em geral, ndo houve alteragdes significativas nos valores de pH dos substratos
apds o cultivo de L. sativa, evidenciando uma estabilidade do material, influenciada pela
calcita (corretivo), quando presente. Excepcionalmente, o CR de L. edodes corrigido (pH 6,4),
ao ser incorporado no solo (pH 6,5), elevou o pH do substrato para 8-9 (Tabela 14),
possivelmente em razdo de interag@o idnica com o substrato.

Avaliando a capacidade de campo estimada dos substratos formulados, verificou-

se que a incorporagdo dos CRs ao solo elevou sua capacidade de retengdo de 4gua, com
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conseqiiente manutengdo de nutrientes e melhoria de sua estrutura — caracteristica importante

para o condicionamento e a fertilidade de solos.

1.1.2. Analises quimicas

De acordo com Inbar et al. (1990), a maturidade dos compostos organicos afeta
criticamente seu desempenho na agricultura. Esta caracteristica é de fundamental importancia
quando os compostos sdo aplicados em curto prazo antes do plantio, ¢ menos importante
quando estes compostos sdo aplicados previamente no solo, onde a decomposi¢do continua
ocorrendo. Os compostos imaturos conduzem a uma elevada atividade microbiana no solo
apds sua incorporacao, potencialmente causando deficiéncia de oxigénio e uma variedade de
problemas indiretos de toxicidade para as plantas (ZUCCONI et al., 1981).

A razdo C/N ¢ freqiientemente utilizada como um dos indices de maturidade de um
composto, da sua taxa de decomposicao, fornecendo informagado importante sobre o composto
e o manejo requerido quando for incorporado ao solo (WATSON, 2003; Woods End Research
Laboratory, 2000). Dentro deste contexto, um decréscimo da razdo C/N de inicialmente 35-
40/1 ou mais elevada (no caso de residuos madeireiros) para um nivel em torno de 18-20/1
indica um avangado grau de estabilizagdo (ZUCCONI; BERTOLDI, 1987 apud INBAR et al.,
1990). De acordo com o Woods End Research Laboratory (2000), o composto ¢ considerado
adequado para aplicagdo quando a razdo C/N atingir 17/1 ou valores inferiores. Por outro
lado, razdes C/N excessivamente baixas causam toxicidade as plantas pela liberagdo de
amonia (INBAR et al., 1990).

De acordo com as analises dos CRs utilizados no experimento, tanto o CR de 4.
brasiliensis como camada a base turfa como o CR com camada a base de solo apresentaram-
se aparentemente estdveis, com razdes C/N de 15/1 e 9/1 (Tabela 15), respectivamente.
Apesar de apresentarem razoes baixas, estes CRs nao dispdem de potencial para liberagao de

amonia, em virtude da baixa concentragdo de nitrogénio. Entretanto, o CR da producao de L.
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edodes apresentou uma razao C/N elevada, em torno de 86/1, o que reflete um baixo grau de
degradagdo do material. Este CR apresenta uma menor porcentagem de degradagdo em
comparagdo ao CR de A. brasiliensis, em virtude de ndo ser previamente compostado e pela

natureza do material (menor teor de nitrogénio).

TABELA 15. Principais caracteristicas quimicas dos CRs utilizados no experimento de fertilizagao.

Composto residual (CR)

Parametro CR A. brasiliensis CR A. brasiliensis CR L. edodes
— camada turfa — camada solo

MO total (%) 51,92 15,17 90,99

C total (%) 28,84 8,42 50,55

N total (%) 1,82 0,70 0,59

P (P,0s) total (%) 1,80 1,05 0,58

K (K»0) (%) 1,35 0,91 0,17

C/N 15/1 9/1 86/1

Analises (baseadas na matéria seca) realizadas pelo Laboratdrio da Companhia Integrada de Desenvolvimento
Agricola de SC (CIDASC): Rod. Admar Gonzaga, 1588, CP.256, Florianopolis, SC, Cep 88034-001; home-
page: http://www.cidasc.sc.gov.br).

Geralmente compostos organicos com razado C/N superior a 30/1 requerem
suplementagdo com nitrogénio quando adicionados ao solo com objetivo de fertilizagdo. A
adicao de nitrogénio ¢ fundamental em virtude da rapida multiplicagdo dos microorganismos,
os quais consomem o N do solo, podendo causar deficiéncia deste macronutriente para a
planta (INBAR et al., 1990; WATSON, 2003). Desta forma, o CR de L. edodes deveria ter
sido suplementado com N antes de sua utilizacdo como fertilizante. Sem suplementaciao o
residuo tem potencial de agdo negativa no desenvolvimento vegetal.

A diminui¢do da razdo C/N e o aumento da concentragdo de cinzas sao reflexos da
decomposi¢cdo da matéria organica e da estabilizagdo do composto (HSU; LO, 1999). Desta
forma, concentragdes extremamente elevadas de MO ndo sdo desejaveis em compostos para
fertilizagdo direta, pelo grau de imaturidade do composto, assim como concentragdes

demasiadamente baixas de MO, em virtude desse parametro representar um componente
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importante em termos de fertilidade e de melhoramento da estrutura dos solos. De acordo com
Alexander (1994), a porcentagem ideal de MO de um composto organico deve estar em torno
de 35-45%. Materiais como a turfa preta (espanhola), conhecida como condicionador,
fertilizante e substrato para vegetais, dispoe de cerca de 47% de MO (PARDO; JUAN;
PARDO, 2003). A percentagem de MO do CR de A. brasiliensis com camada de cobertura a
base de turfa encontrou-se proxima da faixa ideal — 52%. Por outro lado, a o teor de MO do
CR de A. brasiliensis com camada de cobertura a base de solo foi consideravelmente menor,
em torno de 15% (Tabela 14). Este fato foi provavelmente um reflexo da dilui¢ao
proporcionada pela camada de cobertura a base de solo, pobre em nutrientes (ao contrario da
turfa), pois os dois CRs apresentavam praticamente a mesma composi¢do. Além disso, o CR
com camada a base de turfa foi coletado primeiramente, devendo portanto dispor de um teor
de MO menor. Por outro lado, o teor da MO do CR de L. edodes foi demasiadamente
elevado, em torno de 90%, refletindo o grau de imaturidade desde composto para ser
incorporado ao solo, objetivando uma fertilizagdo imediata. O teor de C, por sua vez, seguiu o
mesmo padrao da MO, em virtude de ser base de suas estruturas moleculares.

Tanto a concentragdo de macronutrientes como de micronutrientes sdo importantes
para o desenvolvimento vegetal e conseqiientemente seus teores em compostos organicos
visando a fertilizacdo. N, P, K, Ca, Mg e S sdo considerados macronutrientes ¢ expressos em
percentagem, enquanto que outros elementos, como Mn, Zn e Cu, sdo considerados
micronutrientes, e expressos em mg/kg (ppm). Todos s3o importantes para as plantas, mas
usualmente os macronutrientes sdo mais focados (WATSON, 2003) em termos comerciais de
fertilizagdo agricola. O nitrogénio, por exemplo, pode ser encontrado em duas formas
significantes no composto: forma inorganica, como N-nitrato e N-amoniacal, e forma
organica, quando ligado a moléculas organicas — como a maioria do N de compostos

organicos. Contudo, compostos imaturos podem conter uma maior concentracdo de N-
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amoniacal do que compostos estaveis. Enquanto que as formas inorganicas estao prontamente
disponiveis para a absor¢ao das plantas, as formas orgéanicas dependem da velocidade dos
microorganismos de degradarem o composto (HADAS; PORTNOY, 1994), transformando-as
em formas inorganicas.

De acordo com Alexander (1994), o teor de N ideal de compostos organicos deve
estar entre 1,0 e 2,0%. O CR de 4. brasiliensis com camada de turfa apresentou um valor
dentro da faixa apresentada, em torno de 1,82%, enquanto o valor do CR do mesmo fungo,
com camada a base de solo, foi de 0,70% - menos da metade do valor anterior, porém
proximo da faixa estabelecida. E interessante ressaltar o papel do fator de dilui¢do
proporcionado pela camada de cobertura a base de solo. Entretanto, o CR residual de L.
edodes apresentou uma concentracdo de N baixa, de 0,59%, o que pode ser prejudicial em
termos de fertilidade, especialmente pelo seu teor de C elevado (50%).

Comparativamente, uma amostra de turfa preta (espanhola) apresentou 1,17% de
N, enquanto que os teores de N de casca de pinus compostada e da fibra de madeira foram,
respectivamente, de 0,4% (assemelhando-se ao teor de N do CR de L. edodes) e 0,09%
(PARDO; JUAN; PARDO, 2003). Pesquisas com CR, especialmente aquelas utilizadas na
Europa, apresentam teores mais elevados de N na matéria seca, como 2,1% (LEVANON;
DANALI, 1995); 2,55% (MAHER; MAGETTE, 1997) e 2,84% para o CR de 4. brunnescens
(SHARMA; FURLAN; LYONS, 1999). Contudo, Beyer (1999) apresentou uma faixa
variando de 1,42% a 2,5%, na qual se enquadraria o CR de A. brasiliensis com camada de
turfa. E provavel que o baixo teor encontrado esteja relacionado a concentragio inicial de N
no composto, a natureza da fonte, assim como ao processo de compostagem — onde grande
porcentagem de nitrogénio pode ter sido volatilizada na forma de amdnia.

Em relagdo ao fosforo e ao potassio, Alexander (1994) propde um intervalo 6timo

entre 0,6-0,9% de P e 0,2-0,5% de K para compostos organicos. Os CRs de A. brasiliensis
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com camada a base de turfa e de solo apresentaram valores de P acima da faixa, de 1,80% e
1,05%, respectivamente, mostrando que esses CRs poderdo ser fontes eficientes deste
nutriente. Esses CRs apresentaram também elevadas concentragdes de K — 1,35% ¢ 0,91%,
respectivamente. De acordo com Maher (1994), solos condicionados com CR podem
apresentar elevada concentragdo de P e K, indicando que este composto pode ser uma fonte
eficiente destes nutrientes. Ja as concentracdes de P ¢ K do CR de L. edodes praticamente
ficaram dentro da faixa esperada, de 0,58% e 0,17%, respectivamente. Comparativamente,
Pardo, Juan e Pardo (2003) detectaram baixos teores de P na turfa preta (espanhola), em torno
de 0,06%, e 0,2% de K.

Deve-se levar em consideragdo que, em compostos organicos, o K ¢é mais
rapidamente disponibilizado, numa taxa inicial de 80% do total, enquanto que a taxa inicial de
P disponibilizado ¢ de 25-75%, com as percentagens mais elevadas em solos acidos (Woods

end Research Laboratory, 2000).

1.2. Avaliacao do desenvolvimento de Lactuca sativa

1.2.1. Peso seco

Variagdes no peso seco total, aéreo e radicular dos espécimes de L. sativa foram
detectadas em funcdo da dose de CR de A. brasiliensis com camada de cobertura a base de
turfa e de solo, em relagdo a quantidade de solo, como mostra a Figura 16.

Avaliando o desenvolvimento das plantas nos tratamentos com CR de A.
brasiliensis, observou-se um aumento no peso seco de todos os parametros quando a adi¢ao
foi de 5 e 10% em relacdo ao controle, com diminui¢ao do crescimento para doses superiores.
Os tratamentos com 10% desse CR com camada de cobertura a base de turfa e de terra,
proporcionaram, respectivamente, um aumento no peso seco aéreo de 2,2 e 2,8 vezes em

relacdo ao controle (solo), ¢ de 1,3 e 1,7 vezes em relagdo a fertilizagdo quimica. Este
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resultado evidencia que a adi¢do do CR favoreceu o desenvolvimento vegetal, porém doses
iguais ou superiores a 25% foram inibitérias para alguns dos principais parametros do

desenvolvimento.
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FIGURA 16. Peso seco total, aéreo e radicular de L. sativa de acordo com diferentes percentagens de CR da
produgdo de A. brasiliensis. A) Composto residual com camada de cobertura de turfa; B) composto residual com
camada de cobertura de solo. Comparagdes (letras minusculas) realizadas por ANOVA/Newman-Keuls
(p<0,05). Médias com base em 6 repetigdes.

O aumento no crescimento das plantas com 5 e 10% desses CRs pode estar
relacionado com o aumento da capacidade de retencao de agua no solo, o melhoramento de
sua estrutura ¢ o fornecimento de fontes de N, P, K e MO. J4 a diminui¢ao do crescimento
para doses mais elevadas de CR provavelmente ocorreu devido a elevagao da condutividade
elétrica do solo (CE) acima do nivel adequado para o desenvolvimento de L. sativa. A elevada
CE do CR de A. brasiliensis foi constatada subseqiientemente (item 2.1), fato que corrobora
com a explicacdo apresentada.

Inadequadas doses de compostos organicos utilizadas na fertilizacdo de culturas
vegetais ¢ aumento da CE em nivel superior ao ideal foram relatados por diversos autores,
especialmente quando se trata do composto residual da produg¢do de cogumelos. Em um
experimento em vasos, em casa de vegetacdo, avaliando-se o efeito das concentragdes de 5,
10, 15, 25 ¢ 30% de CR (v/v) misturado a turfa — com turfa utilizada como controle — no

desenvolvimento de tomate, verificou-se que na primeira colheita, ndo foi verificada grande
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diferenca entre o peso das plantas cultivadas com doses de CR de até 20%. Contudo, adigdes
superiores proporcionaram redugdo no crescimento vegetal. Em outro experimento, na
primeira colheita de palha de centeio, houve uma resposta positiva na produtividade com
adi¢des de CR equivalentes a 50 t/ha. Porém, para doses mais elevadas, houve um declinio no
crescimento, provavelmente devido a elevagdo da CE (MAHER, 1994).

Desta forma, as proporgdes de CR a serem aplicadas em cada cultura, assim como
a quantidade a ser reaplicada anualmente devem ser adequadamente definidas, a fim de se
evitarem problemas de salinidade. Apesar da incorporacio antecipada do CR no solo propiciar
a reducdao ou eliminagdo do efeito negativo da CE, ¢ importante ainda atentar para as
conseqiiéncias que estas incorporagdes poderdo ter na poluicdo de lengodis freaticos e de
cursos de agua adjacentes, em virtude do excesso sais lixiviados.

No que se refere a possibilidade de substituicao da fertilizagcdo quimica (NPK) pela
adubagdao com o CR de 4. brasiliensis (camada a base de turfa e de solo), verificou-se que a
adi¢dao de 5 e 10% deste composto podem substituir a adubacdo NPK, com parametros de
peso seco superiores e expressivos em nivel comercial. Além disso, o apelo da sociedade
moderna pela agricultura orgéanica contribui de forma positiva para a substitui¢do da
fertilizagao quimica pela organica, mesmo quando as produtividades forem semelhantes.

A Figura 17 apresenta analises de regressdo com faixas de confianca, uma para o
CR com camada a base de turfa e outra para o CR com camada a base de solo, relacionando a
dose do composto no solo ¢ o peso seco aéreo dos espécimes — considerado, entre os
parametros avaliados, aquele de maior interesse comercial. Estas andlises foram realizadas
com o intuito de estabelecer um modelo de reacdo do peso seco aéreo as doses do composto,
especialmente para verificar se doses nao analisadas, proximas de 5 ¢ 10%, proporcionariam

resultados semelhantes.
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FIGURA 17. Analise de regressdo com intervalo de confianga de 95% (pontilhado em vermelho) do peso seco
aéreo de L. sativa em fungdo do teor de CR de A. brasiliensis com camada de cobertura a base de turfa (A) e com
a base de solo (B). Comparacdes (letras minusculas) realizadas por ANOVA/Newman-Keuls (p<0,05). CV
(coeficiente de variagdo experimental) de comparagdes em A de 15,85% e em B de 13,87%. Seta indicando
mudanca do modelo de regressdo para modelo linear (tracejado; y = + 1,8), dentro do intervalo indicado.
Analises com base em 6 repeticdes.

Ambos os modelos seguiram um padrdo cubico, com um incremento acentuado do
peso seco até 10%, e um decréscimo a partir deste nivel. Contudo, o modelo explicou todo o
intervalo avaliado apenas para o CR com camada de cobertura a base de solo (Figura 17B).
Para CR com camada de cobertura a base de turfa, o modelo explicou apenas o intervalo de 0
a 25% de CR (Figura 17A). A partir deste valor (25%), ocorreu uma tendéncia para
constincia do valor do peso seco (faixa vermelha tracejada; y =+ 1,8).

Com o intuito de melhorar o custo/beneficio de aplicagdo dos CRs, avaliou-se o
efeito de doses menores que 5% no peso seco aéreo, de acordo com o modelo utilizado para
cada CR (de acordo com a analise de regressao). Verificou que doses menores, em torno de
2,5%, ndo aparentam ser tdo eficientes como adi¢des entre 5 e 10%.

Desta forma, com base no estudo efetuado, seria recomendada para o plantio de
alface a aplicagdo no solo de propor¢des de 5 a 10% (em peso seco) do CR de 4. brasiliensis,
tanto com camada de cobertura a base de turfa como de solo. Contudo, os CRs normalmente
sdao encontrados umidos, e sua secagem prévia pode alterar caracteristicas importantes destes

materiais para o condicionamento de solos. Desta forma, considerando a umidade do CR em
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torno de 60%, seria recomendada a aplicacdo de quantidades entre 12,5% e 25% do CR timido
para o cultivo de alface.
Amostra das plantas dos tratamentos com 25% do CR de A. brasiliensis e do

controle (solo) s3o apresentadas na Figura 18 podendo-se observar efeitos visuais no

crescimento.

FIGURA 18. Aspecto dos exemplares de L. sativa cultivados em solo (S), e com 25% de composto residual de A.
brasiliensis com camada de cobertura a base de turfa (A’) e de solo (B’), ao final de 70 dias. A) comparagdo
entre o tratamento S (controle) e A’; B) comparagdo entre A’ e B’.

A Figura 19 apresenta as variacoes do peso seco total, aéreo e radicular dos

espécimes de L. sativa em fungao da dose de CR de L. edodes.

——Total
—#— Aéreo

—— Radicular

Peso seco (g)

oo

15 20 25 30
Composto residual (%)

FIGURA 19. Peso seco total, aéreo e radicular de L. sativa de acordo com o teor do CR de L. edodes.
Comparagdes (letras minusculas) realizadas por ANOVA/Newman-Keuls (p<0,05); comparac¢des do peso total e
aéreo realizados com a raiz quadrada dos valores, em virtude da heterogeneidade de variancias. Médias com base
em 6 repeti¢des.
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Houve inibi¢ao no crescimento das plantas cultivadas em substrato com CR de L.
edodes — em relagdo ao controle (solo) —, observando-se um nanismo acentuado (Figura 20).
A ocorréncia de plantas raquiticas e nanicas de alface frequentemente esta relacionada a
deficiéncia de certos elementos, tais como N, P, K, Mg, Cu ¢ S (SILVA JUNIOR;
SOPRANO, 1997). Devido ao elevado teor de matéria organica do CR de L. edodes (91%) ¢
imaturidade desse composto, como mencionado (item 1.1.2), ocorreu um aumento da taxa
metabolica do solo, com conseqiiente deplecao/imobilizagdo de nutrientes como fontes de N
pela microbiota presente para a degradagcdo da MO, nao disponibilizando estes nutrientes para
o vegetal e gerando deficiéncias. Além disso, a concentragdo inicial de N deste CR foi inferior
aquela indicada por Alexander (1994) para compostos organicos (item 1.1.2).

Outro fator do substrato com CR de L. edodes que pode ter contribuido para a
reducdo do crescimento de L. sativa seria o valor de pH entre 8 e 8,5, superior ao pH ideal

para a espécie em cultivo (6,0 — 6,8).
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FIGURA 20. Aspecto visual de exemplares de L. sativa cultivados em solo (S) e em diferentes quantidades de
composto residual de L. edodes (L5 = 5%; L10 = 10%; L25 = 25%) ao final de 70 dias. A) carater inibitério do
crescimento com L5; B) inibi¢do semelhante com o aumento da utilizagdo do CR.

Contudo, ja foram relatados por produtores de SC bons resultados com a aplicagao
do CR de L. edodes na floricultura, especialmente quando este CR foi apenas disposto na

superficie do solo, sem fragmentagdo dos blocos, pela razdo de ndo ser incorporado e os
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nutrientes serem disponibilizados por lixiviagdo, em condi¢des de baixa liberagcdo. Nos casos
de incorporagdo no solo com resultados satisfatorios, ¢ possivel que a dose adicionada por
estes produtores tenha sido inferior aquelas do presente experimento, uma vez que adi¢des de
5, 10 e 25% referiam-se ao peso seco, o que, para este material, corresponde a um volume
elevado. Desta forma, ndo se descarta a possibilidade de utilizagdo do CR L. edodes como
condicionador de solos, uma vez que porcentagens menores podem ser aplicadas com
antecedéncia ao plantio para estabilizag¢do, sem efeitos deletérios, com a incorporacdo de MO
na faixa adequada. E ainda possivel que a adi¢io complementar de fontes nitrogenadas

possam melhorar a eficiéncia deste composto.

1.2.2. Area foliar

A Figura 21 apresenta a area foliar total e area/folha dos espécimes de L. sativa, de

acordo com a natureza e a dose do CR, em comparagao com a adubagio quimica.
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FIGURA 21. Area foliar total (A) e da 4rea/folha (B) de L. sativa de acordo com o teor e natureza do CR.
Comparagdes (letras mintisculas com mesmas caracteristicas) realizadas por ANOVA/Newman-Keuls (p<0,05).
Analises com base em 4 repeticdes. A) CV (coeficiente de variacdo experimental) de 15,43% para comparagdes
entre tratamentos com CR de A. brasiliensis com camada a base de turfa e 11,81% para CR com camada a base
de solo; CV de 16,40% para comparacgdes entre tratamentos com CR de L. edodes. B) CV de 11,71, 10,40 e
15,58% para os CRs de A. brasiliensis com camada a base de turfa e de solo e para o CR de L. edodes,
respectivamente. Comparagdes entre os tratamentos com CR de A. brasiliensis com camada de turfa, tanto em A
como em B, como de L. edodes em A realizados com o logaritmo na base 10 dos valores, para homogeneizagio
das variancias.
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Verificou-se que, com o aumento da adicao do CR de 4. brasiliensis com camada
de cobertura a base de turfa até 5%, ocorreu um aumento da area foliar total ¢ da area/folha,
sendo que doses de até 40% propiciaram resultados semelhantes. O mesmo ocorreu com o CR
de A. brasiliensis com camada a base de solo. Porém, neste caso, houve uma reducao das
areas a partir da dose de 25%. Avaliando o aciimulo de biomassa por area no solo com
diferentes concentragdes de CR, as plantas cultivadas com 5% e 10% de CR aparentemente
apresentaram as maiores relagdes, em virtude das espécies conterem um maior peso seco €
areas semelhantes ou superiores as demais doses.

Jé as areas foliares dos espécimes adubados com doses de 5, 10 e 25% do CR de L.
edodes apresentaram o mesmo efeito deletério verificado para o peso seco, provavelmente

devido as condi¢des inibitdrias ja& mencionadas.

1.2.3. Teor de clorofila e de proteinas soltiveis

No presente trabalho, tanto o teor de clorofila como de proteinas soluveis foliares
foram utilizados como parametros de qualidade para avaliacdo dos espécimes de L. sativa. A
Figura 22 apresenta o teor de clorofila dos espécimes em fungdo da natureza e da
concentragdo de CR no solo.

Houve uma tendéncia de aumento do teor de clorofila com o aumento da dose de
ambos os CRs de 4. brasiliensis, sendo que todos os tratamentos com a presenca deste CR
apresentaram teores superiores em comparagdo ao controle (solo). Especialmente a partir de
doses de 10 e 25% destes CRs, a concentracdo de clorofila tendeu a ser superior aquela
encontrada na adubagdao NPK.

Provavelmente a tendéncia para o aumento do teor de clorofila das folhas com o
aumento da concentra¢do do CR ocorreu em virtude de uma maior concentragdao de nutrientes,
que permitiram uma sintese mais expressiva de constituintes vegetais — contrariamente ao

peso seco, inibido por doses elevadas desse CR (devido a outros fatores como CE).
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Comparagdes referentes a intensidade da coloragdo verde das folhas entre o controle (solo) e

dois dos tratamentos com CR de A. brasiliensis (25%) pode ser efetuadas na Figura 18.
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FIGURA 22. Teor de clorofila foliar de L. sativa em func¢do da dose de CR da produgdo de A. brasiliensis ¢ de L.
edodes. Comparagoes (letras minusculas com mesmas caracterizagdes) realizadas por ANOVA/Newman-Keuls
(p<0,05). Analises com base em 3 repetigdes. CV de 13,95% e 20% para comparagdes entre tratamentos com CR
A. brasiliensis com camada & base de turfa e de solo, respectivamente, e de 9,11% para os tratamentos com CR
L. edodes.

Verificou-se uma diminui¢do do teor de clorofila com o aumento da dose do CR
de L. edodes, quando comparado com o controle, assim como observado para os parametros
de peso seco e area foliar, sendo a concentracdo de clorofila semelhante para os tratamentos
com 5, 10 e 25% desse CR. Este resultado pode estar relacionado com a imobilizagao
microbioldgica de nutrientes pelo excesso de C e MO, ndo sendo disponibilizados para a
sintese vegetal.

Dentre as possiveis caréncias nutricionais responsaveis pela sintomatologia
observada poderia ser indicada a caréncia em ferro e em magnésio. O Mg ¢ um elemento
essencial na molécula da clorofila, além de atuar em outros mecanismos vegetais, como na
ativacao enzimatica. Sua deficiéncia gera plantas com alongamento das folhas e estreitamento
do limbo, promovendo clorose e proporcionando a planta uma arquitetura ereta e raquiforme.

Em geral, as folhas deficientes em Mg sdo rigidas e quebradicas (SILVA JUNIOR;
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SOPRANO, 1997). Estes sintomas foram detectados nos espécimes de L. sativa cultivada com
CR de L. edodes (Figura 20). J& o sintoma mais tipico da deficiéncia de Fe ¢ exatamente o
descréscimo do teor de clorofila, especialmente das folhas novas, provocando seu
amarelecimento. Em casos de extrema deficiéncia, as folhas podem ser completamente
brancas, isto ¢é, destituidas de clorofila (MENGEL; KIRKBY, 1982 apud SILVA JUNIOR;
SOPRANO, 1997).

Na Figura 23 ¢ apresentada a variagdo da concentragdo de proteinas soliveis de
acordo com as doses de CRs, comparativamente ao solo (controle) e a adubacdo NPK. Para o
CR de L. edodes, resultados semelhantes foram obtidos para os demais parametros, havendo
uma diminui¢do do teor de proteinas em comparagdo com o controle (solo). Neste caso, a
reducdo na concentragdo de proteinas pode ser resultado da baixa concentragdo de N
proporcionada pelo CR, da imobilizagdo deste elemento pela microbiota do solo e de outros

elementos necessarios a sintese protéica, como ja mencionado.
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FIGURA 23. Teor de proteinas de L. sativa em func¢do da dose de CR da produgio de 4. brasiliensis e de L.
edodes. Comparagoes (letras minusculas com mesmas caracterizagdes) realizadas por ANOVA/Newman-Keuls
(p<0,05). Analises com base em 3 repeti¢des. CV de 10,23% e 7,75% para comparagdes entre tratamentos com
CR de A. brasiliensis com camada a base de turfa e de solo, respectivamente, e de 9,11% para os tratamentos
com CR de L. edodes.
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Nao houve diferengas significativas no teor de proteinas soltiveis na adubacao
NPK e no solo sem adubacdo. Entretanto, ¢ importante enfatizar que na adubagdo quimica
pode haver uma maior concentracdo de nitratos nas plantas, enquanto que na fertilizacdo com
compostos organicos, tal como com CR, ocorre um acumulo de N em formas mais complexas.

Observou-se que, com o aumento da dose do CR de A. brasiliensis com camada de
cobertura a base de turfa e de solo, houve um aumento (ou tendéncia de aumento) do teor de
proteinas soliveis nas folhas de L. sativa — o mesmo ocorrido para a concentracdo de
clorofila. Este resultado reforga o papel deste CR como uma importante fonte de nutrientes,
susceptivel de melhorar parametros de qualidade como teor de clorofila e de proteinas
vegetais.

De forma semelhante, em um experimento em campo, a adi¢do de 22,5, 45 e 90
kg/m* (55, 110 e 220 t/A) de CR, 90 dias antes do plantio de milho, propiciou um aumento na
produtividade, assim como no teor de nitrogénio, tanto dos graos como da matéria seca do
volumoso, na ordem de 1,73, 1,86 e 1,98 vezes, respectivamente, em comparagdo com o
controle (solo sem adubac¢do), o que evidencia um provavel aumento no teor de proteinas na

planta (WUEST; FAHY; FAHY, 1995).

1.3. Tratamentos relevantes

As Tabelas 16 e 17 apresentam comparagdes de parametros de crescimento e de
qualidade de L. sativa entre os tratamentos com os melhores resultados de peso seco aéreo, de
acordo com o item 1.2.1. Desta forma, foram comparadas as doses de 5% e 10% dos CRs de
A. brasiliensis, com camada a base de turfa e de solo, assim como o controle ¢ a adubagado
NPK.

Na Tabela 16 ¢ possivel constatar que o CR com camada de cobertura a base de
solo (sol) apresentou vantagens em relagdo ao CR com camada a base de turfa (tur),

especialmente em relacdo ao peso seco aéreo. Contudo, em termos de qualidade vegetal
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(clorofila e proteinas) (Tabela 17), o CR com camada a base de turfa tendeu a ser mais

eficiente, provavelmente devido a maior concentragdo de nutrientes, tal como N.

TABELA 16. Comparagdes entre o solo (controle), adubagdo quimica (NPK) e as concentragdes mais eficientes
dos CRs de A. brasiliensis, em relagdo aos principais parametros de crescimento de L. sativa.

Tratamento Peso seco aéreo Numero de Area foliar total Area/folha (cm?)
(g) folhas/planta (cmz)

Solo 1,383 +0,213d 17,25+222¢  410,419+38,382¢  23,951+£2,190d

NPK 2,282+0,219¢ 19,25+ 1,26 bc 695,225 +40,447b 36,254 +3,493 ¢

CR Agaricus (tur) 5% 3,120+ 0,328 b 21,00+2,16 ab 811,569 + 120,361 b 38,523 £ 1,712 be

CR Agaricus (tur) 10% 2,943 +0,355b 19,50+ 1,29 bec 846,253 £ 65,551 b 43,400 + 1,861 ab

CR Agaricus (sol) 5% 3,392 +0,407b 20,75+0,50 ab 814,540 + 130,631b 39,224 + 5,909 bc
C.R Agaricus (sol) 10% 3,878 +0,419a 23,00+ 1,83 a 1083,955 +78,532a 47,173+ 1,774 a
A% 11,73 % 8,22 % 11,16 % 8,40 %

'Coefieciente de variagdo experimental.

Comparagdes: ANOVA/Teste de Newman-Keuls (p<0,05).

CR Agaricus (tur) — Composto residual de A. brasiliensis com camada de cobertura a base de turfa.
CR Agaricus (sol) — Composto residual de 4. brasiliensis com camada de cobertura a base de solo.

TABELA 17. Comparagdes entre o solo (controle), adubagdo quimica (NPK) e as concentragdes mais eficientes
dos CRs de 4. brasiliensis, em relagdo ao teor de clorofila e de proteinas soluveis foliares de L. sativa.

Tratamento Clorofila total (ng/mg)  Proteinas soliveis (ng/mg)
Solo 0,430 £ 0,056 ¢ 39,03 £2,84 be

NPK 0,850+ 0,122 b 32,55+2,09¢

CR Agaricus (tur) 5% 0,843 £0,051 b 43,43 £ 8,03 be

CR Agaricus (tur) 10% 1,147+ 0,211 a 56,98 + 7,85 a

CR Agaricus (sol) 5%
CR Agaricus (sol) 10% 0,827+ 0,055 b
cv' 14,17 %

'Coefieciente de variagdo experimental.

Comparacdes: ANOVA/Teste de Newman-Keuls (p<0,05).

CR Agaricus (tur) — Composto residual de A. brasiliensis com camada de cobertura a base de turfa.
CR Agaricus (sol) — Composto residual de A. brasiliensis com camada de cobertura a base de solo.

0,677+0,091 b 38,38 £1,97 be
48,69 + 6,93 ba

13,05 %

Apesar de ndo apresentar um teor nutricional elevado como o CR a base de turfa
(Tabela 9 — item 1.1.3), os melhores resultados de parametros de crescimento, com excegao

daqueles relacionados a qualidade, foram detectados no tratamento com 10% do CR com
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camada a base de solo. Este resultado provavelmente esta relacionado com a CE mais propicia
ao desenvolvimento vegetal, assim como pelas caracteristicas condicionadoras de solos deste
CR.

Em geral, ndo houve diferencas relevantes entre as doses de 5 ¢ 10% (peso seco)
dos dois CRs de A. brasiliensis, inferindo-se que a aplicagdo de ambas as doses em campo
seriam as mais adequadas para o desenvolvimento de alface. A utilizagdo destes CRs na

fertilizagao organica foi eficiente, substituindo com vantagem a adubagao quimica.

1.4. Efeito potencializador com NPK

Como mostram as Tabelas 18 e 19, ndo foi verificado efeito potencializador do
tratamento com 10% de CR de A. brasiliensis com camada a base de turfa pela adigcdo de
fertilizante quimico. Diversos autores apontam que o CR pode ser uma fonte ineficiente de
elementos nutricionais, especialmente de N, e que o fornecimento destes elementos, através
de fontes artificiais, poderia suprir as deficiéncias. Contudo, para a adicdo de 10% do CR de
A. brasiliensis com camada de turfa, os resultados dos parametros de crescimento de alface
como de sua qualidade levam a conclusdo de que nutrientes como N podem estar sendo
adequadamente fornecidos, sem necessidade de suplementacdo. Em suma, as respostas de L.
sativa ao tratamento com 10% deste CR e ao tratamento com 10% deste CR + NPK foram

semelhantes.
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TABELA 18. Comparagdes entre o solo (controle), adubacdo quimica (NPK) e o efeito da adubag@o quimica
conjunta com 10% do CR de 4. brasiliensis com camada a base de turfa, em relacdo aos principais pardmetros de
crescimento de L. sativa.

Tratamento Peso seco aéreo Numero de Area foliar total Area/folha (cmz)
(2) folhas/planta (cmz)

Solo 1,383 +£0,213 ¢ 17,25+222a 410,419+ 38,382 ¢ 23,951 +2,190 ¢
NPK 2,282+0,219b 1925+ 1,26 a  695,225+40,447 b 36,254 + 3,493 b
C.R Agaricus (tur) 10% 2,943 +0,355a 19,50+1,29a 846,253 £ 65,551 ab 43,400+ 1,861 a
C.R Agaricus (tur) 10% 2,785+ 0,307a 19,00+ 1,63a 783,646 +95,642 a 41,323 + 4,666 a
+ NPK

cv! 11,93 % 5,44 % 9,41 % 8,97 %

'Coefieciente de variagio experimental.
Comparagdes: ANOVA/Teste de Newman-Keuls (p<0,05).

TABELA 19. Comparagdes entre o solo (controle), adubagdo quimica (NPK) e os tratamentos com 10% do CR
de A. brasiliensis com camada a base de turfa e ao tratamento semelhante com adi¢do de NPK, em relag¢do ao
teor de clorofila e de proteinas soluveis foliares de L. sativa.

Tratamento Clorofila total (ng/mg)  Proteinas soliveis (ng/mg)
Solo 0,430+ 0,056 b 39,03+2,84b

NPK 0,850 +0,122 a 32,55+2,09b

C.R Agaricus (tur) 10% 1,147+ 0,211 a 56,98+ 7,85a

C.R Agaricus (tur) 10% 1,000+ 0,118 a 49,43 +5,00 a

+ NPK

cv! 16,12 % 11,18 %

'Coefieciente de variagio experimental.
Comparagdes: ANOVA/Teste de Newman-Keuls (p<0,05), com base em 3 repeti¢des.

2. Caracterizacio dos CRs para fins de biorremediacio de solos

2.1. Caracteristicas fisicas e quimicas

Para caracteriza¢do dos CRs com fins de biorremediacao, objetivo complementar a

fertilizacdo, avaliaram-se aspectos fisicos e quimicos destes compostos, assim como de dois
solos distintos, como apresentado na Tabela 20. A caracterizacdo dos solos foi efetuada

objetivando comparar as possiveis diferencas entre estes solos ¢ os CRs, e de que forma a
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adicao dos CRs poderia modificar sua estrutura visando potencializar a biorremediacdo de
xenobidticos.

Avaliando caracteristicas de pH, verificou-se que os materiais seguiram o0s
padroes ja descritos anteriormente (item 1.1.1). Os valores de pH dos solos também estavam
dentro da faixa de normalidade, sendo mais acido na area de cultivo de mandioca do que na
area de gramado. Verifica-se que para a adi¢do do CR de L. edodes com o intuito de
fertiliza¢do, ha necessidade de correcdo prévia do pH.

TABELA 20. Umidade, pH e condutividade elétrica do composto residual (CR) de A. brasiliensis, P. ostreatus ¢
L. edodes, comparativamente a dois solos distintos.

Condutividade elétrica — CE

Material Umidade (%) pH (mS/cm)

Material imido Material seco
Solo de gramado' 2580+0,69 6,94+0,09 0,027 + 0,002 0,070 + 0,002
Solo de cultivo® 11,05+0,60 5,74+0,06 0,013 +0,003 0,033 + 0,003
CR de A. brasiliensis 6091 +1,69  7,83+0,10 3,623 +0,123 3,423 £ 0,095
CR de P. ostreatus 83,060+1,01 6,00£0,24 0,226+0,014 0,345+ 0,018
CR de L. edodes 76,19+0,11  3,56+0,02 1,694+0,010 2,540 £ 0,125

'Solo de 4rea com predominio de gramineas; %solo de 4rea de cultivo de mandioca (Manihot sp.).

Outra caracteristica importante dos CRs analisada, em termos de seu potencial no
condicionamento de solos, foi o teor de sais soliveis. O baixo ou o elevado teor de sais pode
ser prejudicial para o desenvolvimento vegetal. A condutividade elétrica do CR de A.
brasiliensis ¢ de L. edodes, baseada na matéria seca triturada (extragdo 1:5, v/v), foi,
respectivamente, de 3,42 e 2,54 mS/cm, como apresentado na Tabela 20. De acordo com
Warncke e Krauskopf (1983), para esta mesma propor¢ao de extracao (1:5, v/v), estes valores
sdo demasiadamente elevados para o desenvolvimento vegetal, prejudicando e inibindo seu
crescimento (Anexo 3). Ja a CE do CR de P. ostreatus (0,35 mS/cm) encontrou-se dentro da

faixa desejavel, entre 0,35 e 0,64 mS/cm.
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Segundo Pardo, Juan e Pardo (2003), a turfa preta, normalmente utilizada com
sucesso no condicionamento e na fertilizacdo de solos, apresenta um valor de CE em torno de
1,75 mS/cm, para uma extracdo 1:6 (v/v), o que contradiz os pardmetros definidos por
Warncke e Krauskopf (1983) (Anexo 3). Para uma mistura de turfa com CR, nas propor¢des
de 5, 10, 20, 25 € 30% de CR, a condutividade elétrica foi de 1,2, 1,7, 3,6, 4,6 ¢ 4,8mS/cm,
respectivamente, para uma extracao 1:1,5 (v/v) (MAHER 1994).

De acordo com Alexander (1994), a faixa de concentracdo ideal de sais soluveis
(CE) de compostos organicos deve estar entre 0,35 e 0,64 dS/m (ou mS/cm) para extratos 1:5
(v/v). Sharma e Kilpatrick (2000) apontam a CE de um composto formulado para A. bisporus
entre 0,25 a 0,31 mS/cm (extragdo: 1:5, p/v). Desta forma, considerando-se apenas a CE
obtida no presente trabalho, os CRs de 4. brasiliensis e de L. edodes deveriam ser aplicados
no solo na propor¢ao de 10% ou valor inferior para sucesso no cultivo vegetal.

A elevada CE do CR de A. brasiliensis e de L. edodes pode estar relacionada a
forma de suplementagdo dos compostos para o cultivo (natureza e quantidade), assim como
pela adigdo excessiva de corretivos. O composto do cultivo de P. ostreatus, por sua vez, foi
formulado sem suplementos e corretivos, € sua CE permaneceu dentro da faixa definida como
ideal por Warncke e Krauskopf (1983).

Vale lembrar que alguns compostos organicos com elevada CE podem ser
utilizados. Contudo, deve-se ter a preocupacdo de incorporar uma menor quantidade do
composto no solo (WATSON, 2003), uma vez que sua salinidade excessiva pode afetar a
produtividade agricola e, eventualmente, causar a degradagao do solo (CASTRO, 2004).

Nos CRs em geral, a elevada salinidade inicial é ocasionada normalmente pelo
excesso de potassio solivel. A maturagdao deste composto no ambiente antes de sua utilizagao
ou sua incorpora¢do no solo com antecedéncia proporciona a redu¢do da condutividade em

virtude da lixiviacdo de ions. Contudo, esta agdo pode ocasionar problemas ambientais, como
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contaminagdo das aguas subterraneas pelo excesso de nutrientes soluveis. Desta forma, a
melhor estratégia seria a incorporagdo no solo de CR em quantidade adequada, de forma a

prover os nutrientes necessarios aos vegetais, sem promover contaminagao ambiental.

2.2. Liberacao de CO; (taxa de respiracao microbiana)

A Figura 24 expressa a evolucdo de CO; dos solos de cultivo de mandioca e de
gramado, em comparacdo com a dos CRs de A. brasiliensis, P. ostreatus e L. edodes.
Verificou-se que a liberagdo foi consideravelmente superior para os CRs (200-800ug de C-
CO,/g de CR) do que nos solos (faixa de 20ug C-CO,/g de solo). Isto evidencia que a
incorpora¢do do CR no solo pode incrementar a atividade metabolica microbiana.
Comparativamente, N’Dayegamiye e Isfan (1991) verificaram taxas de liberacdo de CO,
variando de 50-450pg de C-CO,/g de material seco, ao longo de uma compostagem de 36
meses, de dois compostos organicos, um formulado com turfa e outro com serragem, ambos
com suplementac¢ao de um ter¢co em volume de esterco de gado.

E importante ressaltar que grande parte do CO, liberado dos CRs é oriunda da
respiragdo do micélio do fungo de cultivo. No CR de A. brasiliensis, verificou-se que a
liberagdo de CO; caiu sensivelmente ao longo dos 10 dias, provavelmente devido a inativagao
do fungo, o qual ¢ sabidamente sensivel ao cisalhamento — que foi realizado durante a
homogeneizagdo do composto com sua respectiva camada de cobertura. Ja a liberagdo de CO,
por P. ostreatus se manteve elevada ao longo do tempo, mas com consideraveis variagoes,
provavelmente devido a natureza do composto. L. edodes, por sua vez, apresentou taxas de
respiragdo elevadas, as quais se mantiveram durante o periodo de avaliagdo, provavelmente
pela natureza do material, especialmente por apresentar um elevado teor de matéria organica

ainda nao decomposta.
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FIGURA 24. Carbono (CO,) liberado em pg/g de solo — solo de gramado (SG) e solo de cultura de mandioca
(SC) —ou de CR de A. brasiliensis (A), P. ostreatus (P) e L. edodes (L). Analises com base em 3 repetigdes.

De acordo com os resultados, a adicdo dos CRs avaliados ao solo provavelmente
incrementard a taxa metabolica microbiana deste solo, ndo apenas pela atividade do fungo
presente no CR, como pela estimulagdo da microbiota nativa, através do fornecimento de
nutrientes.

Em termos de biorremediacdo de solos, quanto maior a taxa metabdlica dos

microorganismos presentes no solo, maior a probabilidade de degradacdo dos xenobioticos.
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Na adi¢do de CRs, a elevada concentragdo de nutrientes ¢ de matéria organica ainda nao
decomposta favorece o aumento da respiragdo microbiana, assim como a biomassa fungica
presente. Contudo, em termos de fertilizagdo, quanto menor a taxa metabdlica do composto
organico, mais propicio este sera para ser aplicado, uma vez que o material pode ser
considerado mais estavel. De acordo com Woods End Research Laboratory (2000), a taxa de
respiragdo microbiana (evolugdo de CO,) constitui um dos pardmetros para se avaliar a
maturidade de um composto.

De acordo com Levanon e Danai (1995), recomenda-se a modificagdo de
caracteristicas fisicas e quimicas do CR através de sua maturagdo no ambiente (“aging”) — re-
compostagem espontanea — para sua utilizagdo como fertilizante. Neste processo, ocorre uma
maior estabilizagdo do material, com diminui¢do do teor de nitrogénio, da matéria organica e
da CE, e um aumento do teor de cinzas. Contudo, se o propdsito ¢ a utilizagdo em processos
de descontaminacdo de solos e de aguas, ¢ recomendado utilizar o CR “fresco”, sem
maturagdo, porque neste estagio o CR devera conter o maximo teor de MO, a qual aumenta a
adsor¢do de poluentes ¢ ativa a biomassa fingica e microbiana na biodegradagdo de
compostos organicos.

Desta forma, para a utilizagdo do CR em uma acdo integrada de fertilizagdo e
biorremediacdo de solos, seria recomendada sua aplicagdo no solo antes do plantio vegetal,
periodo em que o CR devera incrementar a atividade microbiana, estimulando a
biorremediacao, além de adquirir maior estabilidade e degradagdo, com uma maior liberagao e

disponibilizagdo de nutrientes para os vegetais que serdo posteriormente cultivados.

2.3. Enumeracio de microorganismos

A Tabela 21 apresenta a enumeracdo de microorganismos — em termos de
bactérias e fungos mesoéfilos e de bactérias termofilas — do CR de A. brasiliensis, P. ostreatus

e L. edodes, assim como dos dois solos selecionados.
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Entre os CRs, evidenciou-se um maior nimero de bactérias mesofilas no CR de L.
edodes, de bactérias termofilas no CR de A. brasiliensis e de fungos meso6filos no CR de P.

ostreatus (Figura 25).

TABELA 21. Enumeragdo de microorganismos por grama de composto residual (CR) da producdo de A.
brasiliensis, P. ostreatus ¢ L. edodes,e de dois solos distintos utilizados na caracterizagdo.

Microorganismos (UFCI/g)

Material
Bactérias meséfilas  Bactérias termofilas Fungos mesdfilos
Solo de gramado 1,4.10°¢ 5,0.10%¢ 8,5.10°d
Solo de cultivo® 1,7.10%¢ 3,3.10°b 3,4.10° ¢
CR de A. brasiliensis 4,1.10"b 3,3.10°a 2,9.10° ¢
CR de P. ostreatus 54.10" b 2,7.10°b 7,2.10° a
CR de L. edodes 7,5.10°a 3,7.10°a 2,0.10"b

'Unidades formadoras de col6nias, *Cultivo de mandioca (Manihot sp.)
Comparagdes: ANOVA/Teste de Tukey (p<0,05) utilizando-se o logaritmo dos valores na base 10, devido
heterogeneidade de varidncias, com base em 3 repetigdes.

FIGURA 25. Unidades formadoras de colonias (UFCs) de fungos mesoéfilos em meio Martin (A) e de bactérias
mesoéfilas em meio Agar-Nutriente (B), obtidas do composto residual de P. ostreatus. Setas indicando UFCs.

Em praticamente todos os casos, verificou-se que o numero de UFCs nos CRs foi
superior ao nimero encontrado nos solos, inclusive no solo de cultivo, no qual praticas de
fertilizagdes, quimicas e/ou organicas, provavelmente ja haviam sido realizadas. Fica assim
evidenciado o potencial do CR em aumentar o nimero ou mesmo a variedade de
microorganismos no solo, situacdo de promocdo da biorremediagdo de xenobidticos, por

contribuir para o desenvolvimento de comunidades microbianas mais complexas e favorecer



114

processos de cometabolismo. Vale ressaltar que o CR ndo apenas pode adicionar
microorganismos ao solo como favorecer a multiplicagdo da microbiota nativa, que se tornaria
mais numerosa € com uma maior taxa metabolica, pelo incremento de MO e de nutrientes
proporcionada pela incorporacao do CR.

Gupta e Baummer III (1996), por exemplo, verificaram que o uso de “cama” de
frango no solo incrementa a degradacdo de atrazina em duas vezes em relagdo ao solo sem
adi¢ao do material, mostrando que os microorganismos presentes neste material, assim como
seus nutrientes, estimularam a degradacdo do herbicida no solo. Os autores também fazem
referéncia a resultados semelhantes com esterco de bovinos e lodo de esgoto.

O CR apresenta um maior nimero de microorganimos em comparagdo com o
composto inicial, utilizado no cultivo. Sharma, Furlan e Lyons (1999) verificaram para o CR
de A. brunnescens aproximadamente 2,4.10"' UFCs de bactérias por grama de CR, enquanto
que o composto inicial, utilizado para cultivo, apresentava 4,16.10°. N’Dayegamiye ¢ Isfan
(1991), por sua vez, verificaram a presenga méaxima de 2,7.10" UFC de bactérias e 6,4.10°
UFC de fungos por grama de um composto a base de turfa e esterco de gado (2:1, v/v),
compostado durante 6 meses. Comparativamente, o nimero de células bacterianas e fingicas
por grama de CR no presente experimento foi inferior ao dos materiais citados, o que nao

invalida seu potencial no incremento de microorganismos importantes no solo.
2.4. Avaliacao da atividade da enzima lacase

Ap6s a produgdo de cogumelos, o CR ndo contém apenas um elevado niimero e
uma elevada diversidade de microorganismos, como também uma ampla faixa de enzimas
extracelulares produzidas com a finalidade de degradacdo do substrato (BALL; JACKSON,
1995). Desta forma, caso o CR seja adequadamente condicionado/armazenado, pode
representar uma fonte de diversas enzimas para utilizagdo em processos biotecnoldgicos.

Dentre as enzimas de interesse em processos de biorremediacdo, estdo as enzimas lignoliticas
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como a lacase, responsavel pela degradacdo de compostos fenolicos e de diversos
xenobidticos.

Na Figura 26 ¢ apresentada a atividade da enzima lacase, ao longo de 60 dias de
armazenagem, no CR de A. brasiliensis, P. ostreatus ¢ L. edodes. A atividade de lacase no

solo ndo ¢ apresentada, em virtude de ndo ter sido detectada.

180 A1 A2 + fg:mevaodemiana

180 P 1 40,95 Intervalo de corfianga L 1. 0,95 Intervalo de confianca

Terpo (dias)

FIGURA 26. Atividade enzimatica da lacase ao longo do tempo no CR de 4. brasiliensis com homogeneizagao
acentuada (A1) e pouca homogeneizacdo (A2), ¢ atividade no CR de P. ostreatus (P) e de L. edodes (L). Médias
com base em 3 repetigdes.

Verificou-se uma diminuicao da atividade da enzima no CR de A4. brasiliensis com
a homogeneizacdo acentuada (Al), apds os primeiros 15 dias, a qual tendeu a permanecer
constante até os 60 dias. Contudo, no CR de A4. brasiliensis com pouca homegeneizacao (A2),
esta reducgdo foi menor, ocorrendo um aumento da atividade entre o 15° e o 30° dia, com
posterior reducdo. Este resultado evidenciou que, quando se objetiva o armazenamento deste

CR para fins de biorremediacdo de solos, quanto maior o tempo de permanéncia do CR sob
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condigdes semelhantes as de cultivo, com homogeneizagdo apenas no periodo antecedente a
aplicacdo, maior sera a atividade das enzimas fingicas, especialmente aquelas envolvidas no
processo de detoxificagdo. No caso do CR de A. brasiliensis, fungo sensivel a fragmentagao
micelial, a homogeneizagdo inicia um processo de perecimento micelial do fungo, diminuindo
assim a producdo de enzimas lignoliticas.

A atividade da lacase no CR de A. brasiliensis variou entre 25 ¢ 100 U/g (uM/min
por grama de CR). Comparativamente, Ball e Jackson (1995) verificaram, para o CR de A.
brunnescens (= A. bisporus) atividades baixas de enzimas lignoliticas, na faixa de 50-
70nmol/min por grama de CR.

Avaliando-se a atividade da lacase no CR de P. ostreatus, verificou-se um
aumento da mesma entre o 15° e o 30° dia, com subseqiiente diminui¢do. Esta observagio
sugere que a homogeneiza¢do deste CR nao prejudicou de forma acentuada este fungo.
Contudo, a atividade neste CR poderia estar sendo propiciada por outras espécies fungicas,
decorrente de estagios ecologicos sucessionais. Em suma, a atividade variou de 20 a 140 U/g.

A atividade da lacase do CR de L. edodes foi relativamente baixa em comparacao
com o CR de A. brasiliensis e de P. ostreatus, ndo sendo detectada inicialmente entre o 15° e
0 30° dia. A maior atividade verificada foi de aproximadamente 20 U/g. Este fato pode estar
relacionado com a ordem cronoldgica da producdo de enzimas por espécie flingica
(influenciada pelo meio de cultura ou mesmo regulacdo génica), sendo que, em outro
momento do cultivo ou em outras condi¢des, o fungo poderia apresentar uma maior atividade
de lacase. Mata e Savoie (1998), por exemplo, verificaram uma eleva¢dao na atividade da
lacase no inicio do cultivo de seis estirpes de L. edodes, com baixa ainda durante o
crescimento vegetativo, que se manteve no periodo de frutificagdo e apds a producao.

L. edodes ¢ uma espécie conhecida por produzir quantidades consideraveis de

lacase e de outras enzimas lignoliticas. Contudo, testes preliminares com a estirpe utilizada
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nos experimentos, cultivada em meio de cultura BDA durante 30 dias, resultaram em
atividades nulas ou baixas. E possivel que esta estirpe apresente baixa produgdo de lacase.
Silva, Machuca e Milagres (2005a), por exemplo, ao avaliarem a atividade da lacase de nove
estirpes de L. edodes, verificaram que algumas ndo a produziam a enzima (ndo verificada a
atividade), enquanto que outras apresentaram atividades elevadas. A variacdo na atividade
enzimdtica de acordo com a estirpe de L. edodes também ja foi verificada para a atividade
especifica da enzima Mn-peroxidase, sendo que as estirpes apresentaram variagdes entre si,
mesmo cultivadas sob as mesmas condi¢des — em residuo de eucalipto suplementado com
farelo de soja (SILVA; MACHUCA; MILAGRES, 2005b).

Apesar da atividade da lacase no CR de L. edodes — do presente trabalho — ser
baixa, testes paralelos preliminares verificaram atividade elevada para a enzima Mn-
peroxidase. Desta forma, este CR apresenta perspectivas de aplicacdo em processos de
biorremediacdo, uma vez que a lacase ndo ¢ a Unica ¢ mais eficiente enzima envolvida nestes
processos. Além disso, diversos trabalhos ja relataram resultados promissores com a
utilizagdo do CR de L. edodes na detoxificagdo de poluentes, como a degradacio de até 60%

de pentaclorofenol em solo, apés 21 dias (OKEKE et al., 1993).

3. Avalia¢ao da biotransformacao de atrazina “in vitro” por A. brasiliensis, L.

edodes e P. ostreatus

3.1. Avaliacao da tolerancia de A. brasiliensis, L. edodes e P. ostreatus as

diferentes concentracoes de atrazina em meio BDA

Na Figura 27 sdo apresentadas curvas de crescimento de A. brasiliensis, P.
ostreatus € L. edodes em meio BDA com doses crescentes de atrazina, objetivando avaliar a

tolerancia ao herbicida.
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L. edodes foi a tnica espécie que apresentou um crescimento semelhante em todas
as concentra¢do de atrazina, sendo, portanto, a mais tolerante. As demais apresentaram um
menor crescimento (ou tendéncia) com o aumento da concentragdo, especialmente para as
duas concentragdes mais elevadas (25 e 50pug/mL), sendo conseqiientemente mais sensiveis.
Contudo, todas as espécies foram tolerantes as doses de atrazina avaliadas, crescendo no
meio, fato que indica o potencial para a aplicagdo do CR miceliado destas espécies em solos
com este herbicida, em estratégias de biorremediagdo. E importante ressaltar que a tolerancia
pode ocorrer mesmo quando nao ocorre crescimento, mas quando se verifica a sobrevivéncia

micelial.
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FIGURA 27. Crescimento micelial radial de 4. brasiliensis (A), P. ostreatus (P) e L. edodes (L) em fungio da
concentragdo de atrazina em meio BDA. Comparagdes do crescimento micelial final para uma mesma espécie
fingica utilizando-se ANOVA/Tukey (p<0,05). Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, sendo a>b>c. Médias baseadas em 4 repeti¢des (placas).

Na Figura 28 sdo observadas diferencas visuais de crescimento micelial,
verificadas no experimento de tolerdncia — em A ¢ evidenciado a inibigdo do crescimento de

A. brasiliensis com o aumento da concentragao de atrazina.
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FIGURA 28. Crescimento de A. brasiliensis em meio BDA com 0 e 50ug/mL de atrazina (A) e crescimento
micelial de A. brasiliensis (AB), L. edodes (LE) e P. ostreatus (PO), em meio com 5Sug/mL de atrazina (B).
Culturas com 10 dias, incubadas a 24°C.

Em fungdo dos resultados obtidos neste experimento, foi selecionada a
concentragdo de 10pg/mL de atrazina para o experimento de biotransformagao, por ser uma

concentragdo intermediaria e cujo crescimento das trés espécies fingicas testadas ocorreu de

forma satisfatoria.

3.2. Atividade da lacase em funcio da concentracio de atrazina no

experimento de tolerancia

Como apresentado na Figura 29, ndo houve inducdo da producgdo/atividade da
lacase com o aumento da concentracdo de atrazina no meio, para os trés fungos avaliados (4.
brasiliensis, P. ostreatus € L. edodes), ao final do 15° e 30° dia de cultivo.

A atividade da lacase foi influenciada tanto pelo estdgio de desenvolvimento do
fungo como pela espécie (ou mesmo estirpe). A. brasiliensis manteve uma atividade elevada
ao longo do tempo, enquanto que a atividade de P. ostreatus foi elevada no 15° dia, e
sensivelmente inferior no 30° dia de cultivo. L. edodes apresentou uma atividade
comparativamente baixa (quase desprezivel) da lacase ao longo do tempo. Contudo, para este
espécie/estirpe, outras enzimas envolvidas na degradacdo do herbicida podem estar sendo

expressas para compensar a baixa atividade da lacase.
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FIGURA 29. Atividade da lacase de A. brasiliensis (A), P. ostreatus (P) e L. edodes (L) em meio BDA com
diferentes concentragdes de atrazina (1, 5, 10, 25 e 50ug/mL) no 15° (15) e 30° (30) dia de cultivo.

Em suma, verificou-se que a atividade da lacase ndo foi influenciada pela
concentragdo do herbicida. A producdo de lacase, considerando a faixa de concentracdo de
atrazina avaliada, pode estar sobretudo relacionada com caracteristicas do desenvolvimento
fingico e com o meio de cultivo. Apesar do herbicida ndo influenciar a producio da lacase,
ndo devera ser descartada a possibilidade da atuacdo desta enzima na degradagdo do
agrotoxico, uma vez esta enzima ¢ uma oxidase, agindo na desestruturacdo molecular pela

geracgdo de radicais livres de alta reatividade e inespecificos como reagentes.
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Corroborando com a explicagdo, Vyas e Molitoris (1995) verificaram que, durante
a fermentacdo em estado solido de palha de trigo, o fungo P. ostreatus produziu enzimas
susceptiveis de descolorir o RBBR (“Remazol brilliant blue” — corante heterociclico
aromatico), como manganés peroxidase, manganés-independente peroxidase e fenol oxidase.
Contudo, a presenga de RBBR nao foi essencial para a producdo destas enzimas, que foram
também produzidas na auséncia do corante.

Em outro experimento, P. ostreatus, Phanerochaete chrysosporium ¢ Trametes
versicolor foram cultivados em dois substratos, um a base de solo e outro a base de palha,
ambos contaminados com PAHs, e a atividade da MnP e da lacase foi de 5 a 20 vezes maior
no cultivo em palha comparado com ao cultivo no solo, tendo sido também a degradagdo dos
PAHs superior no cultivo em palha (NOVOTNY et al., 1999). Neste caso, a natureza do
substrato foi responsavel pela indugdo enzimatica com conseqiiente degradagcdo dos PAHs, e
ndo propriamente o xenobiodtico. Desta forma, ¢ fundamental o estudo integrado de todos os
fatores ambientais nas estratégias de biorremediacdo, especificamente aqueles relacionados
aos substratos envolvidos. Dentro deste contexto, a ndo inducgdo da atividade da lacase com o
aumento da concentracdo de atrazina nos experimentos seria explicada pela influéncia
sobrepujante do substrato na indugdo da atividade enzimatica em relagcdo a influéncia do
herbicida.

Vasil’chenko et al. (2002), ao verificarem a atuagdo de linhagens lacase-positivas
e lacase-negativas do fungo Mycelia sterilia na degrada¢do de atrazina, verificaram que a
degradagdo por esta espécie ndo dependia diretamente da atividade da lacase extracelular.
Contudo, para as linhagens lacase-negativas, outras enzimas poderiam estar atuando.
Masaphy, Henis ¢ Levanon (1996) verificaram que a degradacdo de atrazina por P.
pulmonarius envolveu a atuagdo das enzimas como lipoxigenase, peroxidase e citocromo P-

450. Mn”" estimulou esta atividade e aumentou a transformacio da atrazina em metabdlitos
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N-dealquilados e propil-hidroxilados. Por outro lado, antioxidantes/inibitores de lipoxigenase,
peroxidase e do citocromo P-450 inibiram a transformagdo da atrazina pelo fungo.

Na degradagdo de outros herbicidas seletivos, como aqueles formulados com
feniluréia, a atuacdo da lacase foi mais diretamente verificada. Jolivalt et al. (1999), ao
avaliarem a degradacdo de metabodlitos hidroxilados do N’,N’-dimetil-N-fenilurea — herbicida
conhecido como fenuron — utilizando lacase parcialmente purificada de Trametes versicolor,
detectaram degradacgdes de até 58% em 15 minutos de incubagdo. Este aspecto evidencia o
papel dessa enzima na degradacdo de compostos organicos persistentes, o que torna sua
avaliagdo importante quando se visa a biorremediacdo de diversos xenobidticos como

agrotoxicos.

3.3. Atividade da lacase e crescimento micelial de A. brasiliensis, L. edodes e
de P. ostreatus no experimento de biotransformacio de atrazina em meio BDA com

diferentes valores de pH

As Figuras 30 e 31 apresentam a atividade da lacase ao longo do tempo, em funcao
da espécie fungica e do pH de cultivo, no experimento de biodegradagdo de atrazina
(10pg/mL) em meio BDA.

A atividade da lacase de A. brasiliensis ao longo do tempo, nos trés valores de pH,
aumentou, sendo elevada até 30 dias apds o inicio do experimento. A lacase produzida por P.
ostreatus, em todos os valores de pH, apresentou um pico de produgdo no 10° dia, com
decréscimo ao longo dos dias subseqiientes. Este pico foi mais elevado nos meios de cultura
com pH 5,5 e 6,5, podendo ser um reflexo do pH 6timo de crescimento deste fungo, sobretudo
em pH 6,5, como mostra a Figura 32. No cultivo de L. edodes, a atividade da lacase foi
relativamente inferior, com uma baixa elevacdo ao longo do tempo (Figura 31) — ndo

refletindo pardmetros de crescimento deste fungo, inico dentre os testados cujo crescimento
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nao foi influenciado pelo pH (Figura 32) ou mesmo pela concentragdo de atrazina, como ja

discutido (Figura 27, item 3.1).
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A5.5) P(5.5)

A6.5) P(6.5) T %8 tendo o crfersa

1 20,95 Intervalo de confianca

80
60
40 —o— Meédia
20
o

0 10 20 30 o 10 20 30
Tempo (dias)

FIGURA 30. Atividade enzimatica da lacase de A. brasiliensis (A) e P. ostreatus (P) em meio BDA com
10pg/mL de atrazina, em fungdo do pH do meio (4,5, 5,5 € 6,5), no 10°, 20° e 30° dia de cultivo. Atividade
expressa em U por grama de meio de cultura.
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FIGURA 31. Atividade enzimatica da lacase de L. edodes (L) em meio BDA com 10ug/mL de atrazina, em
fung¢do do pH do meio (4,5, 5,5 € 6,5), no 10°, 20° ¢ 30° dia de cultivo. Atividade em U por grama de meio de
cultura.

As espécies fungicas selecionadas apresentam, naturalmente, crescimentos
distintos. A 24°C, o crescimento micelial, em ordem crescente, foi de A. brasiliensis, L.
edodes e P. ostreatus (Figura 28 e Figura 32). Apesar de um menor crescimento, A.
brasiliensis foi o fungo com as maiores atividades de lacase, a qual se manteve crescente e
elevada ao longo do tempo — o que pode ou nao estar relacionado a uma elevada porcentagem

de biotransformacdo de atrazina, como posteriormente exposto e discutido.
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FIGURA 32. Crescimento micelial radial de A. brasiliensis (A), P. ostreatus (P) e L. edodes (L) em meio BDA
com 10ug/mL de atrazina (concentragdo inicial), de acordo com o valor de pH (4.5, 5.5 ¢ 6.5). Comparagdes do
crescimento micelial radial final para uma mesma espécie fingica utilizando-se ANOVA/Tukey (p<0,05).
Valores marcados com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si, sendo a>b>c. Médias baseadas em
4 repetigoes (placas).

3.4. Avaliacdo da biotransformacio de atrazina “in vitro” em diferentes

valores de pH

A porcentagem de biotransformacgdo de atrazina no experimento “in vitro” foi
mensurada em relagdo ao controle, comparando-se a fragdao extraida com metanol. Na Figura
33 ¢ representada a biotransformacao de acordo com o tempo e a espécie fungica, em um
mesmo pH. As comparagdes estatisticas de biotransformacao foram efetuadas apenas para o

30° dia de cultivo, em virtude do maior nimero de repeticdes e a maior consisténcia dos

resultados.
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FIGURA 33. Porcentagem de biotransformagdo de atrazina em meio BDA com diferentes valores de pH, em
fungdo da espécie fungica (4. brasiliensis, L. edodes e P. ostreatus) e do tempo de cultivo. Comparagdes entre as
espécies fungicas das porcentagens no 30° dia de cultivo, para um mesmo pH, utilizando-se ANOVA/Tukey
(p<0,05). Taxas marcadas com a mesma letra (dia 30) ndo diferem significativamente entre si, sendo a>b>c.
Analise baseada em trés repetigdes.

Verificou-se um aumento da biotransformagdo de atrazina ao longo do tempo em
todos os tratamentos (fungo/pH), em relagdo ao controle (Figura 33).

Na Figura 34 sao apresentadas as porcentagens de biotransfomagao de atrazina ao
final do 30° dia de cultivo, em fungio do fungo e dos diferentes valores de pH. De acordo
com esta figura, verificou-se que, dentre os fungos avaliados, A. brasiliensis tendeu a
apresentar as porcentagens de biotransformagdo mais elevadas, especialmente nos meios com
pH inicial de 4,5 e 5,5 — cerca de 35% e 31%, respectivamente, ao final do 30° dia de cultivo.
Este resultado pode ou ndo estar relacionado a elevada atividade enzimatica de lacase — bem
como de outras enzimas —, a qual se manteve crescente durante todo o experimento (Figura

30). E interessante notar que a taxa de biotransformacio apresentada por este fungo ndo esta

relacionada com o maior crescimento micelial, uma vez que este foi verificado em pH 5,5 ¢
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6,5 (Figura 32). Fatores de estresses do meio, como pH ndo ideal ao crescimento, com
conseqiiente induc¢ao da produ¢do de um sistema enzimatico mais eficiente, relacionado com a
degradagdo da atrazina, ou mesmo a disponibilidade molecular do herbicida a agao

enzimatica, também relacionada ao pH do meio, podem esta afetando a biotransformagao.
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FIGURA 34. Porcentagem de biotransformacdo de atrazina em meio BDA de A. brasiliensis, L. edodes e P.
ostreatus em fungdo do pH do meio inicial, no 30° dia de cultivo. Comparagdes das porcentagens utilizando-se
ANOVA/Tukey (p<0,05). Taxas marcadas com a mesma letra ndo diferem significativamente entre si, sendo
a>b>c. Analise com base em trés repetigdes.

Por outro lado, L. edodes apresentou uma maior taxa de biotransfomagdo no pH
6,5, sendo cerca 26% ao final do 30° dia de cultivo. Quando o pH inicial foi de 4,5 ¢ 5,5, essa
porcentagem foi de 12,2% e 19,9%, respectivamente. Este fato corrobora com a explicagdo de
que fatores do meio poderiam estimular a produ¢do de um sistema enzimatico mais adequado
a degradacdo do presente xenobidtico. Dentro deste contexto, parece evidente que os sistemas
enzimaticos de cada fungo responsaveis pela biotransformacao sdo distintos.

E importante verificar que a maior degradagdo de atrazina por A. brasiliensis
ocorreu em pH 4,5, e a que se refere a L. edodes em pH 6,5, o que leva a concluir que a
disponibilidade molecular do herbicida a a¢ao enzimatica em fun¢ao do pH, nas condigdes de

avaliacdo, ndo apresentaram influéncia expressiva na biotransformacao. E interessante notar

que L. edodes apresentou um crescimento micelial semelhante em todos os valores de pH,
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sendo que a atividade da lacase foi praticamente inexistente. Outras enzimas, como ja
mencionado, poderiam estar atuando na biotransformagao verificada com o presente fungo.

P. ostreatus, apesar de considerado um degradador eficiente de xenobidticos,
proporcionou porcentagens de biotransformacdo da atrazina, em geral, inferiores aquelas
proporcionadas pelos demais fungos. As maiores taxas de biotransformacao foram detectadas
em meio com pH 5,5 e 6,5, sendo respectivamente de 12% e 10%, ao final do 30° dia de
cultivo. E interessante notar que as maiores velocidades de crescimento micelial (Figura 32) e
dos picos de atividade da lacase (Figura 30) foram detectados para os mesmos valores de pH,
o que fornece maior suporte a explicagao de que condigdes ambientais, especialmente aquelas
relacionadas ao crescimento do fungo, estariam influenciando a biotransformagao da atrazina.

Na Figura 35 sdo apresentados alguns cromatogramas utilizados para obtengdo das

taxas de biotransfomacao de atrazina “in vitro”, nos experimentos realizados.
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FIGURA 35. Cromatogramas (HPLC) evidenciando a reducdo da concentracao de atrazina “in vitro”, ao final do
30° dia de cultivo; (C) controle, (A) cultivo de A. brasiliensis, (L) cultivo de L. edodes.

Considerando-se os experimentos de biotransformacao do herbicida atrazina “in
vitro”, utilizando as trés espécies fungicas selecionadas (freqiientemente utilizadas no cultivo
de cogumelos), podem ser identificadas perspectivas de aplicacdo das mesmas espécies,

especialmente de 4. brasiliensis na transformacao/degradagao de agrotoxicos. Abrem-se ainda
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perspectivas de utilizacdo do CR destas espécies como um inoculante economicamente viavel
para a biorremediagdo de herbicidas em solos, mais especificamente de atrazina. Neste
sentido, com os resultados demostrados nesta dissertagdo, a utilizacdo dos CRs ganha especial

importancia.
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CONCLUSOES

1. Utiliza¢ao de CR como fertilizante para alface

+ O CR de A. brasiliensis com camada de cobertura a base de turfa apresenta maiores teores de

MO, C, N, P e K em relacao ao CR com camada a base de solo.

- A utilizacdo do CR de A. brasiliensis nas doses de 5 e 10% em peso seco (+ 12,5 ¢ 25% em
peso fresco) — tanto com camada de cobertura a base de solo como de turfa — resulta em um
aumentou do peso seco de L. sativa em relagdo ao controle (solo) e a fertilizagdo quimica.
Para a dose de 10% do CR com camada a base de turfa e de solo, respectivamente, o aumento
do peso seco aéreo ¢ de 2,2 e 2,8 vezes superior em relacdo ao controle, e 1,3 e 1,7 vezes
superior a fertilizagdo quimica. Doses superiores (25 e¢ 40%) proporcionam resultados

semelhantes ou inferiores ao controle e ao solo com NPK.

- A area foliar total e a area/folha de L. sativa tende a aumentar com a clevacao das doses de
CR de 4. brasiliensis, tanto com camada a base de solo como de turfa, apresentando uma

diminui¢do expressiva para a porcentagem de 40% do CR com camada a base de solo.

- Tanto a concentragdo de proteinas soluveis como de clorofila foliar de L. sativa (parametros
de qualidade) tendem a aumentar com a elevacao da dose de CR de 4. brasiliensis aplicada,

evidenciando relacdo destes pardmetros com o teor nutricional do substrato.

- Tanto o CR de 4. brasiliensis com camada de cobertura a base de solo como de turfa
proporcionam, em geral, resultados semelhantes em termos de peso seco aéreo, apesar da
tendéncia de valores mais elevados para os substratos com CR com camada a base de solo.

Desta forma, ambos os CRs podem ser empregados com perspectivas de resultados
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satisfatorios no cultivo de alface. Contudo, em termos de qualidade (clorofila e proteinas), ha

uma tendéncia de melhores resultados para o CR com camada a base de turfa.

- Nao ha efeito potencializador do tratamento com 10% de CR de A. brasiliensis (camada a
base de turfa) pela adicdo de adubacdo quimica (NPK), provavelmente pelo eficiente

fornecimento dos nutrientes.

- A utilizacdo do CR de L. edodes, nas propor¢des de 5, 10 e 25% resulta numa inibi¢do do
crescimento vegetal, que ¢ expressa tanto pela diminuicdo significativa do peso seco em
relacdo ao controle, como pela diminuicdo do teor de clorofila e de proteinas foliares.

Contudo, outras formas de aplicagdo deste CR poderao levar a resultados satisfatorios.

+ Os CRs de 4. brasiliensis com camada a base de solo e de turfa e o CR de L. edodes
apresentam caracteristicas positivas em termos de manutencdo da umidade, com capacidade
de retencdo 2,5, 1,8 e 3,3 vezes maior do que aquela verificada no solo, respectivamente. Ja a
capacidade de campo do CR de A. brasiliensis com camada de cobertura a base de turfa ¢
aproximadamente 1,4 vezes superior a capacidade verificada para CR do mesmo fungo com

camada a base de solo.
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2. Caracteristicas dos CRs visando a biorremediacao de solos

+ O CR de 4. brasiliensis e de L. edodes apresentam CEs elevadas, acima do ideal para o
desenvolvimento vegetal, mas a CE do CR de P. ostreatus encontra-se dentro da faixa

aceitavel — fator importante quando se visa a a¢do conjunta de biorremediagao e fertilizacao.

- A liberag¢do de CO, dos CRs de A. brasiliensis, L. edodes e P. ostreatus é consideravelmente
superior aquela dos dois solos selecionados, evidenciando um possivel incremento na
atividade metabolica deste solos ap6s a incorporagdao dos CRs, com provavel incremento e/ou

aceleragdo da degradacgdo de xenobidticos.

+ O numero de microorganismos dos CRs de A. brasiliensis, L. edodes e P. ostreatus ¢
superior aquele dos dois solos selecionados, sendo que a incorporacdo destes materiais no
solo podera proporcionar um aumento do nimero e¢ da variedade microbiana do mesmo,

favorecendo a degradacdo de xenobidticos.

- A atividade da lacase nos CRs de 4. brasiliensis (UFSC-51) e de P. ostreatus se mantém ao
longo de 2 meses (apds a producdo de cogumelos), com variagdes ao longo do tempo. O CR
de L. edodes (UFSC-17), por sua vez, apresenta atividades comparativamente inferiores ou
mesmo despreziveis neste periodo. A atividade da lacase no CR de 4. brasiliensis com pouca
homogeneizagdo apo6s o cultivo (pouca fragmentacdo micelial) ¢ superior a do CR com

homogeneizagao acentuada.
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3. Biotransformacao de atrazina “in vitro”

- A. brasiliensis, P. ostreatus ¢ L. edodes crescem em meio BDA com concentragdes de
atrazina de 1, 5, 10, 25 e 50ug/mL. 4. brasiliensis e P. ostreatus mostraram-se mais sensiveis,

com crescimentos inferiores para as concentragdes mais elevadas.

- A atividade da lacase das trés espécies fungicas nao ¢ influenciada pela concentracdo de
atrazina, mas provavelmente pelo meio de cultivo e pelo estagio de desenvolvimento fingico.
Dentre as espécies avaliadas, L. edodes (UFSC-17) ¢ a unica que apresenta atividades de

lacase comparativamente baixas ou mesmo despreziveis.

- A. brasiliensis proporciona as porcentagens mais elevadas de biotransformacdo de atrazina
em meio BDA (10pg/mL) com pH 4,5 e 5,5 — 35% e 31%, respectivamente, no 30° dia de
cultivo. L. edodes proporciona a maior taxa de biotransformagéo em pH 6,5 (26% no 30° dia
de cultivo), sendo que as taxas de P. ostreatus sdo, em geral, inferiores aos tratamentos com
os demais fungos — maiores taxas de 10% e 12% em pH 6,5 € 5,5, respectivamente, no 30° dia

de cultivo.

- O valor de pH tem influéncia na biotransfomacdo da atrazina por influenciar o crescimento

fingico — por ser um fator de estresse ou mesmo de favorecimento do seu desenvolvimento.

- A lacase pode estar envolvida na biotransformagdo de atrazina pelos fungos selecionados,

mas ndo aparenta ser essecial.
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CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES

Com a finalidade de valorizagdo do composto residual da producao de cogumelos,
que tem produgdo crescente em todo o Brasil, este trabalho confirmou a viabilidade de sua
utilizagdo na fertilizagdo organica de alface, assim como seu potencial na biorremediacao de
agrotoxicos (atrazina) e de outros poluentes em solos de cultivo.

Na aplicagdo como fertilizante, as doses 6timas dos CRs de 4., brasiliensis para o
desenvolvimento de alface foram estabelecidas, sendo confirmada a substituicdo vantajosa da
fertilizacdo quimica. Com o intuito de ser utilizado como fertilizante e condicionador do solo,
recomenda-se que esse CR seja aplicado com antecedéncia ao plantio vegetal, como ja ¢
recomendado para a maioria dos compostos organicos (30 a 40 dias). A periodicidade e a dose
a ser reaplicada devem ser baseadas em andlises nutricionais dos solos e dos CRs, visando
evitar a adi¢do excessiva e conseqiiente poluigdo ambiental pelo excesso de nutrientes. O CR
de L. edodes, por outro lado, ndo foi eficiente no favorecimento do desenvolvimento de L.
sativa nas doses estabelecidas e no manejo realizado, sendo que estudos subseqiientes deverdo
ser realizados para verificar tais resultados.

Os CRs de A. brasiliensis, L. edodes e P. ostreatus, por apresentarem potencial
microbioldgico para a detoxificagdo de solos contaminados com xenobidticos, apresentam
perspectivas de acdo conjunta de biorremediagdo quando aplicados como fertilizantes nos
solos, fato que adicionalmente estes materiais. Contudo, deve-se considerar que as
caracteristicas dos residuos que proporcionam a biorremediagdo sdo, em parte, distintas das
que favorecem a fertilizagdo vegetal, sendo necessaria a aplicacdo prévia ao cultivo vegetal —
como ja recomendado. Ja para a manutengdo do potencial dos CRs para a biorremediacao de
solos por um maior intervalo de tempo, recomenda-se que estes sejam armazenados em
condi¢des semelhantes as de cultivo, ou entdo sejam aplicados no solo imediatamente apos

sua produgao.



135

O potencial dos CRs para biorremediacao de solos contaminados com agrotoxicos
foi enfatizado com a constatacdo do potencial dos fungos de cultivo de biotransformarem a
atrazina em niveis expressivos, em condi¢des “in vitro”. Evidentemente que estudos mais
aplicados, em condi¢des “in vivo” deverdo ser realizados.

Finalizando, podemos dizer que o CR, especialmente de A. brasiliensis, apresenta
potencial para aplicagdo no solo, com vantagens de ser, ao mesmo tempo, um fertilizante
organico de libera¢do gradual, um condicionador e um agente de biorremediagdo, que tem
potencial para ativacdo do processo de detoxificacdo, facilitando e acelerando a certificagdo

de cultivos organicos.
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ANEXO 1

Tabela com caracteristicas fisicas e quimicas do composto residual da produgdo de 4. brasiliensis com camada
de cobertura de turfa e de solo, e do composto residual de L. edodes, utilizados nas experimentagdes de
desenvolvimento de Lactuca sativa (alface).

Composto residual (CR)

Parametro Cultivo de A. Cultivo de A. Cultivo de
brasiliensis com  brasiliensis com [ edodes
camada a base camada a base

de turfa de solo

Matéria Matéria  Matéria Matéria  Matéria Matéria

timida seca timida seca timida seca
pH em CaCl, 7,4 - 8,1 - 4.2 -
Densidade (g/cm’) 0,70 - 0,84 - 0,20 -
Umidade perdida a 60-65°C (%) 45,25 - 27,76 - 13,84 -
Umidade perdida a 65-110°C (%) 3,67 - 0,90 - 4,79 -
Umidade total (%) 48,92 0,00 48,92 0,00 18,63 0,00
Inertes 0,00 - 0,00 - 0,00 -
Matéria organica total 26,52 51,92 10,82 15,17 74,04 90,99
(combustao) (%)
M.O. compostavel (%) 25,77 5045 7,77 10,89 73,84 90,75
M.O. resistente & compostagem 0,75 1,47 3,05 428 0,20 0,25
(%)
Carbono total (organico e 14,73 28,84 6,01 8,42 41,13 50,55
mineral) (%)
Carbono organico (%) 14,32 28,03 4,32 6,06 41,02 50,41
Residuo mineral total (%) 24,56 48,08 60,52 84,83 7,33 9,01
Residuo mineral insoluvel (%) 6,97 13,65 50091 71,36 1,62 1,99
Residuo mineral solavel (%) 17,59 34,44 9,61 13,47 5,71 7,02
Nitrogénio total (%) 0,93 1,82 0,50 0,70 0,48 0,59
Fosforo (P,0s) total (%) 0,92 1,80 0,75 1,05 0,47 0,58
Potassio (K,0) total (%) 0,69 1,35 0,65 0,91 0,14 0,17
Célcio (Ca) total (%) 5,61 10,98 1,09 1,53 2,09 2,57
Magnésio (Mg) total (%) 0,37 0,72 0,18 0,25 0,20 0,25
Enxofre (S) total (%) 0,90 1,76 0,53 0,74 0,08 0,10
Relacdo C/N (C total e N total) 16/1 16/1 12/1 12/1 86/1 86/1
Relagao C/N (C organico e N 15/1 15/1 9/1 9/1 86/1 86/1
total)

Analises realizadas pela Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP): Av. Padua Dias, 11,
CP.09, Piracicaba, SP, Cep 13418-900; home-page: http://www.esalq.usp.br.
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ANEXO 2

Tabela com caracteristicas fisicas e quimicas do solo utilizado no experimento de fertilizagdo de Lactuca sativa

(alface).

Parametro avaliado

Textura (1)

Textura (2)*  Areia grossa
Areia fina
Areia total
Silte total
Argila total

pH

ndice SMP

Foésforo

Potassio

Matéria orgénica
Aluminio

Calcio

Magnésio

Sédio — Na

H+ Al

pH — CaCl2

Soma de bases — S
Cap. troca cations CTC

Saturacdo de bases - V

Classe 4 (16% argila)
42 %

36 %

78%

8%

14 %

5,2 (baixo)

6,0

14,5 ppm (médio)

35 ppm (muito baixo)
1,8 % (baixo)

0,6 cmolc/L

1,9 (baixo) cmolc/L
0,6 (médio) cmolc/L
4 ppm

3,56 cmolc/L

4,4 (alta)

2,61 cmolc/L (média)
6,17 cmolc/L (média)
42,25 % (baixa)

* Analise realizada pela Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP): Av. Padua Dias, 11,
CP.09, Piracicaba, SP, Cep 13418-900; home-page: http://www.esalg.usp.br. Demais anélises: Laboratdrio da
Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de SC (CIDASC): Rod. Admar Gonzaga, 1588, CP.256,
Floriandpolis, SC, Cep 88034-001; home-page: http://www.cidasc.sc.gov.br

- Analise de granulometria (textura) ESALQ: Método do Densimetro. Clases de didmetro (mm): Grossa = 2-
0,25; Fina = 0,25-0,05. Classes de textura: até 14%-arenosa; 15-24% - média-arenosa; 25-34% - média-argilosa;
35-59% - argilosa; 60% ou superior — muito argilosa.

- Interpretacdo CIDASC: conforme “Recomendacdes de adubagdo e calagem para os estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, 2.ed, SBCS — Ntcleo Regional Sul / EMBRAPA-CNPT, 1989. Para determinagdes pH
CaCl2, S, CTC, V, cfe: “Boletim Técnico n.31 — Emater / Paran4.



150

ANEXO 3

Interpretag@o da concentrag@o de sais soluveis de compostos usados como meio de crescimento vegetal em casa
de vegetacdo. Fonte: WARNCKE; KRAUSKOPF, 1983.

Condutividade Elétrica (mS/cm*) Interpretaciao

0,00-0,12
0,13-0,34
0,35-0,64
0,65 —0,89
0,90 -1,10
> 1,10

Muito baixa - indica muito baixa concentracdo de
nutritentes; sementes podem germinar.

Baixa - faixa que sustenta o desenvolvimento das
sementes e plantas sensiveis; plantas podem apresentar
deficiéncia e crescimento retardado.

Desejavel para a maioria das plantas, mas pode ser
elevada para algumas plantas.

Elevada e desejavel para a maioria das plantas; perda de
vigor vegetal para valores mais elevados da faixa.

Reduz o crescimento e o vigor vegetal.

Inibe severamente o crescimento vegetal; plantas
usualmente morrem.

*dS/m ou mmhos/cm (método 1:5 — v/v).



