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RESUMO

A agricultura é uma atividade humana geralmente associada & aplicacéo de pesticidas, produtos que asseguram
a protecdo contra perdas na produgdo ou destruicdo de culturas. Esta atividade dissemina diferentes
substancias quimicas que atuam em um conjunto especifico de pragas, mas que se tornam potencialmente
danosas a outros organismos e ambientes. A biorremediagdo é um processo sustentavel que retira ou diminui a
presenca de poluentes do meio ambiente e se utiliza de muitos microrganismos capazes de reduzirem sua
toxicidade. Tais microrganismos podem compor consorcios microbianos responsaveis pela biorremediacgdo de
poluentes orgénicos diversos. Este trabalho consistiu no estudo de remocdo do herbicida Paraquat na
concentracdo 50 mg L™ em meio aquoso através de tratamento bioldgico que consistiu na aplicagdo de fungos
de duas espécies distintas e, posteriormente, pela formagéo de consorcio entre elas. O objetivo foi de comparar
as remoc0Oes de paraquat em meio aquoso que continham um cossubstrato adicionado. A repicagem de fungos
aconteceu em meio Potato Dextrose Agar, 39 g L. O cossubstrato utilizado foi a glicose, para avaliagio de
como esta interferia na remocdo do pesticida. Foram utilizados 60 reatores, sendo 30 na auséncia de
cossubstrato e 30 com cossubstrato e mais 20 que constituiram o grupo controle (10 sem cossubstrato e 10
com cossubstrato). O meio continha agua de abastecimento, 50 mg.L? de paraquat e nutrientes para
metabolismo flngico. As etapas consistiram em a) cultivo do inéculo de A.niger. e P.chrysosporium; b)
preparacao de reatores com biomassa dispersa dos fungos; c) analise dos parametros paraquat, pH e DQO nos
tempos 1, 2, 3, 4 e 7 dias. Em relacdo ao herbicida, na auséncia de glicose, a remocdo em reatores com
A.niger foi de 4,3% e 3,4% em reatores com P.chrysosporium. Estes valores se elevaram quando houve adigéo
de glicose, alcancando remogdo de 39,34% para P.chrysosporium e 36,48% para A.niger. Reatores com
A.niger e glicose tiveram menor pH (média 5,3) e melhor remogdo do pesticida. Reatores com
P.chrysosporium e glicose atingiram média de pH 6 e também atingiram melhor remocg&o. Para reatores que
continham ambos fungos a remocéo foi de 42,2%, superior aos valores dos fungos separadamente. Em relacéo
a DQO bruta, esta aumentou na maioria dos reatores como reflexo indireto do crescimento de biomassa, sendo a
remoc&o nos reatores consorcio, observado na Fase 11, de 144,28 mg L que reduziu para 71,1 mg L no fim de
7 dias. Foi possivel concluir que ha vantagem no uso consdrcio, pois foi mais eficiente na auséncia de glicose,
portanto sem necessidade de adicdo de maiores custos a processos de tratamento deste tipo.

PALAVRAS-CHAVE: pesticida, degradagao, reatores, glicose.

INTRODUCAO

Grande parte dos processos que envolvem uso de agrotdxicos podem oferecer algum risco de contaminacéo
ambiental e durante os Gltimos anos 0 uso de recursos bioldgicos para degradar ou remover pesticidas se
estabeleceu como alternativa com potencial para minimizar impactos ambientais deste tipo (MAQBOOL et al.
2016). Pesticidas sdo compostos quimicos empregados em Vvérias praticas na agricultura como controle de
pragas, ervas daninhas e doengas nas plantas, o que os tornou ferramenta vital para o0 aumento do rendimento
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de culturas (SHARMA et al. 2019). Nas Gltimas décadas, uma das grandes questdes ambientais em pauta sdo
os impactos adversos causados pela aplicacdo de pesticida, pois 0 uso excessivo de fertilizantes quimicos
atinge diferentes matrizes incluindo solo, ar e gua. Como consequéncia, além de contaminacdo do ambiente e
organismos muitas vezes ndo-alvo desses componentes, a sadde humana também é afetada negativamente. No
Brasil, o uso do paraquat foi reavaliado entre os anos de 2008 e 2017 devido sua alta toxicidade aguda e
cronica, sendo que, em 2017, foi temporariamente banido, mas em face de pressdo de produtores e associacfes
de agricultores seu uso estocado e com varias restricoes voltou a ser permitido na safra 2020-2021 até 31 de
julho de 2021. Em comunidades microbianas naturais a capacidade de degradagdo de poluentes pode ser
melhorada com a adigdo de cepas especificas, por isso bactérias e fungos tém ampla utilizacdo em processos
de biorremediacdo. Dentre eles, os fungos apresentam alta capacidade de biodegradar substancias devido a sua
forte tolerancia em altas concentracdes de poluentes (GONZALEZ et al., 2021). A vantagem de usar um
consoércio microbiano pode ser atribuida a capacidades metabdlicas mais amplas e ao efeito sinérgico entre os
membros da cultura microbiana, levando ao aumento da eficiéncia de biodegradacdo (CHENG et al., 2017).
Nesse sentido os consdrcios apresentam maior potencial para degradacdo de pesticidas, pois a vida em
consorcio contribui com a sobrevivéncia, e aumenta as vias catabdlicas. Sendo assim este trabalho consistiu no
estudo de remocio do herbicida Paraquat na concentragio 50 mg L em meio aquoso através de tratamento
biol6gico que consistiu na aplicacdo de fungos de duas espécies distintas e, posteriormente, pela formacéo de
consorcio entre elas.

OBJETIVO

O objetivo foi verificar a capacidade das espécies fungicas Aspergillus niger AN 400 e Phanerochaete
chrysosporium em degradar o herbicida paraquat em meio aquoso e investigar a influéncia de cossubstrato na
melhora da remocéo do pesticida.

MATERIAIS E METODOS

Microrganismos e condigdes de cultivo

As cepas utilizadas foram provenientes do Laboratdrio de Tecnologia Ambiental do Instituto Federal do Ceara
(LATAM). A espécie Aspergillus niger AN 400 foi cultivada em meio Potato Dextrose Agar (PDA) e a
espécie Phanerochaete chrysosporium com meio PDA modificado segundo as proporgdes (g L?): PDA, 39 g;
K2HPO4, 1,0 g; MgS0..7H;0, 0,5 g; KH2POy4, 0,6 g; extrato de levedura, 2,0 g; peptona, 2,0 g; glicose, 20 g e
agar, 15 g. O meio preparado foi previamente esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Nessa etapa,
placas esterilizadas receberam 11 mL do meio de cultura previamente autoclavado. Apds a adi¢do do meio, 0
mesmo foi deixado para solidificar e ap6s resfriado foi introduzido o in6culo fngico em forma de disco de
micélio (plug). Apés um bom crescimento das placas que ficaram mantidas em estufa bacteriol6gica a cerca de
28 °C por periodo de sete dias, as placas foram mantidas sob refrigeracéo a cerca de 4 °C para montagem dos
reatores.

Constituicdo de meio sintético

O meio sintético foi preparado a partir de agua de torneira, (NH4)2SOs (0,5), KH2PO4 (0,5), e 10% (v/v) de
solugdo de Vishniac que possuia em sua composicdo: 10 g L™ EDTA; 4 g L ZnS04.7H.0; 1 g L*
MnCl,.4H,0; 0,32 g L CoCl,.6H,0; 0,22 g L (NH4)6M07024.4H;0; 1,47 g L CaCl,.2H,0 e 1 g L?
FeS04.7H,O (RODRIGUES, 2010). Em relagdo ao uso do pesticida optou-se pelo uso da concentragdo 50 mg
L de paraquat.

Montagem de reatores com biomassa dispersa

Nessa etapa foi preparada uma solu¢do aquosa na qual foi empregada glicose como cossubstrato para
verificarmos a sua influéncia na biodegradacdo do paraquat em meio aquoso. Foram utilizados 70 reatores
divididos em 10 controles e duas fases: Fase | — 30 reatores sem cossubstrato e Fase Il — 30 reatores com
cossubstrato. A montagem de reatores foi realizada em incubadora de bancada (shaker) com velocidade de 150
rotagBes por minuto (rpm) e temperatura de 28 = 2 °C. Os reatores consistiram em erlenmeyers de 250 mL que
receberam meio sintético com concentragdo 50 mg L de pesticida. Apds preparacdo de agua sintética
adicionada de solucio de Vishniac na propor¢do 1mL L, foi medido o pH e temperatura do meio antes da
distribuicdo nos reatores, sendo o dia de montagem considerado o dia zero (0 h) da batelada dispersa.

O tempo reacional total empregado foi de sete dias, com tempos intermediérios de 1, 2, 3 e 4 dias, tanto para
os reatores com indculo de fungos isolados como para fungos em consércios. Os 10 reatores de controle, sem
adicdo de indculo fungico, tinham objetivo de verificar uma possivel degradacdo abidtica do pesticida. A

2 ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



21° SILUBESA

SIMPOSIO LUSO-BRASILEIRO A B E S

DE ENGENHARIA SANITARIA
E AMBIENTAL
glicose empregada como cossubstrato foi adicionada na proporgéo de 5 g L™ em todos reatores da Fase II. Por
fim os reatores foram fechados com papel aluminio e TNT para evitar fotodegradacdo do meio conforme
representados na Figura 1.

Figura 1: reatores montados em mesa agitadora a 150 rota¢des por minuto (rpm).
As anélises realizadas e respectivos métodos estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Variaveis monitoradas e método utilizado.

Variavel Método
DQO APHA (2005)
pH APHA (12005)
Atrazina AOAC 969.09 (2000)
Lacase Asemolloye et al (2020)
MnP Anasonye et al (2015)

A determinacdo de paraquat seguiu 0 método AOAC 969.09 (2000) que se baseia na reacdo de ditionito de sodio
1% (NayS;04) diluido em NaOH 0,1 mol L™ com as amostras retiradas dos reatores. A anélise consistiu em pesar 1
g de ditionito de sédio em balanca analitica e diluir em baldo de 100 mL com solugdo NaOH, do qual foram
retirados 5 mL e acrescidos em balGes de 50 mL que continham 2,5 mL de amostra de cada reator e, por fim,
aferidos com &gua destilada sendo obtida uma coloracdo azul conforme Figura 2 . Ap6s homogeneizacdo lenta dos
baldes as leituras foram feitas em espectrofotdmetro em comprimento de onda 600 nm.

Figura 2: DiluicBes para curva de determinacéo de paraquat.
RESULTADOS

Na Fase I, sem adi¢do de glicose como cossubstrato, para os reatores com indculo isolado de Aspergillus niger
AN 400 e Phanerochaete chrysosporium ndo houve remocéo de pesticida. Nos reatores com A. niger AN 400,
apenas no terceiro dia dentre os sete dias de tempo reacional, a partir da concentracio inicial de 50 mg L2, foi
registrada 8,48 + 0,5% de remocdo, sendo ainda menor o percentual registrado para P. chrysosporium, de 4,54
+ 2%, também no terceiro dia. Ainda em relacdo ao emprego de in6culo isolado, na Fase I, com adicdo de 5 ¢
L de glicose, foi observada uma remocao de 36,48 + 0,5 % de paraquat ao final do tempo reacional de 7 dias,
também para a concentragdo inicial de 50 g L™ por P. chrysosporium. Nos reatores que receberam inéculo de
A. niger AN 400 e adicdo de glicose, a remocdo de paraquat foi superior a de 4,3% =+ 1, obtido na auséncia da
glicose, e passou para 39,34 + 1%, percentual este registrado no terceiro dia da batelada (Figura 3).
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Figura 3: Remocéo de paraquat ao longo da batelada com biomassa dispersa, Fases I (a) e 11 (b), com Bl
(Aspergillus niger, BIl (P. chrysosporium), BII1 (Aspergillus niger + P. chrysosporium)

Considerando a agdo individual, na forma de in6culo isolado aplicado aos reatores, as maiores eficiéncias
foram exibidas pelos fungos A. niger AN 400 e P. chrysosporium na presenca de glicose, como menciando
anteriormente, respectivamente, o que indicaria que a maior disponibilidade de carbono de facil assimilagao
auxilia os fungos na maior tolerancia ao pesticida, o que segundo Griffin (1994) estaria relacionado ao fato de
que durante o uso da fonte primaria de carbono serem gerados compostos secundarios que desempenham papel
importante na ativacdo do sistema enzimético, com a remoc¢do do paraquat ocorrendo por co-metabolizacéo.
Nos reatores de controle ndo foi observada variacdo relevante da concentracdo do paraquat, tanto nos reatores
de controle com glicose quanto nos que ndo a receberam. Nesses reatores, no Gltimo dia de batelada, foram
registradas remogdes de paraquat de apenas 7,3+0,4% e 4+0,5%, respectivamente, nos reatores de controle
com e sem adicdo de glicose a0 meio. O pH nos reatores de controle com e sem glicose chegou,
respectivamente, a 6,0+0,2 e 6,8+0,3 e no Ultimo dia de batelada, sendo o pH inicial de 7,05+0,3. Em relacdo
ao pH, nos reatores com A. niger AN 400 em que foi adicionada a glicose, houve grande diminuicdo do pH,
principalmente no Gltimo dia, chegando a 2,5. Nestes reatores o valor médio do pH ao longo do tempo de
operacao foi 5,3+0,3. J& na auséncia da glicose, os reatores com A. niger AN 400 mantiveram um valor médio
de pH de 7,8+0,6. Justamente, nos reatores com A. niger AN 400 e glicose, onde o valor do pH foi menor,
com meio mais acidificado, ocorreu melhor remogéo do paraquat. Para o P. chrysosporium, nos reatores nos
quais ndo foi adicionada a glicose, o valor médio de pH foi de 7,6+0,5, enquanto que nos que continham
glicose, o pH médio foi de 6, de modo que para esta espécie a adi¢do da glicose resultou na obtencéo de uma
remocdo do pesticida quase oito vezes maior que a registrada quando da sua auséncia, cujos valores de
remocdo foram de 36,48+0,5% e 4,54+2%, respectivamente. Ao se verificar a acdo dos fungos consorciados, o
melhor resultado obtido foi na Fase I, na auséncia de cossubstrato. O ensaio com 0s reatores em batelada e
biomassa dispersa confirmou que houve variagdo no comportamento das espécies de fungos no que diz
respeito a sua toleréncia e potencial de degradagdo na presenca e auséncia da glicose, em funcéo de estarem ou
ndo consorciadas. O sinergismo fungo-fungo do consorcio A. niger AN 400 e P. chrysosporium, na auséncia
de glicose foi melhor que quando os fungos estiveram em contato com paraquat de forma isolada, pois resultou
em 42%+4 de remocdo, frente aos 39,34+1% de A. niger AN 400 e 36,48+0,7% de P. chrysosporium, ambos
com presenca de glicose. Em relacdo a matéria organica total, em termos de DQO, na Figura 4 é mostrada sua
variacdo ao longo do tempo nos reatores. Na Fase I, os fungos isolados ndo removeram matéria organica,
chegando ao aumento do valor da DQO, com efluente final com flutuagBes que alcangaram entre 71,1 mg Lt a
107, 7 mg L no final da batelada (7 dias). Quando foram consorciados, os fungos alcancaram diminuigdo da
demanda quimica de oxigénio, na uséncia de glicose, de 144,28 mg L para 71,1 mg L no final do tempo
reacional. Este consorcio foi o que melhor degradou o paraquat, com remocdo de 42% na auséncia da
glicose. Quanto a Fase Il, fungos isolados ndo apresentaram remocao, sendo P. chrysosporium saindo de
5385,3 mg L de DQO inicial para 7213,9 mg L™ no Gltimo dia da batelada e A. niger AN 400 de 2460 mg L™
para 5385,3mg L.

O aumento nos valores de DQO, tanto nos reatores com e sem glicose refletem o crescimento de
biomassa, uma vez que é possivel observar valores maiores que o inicial, com um pico no 4° dia para
Aspergillus niger AN 400.
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Figura 4: Remocéo de DQO na batelada com biomassa dispersa a) Fase | (sem glicose) e b) com glicose
(5 g.L* glicose).

CONCLUSOES

Os dados do ensaio em batelada com biomassa dispersa indicaram que a remocdo do paraquat do meio pelos
fungos foi favorecida pela adicio de glicose (5 g L) nos reatores com indculo isolado, destacando-se a
espécie Aspergillus niger AN 400 que obteve a maior eficiéncia de remoc¢do do meio, de 39,34%, seguida de
Phanerochaete chrysosporium, com 36,48%. Porém, a aplicagdo dos fungos de forma consorciada dispensou a
adicdo de glicose, sendo que foi possivel a obtengfo de maior eficiéncia de remogédo do paraquat (42,2%) nos
reatores que continham indculo do consércio Aspergillus niger AN 400 + Phanerochaete chrysosporium, o
que demonstra sua grande viabilidade no processo de biorremediacéo do paraquat, uma vez que ndo requer a
adicdo de cossubstrato. Apesar da espécie

P. chrysosporium aparentemente foi menos eficiente em termos de remogéo do poluente que A. niger AN 400,
de forma ndo consorciada, porém ambas espécies podem ser promissoras ao serem consorciadas, sendo que ha
uma necessidade de buscar estratégias alternativas que visem maior remoc¢&o do herbicida paraquat.
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