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RESUMO

O efeito toxico dos agrotdxicos ocasionam riscos tanto salide humana como ambiental. Com a
industrializacdo e o crescimento populacional, e consequentemente a ampliacdo de areas de
cultivo, propiciou 0 aumento da aplicacdo de agrotdxicos com o intuito de proteger as culturas
contra os agentes limitantes, como plantas daninhas, insetos e fungos. A biorremediacéo € uma
das técnicas mais utilizadas na descontaminacdo de ambientes por agrotoxicos, e a
micorremediacdo apresenta ser uma estratégia plausivel e ecoldgica na degradacdo de
agrotoxicos. Sabendo da importancia de se buscar alternativas para diminui¢do dos efeitos dos
poluentes, este estudo tem por objetivo identificar as leveduras degradadoras de agrotdxicos, o
processo de analise quali-quantitativa de residuos resultantes, bem como a evolucdo da
producdo tecnoldgica, por meio de uma revisdo sitematica e um estudo prospectivo do tema. A
metodologia utilizada pautou-se na revisao sistematica, utilizando-se o Methodi Ordinatio em
uma escala temporal de 10 anos (2011 a 2020), com as bases de dados Science Direct, Scopus,
Web of Science, Google Academic e Scielo, em que foram utilizadas palavras-chave especificas
para a buscas de artigos. Como resultados foram encontrados 11 artigos relacionados ao tema,
considerados relevantes. As leveduras com potencial de degradacdo pertencem aos géneros
Rhodotorula, Candida, Pichia e Pseudozyma. Quanto aos agrotdxicos, foram estudados o
Lindano, Bifentrina , Dinitrofendis, Clorpirifés, Diazinon, Atrazina e Bifenilos Policlorados.
Foram utilizadas técnicas cromatogréaficas e espectrométricas na identificacdodos residuos de
agrotoxicos e na determinacdo dos percentuais de degradacdo. Fatores como pH, temperatura,
adicdo de glicose e concentracdo do inoculo intereferem diretamente nos processos de
degradacdo. O estudo prospectivo de patentes foi realizado pelo Orbit Intelligence, ndo foi
encontrado nenhum produto patenteado produzido por leveduras capazes de degradar
agrotoxicos, sendo Estados Unidos e China os paises que mais depositam patentes relacionado
ao tema. Esta revisdo proporciona um embasamento tedrico para possiveis trabalhos futuros,
fornecendo conhecimento sobre o processo de degradacdo de agrotdxicos por leveduras,
apresentando agrotoxicos e respectivas leveduras degradadoras, bem como técnicas para
identificacdo do residuos resultantes e o percentual de degradacéo, e as condicdes ideias que
favorecem esse processo. Diante disso, esta revisdo sinaliza para a necessidade de novas
pesquisas sobre o tema, tanto no que se referem aos artigos cientificos como também ao

desenvolvimento de produtos patenteados.

Palavras-chave: Agrotoxicos; Biorremediacdo; Fungos; Leveduras, Tecnologia.



ABSTRACT

The toxic effects of pesticides cause both human and environmental health risks. With
industrialisation and population growth, and consequently the expansion of cultivated areas, the
application of pesticides has increased in order to protect crops against limiting agents such as
weeds, insects and fungi. Bioremediation is one of the most used techniques in decontamination
of environments by pesticides, and the mycorremediation presents itself as a plausible and
ecological strategy in the degradation of pesticides. Knowing the importance of seeking
alternatives to reduce the effects of pollutants, this study aims to identify the yeasts that degrade
pesticides, the process of qualitative and quantitative analysis of the resulting residues, as well
as the evolution of technological production, through a systematic review and a prospective
study of the subject. The methodology used was based on systematic review, using the Methodi
Ordinatio in a time scale of 10 years (2011 to 2020), with the databases Science Direct, Scopus,
Web of Science, Google Academic and Scielo, in which specific keywords were used to search
for articles. As results were found 11 articles related to the theme, considered relevant. The
yeasts with degradation potential belong to the genera Rhodotorula, Candida, Pichia and
Pseudozyma. As for pesticides, Lindane, Bifenthrin, Dinitrophenols, Chlorpyrifos, Diazinon,
Atrazine and Polychlorinated Biphenyls were studied. Chromatographic and spectrometric
techniques were used in the identification of pesticide residues and in the determination of the
degradation percentages. Factors such as pH, temperature, glucose addition and inoculum
concentration interfere directly in the degradation processes. The prospective study of patents
was performed by Orbit Intelligence, it was not found any patented product produced by yeasts
capable of degrading pesticides, being the United States and China the countries that most
deposit patents related to the subject. This review provides a theoretical foundation for possible
future works, providing knowledge about the pesticides degradation process by yeast,
presenting pesticides and their degrading yeasts, as well as techniques to identify the resulting
residues and the percentage of degradation, and the ideal conditions that favor this process.
Given this, this review signals the need for further research on the subject, both with regard to

scientific articles as well as the development of patented products.

Keywords: Pesticides; Bioremediation; Fungi; Yeasts, Technology.
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| INTRODUCAO

Em um ambiente ecologicamente equilibrado, uma mata nativa apresenta
microrganismos, como fungos e bactérias, que convertem e degradam a matéria organica
incorporada no solo, contribuindo para a ciclagem de nutrientes, sendo assim essenciais para a
manutencdo da vida na Terra. Com a industrializacdo e o crescimento populacional, &reas de
cultivo vém crescendo pelo planeta, principalmente em paises cujo principal produto da
economia é de origem agricola (AI-SHAALANEet al.,2019; SILVA; GARRIDO, 2021).

A agricultura, principalmente cultivo de monoculturas, promove uma alteragdo na
composicao, produtividade, taxas de decomposicéo e propriedades do solo, sobretudo devido a
alteracdes nas comunidades microbianas residentes, influenciando nos ciclos de nutrientes e da
biodiversidade no ecossistema afetado (YURKOV et al., 2012). Para potencializar a producao
de alimentos, ainda s&o introduzidos compostos agrotdxicos com o intuito de proteger as
culturas contra agentes limitantes como plantas daninhas, insetos, fungos e outras pestes
(GOMES et al., 2020).

Simultaneamente aos beneficios adquiridos com o uso de agrotoxicos na agricultura
surgiram também maleficios ocasionados pelo uso indiscriminado, além de aplicacdes em doses
nédo recomendadas, reaplicagdes em intervalos irregulares, descarte inadequado das embalagens
e/ou residuos de solugcbes aquosas, dentre outros (ALVES et al., 2019; ALVES; OLIVEIRA-
SILVA, 2013). O efeito tdxico propicia riscos tanto salide humana (efeitos neuroldgicos,
teratogénicos e carcinogénicos, esterilidade, fraqueza, tonturas, abortos), como ambiental
(contaminacéo da agua, solo e ar). Ainda possui efeito acumulativo na cadeia trofica (ALVES
et al., 2019;Al-SHAALANEet al.,2019; GOMESet al., 2020).

Uma das alternativasbastante utilizadas para a descontaminacdo de ambientes € a
biorremediagéo, utilizacdo de seres vivos e suas enzimas, especialmente microrganismos, na
degradacdo dos contaminantes e recuperacao dessas areas. A biorremedicédo € bastante aceita
pela comunidade cientifica, por ser uma técnica considerada ecologicamente adequada, eficaz
e de baixo custo, quando comparada as remediagdes fisico-quimicas (ZHANG et al., 2020;
SARKER et al., 2021; BOSE; KUMAR; VO, 2021).

Os fungos tém um papel atuante em processos de degradacdo, e dessa forma tem sido
muito utilizados em técnicas de biorremediagdo. A micorremediacdo apresenta ser uma
estratégia plausivel, ecologicamente correta para o tratamento de solos e aguas contaminados
com agrotoxicos (AKHTARA; MANNAN, 2020). Em contrapartida, ainda sdo escassas

pesquisas sobre leveduras com potencial de degradacdo e sua utilizagdo em processos de
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biorremediacdo de ambientes contaminados, sendo mais estudados fungos filamentos e
macrofungos basidiomicetos (SARKER et al., 2021; ZHANGet al., 2020; RAFAEL, 2018;
BOSE et al., 2021; BOKADE; PUROHIT; BAJAJ, 2021)

Existem muitos estudos relacionando a resisténcia fungica em amostras clinicas, mas
quando comparadas as amostras ambientais, essas ainda séo escassas (CASTELO-BRANCO et al.,
2020). Considerando que compostos quimicos podem causar alteracfes na expressdo ou na
sequéncia de genes especificos, desenvolvendo estratégias de adaptacéo que por sua vez podem
conduzir a resisténcia de agrotoxicos (PILEGGI; PILEGGI; SADOWSKY, 2020; PAIVAet al.,
2020), acredita-se que possa existir espécies de leveduras que possuem também potencial de
biodegradacdo, podendo ser utilizadas em processos biotecnoldgicos, como a biorremediacao.

Sabendo da importancia de se descobrir novas alternativas capazes de degradar
poluentes no meio ambiente, e a falta de estudos e de metodologias para 0 processo de
degradacéo de agrotdxicos por leveduras, esta pesquisa de revisdo sistematica da literatura tem
0 intuito investigar leveduras responsaveis pela degradacdo de agrotdxicos, bem como o
processo de analise quali-quantitativa de residuos reduzidos e metabdlitos resultantes, servindo
como embasamento para novas pesquisas relacionadas ao tema.

Este estudo também tem a finalidade de analisar a evolu¢do da producéo tecnolégica do
tema ao longo dos ultimos dez anos por meio do estudo prospectivo, de natureza técnica e
cientifica. O estudo prospectivo € bastante relevante em uma pesquisa, pois ele contribui no
delineamento de novas estratégias, métodos e produtos que inovem e melhorem de forma

significativa o futuro, seja no ambito ambiental e/ou social.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o potencial de leveduras na biodegradacao de agrotdxicos, por meio de uma

revisdo sistematica de literatura e de um estudo prospectivo de patentes nos Gltimos dez anos.

2.2 Objetivos especificos

1. ldentificar leveduras que possuem potencial para degradar agrotoxicos

2. Realizar o levantamento de agrotoxicos ja utilizados no processo de
micorremediacdo com leveduras.

3. Mapear as metodologias utilizadas para identificacdo dos agrotdxicos e de seus
metabdlitos.

4. Apresentar possiveis metabdlitos e subprodutos derivados de degradacdo dos
agrotoxicos encontrados.

5. Realizar o estudo prospectivo do tema abordado pelo banco de dados de patentes do

Orbit Intelligence.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Agrotodxicos

Com o crescimento populacional e desenvolvimento econémico, sdo introduzidas
inimeras substancias quimicas na agricultura que ocasionam aumento da produtividade, sendo
muitas vezes utilizadas de maneira exacerbada. Essas substancias sdo os denominados
agrotoxicos, também chamados de pesticidas, agroquimicos ou defensivos agricolas (JABALI;
MILLET; EL-HOZ, 2019).

Atualmente o Brasil é o Gnico pais que emprega na documentacdo técnica e normativa
o0 termo agrotoxico, mas mundialmente € conhecido como pesticida ou praguicida (SANTOS,
2020). No Brasil é defendido a ideia que o termo pesticida é considerado errdneo, pois significa
“0 que mata a peste”, ¢ “peste” &€ doenca, mas 0 que se mata ndo é a doenca e sim 0s agentes
causadores da doenca. O termo “defensivo agricola” € considerado o termo mais erréneo pois
mascara 0s efeitos negativos a salde humana e ao meio ambiente. Foi preciso muitas
negociagdes politicas para modificarem o termo para “agrétoxico”, visto que comerciantes e
produtores desses insumos tinham interesses econémicos, e preferiam manter uma conotacao
positiva de que essas substancias defendiam a agricultura (PERES; MOREIRA; DUBOIS,
2003). Os debates sobre sua nomeclatura continuam até os dias atuais, em 2002 foi realizado o
projeto de lei (PL) 6.299 de 2002 que defende a mudanca do termo ‘“agrotoxico” para
“defensivos agricolas” ou “produto fitossanitario” com o intuito também de suavizar 0s riscos
inerentes aos produtos quimicos (LEAL; LOPES, 2019). Mas até o0 momento ndo houve
nenhuma mudanca de nomenclaturas.

De acordo com A Lei Federal n°7.802 de 11/07/89 que dispde sobre a experimentagéo,
producdo, embalagem e rotulagem, transporte, armazenamento, comercializa¢do, propaganda
comercial, utilizacdo, importacdo, exportagdo, destino final dos residuos e embalagens, registro,
classificacdo, controle, inspecdo e a fiscalizacdo de agrotoxicos, seus componentes e afins,

define no seu Artigo 2° o termo agrotoxico:

“Produtos e componentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao
uso nos setores de produgdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros
ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composigdo da flora e da fauna, a fim de preserva-la da agdo danosa de
seres vivos considerados nocivos, bem como substancias e produtos empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimento”.
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De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2020), o nivel
de toxicidade dos agrotdxicos sdo divididos em seis categorias (Quadro 1).

Quadro 1—Classificacao toxicoldgica dos agrotdxicos

Categoria Classificacao toxicologica Cor da faixa
Categoria 1 Produto extremamente toxico Vermelha
Categoria 2 Produto altamente toxico Vermelha
Categoria 3 Produto moderadamente toxico Amarela
Categoria 4 Produto pouco téxico Azul
Categoria 5 Produto improvavel de causar dano agudo Azul
Né&o Classificado Produto néo classificado Verde

Fonte: ANVISA (2020).

Esse nivel de toxicidade é determinado de acordo com testes realizados em laboratorio
gue buscam estabelecer a dosagem letal (DL) do agrotdxico em 50% dos animais utilizados na
concentracdo. A dose letal é expressa em miligramas do produto quimico por quilograma da
massa corporal, ja que a capacidade de um determinado composto ocasionar morte ou efeito
colateral depende da quantidade presente no corpo do individuo (GURGEL, 2020; SOUSA,;
SILVA; CARNEIRO, 2021).

O Instituto Nacional do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
é responsavel pela classificacdo dos agrotdxicos conforme a periculosidade ambiental. Segundo
a Portaria Normativa n® 84 de 1996, em seu artigo 3° essa classificagcdo baseia-se nos parametros
de bioacumulacdo, persisténcia, transporte, toxicidade a diversos organismos, potencial

mutagénico, teratogénico e carcinogénico. E divido em quatro classes (Quadro 2):

Quadro 2— Classificacdo de Periculosidade ambiental

Classe | Altamente perigoso ao meio ambiente
Classe 1l Muito perigoso ao meio ambiente
Classe 111 Perigosos ao meio ambiente
Classe IV Pouco perigoso ao meio ambiente

Fonte: IBAMA (1996).

Os agrotoxicos séo classificados tanto pela sua composicdo quimica quanto pelo seu
organismo alvo. Quanto a seus mecanismos de acgdo, sdo definidos como: Inseticidas,

fungicidas, fumigantes, herbicidas, acaricidas, nematicidas, dentre outros (RODIO; ROSSET,
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BRANDALIZE, 2021).

O Brasil por ter como base econémica a agricultura, é considerado como um dos
maiores consumidores de produtos quimicos agricolas. De acordo com Censo Agropecuario
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 2017, foi observado um aumento
de 20% no total de estabelecimentos com uso de agrotoxicos, comparado com os dados de 2006.
Segundo esse mesmo estudo o Ceard é o quinto estado que mais utiliza agrotdxicos nas
lavouras.

De acordo com a Lei Federal 7.802/1989 (LEI ORDINARIA 11/07/1989 Art. 3°) os
agrotoxicos, seus componentes e afins, a partir da definicdo do o art. 2° desta Lei, s6 poderdo
ser produzidos, exportados, importados, comercializados e utilizados se ja estiverem registrados
nas instituicbes governamentais competentes: no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) com o objetivo de avaliar a eficacia agronémica dos agrotoxicos, no
Ministério do Meio Ambiente com o intuito analisar e classificar o potencial de periculosidade
ambiental das aplicacdes, e no Ministério da Salde para executar a avaliacdo e classificagdo
toxicoldgica dos mesmos. Com a obtencdo desses dados realizados por esses entes federais, sao
elaboradas também as bulas dos produtos quimicos, contendo informacGes bem como

recomendacdes e restricbes necessarias para obter uma maior seguranga no seu manuseio.

3.1.1 Agrotoxicos mais utlizados

Com relacdo estrutura quimica, os agrotoxicos sao classificados em cinco classes:
oraganoclorados, organofosforados, carbamatos, piretrdides e triazinas, sendo bastante
utilizados tanto na agricultura como em domicilio (RODIO; ROSSET, BRANDALIZE, 2021).

Os organoclorados sdo considerados 0s mais agressivos, sdo compostos lipossoliveis
com alta persisténcia no meio ambiente. Podem causar disfun¢@es enddcrinas e mitocondriais,
teratogénese, carcinogénese, imunossupressdes, além da bioacumulacdo na cadeia alimentar
(GOMESet al., 2020, RODIO; ROSSET, BRANDALIZE, 2021). Seu uso foi proibido para o
controle de pragas agricolas, sendo usados apenas para 0 controle vetorial e transmissdo de
doencas, como regides acometidas por maléria e febre amarela (SILVA; GARRIDO, 2021),
embora o lindano (y-HCH) ainda seja € amplamente utilizado em alguns paises (JIN et al.,
2019).

Os organofosforados sdo compostos de éster ou tiol derivados dos acidos fosforico,
fosfonico, fosfinico ou fosforamidico (SARLAK et al., 2021). Inicialmente foram utilizados na

década de 70 durante a Segunda Guerra Mundial, tanto para proteger soldados de pragas que
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transmitiam doengas como agentes de guerra quimica. Posteriormente foram introduzidos na
agricultura substituindo os organoclorados por serem menos persitente ao ambiente, porém com
alta toxicidade (CASTRO et al., 2017). Dentre os efeitos toxicos associados aos compostos
organofosforados, encontram-se a neurotoxicidade, imunotoxicidade, desregulacdo enddcrina,
hepatotoxicidade, potencial hiperglicémico, dentre outros (SILVA; GARRIDO, 2021; PAIDI
etal., 2021).

Agrotdxicos carbamatos (CBMs) séo ésteres e tioésteres derivados do acido carbamico,
substituiram agrotoxicos considerados mais toxicos, como organoclorados e organofosforados,
devido sua mais rapida biodegradacdo, baixo potencial de bioacumulacdo e persisténcia. Sao
amplamente utilizados na agricultura, em domicilio e indlstrias. No entanto, seu uso
inapropriado pode promover riscos a saude de organismos ndo visados, especialmente humanos
(MISHRA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2020).

Tanto os carbamatos como 0s organofosforados sdo capazes de inibir a colinesterase,
uma enzima presente em muitos animais, inclusive nos seres humanos. Essas enzimas tem a
funcdo de degradar a acetilcolina, um neurotransmissor responsavel pela transmissdo dos
impulsos nervosos presentes nas sinapses do sistema nervoso central e periférico. A
colinesterase uma vez inibida ndo consegue catalizar a acetilcolina, ocasionando um acumulo
deste neurotransmissor nas sinapses nervosas e impedindo que o estimulo nervoso seja cessado.
Com isso, pode ocorrer inimeros distdrbios, como contragbes musculares involuntérias,
convulsdes e outras neuropatias (BELCHIOR et al., 2017; MISHRA et al., 2021).

Compostos triazinicos por serem altamente persistentes e sollveis em agua, possuem
fortes riscos de contaminacdo do solo, dguas superficiais e subterraneas (JIANG et al., 2020,
ROUSIS et al., 2021). A atrazina, um dos agrotdxicos mais utilizados na agricultura, pode
ocasionar efeitos negativos na reproducdo de anfibios, mamiferos, crustaceos e répteis, sendo
considerado ainda um desrregulador enddcrino nos seres humanos (JIANG et al., 2020). E a
terceira no ranking brasileiro de agrotdxicos mais usados (BROVINI et al., 2021).

Os piretroides tambem sao considerados com baixa bioacumulagéo, sendo utilizados na
agricultura e aquicultura desde 1970 para substituir os agrotéxicos tradicionais. Porém
propiciam efeitos imunotoxicol6gicos em peixes quando expostos continuamente devido sua
alta absorcdo nas guelras (YANG; LIM; SONG, 2020). Apesar de seus residuos ndo
apresentarem toxicidade aguda a longo prazo, pode afetar o desemvolvimento reprodutivo e

embrionario de plantas, animais e até mesmo dos seres humanos (ZHANet al., 2020).
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3.1.2 Riscosao meio ambiente e a satde humana

Alguns estudos apontam que apenas cerca de 5% da substancia ativa presente nos
agrotoxicos atingem pragas-alvo, engquanto os 95% penetra no solo e recursos hidricos ou se
espalha pelo ar, provocando contaminagdo humana e poluigdo ambiental, e consequentemente
extincdo de espéecies da fauna e flora (AI-SHAALANet al., 2019). Ainda possui efeito
acumulativo na cadeia tréfica, ocasionada pela ingestdo de agua e alimentos contaminados
(GOMESet al., 2020).

O uso excessivo de agrotoxicos ainda promovem a resisténcia das pragas-alvo,
aumentando cada vez mais a quantidade utilizada na agricultura e/ou sendo necessario novos
compostos mais potentes e consequentemente mais poluentes (NOGUEIRA; MELVILLE,
2020).

Os agrotoxicos apresentam grandes potenciais de contaminacgéo do solo e corpos d'agua
devido as suas propriedades fisicas e quimicas, tais como: solubilidade, adsorcéo,
bioacumulacdo, precipitacdo, lixiviacdo, escoamento superficial, subdrenagem superficial,
persisténcia e toxicidade (MOJIRIet al., 2020). Compostos com maior solubilidade tem mais
facilidade de contaminar outros compartimentos ambientais, mas quando livremente
dissolvidas na agua estdo mais acessiveis a radiacdo solar, a acdo de microrganismos e aos
efeitos de outros compostos quimicos. Em contrapartida, quando apresenta menor solubilidade
tendem a agrupar-se a matéria organcia que protege e reduz o acesso de agentes biodegradantes,
adquirindo maior estabilidade, resultando em maior tempo de permanéncia no ambiente
(SILVA, 2019).

Essas substancias podem atingir o solo diretamente durante a aplicagdo ou indiretamente
por transferéncia de residuos provenientes das plantas. O transporte e a permanéncia do produto
quimico no solo depende da caracteristica da substancia como a densidade, concentracéo,
polaridade, solubilidade, cossolvéncia, volatilidade, pressdo de vapor e pKa, bem como das
caracteristicas do meio poroso onde esta 0 composto: o teor e tipo de matéria organica, a
distribuicdo granulométrica, a mineralogia e teor de finos, distribuicéo de vazios e capacidade
de troca catidnica (SILVA, 2019).

A constante contaminacéo do solo pode deixa-lo infertil, além de prejudicar toda a biota
nela existente, sendo capaz de extinguir algumas espécies como também selecionar outras mais
resistentes, promovendo um desequilibrio ecoldgico. Os agrotoxicos também podem penetrar
o solo alcancgando lengois freaticos e posteriormente os rios (ALVES et al., 2019; BELCHIOR

et al., 2017). Ao chegar nos rios, podem ocasionar alteracdes na fauna e flora. A acumulacgéo
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dessas substancias em animais comestiveis pelo homem (peixes, crustaceos, moluscos, dentre
outros) também pode ocasionar danos a saide humana, como intoxica¢des e surgimento de
doencas. Quando este recurso é utilizado para o abastecimento da populacéo se torna ainda mais
agravante (ISMAEL; ROCHA, 2019; JABALI; MILLET; EL-HOZ, 2019). Além de residuos
oriundos das praticas agricolas, 0s agrotdxicos podem contaminar corpos d’agua através de
descargas industriais que sdo liberadas constantemente de forma indiscriminada (JIN et al.,
2019).

Carneiro et al. (2015) ao realizar um levantamento de estudos feitos no Brasil sobre
impactos agricolas, cita um estudo efetuado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa) entre 1997 a 2007. A Embrapa ao analisar o risco de contaminacdo das aguas
superficiais e subterrdneas na regido do Vale do Rio S&o Francisco em decorréncia dos
agrotoxicos aplicados em culturas de manga e uva, observou que entre 0s agrotdxicos que
apresentam maior mobilidade no ambiente sdo: acefato, dimetoato, diuron, fenarimol, fosetil,
metalaxil, metamidofés, metidation, metomil, monocrotofds, tebuconazole, triclorfon,
paclobutrazol, plocloraz e glifosato.

Essas substancias também podem ser trasnportadas em longas distancias, em que a
capacidade do composto transportado depende diretamente de alguns fatores, como:
estabilidade, estado fisico da substdncia e velocidade do fluxo do rio. Paises em
desenvolvimento e com agricultura intensiva, como no Brasil, existem maiores probabilidades
de fontes difusas de contaminacdo, em que sdao mais dificeis de serem efetivamente
monitorados, avaliados e controlados do que as fontes pontuais (ALBUQUERQUE, 2019).

Alem da 4gua outra preocupagdo sdo os alimentos contaminados, residuos toxicos
podem permanecer em tecidos de frutas e legumes por longos prazos, por serem alimentos
presentes cotidianamente na dieta da populacdo em geral, trazem sérios riscos a saide humana.
Sendo necessarios medidas avaliativas para deteccdo desses residuos (GOMESet al., 2020;
GOMES et al., 2021).

Segundo o realatério de estudos realizados pelo Programa de Analise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA) da ANVISA no periodo 2017-2018, foi observado
amostras consideradas insatisfeitas por apresentarem valores acima do Limite Maximo de
Residuos (LMR). Ao todo, foram analisadas 4.616 amostras de 14 alimentos de origem vegetal
que fazem parte da dieta da populacdo brasileira: abacaxi, alface, alho, arroz, batata-doce,
beterraba, cenoura, chuchu, goiaba, laranja, manga, pimentdo, tomate e uva. As amostras foram
coletadas em estabelecimentos varejistas localizados em 77 municipios brasileiros, exceto no

Estado do Parana, que optou por ndo fazer parte do Programa desde 2016. Foram detectados
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120 agrotdxicos dos 270 pesquisados. Do total de amostras analisadas, 3.544 (77%) foram
consideradas satisfatorias quanto aos agrotoxicos pesquisados, sendo que em 2.254 (49%) néo
foram detectados residuos e 1.290 (28%) apresentaram residuos com concentracdes iguais ou
inferiores ao Limite Maximo de Residuos (LMR), estabelecido pela Anvisa. Mas 1.072
amostras (23%) apresentaram valores superior ao LMR (ANVISA, 2019). O LMR é definido
como o nivel de concentracdo mais alto aceito legalmente para residuos de agrotoxicos em
alimentos (expresso em mg / kg), criado para regular o uso dos agrotoxicos bem como garantir
uma exposicdo com menos riscos aos consumidores (GOMES et al., 2020).

A contaminacdo no homem pode ocorrer de duas formas: direta (pela pele e vias
respiratdrias) ou indireta (ingestdo de alimentos e &gua contaminada). Os efeitos agudos,
resultantes da exposicao direta, acometidas principalmente em agricultores rurais (no manuseio
inadequado e nao utilizacdo de equipamento de protecédo individual - EPI) apresentam sintomas
no periodo de 24 a 48 horas, tais como: nauseas, fraqueza, cefaleia e diarreia (GOMESet al.,
2020; ALVES et al., 2019). Uma exposicao prolongada sendo direta ou indireta pode ocasionar
efeitos crénicos, em que os sintomas vao aparecendo lentamente, sendo capaz de ocasionar
doencas mais graves, como: dermatites, impoténcia sexual, esterilidade, aborto, ma formacéo
congénita, efeitos teratrogénicos, carcinogénicos e neuroldgicos, dentre outros (GOMESet al.,
2020; DUTRA,; FERREIRA, 2016).

Busato et al. (2019) em seus estudos realizados com trabalhadores rurais no municipio
de Quilombo (SC), concluiu que sintomas agudos sdo notdrios pelos agricultores, pelo fato de
perceberem sintomas imediatos, porém, as intoxicagdes cronicas passam despercebidas, em que
ndo sabem identificar a causa das doengas. A falta de informacgdes e conscientizacdo dos
agricultores, decorrentes da dificuldade de acesso as unidades de saude, o despreparo das
equipes de satde em relacionar os problemas de salde com a exposicdo a agrotdxicos, a falta
de fiscalizacdo e acompanhamento técnico na utilizagdo adequada de agrotdxicos sdo as
principais causas de subnotificacdo e aumento de casos de intoxicacdo por agrotoxicos (BRITO
etal., 2021).

Cunha et al.(2020) constatou um total de 1.132 casos de intoxicacdo por agrotoxicos
registrados no estado de Ronddnia no periodo de 2015 a 2019, onde individuos de 22 a 50
anos obtiveram o maior indice de intoxicacdo. Observou-se também que 89,29% dos casos de
intoxicagdo evoluiram para cura sem sequela, mas 5,74% evoluiu para 6bito. Um estudo
realizado por Aradjo et al. (2007) com 102 pequenos agricultores de ambos 0s sexos, em uma
comunidade agricola localizada em Nova Friburgo (RJ), afim conhecer os aspectos

epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais da exposicdo maltipla a agrotoxicos, concluiu que
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havia um elevado percentual de agricultores com episodios agudos ou subagudos de intoxicacao
recente (13,7%) ou relatada ao longo dos altimos anos (11,8%). Foram também diagnosticados
13 (12,8%) quadros de neuropatia tardia por exposi¢do aos compostos organofosfosforados e
29 (28,5%) quadros de sindrome neurocomportamental e distlrbios neuropsiquiatricos
associados ao uso cronico de organofosforados.

Apesar das limitacOes dos registros, no Brasil existe o Sistema Nacional de Informacéo
Toxico-Farmacoldgica (SINITOX) e o Sistema Nacional de Informacdo de Agravos
Notificaveis (SINAN) que sdo reféncias nacionais. No SINITOX seus dados sdo mantidos por
formulérios preenchidos pela rede de 32 Centros de Controle de Intoxicagdes existentes em 18
estados brasileiros (DUARTE; SANTANA; DALMAS, 2019). De acordo com o SINITOX a
principal causa de intoxicacdes e consequentemente de Obitos sdo 0s agrotoxicos de uso
agricola, com letalidade de aproximadamente 3%. Entre 2010 a 2017, foram notificados 33245
casos de intoxicacgdes por agrotdxicos agricolas, causando 1003 mortes (SINITOX, 2020).

Outra fonte de contaminacgdo tanto ambiental como social, é o descarte inadequado das
embalagens. De acordo coma Lei Federal 9.974 de 6 de junho de 2000, no art. 1° 0s usuarios
dos agrotoxicos tém o dever de devolver as embalagens aos estabelecimentos comerciais de
acordo com as instrucfes nas respectivas bulas em até um ano, contado a partir da data de
compra, ou prazo superior, se autorizado pelo 6rgdo registrante. Esse material sera entregue as
empresas produtoras que fardo o recolhimento e a destinacdo adequada das embalagens vazias.
Infelizmente esta lei nem sempre é praticada, Quental, Belém e Oliveira (2020) ao estudar o
destino das embalagens descartaveis de agrotdxicos pelo trabalhador agricola da Regido do
Cariri Cearense, observaram que os agricultores da regido demonstraram falta de conhecimento
e pratica de aplicacdo da legislagdo, mesmo um pequeno percentual sabendo de que na regido
existe um ponto de recolhimento das embalagens. Amaro et al. (2021) ao realizar uma pesquisa
com agricultores do Distrito de Cuncas, Barro — CE obtiveram resultados semelhantes, em
que as embalagens vazias, sdo em geral descartadas de forma incorreta no ambiente ou
queimadas a céu aberto e apenas 10% dos agricultores informaram tomar os devidos
cuidados para a devolugdo das embalagens.

Nos estudos realizados por Ristow et al. (2020) boa parte dos agricultores (81%)
afirmou ter recebido treinamento para manipulacdo de agrotdxicos, mas a maioria dos
treinamentos foram feitos por empresas ou cooperativas agricolas que os comercializam,
agronomos ou técnicos agricolas. Apenas seis agricultores afirmaram ter recebido treinamento
de 6rgdos publicos (Emater e Senar). Dessa forma, é necessario que o0s 6rgados publicos também

promovam capacitacdes aos agricultores sobre o uso seguro dos agrotoxicos e o descarte
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adequado dos seus residuos, conforme prevé a Lei n° 7.802/1989, que compete aos 6rgdos
publicos o treinamento e fiscalizacdo da utilizacdo de EPIs, devolucdo e destinacdo adequada
de embalagens vazias de agrotdxicos (BRASIL, 1989).

Com o aumento da liberacdo de agrotdxicos no Brasil a situacdo torna-se preocupante
para a salde humana e ambiental. Gurgel, Guedes e Friedrich (2021) realizaram um estudo
descritivo e transversal, onde analisaram normas, decisfes judiciais e relatorios técnicos
publicados no &mbito da Unido entre janeiro de 2019 e janeiro de 2021. A partir destes estudos
foi inferido que entre 2019 e 2020 foram liberados ao todo 997 agrotéxicos. Com relacdo a
periculosidade ambiental desses agrotoxicos liberados, 48,14% sdo classificados como muito
perigosos para 0 ambiente (classe 1) e 34,10% como produtos perigosos ao ambiente (classe
I11) e 3,12% como altamente perigosos para o ambiente (classe 1), indicando que 85,36% dos
produtos autorizados representam um grau de ameaca importante para o ambiente. Somente
14,64% dos agentes foram categorizados como pouco perigosos. Nesse mesmo periodo também
foram aprovadas diversas medidas legais e infralegais que flexibilizam o registro e uso de
agrotoxicos no Brasil, como reavaliacdo toxicolégica de agrotdxicos, mudangas nos
procedimentos de avaliacdo de toxicidade, flexibilizacdo das regras de pulverizacdo aérea,
autorizacdo da queima de residuos de agrotoxicos em fornos de cimenteiras, dentre outros. Tais

medidas estdo voltadas a interesses econémicos que fortalecem o o agronegdcio.

3.2 Biorremediacao

A biorremediacdo ¢ a utilizacdo de microrganismos (fungos e bactérias) e plantas com
potencial de degradacdo dos poluentes, sendo aplicados em é&reas degradadas e com
contaminacdo ambiental. Os microrganismos biodegradam para obtencdo de energia
(alimento), em que o contaminante funciona como uma espécie de fonte de carbono. Alguns
sdo capaz de transforma-los em produtos com pouca ou nenhuma toxicidade, como diéxido de
carbono, &gua e sais minerais, podendo ser incorporados ao ambiente sem prejuizos aos
organismos Vvivos, embora também possa surgir metabdlitos resultantes de processos de
degradacio (SOUSA; SANTOS JUNIOR; SANTOS, 2020; ZHANG et al., 2020; SARKER et
al., 2021).

A degradacdo de agrotoxicos por microrganismos em compostos inorganicos simples
requer processos de oxidagdo, hidrolise e redugdo (BOSE et al., 2021). Os fungos merecem
destaque em processos de biodegradagdodevido a sua diversidade metabdlica e versatilidade

dos multiplos sistemas enzimaticos, sendo capaz de sobreviver em ambientes desfavoraveis por
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longos periodos e crescerem rapidamente quando o ambiente se torna favoravel (AKHTARA;
MANNAN, 2020).

Existem alguns fatores que podem limitar o processo de biodegradacéo, tais como: altos
niveis de concentracdo de poluentes, falta de oxigénio, pH desfavoravel, falta de nutrientes
minerais, baixa umidade, temperaturas desfavoraveis e competitividade bioldgica (ZHANG et
al., 2020). Com as técnicas de biorremediacdo, esses fatores podem ser ajustados, formando um
ambiente propicio para que 0S microrganismos biodegradadores naturais crescam
adequadamente. Em ambientes que possuem baixa quantidade desses microrganismos ainda
pode haver a inoculacdo de microrganismos aldctones, promovendo o aumento da
biodegradacdo (AZUBUIKE; OKPOKWASILI; CHIKERE, 2016; MARIANO, 2006;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A estrutura quimica das moléculas dos poluentes como tamanho e presenca de grupos
funcionais, influenciam na biodegradacdo, pois determina o comportamento da substancia no
solo, as rotas metabdlicas e a absor¢do por microrganismos (LEONEL et al., 2010).
Caracteristicas do solo como porosidade e a textura também precisam ser analisados no
processo de biorremediacdo (ZHANG et al., 2020; MUTECA, 2012).

Diante disto, é importante que haja uma analise particular do tipo e da quantidade do
contaminante, assim como avaliacGes de ordem bioldgica, geoldgica, geofisica e hidroldgica
do local contaminado. Deve ser analisado também os possiveis efeitos colateriais. As primeiras
avaliacbes biologicas ocorrem em laboratérios, caracterizando 0S microrganismos
biodegradadores naturais do local, bem como seu metabolismo e interagdo com o poluente, a
fim de encontrar formas de otimizar a biodegradacdo (AZUBUIKE; OKPOKWASILI;
CHIKERE, 2016; MORAIS FILHO; CORIOLANO, 2016; MUDHOOet al., 2019).

Os processos de biorremediacdo sdo divididos em dois tipos: in situe ex situ, existem
varios tipos de técnicas, algumas podem ser aplicadas tanto in situ como ex situ
(GHANGREKAR, SATHE, CHAKRABORTY, 2020).

3.2.1 Biorremediacao in situ e ex situ

Na biorremediacéo in situ ndo ha remocao do material contaminado, sendo o tratamento
realizado no proprio local onde h& a contaminagdo. Dispde de processos que vao desde a
insercdo de oxigénio e nutrientes, até a adicdo de organismos especificos para cada tipo de
contaminante. Esta técnica diminui os custos e evita distlrbios ambientais associados a

movimentacOes de dgua e solos contaminados para outros locais destinados ao tratamento, em
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contrapartida o processo de descontaminacdo pode ser mais lento (MUDHOO et al., 2019;
MORAIS FILHO; CORIOLANO, 2016).

Ja na biorremediacdo ex situ o material contaminado € retirado do solo ou efluente de
onde apresenta a contaminacéo e posteriormente levado para ser tratado em outro local, como
no laboratorio, por exemplo. Esta prética ¢é realizada quando existem riscos de contaminagdo
de pessoas e do ambiente proximo do solo a ser biorremediado, caracteristicas desfavoraveis
do local contaminado, presenca de altas concentragcdes e dos tipos de contaminantes a ser
biodegradado. Esta técnica possui vantagens por se ter um maior controle dos niveis de
temperatura, oxigénio, nutrientes e pH. Apresenta também uma maior versatilidade quanto ao
tratamento de diferentes contaminantes e tipos de solo (BALSEIRO-ROMERO et al., 2019).
No entanto, o transporte do solo contaminado promove custos mais elevevados, comparados
com os procedimentos in situ (GHANGREKAR, SATHE, CHAKRABORTY, 2020).

3.2.2 Biorremediacao intriseca

Consiste em uma atenuacdo natutal monitorada sem adicdo de outros nutrientes ou
microrganismos (FRIAS; SANTOS, 2020). E utlizado apenas 0s microrganismos presentes na
microbiota do local contaminado, também chamados de autdctones, que possuem capacidade
de biodegradar os poluentes, usando-os como fonte de carbono (MORAIS FILHO;
CORIOLANO, 2016).

Esta técnica € promissora devido a intervencdo ser minima, mantendo equilibrio
ambiental. Mas por depender apenas dos processos naturais, este método torna-se lento, o que
exige 0 uso em conjunto de outras técnicas bem como o monitoramento por um longo periodo
de tempo (AZUBUIKE; OKPOKWASILI; CHIKERE, 2016; CARNEIRO; GARIGLIO, 2010).
Para que a biorremediacdo intriseca seja eficaz, € necessario um maior aprofundamento das
caracteristicas geologicas, hidrologicas e biologicas do local a ser tratado (MARIANO;
ANGELIS; BONOTTO, 2007).

3.2.3 Bioestimulo

Na biorremediacdo por bioestimulo € adicionado tanto populagdes de microrganismos
autoctones, como nutrientes organicos e inorganicos, com o intuito de promover uma maior
efeciéncia e rapidez nas taxas de biodegradagcdo. Vale ressaltar que assim como a

biorremediacdo intriseca, € necessario que no local haja microrganismos biodegradadores do
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poluente. Também sdo regulados pH, temperartura e aera¢do, promovendo a correcdo de fatores
limitantes. Este processo pode ser realizado tanto in situ como ex situ (THAPA; KUMAR,;
GHIMIRE, 2012, WU et al., 2019).

3.2.4 Bioaumento

Esta técnica pode ser realizada tanto in situ quanto ex situ. Consiste na inoculacao de
microrganismos com alto potencial de degradacdo (MUDHOO et al., 2019). Este processo €
indicado para locais que ndo possuem ou possuem em poucas quantidades 0s requisitos
necessarios para que o processo de degradacdo ocorra (MARIANO, 2006). Também podem
ser fornecidos ao ambiente: nutrientes, regulacédo de pH e temperatura para promover condicdes
minimas aos microrganismos inoculados (COUTINHO et al., 2015).

A inoculacdo de microrganismos pode ser realizada tanto por microrganismos
autoctones por meio do isolamento e selecdo a partir de amostras do ambiente a ser tratado,
como microrganismos aldctones que ndo fazem parte da microbiota do ambiente, sendo
coletado a partir de material ex situ disponivel em colecdo de culturas ou outras fontes
(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Para a realizagdo do processo de bioaumentacdo deve-se considerar 0s seguintes
aspectos: a aprovacao do 6rgdo ambiental competente, sua eficiéncia e inocuidade ao ambiente
e se 0s microrganismos aplicados estdo em sinergia, sem interferir nos processos ecoldgicos e
biogeoquimicos naturais (MARIANO, 2006).

3.2.5 Landfarming

E uma técnica que consiste na aplicacdo do contaminante seja na forma liquida ou
solida (solo contaminado), na camada superior do solo (aravel), que contétm 90% dos
microrganismos biodegradadores. Os rejeitos sdo incorporados ao solo por aracao e gradagem.
As condicdes fisico-quimicas do solo como niveis de dgua, aeracdo e nutrientes, sdo ajustados
para maximizar a atividade microbiana heterotrofica (LACERDA; NAVONI; AMARAL, 2019;
MOREIRA; MARQUES, 2019). A area do tratamento é permeabilizada com geomanta e argila
compactada para evitar a infiltracdo do chorume no subsolo (WEBER; SANTOS, 2013).

Pode-se também bioaumentar o solo com microrganismos biodegradadores e adicionar
surfactantes, com o intuito de potencializar a degradacdo. Esta técnica pode ser realizada tanto

in situ como ex situ, mas se existirem riscos de contaminacdo subsuperficial do solo, o
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tratamento deve ser apenas ex situ (JACQUES et al., 2007). As desvantagens sdo a grande
demanda por espago fisico, devido ao tratamento de camadas ndo muito espessas e a

necessidade de se impermeabilizar grandes areas (BERGER, 2005).

3.2.6 Biorreatores

Diferente dos demais, o tratamento € realizado em um espaco fechado, o reator. Com
este tipo de ambiente é possivel monitorar em tempo real as concentracbes de oxigénio,
nutrientes, teor de dgua, temperatura e pH, tornando a biodegradacdo mais rapida e eficiente
(AZUBUIKE; OKPOKWASILI; CHIKERE, 2016; BALSEIRO-ROMERO et al., 2019). O
espaco pequeno também propicia maior disponibilidade de contaminantes aos microrganismos
degradadores e uma maior homogeneidade do solo, facilitando também a biodegradacéo
(RIZZO et al., 2007).

Em contrapartida, sdo necessarios maiores custos para a realizacdo deste tratamento, por
causa do deslocamento do material coletado, seguido de um alto valor energético e da
necessidade de tecnologias para a construcdo e funcionamento dos biorreatores (BERGER,
2005; BALSEIRO-ROMERO et al., 2019).

3.2.7 Compostagem

Baseia-se no tratamento termdéfilo de solos e residuos contaminados, em que é misturado
com materiais de base vegetal como palhas, pedacos de grama, madeira, folhas e serragem. Esta
mistura favorece o aumento da permeabilidade do solo, da taxa de transferéncia de oxigénio e
da fonte de carbono para microrganismos presentes no solo (RI1ZZO et al.,2007), bem como
reaproveitamento de residuos organicos, reducdo da poluicdo e contaminacdo do meio
ambiente, além de vetores de doencas que se proliferam durante a decomposicdo da matéria
organica (LACERDA; NAVONI; AMARAL, 2019).

Neste caso, 0 solo contaminado € removido do local de origem e colocado na forma de
pilhas em um ambiente que haja controle da lixiviagdo e do escoamento superficial do chorume
originado dessas pilhas. E a biodegradacdo ocorre por meio dos microrganismos aerobios
presentes no local, transformando os contaminantes organicos em diéxido de carbono e agua
(JACQUES et al., 2007). E bastante utilizado no tratamento de compostos organicos do residuo
solido urbano, afim de propiciar a reducdo desses residuos em aterros sanitarios e a emisséo de

gases de efeito estufa (VELHO et al., 2021), mas também pode ser utilizada no tratamento de
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solos contaminados com compostos organicos téxicos, como Hidrocarbonetos arométicos
policiclicos (PAHS), agrotdxicos e explosivos, desde que seja bem controlado os parametros
fisicos, quimicos e biologicos, lixiviacdo, volatilizacdo e escoamento superficial
(BERTICELLI et al., 2016). Os custos dependem da quantidade de solo que vai ser tratado, o
tipo de contaminante e do projeto que serd aplicado (COUTINHO et al., 2015).

3.2.8 Biopilhas

Alguns autores consideram compostagem e biopilhas sinbnimos por serem técnicas
semelhantes. O processo ocorre por meio da construcdo de células ou pilhas de solo
contaminado com o intuito de estimular a atividade microbiana aerdbia dentro dessas pilhas
através de uma aeracdo eficiente. Podem ser adicionados agua e nutrientes como fontes de
nitrogénio e de fdsforo para melhorar a atividade microbiana. Tambeém é necessario que haja
um controle da lixiviagdo para evitar contaminacdo de outros ambientes. Geralmente sdo
recobertas por plastico para evitar a liberacdo de contaminantes para a atmosfera, bem como
protegé-las das variac@es climaticas (MUTECA, 2012; MOREIRA; MARQUES, 2019).

3.4 Fungos

Fungos sdo organismos eucariotos, heterotréficos, subdivididos em unicelulares
(leveduras) e pluricelulares (filamentosos). Apresenta diversidade filogenética e funcional nos
mais diversos ecossistemas, sendo considerados ubiquos (GROSSART et al., 2019). Sao
encontrados na &gua, ar, solo, plantas, animais, alimentos e no préprio ser humano,
comportando-se como saprofitos, parasitas ou simbiontes (KOUR et al., 2019). A temperatura
ideal para a qualidade de seu crescimento é de 20 a 30°C, com umidade em torno da saturacdo
e pH em torno de 5 a 6. Para 0 crescimento de suas estruturas vegetativas preferem pouca
luminosidade, mas muitas especies necessitam de luz durante a formacdo das estruturas
reprodutivas (MORAES; PAES; HOLANDA, 2010).

Os fungos tém um papel fundamental na decomposicao do solo, conseguem resistir a
diversas variacoes, devido a alta plasticidade e producédo de enzimas extracelulares. Além de
degradar a matéria organica, algumas espécies conseguem degradar substancias toxicas, como
xenobidticos, metais pesados e poluentes recalcitrantes (BOKADE; PUROHIT; BAJAJ, 2021).
Além de serem decompositores e contribuir para a ciclagem de nutrientes, também realizam

associagfes mutualisticas com outros organismos, como algas e plantas, formando liquens e
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micorrizas, respectivamente. Existem espécies que vivem como comensais na microbiota
humana e de outras espécies de animais (SCHUNEMANN et al., 2021). Também s&o
importantes para a economia e melhoria da vida humana em diversos ambitos, tais como:
farmacologia, biotecnologia, agricultura, medicina, industria alimenticia, dentre outros (HYDE
etal., 2019).

A classificacdo taxonémica fungica é realizada principalmente de acordo com
caracteristicas citoldgicas, morfologicas e fenotipicas. Com o avanc¢o da tecnologia, atualmente
existem metodos mais modernos e eficientes que foram acrescentados na identificacdo dos
fungos, como técnicas bioquimicas e moleculares, obtendo maior precisdo nas complexas
relacOes filogenéticas (BROOKS, 2014; MORAES; PAES; HOLANDA, 2010).

Os fungos obtém energia a partir da absorcdo de nutrientes soltveis simples, devido
sua parede celular ser bastante rigida. Impulsionam enzimas aos substratos onde colonizam e
absorvem os nutrientes atraves da parede e membrana celular por difusdo, por meio de um
fluxo citoplasmatico. A transformacdo do nutriente da-se por oxidacdo desses nutrientes,
como compostos organicos carbonados (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2005; SILVA;
COELHO, 2006).

Produzem metabdlitos primarios (&cido citrico, etanol e glicerol) e secundarios, sendo
que alguns sdo importantes para a farmacologia e biotecnologia, como a produgéo
de antibidticos (penicilina) (ALVES et al., 2020; OLIVEIRA, 2019). Mas também existem
metabolitos secundarios maléficos, como as micotoxinas, tendo como consequéncias diversas
patologias alérgicas, embora que para os fungos desempenham um papel de defesa (ARRUDA,;
BERETTA, 2019).

3.4.1 Leveduras

Levedura se refere a qualquer fungo que se reproduz por brotamento. S&o classificadas
em Hemiascomycetes, da divisdo Ascomycota, e Hymenomycetes e Urediniomycetes, da
divisdo Basidyomycota. S&o unicelulares, ndo melanizados, brancos ou avermelhados. E
comum a formacdo de pseudomicélio, inclusive, algumas espécies produzem talos, hifas,
células em brotamento e artroconidios (DE HOOG et al., 2002).

A diversidade e a atividade das leveduras sdo reguladas tanto por fatores bioticos
(plantas e outros organismos), como abioticos (pH, umidade, salinidade, estrutura e temperatura
do solo) (MOREIRA, 2019). Quanto a vegetacdo, em solos agricolas por exemplo, as leveduras

ascomicetos sdo predominantes, aumentando a propor¢do com 0 manejo da terra. A
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monocultura e a introducdo de produtos quimicos podem afetar negativamente no equilibrio
desses microrganismos (YURKOV, 2018).

3.4.2 Utilizacao de leveduras como bioindicadoras de poluicéo

Por estarem comumente associadas a presenca de fezes humanas e de animais, e terem
capacidade de sobreviver em ambientes contaminados, as leveduras, como espécies do género
Candida, sdo de interesse em pesquisas, pois correlacionam a degradacdo ambiental as
atividades antropicas, tais como esgotos domésticos, efluentes industriais e agricolas
(HAGLER, 2006). Séo também usadas como bioindicadores de contaminacdo ambiental,
conforme estudos realizados por Paiva et al. (2020) e Medeiros et al. (2008). Brilhante et al.
(2015) ressaltam que apesar de leveduras serem onipresentes e consequentemente nao
possuirem um habitat especifico, sdo sensiveis a mudancas ambientais, provocando alteracdes
fenotipicas como a superexpressdo de efeitos bombas de efluxo para desintoxicacdo celular,
indicando presenca de compostos quimicos em ambientes contaminados. Com isso, espécies de
leveduras que resistem e se adaptam a esses ambientes inospitos, também podem ser utilizadas
como bioindicadoras de qualidade de ambientes.

As leveduras mais comumente isoladas nesses ambientes alterados pertencem aos
géneros Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces, Trichosporon e Candida com destaque
para as espécies C. .famata, R. mucilaginosa e C. laurentii, que tém sido consideradas
bioindicadoras de poluicdo (MEDEIROS et al., 2008).

3.4.3 Resisténcia das leveduras na presenca de agrotoxicos

A capacidade de rapida multiplicacdo e a diversidade dos fungos fornece oportunidade
para a selecdo de linhagens resistentes surgidas espontaneamente. Em uma populacéo de fungos
fitopatogénicos sensiveis a um determinado composto quimico, células com menor
sensibilidade ao produto surgem devido & muta¢do ou outro mecanismo de variabilidade dos
seres vivos. Ao longo dos anos, o uso intensivo de agrotoxicos promove a resisténcia de fungos
que fazem parte daquela microbiota (PARREIRA; EVES; ZAMBOLIM, 2009).

Paiva et al. (2020) ao isolarem cepas do género Candida da mata nativa e em areas de
cultivo, verificaram que Candida guilliermondii, seguida de Candida parapsilosis sensu lato e
Candida albicans apresentavam resisténcia ao fluconazol. A mata nativa apresentou o maior

numero de isolados ao fluconazol, com 35% em relacdo a 15% de resisténcia na area de cultivo,
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sugerindo contaminacdo por agroguimicos em longas distancias, inclusive em ambientes ndo
cultivaveis. Castelo-Branco et al. (2020) também obtiveram resultados similares ao encontrar
cepas de Candida spp. resistentes aos azois (fluconazol e intraconazol).

Sidrim et al. (2021) identificaram leveduras do género Candida de solos agricolas
cultivados com fungicidas azélicos e analisaram a presenca de biofilmes resilientes a
antifungicos clinicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B) e agricolas
(tetraconazol e tebuconazol). Foi concluido que espécies de Candida que fazem parte da
microbiota dos solos agricolas estudados, sdo produtoras de biofilme resistentes a azois. Foi
sugerido que a exposi¢cdo continua a fungicidas azélicos em solos agricolas pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia de Candida spp., como consequéncia de pressdes seletivas,
fator que pode contribuir para a selecdo de espécies resistentes também a drogas clinicas,
trazendo riscos aos humanos e outros animais que estdo em contato com solos colonizados.
Vale ressaltar também que espécies identificadas pertencem as espécies C. parapsilosis sensu
stricto, C. metapsilosis, C. albicans, C. tropicalis e C. fermentati, que sdo descritas como
patdgenos oportunistas de humanos e/ou outros animais. Pode-se observar que a aplicacédo de
agrotoxicos também promove riscos de desiquilibrios na microbiota, efetando todo o
ecossistema.

Como foi dito anteriormente, os fungos, dentre eles as leveduras, quando presente em
ambientes indspitos sdo capazes de desenvolver mecanismos adaptativos que lhes atribuem
resisténcia a produtos toxicos, de forma que suas espécies perpetuem. Chen et al. (2009)
isolaram de um solo contaminado, uma cepa do género Candida resistente ao Metsulfuron-
metil (herbicida sulfonilureia), coletado na provincia de Jiangsu, China, sendo apresentada
como uma nova espécie, Candida mengyuniae sp. O primeiro indicio de que uma levedura
possui capacidade de biodegradar agrotoxico, € sendo resistentes a eles. Mas é necessario
avaliar todo o contexto de como ela adquire essa resisténcia, sendo preciso realizar testes de
degradacdo, como avaliar se sua sobrevivéncia esta relacionado a assimilacdo de carbono e
nitrogénio em contato com essas substancias toxicas.

Vadkertiova e Slavikova (2011) estudaram o efeito de nove agrotoxicos diferentes no
crescimento de leveduras isoladas das folhasde arvores frutiferas e florestais. Quatro inseticidas
(tiaclopride, deltametrina, lambdacialotrina e tiametoxam) e cinco fungicidas (bitertanol,
cresoxim-metil, mancozebe, trifloxistrobina e cupricooxicloreto) foram testados. As cepas de
levedura isoladas das folhas das arvores frutiferas ndo eram sensiveis a nenhum dos inseticidas,
ja as cepas isoladas de arvores da florestas apresentaram algumas espécies sensiveis. Enquanto

Rhodotorula mucilaginosa e Pichia anomala ndo foram afetadas por nenhum inseticida, as
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cepas de Cryptococcus laurentii e Rhodotorula glutinis apresentaram maior sensibilidade. Ja
com relacgdo aos fungicidas as cepas mais resistentes também pertenciam as folhas das arvores
frutiferas, como espécies Metschnikowia pulcherrima, Pichia anomala e Saccharomyces
cerevisiae, enquanto Cryptococcus albidus e C. laurentii, originarios de folhas de arvores
florestais, mostraram maior sensibilidade. Concluiu-se que as cepas isoladas das folhas de
arvores frutiferas que séo tratadas regularmente com agrotoxicos, adquiriram mecanismos de
resisténcia contra 0s mesmos. Pode-se percerber esta resisténcia até em cepas de mesma especie
como Cryptococcus laurentii.

Slavikova e Vadkertiova (2003) apresentaram resultados similares ao estudo acima,
onde avaliaram o crescimento de leveduras isoladas de solo agricola com a presenca de seis
agrotoxicos diferentes: dois herbicidas (com as substancias ativas de lactofenol e metazacloro),
dois fungicidas (fluguinconazol e procloraz) e dois inseticidas (cipermetrina + clorpirifés e
triazamato). Os compostos metazacloro, cipermetrina + clorpirifés e triazamato ndo
apresentaram inibicdo de leveduras mesmo em concentracdes altas 18, 0,5 +0,57 e 0,06 mm,
respectivamente. As cepas do género Cryptococcus foram mais sensiveis a agrotoxicos,
enquanto as cepas da espécie Cystofilobasidium capitatum, Debarymyces occidentalis var.

occidentalis e Trichosporon cutaneum foram os mais resistentes.

3.4.4 Aplicacédo de leveduras em processos de biodegradacao

As células de leveduras apresentam um bom sistema enzimatico, alta eficiéncia
metabdlita e pouca exigéncia nutricional, além de resistirem a acidez, alta temperatura e pressao
osmatica, sdo consideradas tolerantes a condig¢Oes desfavoraveis, tendo facilidade de adaptar
em ambientes adversos (QADIR, 2019).

A biodegradacéo das leveduras ocorre por meio da absorcéo de nutrientes retirados do
meio durante a decomposic¢éo da materia organica. A assimilacdo de carbono e nitrogénio € a
habilidade que uma levedura tem de crescer aerobiamente na presenca de determinado agucar
(fonte de carbono) e/ou de algum composto nitrogenado, fornecido como Unica fonte de energia
(SIDRIM; ROCHA, 2004). Ambos séo elementos essenciais para o seu desenvolvimento e
crescimento. Em contato com os poluentes, 0os microrganismos metabolizam os compostos
organicos presentes, utilizando-os como fontes de energia, contribuindo entéo na reducdo das
concentragdes dessas substancias ao longo do tempo (ROBB; MOYER, 2001).

Isiaet al. (2019) investigaram o potencial da levedura Pichia kluyveri FM012 para

Degradacédo de Diclorodifeniltricloroetano (DDT). Este estudo constatou que em condigcfes
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ideais (pH 7, temperatura de 25 °C, velocidade de agitacdo a 150 rpm e presenca de glicose) a
levedura biodegradou 92% do agrotoxico na concentracdo de 40 mg/L em meio liquido, sendo
utlizada como fonte de nitrogénio. Han et al. (2019) comprovaram que a levedura Clavispora
lusitaniae pode degradar 74% de 200 mg/L do herbicida pendimetalina. Nos estudos de
Derbalah, Banna e Allah (2021) a C. Tropicalis degradou 98% da concentracdo inicial do
fungicida metalaxil (5 mg/L) em 36 dias, a 30 °C e pH 7.

Wang et al. (2012) concluiram com seus experimentos que a levedura Yarrowia
lipolytica foi capaz dehidrolisar o metil paration, e em condic¢des consideradas ideais (OD
600nm = 2,6, substrato com concentracdo = 100 mg/L e temperatura 40°C) foi hidrolizado
90,8% de metil paration em 30 minutos. Em condigdes semelhantes com mudancas de pH, a
hidrolise ocorreu entre 98,7% (agua da torneira - pH 9,5), 97% (agua da torneira - pH 6,8),
96,5% (agua do mar - pH 9,5) e 94,4% (agua do mar natural - pH 8,2), mostrando eficécia na
remocdao do agrotoxico.

Xu et al., (2007) também obtiveram resultados satisfatorios ao mineralizar o clorpirifos
utilizando o Trichosporon sp. isolado de lodo ativado, degradando 50 mg de clorpirifos dentro
de 7 dias. Zhou, Liu e Zhao (2015) concluiram que leveduras comestiveis sdo potentes ao
degradar compostos organofosforados, dissipando clorpirifos, diclorvds, forato e triclorfon
presentes no trigo.

Mesmo sabendo da potencialidade de leveduras em biodegradar agrotoxicos presentes
no solo, ainda existem poucos estudos que mostram seu uso em processos de biorremediacao
em solos contaminados por agrotoxicos. Desse modo, é necessario novas pesquisas para a
descoberta de leveduras com potenciais biotecnoldgicos, e posteriormente (teis em processos

de biorremediag&o.

3.4.5 Sensibilidade antifungica e bombas de efluxo

A resisténcia de muitos microrganismos, como bactérias e leveduras, da-se por meio de
bombas de efluxo, com o0 bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o
extracelular. As bombas de efluxo sdo formadas por proteinas transmembranicas que atuam
como transportadores e tem como finalidade traduzir ativamente compostos através das
membranas celulares. Estdo divididas em dois grupos com base na sua estrutura e tipo de
energia que utilizam para o transporte de varias moléculas: o primeiro grupo pertence a familia
ABC (ATP Binding Cassettee) realiza a degradacdo da ATP para obter energia, 0 segundo séo

compostas por proteinas MFC (Major Facilitator Superfamily) que obtém energia por um
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gradiente de concentracdo de prdtons presentes em membranas bioldgicas (CANNON et al.,
2009).

Castelo-Branco et al. (2020) ao avaliar a resisténcia aos azoéis (fluconazol e
intraconazol) mediante o envolvimento de bombas de efluxo em Candida spp, e ao comparar
os valores de corte epidemioldgicos antifingicos (ECVs) contra C. albicans e C. tropicalis de
humanos e animais, concluiram que os mecanismos mediados por efluxo estédo envolvidos na
resisténcia aos azois em Candida spp. Ressaltou também que os ECVs em animais eram
maiores que as de humanos, apontando assim a existencia também de condutores ambientais de

resisténcia em resposta da exposi¢do de contaminantes em seus habitats.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Revisao Sistematica da Literatura - RSL

Foi utilizado o Methodi Ordinatio para a realizagao da revisdo sistematica. E um método
de busca e coletas de artigos cientificos que auxilia na elaboracdo de um portifélio. O Methodi
Ordinatio seleciona artigos de acordo com sua relevancia cientifica, avalia trés critérios
importantes em um artigo: o fator de impacto da revista em que o artigo foi publicado, o nimero
de citagdes até a execucdo da pesquisa e 0 ano de publicacdo. Essa ordenacdo é feita por meio
da aplicacdo do Index Ordinatio (InOrdinatio). E um considerado um método pratico e eficaz,
apresenta nove fases (PAGANI; KOVALESKI; RESENDE, 2015).

Neste estudo foram aplicadas todas as etapas do Methodi Ordinatio, tornando esta pesquisa
mais criteriosa e completa. Mesmo com a aplicacdo do InOrdinatio para a obtencdo de uma
classificacéo cientifica, foi lido o resumo de todos os artigos para a selecdo e analises de todos

relacionados ao tema.

4.2 Aplicagédo do Methodi Ordinatio no presente estudo

Neste topico sdo apresentadas as nove etapas da aplicacdo do Methodi Ordinatio na

pratica:

ETAPA 1 - Inten¢do da Pesquisa

O intuito do estudo € investigar o uso de leveduras na biodegradacdo de agrotdxicos
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bem como sua aplicacdo em processos de biorremediagdo, em uma escala temporal de 10 anos.

ETAPA 2 — Pesquisa preliminar

De inicio as pesquisas foram realizadas com palavras chaves individuais e também com
varias palavras-chave ao mesmo tempo, com a presenca de pelo menos uma delas no titulo.
Mas com o intuito de especifica-la, optou-se que em cada busca fosse utilizado duas a trés
palavras-chaves com comandos booleanos and e aspas, contendo todas obrigatoriamente no
titulo. As buscas foram afuniladas, do mais abrangente ao mais especifico, para assim obter
uma pesquisa mais precisa.

A palavra-chave “yeasts” foi colocada em todas as buscas, Visto que apesar de outros
microrganismos serem utilizadas em processos de biodegradacdo de agrotoxicos, o foco do

trabalho é observar apenas as leveduras.
ETAPA 3 — Definicdo das palavras-chaves e base de dados

Ficou delimitado que as palavras-chave seriam de acordo com as conclusdes da etapa 2,
apresentadas no Quadro 3. Foram utilizadas as seguintes bases de dados: Science Direct,
Scopus, Web of Science, Google Academic e Scielo. Estas bases foram selecionadas devido a

sua importancia no meio cientifico e por serem bastante empregadas no Brasil e no mundo.

Quadro 3 — Palavras-chave para a busca de artigos

“yeasts” and “pesticides”

“yeasts” and “bioremediation”

“yeasts” and “biodegradation”

“yeasts” and “contaminated soil”

“yeasts” and “bioremediation” and “contaminated soil”

“yeasts” and “pesticides” and “biodegradation”

“yeasts” and “bioremediation” and “contaminated soil” and “pesticides”

Elaborada pela autora (2021)
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Etapa 4- Pesquisa definitiva:

Apos a definicdo das palavras-chave e bases de dados, foi a realizada uma busca
avancada para a selecdo dos artigos, com restricdo de 10 anos (2011 a 2020), com todas as

palavras-chave contidas obrigatoriamente no titulo.

Etapa 5 — Filtragem:

Todos os artigos foram exportados para o programa Mendeley e posteriormente para o
programa JabRef, em que foram identificados e excluidos os artigos duplicados. Apds a
definicdo dos artigos para anélise, foram transportados para uma planilha do Microsoft Excel.

ETAPA 6 — Identificacdo do fator de impacto e das citacbes

O Fator de Impacto (FI) é a medida bibliométrica mais conhecida e usada, indica a
relevancia cientifica de uma revista, geralmente periodica, com base na relacdo entre a média
das suas citaces dos artigos pela quantidade de artigos que ela publica, num determinado
periodo de tempo, geralmente dois anos. Desse modo, o FI de uma revista cientifica de 2019,
por exemplo, é calculado a partir da soma de citagdes dos artigos publicados nos dois Gltimos
anos (2017 e 2018) que foram citados durante 2019, dividido pelo nimero de artigos publicados
pela revista nos anos 2017 e 2018 (ROQUE, 2012).

O FI mais utilizado é o JCR, desenvolvido pela Web of Science mantido pela Clarivate
Analytics. Existe também o CiteScore e SJR, métricas elaboradas pela Scopus, presente na base
de dados da Elsevier, que sdo calculadas anualmente pelo nimero médio de citacdes recebidas
durante o ano, dividido pelos artigos publicados na revista nos trés anos anteriores (AL-
HOORIE; VITTA, 2018; ROQUE, 2012).

O Fator de impacto usado no presente estudo teve como prioridade o Journal Citation
Reports (JCR), do ano de 2019 que é o mais recente. Para os periddicos sem a presenca do JCR
foi usado o fator de impacto CiteScore e SJR (Scimago), respectivamente. E as citacGes dos

artigos foram levantadas por meio da ferramenta Google Académico.

ETAPA 7 — Ordenacéo dos artigos por meio da equacéo InOrdinatio

O InOrdinatio é considerado um método multicriterioso capaz de avaliar a relevancia
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dos artigos cientificamente, por meio do fator de Impacto, ano de publicacdo e numero de
citagdes, ordenando do maior para o menor. Este célculo é feito para todos os artigos coletados,
de acordo com a Eq. 1:
InOrdinatio = (FI /1000) + (a % (10 - (AnoPesquisa — AnoPublicacéo))) + (CI)

Sendo:
FI: Fator de impacto mais recente do periédico onde foi publicado;
1000: Valor ja apresentado na equacéo. E utilizado para normalizar e diminuir o valor do Fl
para que ndo ultrapasse de 5 digitos. Essa divisao ocasiona pouca intereferéncia na equacao.
a: Fator de ponderacdo do ano de publicacéo do artigo encontrado para a pesquisa. Pode variar
de 0 a 10, quanto maior o valor, maior a importancia da atualidade do artigo. Neste estudo foi
0 utilizado o nimero 10, pois o tema € considerado atual e a busca foi realizada em uma escala
temporal dos ultimos 10 anos (2011 a 2020), atribuindo relevéncia ao ano de publicacdo dos
artigos.
10: Valor que ja é dado na equacéo. E atualidade do artigo, 10 anos é o recorte ideal para se
trabalhar em uma pesquisa;
AnoPesquisa: Ano em que esta sendo realizada a pesquisa dos trabalhos nas bases de dados.
No nosso estudo foi o utilizado 2021;
AnoPublicacéo: Ano de publicagéo do artigo selecionado;
Cl: Numero total de citaces que o artigo obteve até 0 momento da pesquisa.

Esta equacdo foi aplicada para todos os artigos presentes na planilha do Excel, onde

foram ordenados do maior para 0 menor valor de relevancia.
ETAPA 8 e 9 — Localizacao dos artigos em formato integral, leitura e anélises.

Todos os artigos foram encontrados na integra. Inicialmente, foi realizada uma triagem
com a leitura dos resumos coletados, com o intuito de verificar os artigos que tem relacdo com
0 tema “Biodegradagdo de agrotoxicos por leveduras”. Os artigos que apresentavam estudos
distintos do tema em questao foram excluidos, e os relacionados ao tema foram lidos na integra.

4.3 Estudo de Prospecgdo

A pesquisa de patentes foi realizada pelo Orbit Intelligence, utilizando as mesmas

palavras-chave e 0 mesmo periodo temporal da busca de artigos nas bases de dados.



40

A plataforma Orbit Intelligence permite a busca e analise de informag6es contidas em
patentes, com a opcao de geracdo de gréficos, mapas e diagramas. Esta ferramenta promove a
otimizacdo da classificacdo e integracdo de produtos, importacao e verificacdo de dados para
formacdo de portfolio, atualizacBes bibliograficas, inventores e outras informacdes
(OLIVEIRA, 2017).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Revisdo Sistematica pelo Methodi Ordinatio

Na pesquisa preliminar, as buscas realizadas com palavras-chave individuais e com
varias palavras-chave ao mesmo tempo, foi possivel perceber que em ambas surgiram muitos
artigos sem nenhuma relagdo com o tema. Também foi observado poucos estudos envolvendo
“Biodegradagdo de agrotdxicos por leveduras”. Foram coletados 232 artigos. O Quadro 4

apresenta o quantitativo de artigos encontrados nas bases de dados.

Quadro 4 —Resultado dos artigos encontrados nas bases de dados

Base de Dados Artigos encontrados
Science Direct 18
Scopus 102
Web of Science 89
Google Academic 23
Scielo 0
Total 232

Elaborada pela autora (2021)

Dos 232 artigos, 136 foram identificados como duplicatas, restando 96 para serem
analisados. Foram lidos os resumos dos 96 artigos afim de verificar os que tinham relagdo com
o0 tema. A partir desta analise, resultaram 11 artigos que por sua vez foram lidos na integra. O
Quadro 5 apresenta os 11 artigos selecionados na ordem de relevancia de acordo com a

classificacdo do método In Ordinatio.
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Quadro 5 — Apresentacdo dos artigos analisados e suas respectivas informagdes ja com a
classificacdo do InOrdinatio (continua)

N° Author Title Fi Ci | Year | Journal In
Ordina
tio
22 Bempelou, | Biodegradation of | 2,535 |11 | 2018 | Ecotoxi- | 81,003
E.D.etal. | chlorpyrifos and 3,5,6- cology
trichloro-2-pyridinol by
the  epiphytic  yeasts
Rhodotorula glutinis and
Rhodotorula rubra
35 | Chen, S. et | Microbial detoxification | 2,740 | 62 | 2012 PLo0S 72,003
al. of bifenthrin by a novel One
yeast and its potential for
contaminated soils
treatment
37 Salam, Biodegradation of lindane | 2,477 |51 | 2013 World | 71,002
J.A.etal. | using anovel yeast strain, Journal
Rhodotorula sp of
VITJzNO3 isolated from Microbio
agricultural soil logy and
Biotechn
ology
56 Salam, Lindane degradation by | 2,477 |24 | 2014 World | 54,002
JA; Das, | Candida VITJzNO4, a Journal
N. newly isolated yeast of
strain from contaminated Microbio
soil:  Kinetic  study, logy and
enzyme analysis and Biote-
biodegradation pathway chnology
59 Chen, F. et | Enhanced biodegradation | 1,528 | 14 | 2015 Annals | 54,002
al. of polychlorinated of
biphenyls by defined Micro-
bacteria-yeast consortium Biology
67 Dordevi&c | Stability of the pyrethroid | 2,614 | 24 | 2013 Journal | 44,003
acute;, pesticide bifenthrin in of the
T.M. etal. | milled wheat during Science
thermal processing, yeast of Food
and lactic acid and
fermentation, and storage Agricult
ure
74 | Abigail, Atrazine degradation in | 1,400 |16 | 2013 Journal | 36,001
E.A; liquid culture and soil by of
Abdul a novel vyeast pichia Applied
Salam, J.; | kudriavzevii strain Atz- Pharmac
Das, N. EN-01 and its potential eutical
application for Science
bioremediation
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Quadro 5 — Apresentacdo dos artigos analisados e suas respectivas informacdes ja com a
classificacdo do InOrdinatio (conclusao)

76 | Zaharia, Yeast biodegradation of | 0,765 |14 | 2013 | Romania | 34,001
M. et al. some pesticide n
dinitrophenols Biotechn
ological
Letters
77 Salam, Enhanced biodegradation | 1,992 | 12 | 2013 Journal | 32,002
JA.; Das, | of lindane using oil-in- of
N. water bio-microemulsion Microbio
stabilized by logy and
biosurfactant produced by Biotechn
a new yeast strain, ology
Pseudozyma VITJzNO1
81 | Zaharia, Biodegradation of | 1,755 |8 2013 Revista | 28,002
M. et al pesticides DINOCAP and de
DNOC by yeast Chimie
suspensions in a batch
system
84 Bempelou, | Biodegradation of | 1,200 |5 2013 | Hellenic | 25,001
E.D.etal. | diazinon by the epiphytic Plant
yeasts Rhodotorula Protectio
glutinis and Rhodotorula n Journal
rubra

Elaborada pela autora (2021)

A numeracdo presente na coluna 1 do Quadro 5 refere-se a colocacéo dos artigos dentre
0s 96 que foram analisados para a escolha dos mais relevantes para o estudo. Observa-se que
mesmo ordenados pelo InOrdinatio, é preciso examinar todos os artigos coletados, visto que as
que as primeiras colocacdes podem nao estar especificamente relacionado com o tema que esta
sendo investigado. Neste estudo houve tanto buscas mais abrangentes como especificas.

Percebe-se que os artigos escolhidos ndo estdo nas primeiras colocagdes. Provavelmente
0S que apresentaram maior peso quanto a Fi e Ci ndo apresentaram todas as palavras-chave
necessarias. Porém, os artigos que citam a degradacdo de agrotoxicos por leveduras
apresentados no Quadro 5, ainda possuem bons Fi, como a revista Ecotoxicology, PLoS One,
World Journal of Microbiology and Biotechnology e Journal of the Science of Food and
Agriculture, reconhecidas em todo o mundo no ramo da biotecnologia e na busca de solugdes
de problemas ambientais globais.

O ano que teve maior nimero de publicacfes foi em 2013, com 7 artigos. Os demais

anos tiveram apenas uma publicacdo (Figura 1).
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Figura 1 — Ano de publicacéo dos artigos coletados

2012 2013 2014 2015 2018

Elaborada pela autora (2021)

A partirdos resultados apresentados no Grafico 1, pode-se perceber um decréscimo de
publicacdes nos Gltimos anos. Mas como esta metodologia é baseada em palavras-chave, alguns
estudos podem ter ficado de fora por ndo as apresentar explicitas no titulo.

Com relagéo aos paises onde foram realizados os estudos, a India se sobressaiu com 4
artigos, seguido da Grécia, China e Roménia com 2 artigos. Sérvia apresentou apenas um

estudo (Figura 2).

Figura 2—Paises de publicacao dos artigos coletados

2
| I .
0

india Grécia China Roménia Sérvia

Elaborada pela autora (2021)

A India é considerada como um dos principais contribuintes de distribuicdo de
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agrotdxicos persistentes organicos do mundo. Com o aumento de fabricantes de agrotoxicos na
india, houve reducdo de 50% do preco, tornando uma opgdo economicamente viavel, e
promovendo consequentemente o aumento do uso pelos agricultores. A india é considerada a
quarta maior produtora mundial, depois dos EUA, Japdo e China. Em contrapartida, foi
observado um aumento de residuos presentes no solo e na &gua. Uma série de pesquisadores
em torno do mundo relataram que agrotoxicos persistentes originarios da india afetam
negativamente até os paises vizinhos. Com isso, constantemente o governo da india estd em
busca de controlar o uso indiscriminado dos agrotoxicos, além do monitoramento e restauracao
de ambientes contaminados (YADAV et al., 2015). Isso explica 0 maior quantitativo de artigos
realizados na India (4 artigos) no periodo em que os estudos foram efetuados (2013).

As leveduras utilizadas nos processos de degradacdo dos agrotdxicos nos artigos
coletados foram: Saccharomyces cerevisiae (3 estudos), Rhodotorula glutinis (2), Rhodotorula
rubra (nomenclatura atual: Rhodotorula mucilaginosa) (2), Rhodotorula sp., (1), Candida
pelliculosa (teleomorfo Pichia anomala), Candida sp. (1), Debaryomyces maramus (1),
Pseudozyma sp. (1) e Pichia kudriavzevii (anamorfo Candida krusei) (1).

Os estudos encontrados apresentam a degradacdo dos agrotoxicos apresentados no

quadro 6.

Quadro 6 — Relagdo dos agrotéxicos analisados nos artigos coletados

Agrotoxico N° de artigos Autores

Lindano 3 Salam et al. (2013); Salam; Das, (2014a);
Salam; Das, (2013a)

Bifentrina 2 Chen et al. (2012); Dordevic et al. (2013)
Dinitrofenois 2 Zaharia et al. (2013a); Zaharia et al. (2013b)
Clorpirifos 1 Bempelou et al. (2013)
Diazinon 1 Bempelou et al. (2018)
Atrazina 1 Abigail, Salam e Das (2013)
1

Bifenilos Policlorados Chen et al. (2012)

Elaborada pela autora (2021)
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5.2.1 Lindano

O Lindano é uma mistura de varios isdbmeros de hexa-clorociclohexano (HCH) que é
produzido industrialmente pela cloracdo fotoquimica do benzeno sob uma luz ultravioleta
(OKEKEET al., 2002). E um agrotoxico organoclorado amplamente utilizado na agricultura,
salde humana e veterinaria, sendo um poluente altamente toxico e persistente. Seus residuos
apresentam um sério risco a saude humana a ao meio ambiente (SAEZ et al., 2015).

Salam et al. (2013) isolaram Rhodotorula VITJzNO3 de um campo de cultivo de sorgo
com aplicacGes de agrotoxicos ha mais de 15 anos, sendo capaz de usar o lindano como fonte
de carbono e energia em condicOes aerdbicas. A mineralizagdo completa do lindano foi
observada @ uma concentracdo inicial de 600 mg/L em um periodo de 10 dias. Salam e Das
(2014a) também isolaram uma cepa de Candida sp. em um cultivo de cana-de-agUcar, onde foi
capaz de degradar eficientemente 600 mg/L de lindano dentro de 6 dias, como Unica fonte de
carbono em meio mineral.

Esses estudos assemelham-se aos de Salam, Hatha e Das (2017) e Salam e Das (2014b)
gue também obtiveram resultados positivos com Candida sp. O primeiro estudo bioaumentou
a levedura na rizosfera da planta Saccharum por inoculacdo radicular, essa biaumentagédo
ocorreu de duas formas, sendo aplicada tanto na forma planctdnica como em células
imobilizadas no bagaco da cana-de-agUcar, proporcionando a degradacdo do lindano (100
mg/kg) em 87% e 95%, respectivamente. Candida sp. melhorou também o crescimento da
planta e na atividade microbiana do solo por ser um eficiente solubilizante de fosfato. O
segundo estudo avaliou a incorporacdo de Candida sp. em um sistema usando nano-oxido de
zinco (n-Zn0O), sendo mais eficaz em comparagdo com as leveduras individuais, resultando na
remocao completa do agrotoxico em 3 dias em uma concentracdo de 600 mg/L. Essa rapida
degradacéo ocorreu devido ao aumento da porosidade e permeabilidade na membrana celular
da levedura, facilitando a entrada do lindano no citoplasma e na decloragdo mediada por n-ZnO.

Salam e Das (2013a) publicaram outro estudo sobre a biodegradacdo do lindano,
isolando a levedura Pseudozyma VITJzNO1 de um campo de milho contaminado com o
agrotoxico. Foi avaliada sua capacidade de produzir biossurfactantes e utilizar o lindano como
unica fonte de carbono e energia. A levedura produziu um biossurfactante glicolipideo MEL, e
as bio-microemuls@es de azeitona 6leo-em-agua (O/W) melhoraram efetivamente a degradacgéo
do lindano em alta concentragdo por Pseudozyma, propiciando o aumento da solubilidade e
biodisponibilidade. A degradacéo de lindano (700 mg/L) por Pseudozyma em meio liquido

aumentou 36% em 2 dias, em comparacdo com a degradacdo em 12 dias na auséncia de bio-
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microemulsdes. No experimento na lama de solo enriquecida com lindano também mostrou
aumento 20-40% de degradacdo melhorada em comparacgéo ao tratamento com glicolipideos ou
a levedura sozinha.

O estudo anterior corrobora com Salam e Das (2013b), em que uma cepa Rhodotorula
sp. VITJzNO3 produziu um biossurfactante glicolipidico identificado como soforolipide por
meio da adicdo de azeite de oliva nas culturas da levedura. A producdo induzida de
soforolipideos pela levedura mostrou atividade de emulsificacdo extracelular e reducédo da
tensdo superficial durante o crescimento em meio mineral, resultando na degradacéo do lindano
(600 mg/L) aumentada em 20%, sendo completamente mineralizado ao final do 5° dia.
Biossurfactantes sdo compostos provenientes de microrganismos como bactérias, fungos ou
leveduras, possuem moléculas anfipaticas constituidas de uma por¢édo hidrofébica e uma porcao
hidrofilica. Apresentam propriedades como reducdo da tensdo superficial, potencial de
emulsificacdo, além de serem considerados biodegradaveis e de baixa toxicidade, comparado
ao surfactante quimico. Dessa forma, tém sido Uteis em processos de degradacdo de poluentes
(TEIXEIRA et al., 2020; PRADO et al., 2015).

5.2.2 Bifentrina

A bifentrina (2-metil-1, 1-bi-fenil-3-y1) -metil-3- (2-cloro-3, 3, 3-trifluoro-1-propenil)
-2, 2-dimetil ciclopropano carboxilato) € um inseticida piretroide bastante usado em cereais,
algoddo, milho, alfafa, plantas ornamentais, vegetais € em algumas frutas contra insetos e
acaros. Ainda sdo usados no controle de pragas residenciais. Sua utilizacdo exacerbada e
consequentemente maior producdo de residuos, apresenta uma amec¢a a salde humana e
ambiental. Além de sua toxicidade, pode ser bioacumulado ou biomagnificado em diferentes
niveis troficos da cadeia alimentar em uma biota, prejudicando todo o ecossistema. A partir
desse pressuposto, ha uma necessidade de desenvolver estrategias eficientes para remover esses
residuos, bem como identificar microrganismos biodegradadores deste agrotoxico (AHMED et
al., 2015; PANDEY; PANT; SIBI, 2014).

Chen et al. (2012) isolaram uma levedura identificada como Candida pelliculosa de
lodo ativado adquirido de um sistema de tratamento de &guas residuais de fabricacdo de
piretroides aerobicos. Foi realizado experimentos em meio liquido sob condic¢des controladas e
em amostras de solo esterelizado e ndo esterilizado, ambos foram adicionados a bifentrina e o
indculo da levedura. Todos os experimentos obtiveram resultados positivos na biodegradacdo

do agrotdxico pela levedura, em diferentes amostras de solos contaminados introduzidos com
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a levedura, 75% do agrotoxico foi eliminado no solo ndo esterilizado e 65 % no solo
esterilizado, no periodo de 10 dias. As condi¢fes 6timas de degradagdo foram determinadas em
temperatura 32,3°C, pH 7,2 e concentracdo de bifentrina 50 mg/Kg. Zhang et al. (2018) também
investigaram a degradacao da bifentrina em cepa isolada de lodo ativado, mas nesse caso foi
isolado uma bactéria do género Pseudomonas. Apds 5 dias de incubacdo, 80,2% de biefentrina
foi degradada. Neste estudo também foi analisado a biodegradacdo clorpirifos, onde o mesmo
foi degradado 74,6%. Foi avaliado a biodegradacao simutanea dos agrotoxicos, resultando na
diminuicdo de biodegradacéo, 71,7% de bifentrina e 69,1% de clorpirifos. E as condi¢des ideais
mais favoraveis foram: temperatura de incubacéo a 30°C, pH 7,0, OD 600nm e concentracao
dos agrotdxicos a 100 mg/L.

Chen et al. (2012) observaram também uma taxa de degradacdo significativamente
maior (p. 0,05) no solo ndo esterilizado do que no solo esterilizado, indicando que o0s
microrganismos autoctones do solo também auxiliaram na biodegradacdo da bifentrina na
presenca da levedura. Sharma e Singh (2012) ao compararem a remogéo da bifentrina em solo
estéril e ndo estéril, constatou que o declinio dos residuos de bifentrina no solo ndo estéril foi
aproximadamente o triplo do que o solo estéril no dia 20 e 30° dia. Vale ressaltar que neste
estudo estava presente apenas microrganismos autdctones nas amostras (presente no solo ndo
estéril), sem a presenca de leveduras ou qualquer outro microrganismo aloctone.

Dordevic et al. (2013) investigaram a utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae
e da bactéria Lactobacillus plantarum em processos de fermentacao na presenca de bifentrina
no trigo moido, onde o experimento foi realizado com os microrganismos individualmente. O
trigo foi esterizado afim de evitar a contaminacdo microrganismos selvagens. Durante a
fermentacdo latica promovida pela bactéria, na concentracdo 0,5 mg/kg de bifentrina houve
reducdo foi de 42% do agrotoxico e em amostras mais concentradas (2,5 mg/kg), no maximo
de 18%. Em contraste, na fermentacdo alcoodlica propiciada pela levedura ndo houve reducao
brusca de bifentrina, apresentando cerca de 19,7% de reducdo em concentra¢do 0,5 mg/kg e
18,9% em amostras mais concentradas (2,5 mg/kg) do agrotdxico.

Dordevic et al. (2016) encontraram resultados diferentes, ao aumentar os limites de
LMR até 10 mg/kg os microrganismos ainda resistiram. N&o houve diminuicéo significativa da
fermentacdo por Lactobacillus, diferente da fermentagdo por Saccharomyces que apresentou
maior degradagéo da bifentrina 11,6 a 17%, comparado com 5,4 a 16% da bactéria, a uma
concentragdo de 7,5 mg/kg. Analisando os dois estudos, pode-se concluir que tanto a
fermentacdo latica como alcoolica na presenca de bifentrina acima do LMR de bifentrina em

trigo, que € 0,7 mg/kg (ANVISA, 2021), torna-se ineficiente na remoc¢édo do agrotoxico, e 0
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excesso do agrotoxico nos alimentos ocasiona sérios riscos a saude humana e o meio ambiente.
Pode-se observar também que apenas a esterilizagdo e armazenamento dos alimentos ndo reduz
0s niveis de agrotoxico, especificamente para a binefrina, sendo considerada estavel durante o

processamento térmico por 15 min até 120°C.

5.2.3 Dinitrofendis

Os nitrofendis sdo usados como intermediarios na producao de medicamentos, corantes,
agrotoxicos, preservativos de madeira e explosivos (HERRERA et al., 2017). Zaharia et al.
(2013a) e Zaharia et al. (2013b), ao realizarem ensaios de biodegradacdo de agrotdxicos
dinitrofenois DNOC, Dinocarp e DNG por Saccharomyces cerevisiae, observaram que a
levedura apresentava potencial de degrada-los em concentragdes variando de 104 M a5 -10°3
M. Os sobrenadantes resultantes foram usados para tratar sementes de trigo em experimentos
de germinacdo, sendo observado padrbes de toxicidade. Esta Gltima informacdo serd melhor
discutida no topico de “metabolitos”.

Alexieva et al. (2008) e Aleksievaet al. (2002) também estudaram a degradacdo de
dinitrofendis por Trichosporon cutaneum, em que constataram a degradacdo completa de 0,7
g/L de 2,6-dinitrofenol apds 24 h e 27 h, respectivamente.

5.2.4 Clorpirifés e Diazinon

Clorpirifés (O, O-dietil O- (3,5,6-tricloro-2-piridil) fosp-horotioato) € um dos
inseticidas organofosforados que possui uma grande demanda no setor agricola, sendo
utilizados mundialmente (BOSE; KUMAR; VO, 2021). Pode ser maléfico quando tocado na
pele, inalado ou ingerido, levando a uma sindrome colinérgica aguda. E também muito toxico
para muitas espécies de passaros, como pombos, e moderadamente para outras, como patos. O
clorpirifés possui certa hidrofobicidade, e consequentemente baixa solubilidade em &gua,
aumentando o tempo de meia vida no solo (SILVA, 2019).

Ja o diazinon (O, O-dietil O-2-isopropil-6-metilpirimidin-4-il fosforotioato) também é
um inseticida organofosforado, contribui no controle de varios insetos prejudiciais na
agricultura e ainda é utilizado como nematicida no solo. E altamente toxico para mamiferos e
outros organismos nado visados presente nos ecossistemas contaminados, sendo necessario tratar
seus residuos, de forma que diminua os maleficios causados ao meio ambiente e a salide humana
(KURADE et al., 2016; HAMAD, 2020). Por ser um composto volatil, quando esta solubilizado
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em corpos d’agua, pode volatizar-se para a atmosfera ou sorver-se no solo e sedimentos
(RODRIGUES, 2009). Segundo Alcantara et al. (2019), ambos foram o0s agrotdxicos
organofosforados mais estudados e usados mundialmente de 2008 a 2018.

Bempelou et al. (2018) e Bempelou et al. (2013) realizaram experimentos tanto in vitro,
como in vivo (em superficies do fruto tomate), utilizando Rhodotorula glutinis e Rhodotorula
mucilaginosa. Ambas as cepas foram isoladas de colinizacdo epifitica presente em plantas
cultivadas: Rhodotorula glutinis de tomateiros enquanto R. Mucilaginosa de morangueiros. O
que diferenciam esses trabalhos séo os tipos de agrotdxicos que foram investigados, Bempelou
et al. (2018) avaliaram a biodegradacdo do clorpirifés enquanto Bempelou et al. (2013) o
diazinon, ambos séo inseticidas e pertencem a classe dos organofosforados.

Nos ensaios de Bempelou et al. (2018), ambas as leveduras degradaram totalmente 25
pg/mL de clorpirifés em 10 dias no experimento in vitro. Em frutos de tomate, a concentracao
de clorpirifos foi diminuida em até 78,4% na presenca de R. glutinis e até 92,2% com a R.
mucilaginosa, no periodo de 30 dias. Nos experimentos in vitro de Bempelou et al. (2013)
ambas as leveduras degradaram totalmente 25 pg/mL de diazinon em 12 a 14 dias. E em frutos
de tomate a concentracdo inicial de diazinon diminuiu em até 88% ao adicionar R. glutinis e até
94% na presenca de R. mucilaginosa, no periodo de 20 dias.

Os estudos citados anteriormente sdo similares aos de Kambiranda et al. (2009) em que
os dois compostos organofosforados foram biodegradados por enzimas produzidas também por
levedura, sendo de outra espécie: Pichia pastori, onde degradou o clorpirifés completamente e
80% do diazinon em 12h a uma concentracdo de 100 mg/L. Outros agrotoxicos também foram
biodegradados: Cadusafés, coumafos, dyfonate, etoprofos, fenamifés, metilparation e paration
a um percentual de até 68, 60, 80, 40, 45, 60, 95e 100%, respectivamente.

Briceno et al. (2016a) analisaram o potencial de culturas mistas Streptomyces sp.
também na degradagdo do clorpirifés, onde 4 cepas AC5, AC9, GAlle ISP13 mostraram a
maior remocdo de clorpirifos (66 a 76%) a 50mg/L. O Diazinon foi degradado em até 62%
também por culturas mistas de Streptomyces sp (BRICENO et al., 2016b).

5.2.5 Atrazina

O herbicida Atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) €
amplamente utilizado para controlar ervas daninhas na agricultura, em culturas de milho, goma,
cana-de-agucar, abacaxi, coniferas, nozes e outros (FERNANDES et al., 2018). Estudos

apontam que gue a atrazina tem efeitos toxicos em algas, plantas aquaticas, insetos aquaticos,
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peixes e mamiferos. A toxicidade e persisténcia da atrazina no ambiente propicia na crescente
busca de linhagens microbianas capazes de degrada-la, e assim promover a descontamingdo de
solos e recursos hidricos (SENE et al., 2010).

Em pesquisas realizadas por Abigail, Salam e Das (2013) a levedura Pichia kudriavzevii
isolada de um solo cultivado com cana-de-aglcar que foi exposto ao herbicida atrazina por
varios anos, foi eficaz na degradacédo de atrazina como Unica fonte de carbono e energia para o
crescimento. A levedura degradou o agrotoxico completamente dentro de 7 dias a uma
concentracdo inicial de 500 mg/ L de atrazina em meio liquido, enquanto no solo fresco a
atrazina foi degradada entre 3 e 5 dias em concentragdes de 50 e 100 mg/kg. Este estudo
corrobora com Bhardwajet al. (2015) ao isolarem Pseudomonas sp de solos de campo agricola
cultivando com cana-de-agucar em uso de atrazina ha 3 anos, a cepa degradou 98,3% da atrazina
dentro 87 h, a uma concentracdo 100 mg/L de atrazina em meio BS. No estudo de Fernandes et
al. (2015), Pseudomonas sp. também foi capaz de degradar 99% da atrazina in vitro ap6s 24 h
de incubagdo, a uma concentragdo 100 pg/mL de atrazina.

Alami et al. (2020) apresentaram resultados similares aos estudos acima, onde isolou 3
cepas de leveduras pertencentes ao género Candida com potencial de degradar atrazina. Os
isolados TB1, UF5 e UF7 degradaram o herbicida em até 94,26%, 64,01% e 52,51%
respectivamente, no 10° dia de incubacgdo, em uma concentracdo de 120 pg/L de atrazina. Nos
estudos de Cabrera-Orozco et al. (2016) foi mostrado a eficiéncia da remocao da atrazina (48
mg/L) em um reator de biofilme de leito fixo multicanal (MC-PBR), removendo quase 95% do
agrotoxico apos 30 h quando levedura Candida tropicalis foi adicionada a comunidade original
microbiana. WU et al. (2018) também encontraram resultados positivos ao degradar a atrazina
em solugdes aquosas por meio de um bionanomaterial com Saccharomyces cerevisiae e
nanoparticulas de Fe304 encapsuladas em alginato de sédio-alcool polivinilico (SA-PVA). Os
resultados mostraram a remocao maxima de 100% em uma concentracdo de atrazina de 2,0

mg/L, e remog&o superior a 95,53% ainda em 50 mg/L.

5.2.6 Bifenilos policlorados (PCBs)

Bifenilos policlorados (PCBs) sdo misturas de compostos clorados, que consistem em
um anel bifenil substituido por um ou mais atomos de cloro com 209 combinacdes possiveis,
que diferem no numero de atomos de cloro e sua posi¢do no anel bifenil (GERMAIN et al.,
2020). S&o considerados como uns dos contaminantes mais prevalentes, altamente toxicos e

persistentes no meio ambiente (SHUAI et al., 2016).
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Chen et al. (2015) estudaram a aplicagdo de um consorcio de levedura-bactéria
Debaryomyces maramus CW36 e Pseudomonas sp. MO2A, na promocdo da degradagéo e
desintoxicacéo de bifenilos policlorados (0,05 mg/mL) em meio liquido. O consércio levedura-
bactéria degradou 69,6% do PCBs em 14 dias sob condic¢des aerobias. Nas mesmas condicdes,
Debaryomyces maramus CW36 e Pseudomonas sp. MO2A individualmente mostrou apenas
27,8 e 57% de degradacéo, respectivamente. Os microrganismos foram isolados de estudos
anteriores (resultados ndo publicados). Pode-se perceber que o consorcio foi eficiente, mas
individualmente a levedura Debaryomyces maramus CW36 nao apresentou alta eficacia para o
bifenil policlorado, diferente de Pseudomonas sp. que ainda degradou mais de 50%. Este estudo
corrobora com Shuai et al. (2016) onde foi isolado sete cepas de Pseudomonas sp. e todas
biodegradaram o bifenil. O maior percentual de degradacédo chegou a quase 96,0% e 0 menor
63,7%, as demais foram aproximadamente 80,0%. Neste ltimo estudo as cepas de

Pseudomonas degradaram os PCBs em uma concentragdo maior de (50 mg/mL).

5.3 Analise da concentracdo de agrotoxicos e identificacdo de metabolitos apo6s a

biodegradacao

A partir dos estudos coletados as técnicas mais utilizadas para identificacdo de residuos
e metabdlitos de agrotoxicos foram: técnicas cromatogréaficas GC-MS (empregado em 6
estudos), espectroscopia FTIR (4), LC-MS/MS (2), HPLC (1) e ressonancia magnética nuclear
(NMR) (1), alguns estudos foi aplicado mais de um método. Técnicas cromatograficas e
espectrometria de massa tem o intuito de determinar residuos de agrotdxicos e 0s percentuais
de degradacdo, sendo utilizadas em avaliagdes de qualidade de alimentos e em testes de eficacia
na degradacdo dos agrotoxicos (GOMES et al., 2020).

Uma metodologia bastante empregada em analises de degradacdo de compostos,
separacdo e identificacdo de subprodutos é a cromatografia, sendo destaque em analise de
substancias presentes em matrizes complexas, tais como fluidos biologicos, produtos naturais
e sedimentos de rio (LANCAS, 2009). Na separacdo de misturas existem duas fases:
estacionaria (fixa, sendo um material poroso como um filtro) e mével (como um liquido ou um
gas, que ajuda na separacdo da mistura). A partir da fase mével pode dividir em dois tipos:
Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Liquida (LC). Ambas sdo utilizadas de extragédo
de residuos de agrotéxicos (OSHITA; JARDIM, 2015).

Tanto a GC como a LC pode estar associada a uma técnica de identificacdo de

substancias por meio da Espectrometria de Massa (MS) determinado pela relacdo entre massa/
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carga dos ions, sendo capaz de detectar e quantificar componentes quimicos. GC-MS e LC-MS
possibilita mais especificidade e capacidade de lidar com misturas complexas e em diferentes
matrizes (CHAUHAN; GOYAL; CHAUHAN, 2014; ALCANTARA et al., 2019). A GC-MS
limita-se a analise de compostos volateis e semivolateis, de baixa polaridade e baixa massa
molecular, enquanto a LC-MS é indicada para compostos de menor volatilidade, maior massa
molecular e/ou maior polaridade, como compostos organicos soltveis (ALCANTARA et al.,
2019).

A Técnica GC-MS ¢é considerada uma ferramenta altamente recomendada para
monitoramento e rastreamento de poluentes organicos no meio ambiente, como determinacao
de clorofendis na agua e no solo, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH), agrotoxicos
organocolororados, herbicidas, fenois, agrotoxicos halogenados, gases inorganicos, dentre
outros. Também pode ser utilizado para detec¢bes de drogas, doengas metabdlitas, toxinas e
residuos de agrotdxicos na urina e no sangue (CHAUHAN; GOYAL; CHAUHAN, 2014,
YILMAZ; AKBA; CAVUS, 2017). Salam et al. (2013); Salam e Das (2014a), Dordevic et al.
(2013), Abigail, Salam e Das, (2013), Zaharia et al. (2013a) e Zaharia et al. (2013b) aplicaram
esta técnica para avaliar o nivel de biodegradacdo do lindano, binfetrina, atrazina, dinitrofendis
e seus respectivos subprodutos, mostrando ser um método eficaz em estudos de monitoramento
ambiental e tratamento de residuos contaminante. Este método corrobora com os estudos de
Hamad (2020) e Kurade et al. (2016) na biodegradacgéo do diazinon, SAEZ et al. (2015), Salam
e Das (2014b), na deteccdo dos metabdlitos resultantes da degradacédo do lindano.

Correlacionada com a GC-MS também € aplicada a espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), onde foram aplicadas por Abigail, Salam e Das (2013),
Zaharia et al. (2013a), Salam e Das, (2013a), Abigail, Salam e Das (2013), corroborando com
a metodologia Alami et al. (2020) ao utilizar a FTIR para medir a porcentagem de degradacéo
da atrazina.

A espectrometria de massa por cromatografia liquida (LC-MS) também séo bastante
empregadas em analises de compostos como agrotoxicos, toxinas, matebdlitos. Para Pitt (2009)
e Oshita e Jardim (2015) a LC-MS é geralmente mais aplicavel do que GC-MS devido a faixa
mais ampla gama de moléculas biolégicas que podem ser analisadas, como aminoacidos,
vitaminas, hormonios e a grande variedade de compostos presentes em diversos tipos de
amostras, independente de volatilidade, estabilidade térmica e polaridade.

A cromatografia liquida pode estar acoplada em dois espectrobmetos de massas, também
chamado de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-

MS/MS). Esta sendo cada vez mais utilizada na area quimica, principalmente em analises de
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residuos de agrotoxicos em alimentos (OSHITA; JARDIM, 2015). Um dos MS é usado para
isolar o ion de interesse, enquanto o outro ¢é aplicado para estabelecer uma relagdo entre o ion
de interesse isolado e outros ions que foram gerados a partir da sua decomposic¢édo induzida.
Uma das principais vantagens de se acoplar a cromatografia a MS/MS ¢ a identificacdo de
compostos com alto grau de confianca e maior seletividade e sensibilidade (ALCANTARA et
al., 2019). O alto custo do equipamento empregado é uma limitacdo para muitos laboratérios,
porém, devido a concorréncia de mercado, o valor ja se encontra menor. Espectrdmetros como
o “iontrap” apresentam possibibilidade de ajustes para operar nos dois modos, MS ¢ MS/MS,
evitando maiores investimentos (CHIARADIA, 2008).

Bempelouet al. (2018) e Bempelou et al. (2013) detectaram e quantificagédo o inseticida
clorpirifés e seu metabolito 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) e o diazinon e seu subproduto de
degradacéo 2-isopropio-6-metil-4-pirimidinol (IMP) com a técnica LC-MS/MS. Esses estudos
corroboram com outros autores como Fernandes et al. (2015) na identificacdo dos metabdlitos
resultantes da degradacdo da atrazina e Aswathi, Pandey e Sukumaranb (2019) na deteccdo de
clorpirifés e seu produto de degradacdo TCP. Este tltimo usou a técnica LC-MS/MS associada
a UHPLC.

Com o avango tecnoldgico surgiu a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC),
que é uma forma avancada de cromatografia liquida, com o intiuito de reconhecer melhor o
papel das moléculas individuais, possui alta especificidade e precisdo. Um dos detectores
amplamente utilizados em HPLC é um detector de UV que é capaz de monitorar varios
comprimentos de onda simultaneamente, por meio de um programa de varredura de maltiplos
comprimentos de onda (SIDDIQUI; ALOTHMAN; RAHMAN, 2017). Sua alta velocidade,
sensibilidade e reprodutibilidade tornam o HPLC como um dos principais métodos analiticos
em laboratérios de todo o mundo, principalmente em industrias farmacéuticas, agricolas,
alimenticias, pesquisas de produtos naturais, agroprodutos quimicos e de analise de poluentes
(CAVAZZINI et al., 2011). Mas esta técnica possui algumas limitacdes, como elevado preco
das colunas, solventes e uma falta de reprodutibilidade a longo prazo devido a natureza privada
do empacotamento em coluna (SIDDIQUI; ALOTHMAN; RAHMAN, 2017).

Chen et al. (2012) usaram a HPLC para medir a concentracdo de bifentrina durante o
processo de biodegradacéo, corroborando com Shuai et al. (2016) e Bhardwaj et al. (2015) ao
medir o nivel de degradacéo do bifenil e atrazina, respectivamente. O mesmo nos testes de
Briceno et al. (2016b) na determinacdo do diazinon residual e seu metabdlito IMP, Briceno et
al. (2016a), Anwar et al. (2009) e Kambiranda et al. (2009) na concentragdo do clorpirifos

residual e seu metabolito TCP. Este ultimo usou também a cromatografia de camada fina (TLC).
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Salam e Das (2013a) ainda utilizaram a ressonancia magnética nuclear (NMR) para a
caracterizagdo do biossurfactante produzido por Pseudozyma VITJzNO. NMR é uma das
técnicas mais aplicadas na determinacdo da estrutura de moléculas organicas, capaz de
caracterizar pequenos compostos como poucos carbonos e prétons, até macromoléculas como
proteinas, lipidios ou carboidratos. A NMR oferece informagdes sobre o nimero de 4tomos
magneticamente distintos do is6topo estudado em uma molécula, mas é necessario que o
isbpoto tenha a propriedade de spin, possuam movimentos angulares orbitais dentro do nucleo
(LEITE, 2013).

5.4 Enzimas associadas a processos de degradacdo de agrotoxicos

Enzimas sdo proteinas globulares que atuam como catalisadores biolégicos conduzindo
as reagBes bioquimicas nas células dos organismos vivos, sendo importante em muitos
processos. S8o amplamente utilizadas para a degradacdo de compostos quimicos (PEREIRA,
2011; SARKER et al., 2021). As enzimas presente nas leveduras sdo bastante empregadas na
biotecnologia, como na inddstria farmacéutica, alimenticia, producdo de papel, detergentes,
dentre outros. Com o crescente aumento de poluicdo, vem crescendo também a busca de
encontrar microrganismos que apresentam enzimas com potencial de biodegradar poluentes, e
dessa forma serem utilizadas em processos de biorremediacdo em ambientes contaminados.

As principais enzimas responsaveis pela degradacdo de agrotéxicos pertencem as
seguintes classes: hidrolases, oxidorredutases, peroxidase/oxidases, transferases e translocases
(BOSE et al., 2021). Um estudo realizado Bokade, Purohit e Bajaj (2021) cita que as enzimas
fangicas extracelulares que mais se destacam em processos de biotransformacdo e
biodegradacdo de compostos, dentre eles os agrotoxicos, sdo as peroxidases, lacases, esterases,
desalogenases e monooxigenases.

Bempelouet al. (2018) estudaram a acdo de esterases e glutationa-S-transferases (GSTS)
no processo de biodegradacdo do clorpirifds. Nos ensaios de degradacdo foram aplicados os
sinergistas trifenil fosfato (inibidor de esterases), butoxido de piperonila (inibidor de
monoxigonases eesterases) e maleato dietilico (inibidor de monoxigonasese glutationa-S-
transferases), nas concentragdes 1, 5, 10 e 15 pg/mL. Apos 10 dias de incubacéo em 10 pg/mL
dos inibidores, maleato dietilico ndo afetou a biodegradacéo de clorpirifos por R. glutinis e R.
Mucilaginosa, e resultados semelhantes foram produzidos ap6s a adicdo de butéxido de
piperonila. Em contrapartida, trifenil fosfato inibiu substancialmente a taxa de biodegradacéo

de clorpirifés, em que 97,5 e 97,2% da concentracao inicial do agrotéxico foi recuperado
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respectivamente para cada levedura. Esses resultados demonstram que a agéo ativa das esterases
estdo contribuindo na biodegradacao do clorpirifos pelas duas leveduras, e sua auséncia pode
afetar essa degradacao.

Bempelou et al. (2013) analisaram as mesmas enzimas e seus respectivos inibidores na
biodegradagdo do diazinon. Neste caso ocorreu o contrério, trifenil fosfato e butoxido de
piperonila ndo afetaram significamente a biodegradacdo do diazinon pela R. glutinis e R.
mucilaginosa, mas o0 maleato dietilico inibiu substancialmente a taxa de biodegradacdo do
diazinon, onde 92,2% do concentracédo inicial do agrotdxico foi recuperada, concuindo que
GSTs contribuem para a biodegradacdo do Diazinon. Pode-se observar o envolvimento das
enzimas esterases e glutationa-S-transferases (GSTs) na biodegradacédo destes dois agrotoxicos
organofosforarados.

Os estudos acima corroboram com Kambiranda et al. (2009) que comprovaram a
eficiéncia da esterase na degradacao do dizinon e cloropirifés por Pichia pastori. Isto conclui
que na presenca de algumas leveduras a GSTs se sobressai, mas em outras a esterases também
sdo imporantes na biodegradacao de ambos agrotoxicos.

A glutationa S-transferase € considerada uma enzima de desintoxicacdo, responsavel
por metabolizar grande variedade de compostos xenobidticos, transformando em susbstancias
de baixa toxicidade (CATANEO et al., 2003). Esterases e glutationa-S-transferases (GSTs) séo
consideradas enzimas que propiciam resisténcia metabdlita a certos agrotoxicos, por meio da
detoxificacdo dos mesmos (PAIVA, 2006).

Nos ensaios enzimaticos de Salam e Das (2014a), foi observado envolvimento das
enzimas viz. desclorinase, dehalogenase, dicloro-hidrocloridrato redutora de quinona, lignina
peroxidase e manganés peroxidase durante a degradacdo do lindano por Candida sp. As
atividades enzimaticas foram observadas no segundo, quarto e sexto dia de degradacdo. Na fase
inicial, o lindano desclorinase teve maior atividade no sobrenadante e no lisado celular,
enquanto a tendéncia inversa foi observada para outras enzimas estudadas, embora todas
tiveram uma menor atividade no sexto dia. A atividade enzimatica foi maior no sobrenadante
do que no lisado celular, devido a natureza extracelular dessas enzimas. Em contraste, a lacase
nédo apresentou atividade na degradacdo do lindano. A presenca das enzimas sdo confirmadas
também por Salam e Das (2014b), onde encontrou a influéncia das enzimas lindano
desclorinase, lindano dehalogenase e lignina peroxidase.

Abigail, Salam e Das (2013) avaliaram atividades das enzimas viz. Atrazina
clorohidrolase, hidroxiatrazina etilaminohidrolasee N-isopropilammelida

isopropilaminohidrolase. Os ensaios enzimaticos confirmaram o envolvimento das trés enzimas
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durante degradacgéo da atrazina por P. kudriavzevii. Bhardwajet al. (2015) observaram apenas
duas enzimas envolvidas na degradacgdo: atrazina clorohidrolase (atzA) e Hidroxiatrazina
(atzB).

5.5 Metabolitos

Ap0s a degradacdo de agrotoxicos, seja ela intencional ou por processos naturais, podem
ser liberados ao meio ambiente produtos e metabdlitos, que possuem maior ou menor
toxicidade que o composto original. Metabolitos sdo intermediarios quimicos resultantes de
processos metabolicos, enquanto produtos de degradacdo sdo compostos gerados por efeitos
ambientais, como temperatura, pH dentre outros (ALCANTARAet al., 2019).

Bempelouet al. (2018) detectaram o metabdlito 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP), sendo
produzido como um produto de degradacdo de clorpirifés em ambas as leveduras, R. glutnis e
R. mucilaginosa. Sua concentracdo maxima foi atingida do quinto ao sétimo dia, chegando em
torno de 7,9 png/mL, depois comegou a diminuir, fato que indicava sua possivel degradacéo
pelas leveduras. Vale ressaltar, que a concentracdo TCP foi diminuida ao longo dos testes de
degradacdo dos agrotoxicos, mas nao foi esgotada ao final dos ensaios.

Briceno et al. (2016a) e Anwar et al. (2009) também obtiveram o TCP ao biodegradar
o clorpirifés em culturas de Streptomyces sp. e Bacillus pumilus, respectivamente. Ambos
estudos utilizaram as mesmas culturas para remover o TCP, propiciando nessa ordem 50% e
90% de degradacdo. O TCP é considerado mais toxico do que o composto original, devido suas
propriedades antimicrobianas tornando-o persistente, além de ser um desregulador enddcrino
(BRICENO et al., 2016a; BOSE; KUMAR; VO, 2021). Ainda possui maior solubilidade em
agua, podendo causar contaminacao generalizada nos solos e nas dguas aquaticas (ANWAR et
al., 2009).

Bempelouet al. (2013) ao analisarem as mesmas leveduras dos estudos de Bempelou et
al. (2018) na biodegradacdo do diazinon, observou que a degradacéo resultou no metabdlito 2-
isopropil-6-metil-4--pirimidinol (IMP), produzido pelas ambas leveduras em niveis crescentes
até o esgotamento do composto original. Os niveis de IMP permaneceram quase estaveis e nao
houve diminuicdo até o final do experimento, indicando que leveduras ndo conseguiram
mineralizar este composto. O mesmo aconteceu nas analises de Briceno et al. (2016b) e Kurade
et al. (2016) em que a concentragdo de IMP aumentou a medida que a degradagédo do diazinon
aumentava. No primeiro estudo foi utilizada cepas mistas de Streptomyces sp. para a remogéo

do diazinon na concentracdo de 50 mg/L, onde ocasionou remog¢do maxima de 62%. As mesmas
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culturas mistas também removeram aproximadamente 30 a 50% do IMP, com a maior
remoc¢dono meio liquido sem adicéo de glicose. No segundo estudo foi observado uma eficaz
remocao (94%) do diazinon (20 mg/L) por C.Vulgaris também em meio liquido, o metabolismo
do diazinon gerou dois subprodutos: IMP e dietil tiofosfato (DETP), considerados menos
toxicos que o diazinon.

Nos estudos de Chen et al. (2012) foi encontrado cinco produtos durante a degradacéo
da bifentrina pela Candida pelliculosa, apesar de todos os produtos desapareceram
completamente apos 8 dias. Os cinco compostos foram: &cido ciclopropanocarboxilico
auténtico, 2-metil-3-bifenilil metanol, 4-trifluorometoxifenol, 2-cloro-6-fluoro benzilélcool e
3,5-dimetoxifenol. Com base nos produtos formados, foi proposto a via de degradacgdo para
bifentrina pela levedura: bifentrina [A] foi metabolizado pela primeira vez por hidrélise da
ligacdo éster carboxilico para produzir acido ciclopropanocarboxilico [B] e 2-metil-3-
bifenililmetanol [C]. Posteriormente, 2-metil-3-bifenilil metanol [C] foi ainda transformado por
clivagem de bifenil, resultando na formagao de 4-trifluorometoxifenol [D], Alcool 2-cloro-6-
fluoro benzilico [E] e 3,5-dimetoxifenol [F]. Finalmente, todos esses metabdlitos ndo foram
detectados no meio de cultura apos 8 dias de incubacdo, demonstrando biodegradacdo completa
do agrotoxico e nenhum produto persistente acumulativo. Resultados semelhantes foram
apresentados por Zhang et al. (2018), onde a via metabdlica por Pseudomonas foi semelhante
a degradacdo inicial de bifentrina por C. pelliculosa, na qual a bifentrina foi convertida em
ciclopropanocarboxilico e 2-metil-3-bifenililmetanol por hidrolise.

A co-cultura de Debaryomyces maramus e Pseudomonas sp. avaliados por Chen et al.
(2015) mostrou maior biodegradacéo e descloracdo dos PCB, do que as cepas individualmente.
No processo de descloracdo da co-cultura foi capaz de degradar metabodlitos clorados
intermediarios, promovendo a diminuicdo da toxicidade, corroborando com Chelaliche et al.
(2021) que também avaliou o nivel de toxicidade dos subprodutos da degradacdo dos PCBs,
com o intuito de observar se os compostos finais eram menos toxicos que o composto original.

Na ultima pesquisa, foi observado o efeito das condigdes de cultivo no alongamento da
raiz de sementes de L. Sativa por meio de um experimento in vitro. Os resultados apresentaram
um aumento do alongamento radicular nas culturas enriquecidas com PCBs e P. pulmonarius,
diferente do controle que possuia apenas PCBs, mostrando uma reducdo de toxicidade de
46,47% no meio tratado, em uma concentracéo de 4,000 ug/g do total de PCB por frasco. Esta
cepa atingiu um pico de remogdo de PCBs de 65,50 + 8,09% apds 21dias. Neste estudo foi
observado também a presenca de enzimas como cerato-platanina, oxalato descarboxilase,

metallopeptidase e uma lipase flngica apenas na presenca de PCBs, e que possivelmente
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contribuiram no processo de remogéo.

Salam et al. (2013) também caracterizaram 7 métabdlitos durante degradacéo do lindano
por GC-MS, mas ao final dos ensaios o agrotoxico foi degradado completamente por
Rhodotorula sp. em 10 dias. A partir dos resultados adquiridos, o autor prop6s a seguinte
degradacéo aerdbia do lindano por Rhodotorula sp.VITJzNO3: A degradacdo do lindano foi
iniciada com decloracdo, formando pentaclorociclohexano, a partir da qual 1,3,4,6-tetracloro-
1,4-ciclohexadieno foi formado. Por meio de uma série de reacdes de desidrocloracdo, foram
formados os metabdlitos viz. 1,2,4-triclorobenzeno e 1,4-diclorobenzeno. Clorobenzenos foram
oxidados para formar cloro-cis-1,2-dihidroxiciclohexadieno que foi novamente convertido em
3-clorocatecol. O metabdlito final formado foi o maleilacetato que posteriormente foi
mineralizado. SAEZ et al. (2015) ao degradar o lindano por um consércio de Streptomyces, foi
identificado de trés metabolitos intermediarios: 1,2-diclorobenzeno,1,4-diclorobenzeno e
pentaclorociclohexano, os dois ultimos corroboram com o estudo acima.

Salam e Das (2014a) identificou seis possiveis metabolitos durante a degradacdo do
lindano por Candida sp., obtendo a seguinte via de degradacao: o lindano foi desclorado para
formar pentacloro e posteriormenteo derivado tetracloro. Além disso, pela reducdo de varias
etapas e descloracdo, 2,5-Diclorohidroquinona é formado e depois é reduzido para 2-
clorohidroquinona. O anel fechado é entdo aberto e hidrolisado para produzir 2-
hidroximuconicemialdeido (HMSA). HMSA ¢é oxidado para formar acetato de maleila (MA)
que foi incorporado diretamente no ciclo celular do acido tricarboxilico para geracao de energia,
onde obteve degradacdo completa do lindano.

Nenhum produto acumulativo persistente foi detectado pela analise de GC-MS, sendo
encontrado apenas metabdlitos transitorios, como 2,5-diclorociclohexa-2,5-dieno-1,4-diol e
hidroquinona, que supostamente acumularam-se em gquantidades vestigiais e foi transformado
espontaneamente. Observa-se resultados diferentes no estudo de Bajaj et al. (2017), em que a
degradacéo do lindano por Chromohalobacter sp. resultou em alguns metabélitos como 1,2,4-
triclorobenzeno e 2,5-diclorofenol, que apareceram apds o segundo dia de degradacédo e nédo
foram degradados pela cepa.

Abigail, Salam e Das (2013a) ao realizarem ensaios de degradacdo da atrazina pela
levedura Pichia kudriavzevii, identificou a formagédo de 3 intermediarios viz.: hidroxiatrazina,
N-isopropilammelida e acido ciandrico, respectivamente. Todos 0s metabdlitos desapareceram
completamente ap6s 7 dias de incubacdo. Esses resultados sdo semelhantes com os de
Fernandes et al. (2015), onde foi dectado os mesmos 3 metabdlitos intermediarios na

degradacdo por Pseudomonas sp. Bhardwaj et al. (2015) citaram uma via de degradacédo por
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meio da andlise de 6 genes de também de Pseudomonas sp., onde estdo inclusos os 3
intermediérios do estudo acima. Os resultados indicaram que a atrazina foi degradada
completamente através da rota da clorohidrolase com os genes: atzA Atrazina clorohidrolase /
atzB Hidroxiatrazina etilaminohidrolase / atzC N-isopropilammelida isopropilaminohidrolase /
atzD Acido cianGrico amidohidrolase / atzE Biureto amidohidrolase / atzF Alofanato hidrolase.

Zaharia et al. (2013a) e Zaharia et al. (2013b), ao realizar ensaios de biodegradacéo de
agrotoxicos dinitrofendis DNOC, Dinocarp e DNG por Saccharomyces cerevisiae, observou
que a levedura apresentava potencial de degrada-los em concentragdes variando de 104 M a 5
.10~ M. O processo de biodegradacio durou 7 dias a 25 °C, posteriormente as suspensdes de
levedura foram centrigudas a 6000 rpm, e os sobrenadantes resultantes do processo de
degradacdo foram usados em medicdes espectroscopicas e em experimentos de germinacéo.
Foi observado o surgimento de metabdlitos toxicos que ndo foram degradados, onde ndo houve
identificacdo desses metabdlitos, sendo a toxicidade detectada em experimentos com sementes
de trigo.

Na presenca da levedura, 0 DNOC néo foi nocivo para as sementes de trigo. Mas o
Dinocap e DNG na concentracdo de 10% M a 102 M foram toxicos no experimento de
germinacao do trigo, ocasionaram diminuic¢do no peso da plantula e raiz (no caso do Dinocap)
e toxicidade para as sementes de trigo (DNG). Durante a degradacao do Dinocap e DNG houve
diminuicdo da absorcéo, e devido & sua hidrofilidade, seus residuos passaram através da
membrana das células das leveduras para 0s sobrenadantes e tornou-se toxico para as sementes
de trigo. O efeito dos resultados sobrenadantes da degradacdo dos agrotoxicos provaram ser
mais grave do que o sem tratamento.

Os resultados de Zaharia et al. (2013a) e Zaharia et al. (2013b) corroboram com She et
al. (2012) onde onde foi observado alta toxicidade do dinitrofenol 2,6-DNP como Unica fonte
de carbono, sendo muito toxico para ser degradado. O teste de degradacdo de 2,6-DNP foi
realizado em quatro concentracdes diferentes: 10, 20, 40, 50 mg/L, sendo ajustados a equacao
de Haldane. A taxa de degradacéo especifica maxima (K max), atingiu seu valor de pico em
apenas 0,019 mg a 20 mg/L de 2,6-DNP. Ja 0 2,4-DNP o teste seria realizado de 50 a 500 mg/L,
mas a 60 mg/L causou grande efeito de inibicdo na atividade de biomassa e o teste foi
considerado falho. O 2,4-Dinitrofenol (2,4-DNP) é um composto persistente e toxico
considerado poluente prioritario pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA) (HERRERA et al., 2017).

Os experimentos realizados demonstram que alguns dinitrofendis podem ser bastante

toxicos, e também da importancia de investigar os metabolitos durante os processos de
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degradacéo, para ndo correr o risco de ser liberado na natureza outro componente com a mesma
toxidade ou até superior, piorando a situagdo do ambiente contaminado. Segundo Alcéntara et
al. (2019) apesar de alguns agrotdxicos ndo serem persistentes no meio ambiente, seus
metabolitos podem ser tdo toxicos ou mais toxicos do que 0s agrotoxicos originais dos quais

foram derivados.

5.6 Otimizacéao das condicdes de degradacéo dos agrotdxicos

Umas das grandes vantagens das técnicas de biorremediacdo in-situ é controlar
condigdes que favorecam a biodegradacdo dos compostos, como mudancas de temperatura, pH,
adicdo de glicose, dentre outros.

Nos artigos coletados o pH ideal que favorece a biodegradacdo dos agrotdxicos por
leveduras é em torno de 6 a 7, proximo ao neutro, observadas por Chen et al. (2012), Salam et
al. (2013), Salam e Das (2014), Abigail, Salam e Das (2013) e Chen et al. (2015). Esses estudos
corroboram com Vijayalakshmi e Usha (2012) na degradacéo doclorpirifds por Pseudomonas
putida, Zhang et al. (2018) do clorpirifos e bifentrina por Pseudomonas sp., Ahmedet al. (2015)
da bifentrina por Bacillus sp., Hamad (2015) do diazinon por Aspergillus niger, Wu et al. (2018)
e Zhu et al. (2018) na degradacao da atrazina Saccharomyces cerevisiae, em que todos tiveram
maiores indices de degradacdo com pH 7.

Ja a temperatura ideal para a degradacdo dos agrotoxicos pelas leveduras estudadas é de
30°C, verificado por Chen et al. (2012), Salam et al. (2013), Salam e Das (2014), Abigail,
Salam e Das (2013) e Chen et al. (2015), corroborando com Hamad (2015) e Zhang et al.
(2018). No estudo de Wu et al. (2018) a temperatura ideal foi 28°C, proximo dos citados nos
estudos acima. Para Bempelou et al. (2013) as melhores taxas de biodegradacaodo clorpirifés
e diazinon ocorreram a 25°C, igualmente no estudo de Ahmed et al. (2015) na degradacdo da
bifentrina.

Em processos de biorremedicéo onde se utilizam microrganismos, também é necessario
identificar qual a melhor dosagem do microrganismo capaz de otimizar a biodegradagéo. A
concentracdo do indculo da levedura presente nos processos de biodegradacdo dos agrotoxicos
foram diferentes entre os estudos coletados. Chen et al. (2012) fizeram o calculo do indculo por
um espectrofotdmetro, a partir da densidade 6ptica (OD). Avaliou a OD 600 de 0,1 a 0,5 e
concluiu que a mais favoravel para os ensaios de degradacéo de acordo com a metodologia de
superficie de resposta (RSM) é OD 600 nm = 0,3, Zhanget al. (2018) concluiram que sob as

condigdes ideais a OD 600nm foi 0,5, sendo a OD proxima do estudo acima.
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Para Salam et al. (2013) a dosagem mais eficiente do in6culo a uma concentracéo inicial
de 600 mg/L de lindano é de 70 mg/L, os experimentos de Salam e Das (2014a) apresentaram
dosagens semelhantes (60 mg/L ™). Nos experimentos de Abigail, Salam e Das (2013), mostrou-
se rapida degradacdo da atrazina (500 mg/L) em um indculo de 3% (v/v), equivalente a 30
mg/L, diferindo de Alami et al. (2020), em que a suspensao foi considerada como 10% (v/v)
equivalente a 10 ml/L em uma concentracdo 120 pg/L de atrazina, Vijayalakshmi e Usha (2012)
também consideraram o inoculo ideal em 10 ml/L. Ahmed et al. (2015) observaram a remocéo
de bifentrina por Bacillus sp. sob condi¢des étimas com 500 uL do in6culo. Pode-se observar
que as concentragdes dos indculos variam de acordo com o tipo e concentracdo do agrotoxico.

De acordo com os artigos coletados, pode-se inferir que em alguns processos a adi¢ao
de glicose aumenta os indices de degradacdo, mas em outros pode nao ter interferéncia ou até
afetar negativamente a biodegradacdo. Dos artigos coletados, 4 apresentaram resultados
positivos com a adicdo de glicose: Bempelou et al. (2018), Bempelou et al. (2013), Chen et al.
(2012), Chen et al. (2015), enquanto 4 artigos mostraram melhores resultados sem a presenca
do acgucar: Bempelou et al. (2018), Bempelou et al. (2013), Zaharia et al. (2013a) Zaharia et al.
(2013b). Os demais artigos ndo avaliaram a presenca ou ndo de glicose nos experimentos.

Bempelou et al. (2018) e Bempelou et al. (2013) observaram duas situac@es distintas de
acordo com a levedura utilizada na degradacdo do diazinon e o clorpirifés. A presenca de
glicose em meio nutriente mineral, como fonte extra de carbono atrasou a biodegradacéo
diazinon e clorpirifés por Rhodotorula glutinis. Na degradacdo do diazinon, 25 pg/mL foi
degradado completamente em 14 dias sem a glicose, ja com a adi¢do de glicose em 14 dias
ainda possuia residuo de aproximadamente 10 pg/mL do agrotéxico. Nos testes com o
clorpirifés (10 pg/mL) foi degradado completamente em 6 dias sem a glicose, com resultados
positivos desde o primeiro dia do teste. J& na presenca de glicose a remocao completa foi em 7
dias, iniciando apenas no 5° dia.

Em contrapartida os mesmos autores observaram que Rhodotorula mucilaginosa
mostrou-se mais ativa na presenca de glicose. Na degradacdo do diazinon, 25 pg/mL foi
degradado completamente em 12 dias com a presenca de glicose, enquanto sem a glicose o
agrotoxico foi degradado em 14 dias. Nos experimentos com o clorpirifés ambos 0s meios
comecaram a degrada-lo desde o inicio dos testes, mas na presenca de glicose foi apresentado
uma maior taxa de degradacgéo ja no primeiro dia, com 2,1 pg/mL/dia em comparacdo com 1,38
Hg.

Os resultados dos estudos acima sdo semelhantes com os Briceno et al. (2016b) na

remocao do diazinon por Streptomyces sp., onde esteve associada a uma diminui¢do no pH do
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meio e aumento da biomassa, e consequentemente benéfica na hidrolise do diazinon para o
subproduto IMP, embora a adi¢éo de glicose ndo tenha contribuido na remocéo de IMP. Ja em
Briceno et al. (2016a) a glicose favoreceu tanto na remocdo do clorpirifés como do seu
metabdlito TCP.

Nos estudos de Chen et al. (2012) a adicdo de fonte de carbono aumentou a degradacéo
de bifentrina. Sem a adicéo da glicose, 92,5% dos 50 mg/L bifentrina inicialmente adicionando
ao meio foi degradado pela Candida pelliculosa, enquanto a taxa de desaparecimento de
bifentrina em meio HSH suplementado com 1% de glicose foi significativamente maior (p.
0,05) e atingiu 98,9%. Chen et al. (2015) ao adicionarem glicose em 10, 20 e 50 mg/L, as
eficiéncias de degradacgédo de PCB (0,05 mg/mL) foram 62,6, 74,3 e 64,5% em cultura pura da
bactéria Pseudomonas sp., 30,2, 38,8 e 33,4% em cultura pura da levedura Debaryomyces
maramus, 76,2, 85,5 e 72,3% na co-cultura, respectivamente. Percebe-se que neste caso a
quantidade ideal de glicose para tornar a degradacdo eficiente é de 20 mg. Embora o
crescimento microbiano tenha sido proporcional ao nivel de pico de glicose, ou seja, o indice
mais elevado 50 mg, indicando que nem sempre o crescimento microbiano significa eficacia de
degradacéo.

Vijayalakshmi e Usha (2012) apresentaram resultados semelhantes, foi avaliado a
presenca de glicose nas seguintes concentragdes: 100 mg/L a 500 mg/L. O aglcar promoveu
degradacdo maxima em 200 mg/L, porém em 500 mg/L de glicose o percentual de degradagéo
diminuiu. Isso justifica que é necessario avaliar as condicdes ideais de glicose em um
determinado ensaio de degradacdo, pois mesmo que sua presenca seja favoravel ainda
dependeré de outros fatores como concentracdo do agrotéxico e do inéculo do microrganismo.

Anwar et al. (2009) também obtiveram resultados positivos com a adi¢do de glicose. Ao
isolarem cepas de Bacillus pumilus em solo dos campos de algoddo contaminados com
agrotoxicos, observaram que as cepas tiveram potencial de degradar 82% de clorpirifés em 5
dias. Ao suplementar glicose no meio minimo (MSM), o agrotdxico foi degrado completamente
(100%).

Nos experimentos realizados por Zaharia et al. (2013a) e Zaharia et al. (2013b) as
suspensdes de leveduras contendo glicose provaram ser menos eficazes na diminuicdo da
toxicidade do dinitrofenol do que aqueles sem glicose, eles tiveram um efeito menos
estimulante na acdo em mudas de trigo. A degradacdo do agrotdxico na presenca de levedura e
glicose pode ter gerado alguns subprodutos que tiveram efeito toxico no experimento de
germinacdo trigo. Comparando com os resultados dos testes de She et al. (2012), na presenca
de glicose (760mg/L) a 300 mg/L de 3-NP e glicose (320 e 660mg/L) a 360 mg/L de 3-NP
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acelerou a taxa de degradacéo de 3-NP, enquanto a glicose (1320 e 2000 mg/L) a 360 mg/L de
3-NP inibiu a degradacdo de 3-NP. Nesse caso a adi¢do de glicose melhorou efetivamente o
biodegradabilidade do nitrofendis, mas a alta concentracdo do agucar provocou o efeito reverso.

Tanto DNOC como 3-NP pertencem ao grupo dos dinitrofendis.

5.7 Estudo prospectivode busca de patentes

O Quadro 7 apresenta os resultados encontrados no banco de dados de patentes do Orbit
Intelligence. Ao ser feito o afunilamento das palavras-chaves, observou-se que até 0 momento
ndo existem patentes sobre o tema em questdo. Foi analisado também todas as patentes
encontradas, e ndo foi encontrado nenhum produto patenteado produzido por leveduras e suas
enzimas capazes de degradar agrotdxicos. Ndo se sabe se ainda ndo houve investimento por ser

um método que precisa de muitos recursos ou que ele de fato seja um tema novo e promissor.

Quadro 7 — Busca de patentes pelo Orbit Intelligence

Palavras Chaves Resultados

Yeasts and pesticides 163

Yeasts and bioremediation 29

Yeasts and contaminated soil 22
Yeasts and biodegradation 0

Yeasts and bioremediation andcontaminated soil 4
Yeasts and pesticides and biodegradation 2

Yeasts and bioremediation andcontaminated soil and pesticides 0

Elaborada pela autora (2021)

Em relacdo aos termos “Yeasts and pesticides” foram encontradas 163 patentes
relacionadas ao tema, mostrado na Figura 3, onde apresenta a tendéncia de investimentos
tecnoldgicos nos ultimos 10 anos por estas palavras-chaves. Pode-se aferir um aumento
crescente nos ultimos anos, ocorrendo um decréscimo nos anos 2020. Provavelmente os estudos
atuais estdo voltados a pandemia, momento no qual o presente estudo foi desenvolvido. Na
Figura 4 logo abaixo, é mostrado os 10 paises que mais depositaram patentes a partir dos termos
“Yeasts and pesticides” nos ultimos 10 anos. Nesse caso o0 pais que mais se destacou foi a China,

seguido dos Estados Unidos, india e México. O Brasil esta presente na quinta posicao.
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Figura 3 —Tendéncia de investimentos tecnoldgicos nos ultimos 10 anos a partir dos termos
“Yeasts and pesticides”
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Figura 4 — Relacdo dos paises que mais depositam patentes nos termos “Yeasts and pesticides”

nos ultimos 10 anos
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Fonte: Orbit quest (2021)

Ao analisar os termos “Y easts and bioremediation”, foi encontrado 29 patentes similares
ao tema. Na Figura 5 é mostrada a tendéncia de investimentos tecnoldgicos nos ltimos 10 anos.
Pode-se observar um aumento em 2013, correspondente ao ano em que foi encontrado mais
artigos nos estudos coletados. Na Figura 6, € mostrado os 10 paises que mais depositaram
patentes relacinada aos termos em questdo nos Gltimos 10 anos. Os que mais se destacaram
foram os Estados Unidos, Organizacdo Europeia de Patentes (OPE/EP), seguido de india,

China, Canada e México. O Brasil encontra-se neles, pertencendo ao grupo na quinta posicao.
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Figura 5 —Tendéncia de investimentos tecnologicos nos ultimos 10 anosa apartir dos termos

“Yeasts and bioremediaton”
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Figura 6 —Relacdo dos paises que mais depositam patentes nos termos “Yeasts and

bioremediation” nos ultimos 10 anos
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Fonte: Orbit quest (2021)

Foram encontradas 22 patentes realacionadas ao termo “Yeasts and contaminated soil”.
Na Figura 7 é mostrada a tendéncia de investimentos tecnologicos nos altimos 10 anos. Pode-
se observar um aumento nos anos 2013, 2016, 2017 e 2018. Na Figura 8, € mostrado os 10
paises que mais depositaram patentes relacinada aos termos nos ultimos 10 anos, e 0s que mais
se destacaram foram a China, Estados Unidos e Organizacéo Europeia de Patentes (OPE/EPO).

Nesse caso o Brasil ndo se encontra em destaque.
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Figura 7 —Tendéncia de investimentos tecnologicos nos ultimos 10 anos a apartir dos termos
“Yeasts and contaminated soil”
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Figura 8 —Relacdo dos paises que mais depositam patentes nos termos “Yeasts and

contaminated soil” nos Gltimos 10 anos
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Fonte: Orbit quest (2021)

De acordo com as figuras 4, 6 e 8 pode-se observar que Estados Unidos e China se
destacaram. Ambos os paises sdo considerados duas poténcias mundiais que investem bastante
na tecnologia e inovagdo. Por muito muito tempo os Estados Unidos lideraram os pedidos de

patentes, mas desde 2019 a Chinase tornou a principal depositaria de pedidos internacionais de
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patentes, ultrapassando os Estados Unidos, mantendo-se neste posicdo até os dias atuais (G1,
2021; ANDAKU, 2021).

A Organizacdo Europeia de Patentes (OPE/EP) também apresenta destaque, € uma
organizacdo intergovernamental criada em 7 de outubro de 1977 com base na Convencédo
Europeia de Patentes (EPC) assinada em Munique em 1973. Tem o intuito de realizar pesquisas,
exames de pedidos de patentes e a concesséo de patentes europeias, bem como fornecer patentes
de alta qualidade e servicos eficientes que fomentam a inovacdo, a competitividade e o
crescimento econdmico e social (EPO, 2021).

De acordo com o Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), no Brasil, entre
janeiro-dezembro de 2020, foram depositados 27.091 pedidos de patentes: 24.339 de patentes
de invencdo, 2.663 de modelos de utilidade e 89 de certificados de adigcdo. Entre os paises que
mais depositaram pedidos de patentes de invencdo, estiveram os Estados Unidos (29%), Brasil
(22%), Alemanha (7%), Japao (6%), China (5%), Franca e Suica (4% cada). Entre os depdsitos
de modelo de utilidade, 99% dos pedidos foram realizados por depositantes residentes do Brasil
(INPI, 2020).

6 CONCLUSOES

Por meio desta pesquisa foi possivel inferir o quanto o uso incorreto e indicriminado de
agrotoxicos pode prejudicar o meio ambiente e 0 qudo é essencial a descoberta de novas
tecnologias e meios de degradacdo desses residuos, para a dimuicdo desses poluentes na
natureza. Dessa forma, a utilizagdo de microrganismos em processos de degradacdo de
compostos tdxicos vem se tornando algo promissor.

Esta revisdo proporciona um embasamento tedrico para possiveis trabalhos futuros,
fornecendo conhecimento sobre o processo de degradacdo de agrotoxicos por leveduras, em
que é apresentado agrotoxicos e respectivas leveduras degradadoras, bem como técnicas para
identificacdo do residuos resultantes e o percentual de degradacéo, e as condicdes ideias que
favorecem esse processo.

O presente trabalho enfatizou que muitas espécies de leveduras possuem potencial de
degradar residuos de agrotoxicos, onde podem ser Uteis na descontaminagdo de solos e recursos
hidricos por meio de técnicas de biorremediacdo. As leveduras com potencial de degradacao
pertencem aos géneros Rhodotorula, Candida, Pichia e Pseudozyma. Também foram estudados
processos fermentativos e de degradacdo com Saccharomyces cerevisiae. Quanto aos
agrotoxicos, foram estudados o Lindano, Bifentrina, Dinitrofendis, Clorpirifés, Diazinon,
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Atrazina e Bifenilos Policlorados.

Foi observado que as técnicas mais utilizadas para identificacdo de residuos e
metabolitos de agrotoxicos apos testes de degradacdo séo: a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS), espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-
MS/MS), cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e ressonancia magnética nuclear
(NMR). Vale ressaltar também que fatores como pH, temperatura, adicdo de glicose e
concentracdo do inoculo interferem diretamente nos processos de degradacéo.

Alguns estudos demonstraram que a degradacdo de alguns compostos tdxicos pode
produzir um metabdlito ainda mais tdxico, que ao ser icorporado ao meio ambiente tem o risco
provocar danos maiores que o proprio agrotoxico. Por isso é necessario investigar a melhor
forma de biodegrada-lo, bem como o microrganismo mais indicado para cada agrotoxico.

Quanto aos estudos prospectivos de patentes, ndo foi encontrado nenhum produto
patenteado produzido por leveduras capazes de degradar agrotéxicos. Pode-se observar que Estados
Unidos e China séo os paises que mais depositam patentes relacionado ao tema. Dessa forma,
observa-se que o0 tema do estudo em questdo necessita ser mais investigado para a producéo de
produtos inovadores capazes de auxiliar na degradacao de agrotoxicos, que possivelmente serao
bastante Gteis no &mbito ambiental e tecnoldgico, visto que a contaminagdo por agrotoxicos a
cada dia se torna mais preocupante.

Diante disso, esta revisao sinaliza para a necessidade de novas pesquisas envolvendo a
degradacédo de agrotoxicos por leveduras e suas enzimas, tanto no que se referem aos artigos

cientificos como também ao desenvolvimento de produtos patenteados, até 0 momento.
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