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RESUMO

O avanco das técnicas agricolas aliado ao uso de pesticidas, a fim de melhorar a
qualidade dos produtos e combater pragas, ocasionam poluicdo do meio
ambiente.Em vista disso, a biorremediacdo surge como uma opc¢ao para minimizar
algum tipo de impacto gerado pela agricultura ao solo. Neste trabalho estudou-se a
biorremediagéo de solo utilizando os fungos basidiomicetos Pleurotus ostreatus e
Phanerochaete crysosporium. O solo em estudo estd localizado na serra da
Ibiapaba-Ce regido noroeste do estado do Ceara, a qual se destaca pela producéo
de hortalicas, com possivel contaminagdo por pesticidas. Foram avaliadas as
caracteristicas fisicas e quimicas do solo. Também foram realizados testes de
toxicidade em diferentes concentracbes dos pesticidas encontrados no solo
analisado, através do diametro fungico. A degradacdo de pesticida no solo foi
avaliada com e sem adicdo de biosurfactante, com a finalidade de melhorar sua
biodisponibilidade a degradacao microbiana. Em outro ensaio, utilizou-se o pesticida
encontrado em maior concentracdo nas amostras coletadas com a finalidade de
testar a degradacéo e a lixiviacdo deste em coluna de solo, usando biossurfactante.
Também foi verificada a producdo de enzimas ligninoliticas pelos fungos
basidiomicetos e a sua influéncia na degradacdo dos pesticidas estudados no
trabalho. Os resultados obtidos durante o trabalho mostraram que devido a
fertilidade do solo, 0 mesmo era propicio as técnicas de biodegradacdo e que 0s
pesticidas ndo causaram efeito toxico sob o crescimento micelial do fungo
P.crysosporium, porém P.ostreautus sofreu inibicdo para um dos pesticidas
encontrados. O uso de surfactante mostrou-se mais eficiente na degradacédo de
pesticida do solo fazendo com que indices de degradacdo de 100% fossem
alcancados pelos dois fungos em estudo. Quanto a lixiviagdo do pesticida na coluna
do solo, a mesma foi de aproximadamente 41,14%, o que pode significar poluicdo de
outras camadas do solo. Portanto, conclui-se que os fungos basidiomicetos foram
capazes de realizar a biodegradacdo dos pesticidas estudados e o uso de
biosurfactante potencializou a degradagcéo desses compostos poluidores do solo.

Palavras chave: Biorremediacdo, fungos basidiomicetos, pesticidas, solo e
biossurfactante.




ABSTRACT

The progress of agricultural techniques together with the use of pesticides to improve
product quality and combating pests, cause pollution of the ambiente. Em a result,
bioremediation appears as an option to minimize some sort of impact caused by
agriculture soil . In this work we studied the bioremediation of soil using the
basidiomycete fungi Pleurotus ostreatus and Phanerochaete crysosporium. The soil
under study is located in the hills of Ibiapaba - Ce northwestern state of Ceara, which
stands for vegetable production, with possible contamination by pesticides. We
evaluated the physical and chemical characteristics of the soil. Also toxicity tests
were conducted at different concentrations of pesticides found in the soil analyzed by
the diameter of fungal growth. Degradation of pesticides in soil was assessed with
and without addition of biosurfactant, with the aim of improving its bioavailability to
microbial degradation. In another assay, we used the pesticide found in higher
concentrations in samples collected for the purpose of testing the degradation and
leaching of the soil column using biosurfactant. We also observed the production of
ligninolytic enzymes by basidiomycete fungi and their influence on the degradation of
pesticides at work studied. The results obtained during labor showed that due to the
fertility of the soil, it was conducive to biodegradation and techniques that pesticides
caused no toxic effect on the mycelial growth P.crysosporium but P.ostreautus
suffered inhibition for the pesticides found. The use of surfactant was more efficient
in the degradation of soil pesticide causing degradation rates of 100% were achieved
by both fungi studied. As regards the leaching of the pesticide in the soil column, it
was about 41.14 %, which may mean other layers pollution of the soil. Therefore, it is
concluded that the basidiomycete fungi are capable of performing the biodegradation
study and the use of pesticides biosurfactant enhanced the degradation of these
compounds polluting the soil.

Keyworlds: Bioremediation, basidiomycete fungi, pesticides, soil and biosurfactant.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo do solo devido a presenca de pesticidas € um problema
ambiental grave. As moléculas sintéticas chamadas pesticidas sdo introduzidas em
sistemas agricolas com o objetivo de proteger as culturas contra plantas daninhas,
insetos, fungos e outras pestes (YANG et al., 2007).

O uso extensivo de pesticidas para a agricultura na produgao de alimentos
para a populacdo tem levado a contaminacdo da agua, solo e ar. Em praticas
agricolas convencionais, pesticidas de diferentes classes séo frequentemente
aplicados simultaneamente ou um apds o outro para protecdo das culturas e estes
produtos quimicos podem interagir um com outro dentro do solo (FLIEBACH et al.,
2004).

Extensivos estudos tém sido feitos sobre a mobilidade e destino destes
contaminantes e em casos extremos de contaminacdo, também da remediacéo
destes locais, evitando a migracao destes produtos para areas mais sensiveis como
0S recursos hidricos.

Em solos agricolas, com intenso uso de pesticidas, é frequente a aplicacéo
de varios compostos durante um mesmo cultivo resultando na contaminacgdo destes
com mais de um produto. A repeticdo nas aplicacbes destes produtos leva a
acumulacdo no solo até altos teores, de forma que, apds longo periodo, os
pesticidas se tornam ligados ao solo por adsorcao e indisponiveis a degradacao.

Se o teor de pesticidas nestes solos for acima do toleravel pode ser
necessaria a biorremediacdo, processo que envolve a aplicacdo de micro-
organismos ao solo contaminado com poluentes e também de nutrientes para
acelerar os processos de degradacéo do contaminante (CUNNINGHAM et al., 2008),
sendo o ideal da biorremediacdo, pelo menos, reduzir a concentracdo de poluentes
para niveis indetectaveis e ndo toxicos dentro dos limites das agéncias regulatérias
(MARIANO et al., 2008).

A adicdo de matéria organica ao solo pode elevar as taxas de degradacao
devido a estimulacdo da atividade microbiana quando micro-organismos
degradadores estdo naturalmente presentes, porém se o0s produtos estao
indisponiveis devido a adsorcédo ndo sao susceptiveis a agdo microbiana. O uso de
surfactantes combinado com a adicdo de matéria organica pode ser um método

simples e eficiente para a degradacéo nestes casos (RIZZO et al., 2006)
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Os fungos basidiomicetos surgem como alternativa de tratamento por serem
capazes de degradar uma ampla faixa de produtos das mais varidveis classes
quimicas, devido a producédo de exoenzimas de largo espectro. Desta maneira, seu
uso na biorremediacdo de solos agricolas contaminados com altos teores de varios
produtos diferentes empregados no cultivo agricola pode ser uma alternativa para a
para controlar a poluigéo destes locais.

Os fungos da podriddo branca estdo sendo usualmente aplicados em
tratamentos de biorremediacdo com o objetivo de degradar poluentes ambientais
recalcitrantes, ocorrendo de forma natural a diminuicdo da toxicidade dos poluentes
durante o processo de descontamina¢do, ndo sendo assim necesséria a aplicacao
de substancias quimicas (SOUSA e ROSADO, 2009).

Durante a biorremediacao, a adsorcao e ligacdo do produto ao solo tem sido
uma das maiores dificuldades. Os solos tendem a reter fortemente os produtos o
que reduz a disponibilidade do produto impedindo a degradacdo pelos micro-
organismos. O uso de surfactantes tem permitido fazer a remocao destes produtos
da matriz do solo, devido a suas propriedades emulsificantes, embora nem sempre
reduzam a tensao superficial (FREITAS et al., 2009)

A aplicacdo destes produtos no solo pode ser melhorada através da
determinacao da frequéncia e da dose ideal de aplicacdo, onde o tempo de reacao
do produto e surfactante pode ser maximizado, obtendo-se assim uma maior
eficiéncia no tratamento.

Dentro deste contexto, o trabalho tem por objetivo fazer a biorremediagéo de
um solo contaminado com varios pesticidas de classes quimicas diferentes com
longo tempo de contaminagdo, utilizando os fungos basidiomicetos Pleurotus
ostreatus e Phanerochaete chrysosporium.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar o potencial de degradacdo de pesticidas presentes em solos
utilizando os fungos basidiomicetos Pleurotus ostreatus e Phanerochaete
chrysosporium.
2.2Especificos
» Avaliar as caracteristicas fisicas e quimicas do solo contaminado;
» Identificar os pesticidas presentes no solo contaminado;

» Realizar teste de toxicidade em diferentes concentracfes dos pesticidas;

» Avaliar a degradacdo dos pesticidas no solo pelos fungos P.ostreatus e

P.chrysosporium na presenca e auséncia de surfactante;

» Verificar a producédo da enzima manganés peroxidase (MnP) pelos fungos na

degradacéao dos pesticidas do solo;

» Ivestigar a degradacao dos pesticidas do solo em diferentes concentracdes

na presenca de surfactante, pelos fungos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Agrotoxicos

Agrotoxicos, defensivos quimicos, pesticidas, praguicidas, remédios de
planta e venenos sdo algumas das inumeras denominacfes relacionadas as
substancias quimicas utilizadas no controle de pragas (animais e vegetais) e
doencas de plantas (FUNDACENTRO,1998 apud RIBAS, 2009).

Grandes quantidades de substancias quimicas sintéticas séo liberadas no
meio ambiente como resultado do largo uso na agricultura. Cerca de 900 produtos
comerciais e 600 ingredientes ativos estdo atualmente no mercado (YOUNES e
GALAL-GORCHEN, 2000), dos quais cerca de 300 sdo empregados em 2 mil
formulacées comerciais diferentes no Brasil (DAMS, 2006), envolvendo inseticidas,
fungicidas, herbicidas, raticidas e pesticidas.

Segundo Moreira (2002) compete ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) realizar a avaliacdo de eficacia agronémica dos agrotéxicos,
ao Ministério da Saude de executar a avaliacdo e classificacdo toxicolégica dos
mesmos e ao Ministério do Meio Ambiente avaliar e classificar o potencial de
periculosidade ambiental das aplicacoes.

A utilizacdo de pesticidas é quase tdo antiga como a agricultura (CASIDA,
1998). A descoberta do querosene, no século XIX, considera-se o marco na historia
do uso dos pesticidas sintéticos. No inicio da Segunda Guerra Mundial a selecao de
inseticidas limitava-se a diversos compostos como o arsénio, produtos de origem
natural como piretrinas, nicotina e o enxofre (ALIFERIS E JABAJI, 2011). InGmeros
pesticidas tém sido desenvolvidos e utilizados em todo o mundo, entre 0s quais 0s
organoclorados, os organofosforados e os carbamatos sédo os mais utilizados. Nos
paises industrializados, em 1960, assistiu-se ao processo de modernizacdo da
agricultura devido ao aparecimento de novas tecnologias, muitas delas baseadas na
utilizacao intensiva de pesticidas (MNIF et al., 2011).

O uso de pesticidas na agricultura tem crescido muito nas ultimas décadas,
principalmente nos paises em desenvolvimento. O motivo desse crescimento sao as
possiveis finalidades de aumento da produtividade e garantia da producdo de
alimentos para a humanidade. Apesar da quantidade e variedade de produtos
usados no campo para esse fim, durante muito tempo n&o houve preocupagédo com

0s problemas ambientais que 0os mesmos pudessem causar. Embora os pesticidas
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possuam um papel benéfico sobre a produtividade agricola, deve-se considerar o
risco potencial desses compostos quimicos no ambiente, o que tem despertado o
interesse cientifico para a biodegradacdo de pesticidas e compostos relacionados
(COLLA et al., 2008).

Estudos fisico-quimicos, toxicolégicos e ecotoxicolégicos proporcionam a
classificacdo dos agrotoxicos. Um dos critérios usados refere-se a periculosidade
ambiental, em classes que variam de | a IV, (Classe |): produtos altamente perigosos
ao meio ambiente, (Classe Il): produtos muito perigosos ao meio ambiente, (Classe
[ll): produtos perigosos ao meio ambiente e (Classe IV): produtos pouco perigosos
ao meio ambiente (RIBAS, 2009).

Os agrotoéxicos também podem ser classificados quanto aos efeitos a saude
humana devido a exposicdo ao produto quimico. Essa classificacdo obedece a
testes realizados em laboratério que tentam estabelecer a dosagem letal (DL) do
agrotoxico em 50% dos animais utilizados nesta concentracédo (RIBAS, 2009).

Segundo Silva (2004) os agrotéxicos abrangem um grande numero de
moléculas quimicas, com diferentes modos de acao e toxicidade, sendo divididos em
trés grandes classes: inseticidas, fungicidas e herbicidas, os quais sdo organizados
em dois grupos principais:

» N&o sistémicos, que nao penetram no tecido vegetal e, consequentemente
nao sdo transportados dentro do sistema vascular de plantas.

» Sistémicos, introduzidos a partir de 1940, penetram na planta e sao
transportados no sistema vascular delas.

De acordo com Silva (2004), o aumento no uso de agrotoxicos é devido ao:

» Aumento nas atividades associadas ao uso dos recursos haturais e a
necessidade para energia e intensificacdo da agricultura,
A persisténcia de alguns compostos xenobiéticos,

» Ao acumulo em organismos biolégicos, alcancando niveis toxicos de
contaminagao.

Um pesticida ideal deve ser tdxico apenas aos organismos alvos,
biodegradavel a residuos indetectaveis e ndo afetar espécies ndo alvo (GALIULIN et
al., 2001). O uso de produtos quimicos como alternativa para melhorar a produgéo
agricola ndo deve oferecer nenhum tipo de risco exceto aqueles que causem efeito

danoso.
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Pesticidas sdao um dos grupos mais representativos de poluentes no
ambiente. Devido ao continuo uso de pesticidas, quantidades elevadas destes e
seus produtos de degradacéo podem acumular no solo (CHOUDHORY et al., 2008).

Os pesticidas organofosforados apresentam uma alta toxicidade com valores
de DLsp variando entre 10-50 mg/kg e a sua acdo toxica no organismo se processa
pela inibicdo da enzima colinesterase com consequente acumulo de acetilcolina nas
fibras nervosas, o que impede a transmissao de novos impulsos gerando uma seérie
de efeitos no organismo tais como: convulsdes, paradas respiratorias e coma (SILVA
et al., 1999).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda como valor maximo
permitido em agua de 0,1 mg.L™* para cada pesticida e 0,5 mg.L™ para o total de
pesticidas (HATRIK e TEKEL, 1996).

Por outro lado, os pesticidas organoclorados sao relativamente inertes e sua
elevada estabilidade esta relacionada as ligagBes carbono-cloro. Estes compostos
sdo muito estudados devido a alta toxicidade, baixa biodegradabilidade e
biossolubilidade em tecido lipidico (GALASSI e SANNA, 1996). Alguns
organoclorados podem persistir por 15 a 20 anos no solo e parte destes séo
arrastados pelas chuvas (por lixiviagdo) para o interior dos cursos de agua, que
também recebem estes compostos através de efluentes industriais, de esgotos, de
sedimentos, da atmosfera e por contaminacgao direta durante a aplicacdo (RISSATO
et al.,2004).

Com o aumento da utilizacédo de pesticidas tem ocorrido a contaminacéo de
solos e 4guas. Uma preocupacao crescente nas areas agricolas com intenso uso de
pesticidas € a ocorréncia de solos contaminados com altas concentracfes de
pesticidas (ARTHUR et al., 2000). A toxicidade destes produtos limita a sua
degradacao natural no ambiente, permanecendo no mesmo por longos periodos.

Sitios contaminados frequentemente contém numerosos poluentes, 0s quais
podem constituir um risco para a saude de humanos, animais e 0 meio ambiente
(ROCKNE, 2003). Pesticidas também podem afetar a fertilidade dos solos através
da toxicidade a microbiota natural (GALIULIN et al., 2001).

Os pesticidas estudados no trabalho sdo apresentados a seguir dentro dos

parametros fisicos e quimicos.
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3.1.1 O inseticida deltametrina

A deltametrina € um inseticida do grupo quimico dos piretroides, conhecido
guimicamente pelo nome oficial de (S)-alfa-ciano-3-3fendxibenzil (1R.3R)-(2,2-
dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropencarboxilato.

Os pesticidas piretroides sdo compostos sintéticos fabricados a partir de
uma versdo sintética de uma classe de inseticidas de origem natural extraidos de
uma planta, o piretro. Estes compostos apresentam um mecanismo de acao
semelhante ao dos pesticidas organoclorados e apresenta a sua elevada eficacia
contra um largo espectro de insetos e sdo necessarias baixas quantidades para
exercerem sua acdo € adicionada uma reduzida toxicidade nos mamiferos.
(GRISOLIA, 2005) E a classe de pesticidas que apresenta menores efeitos nocivos
para 0 homem, porem estudos revelam ser toxico a peixes e para 0 meio ambiente
(PIMENTEL, 2007 ; VIRAN, 2003).

O inseticida piretréide tem efeito por contato, ingestdo e repeléncia;
apresenta amplo espectro de acdo contra insetos e acaros, € toxico para abelhas e
insetos aquaticos (WATTERSON, 1988; CROFT, 1990).

As propriedades fisicas e quimicas da deltametrina foram detalhadas por

Tomlin (1995) estéo listadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros fisicos e quimicos da deltametrina.

Parametros Valores
Formula molecular C2oH19BroNO3
Peso molecular 505,2 g.mol™
Ponto de fuséo 100-102 °C
Coeficiente de particdo (Kow) 4,6 (25 °C)
Solubilidade em agua <0,2 ug.L™
Pressdo de vapor 1,33.10°Pa

Fonte: Tomlin (1995).

A deltametrina possui DLsy aguda oral de 135mg.Kg™ para rato albino e
superior a 300mg.Kg™ para cées; enquanto a DLsy aguda dérmica é superior a 2000
mg.Kg'! para ratos (TOMLIN, 1995 apud FRANCO, 2004). No Brasil é
comercializado com varios nomes entre eles: Decis 25 CE, Decis 100 CE, Decis
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200SC e Decis 50, estando registrado segundo algumas formulagbes para uso de
em mais de 30 culturas (ANVISA, 2004).

O inseticida deltametrina esta entre os produtos frequentemente utilizados
por produtores para controlar a lagarta-do-cartucho no milho e foi testado para

controle de varias outras pragas do milho via quimigacéo (VIANA e COSTA, 1998).

3.1.2 O fungicida Clorotalonil

Pesticidas clorados sdo considerados poluentes potenciais do ambiente
devido sua alta taxa de aplicacdo, sua persisténcia e sua toxicidade para humanos e
outras espécies. O Clorotalonil, de nome quimico: 2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila
(TPN), apresenta persisténcia considerada baixa em comparacdo aos outros
pesticidas organoclorados (ANDREI, 1999), possuindo como contaminante o
subproduto hexaclorobenzeno, o qual tem efeito carcinogénico.

O Clorotalonil é altamente toxico para peixes e o metabdlito principal deste
produto € o 4-hidroxi-2,5,6-tricloroisoftalonitrila, o qual € mais persistente, movel e
téxico que o produto principal, podendo inibir a atividade microbiana no solo,
impedindo a degradacéo apos repetidas aplicacdes (VAN DOORN et al. 1995).

Outros metabdlitos estdo ligados a substituicdo dos atomos de cloro e
conversao dos grupos cianetos para amidas, tiazois e grupos acidicos (ROCHARD
et al. 1988).

A ANVISA (2010) ndo determinou um intervalo de seguranca para a
aplicacdo do fungicida, o qual apresenta uma ingestdo diaria aceitavel de 0,03
mg.Kg™. O Clorotalonil possui DLs, maior que 10.000 mg.kg™ para ratos e é
altamente danoso aos olhos (TOMLIN, 1995).

Na Tabela 2 sdo detalhadas as propriedades fisico-quimicas do Clorotalonil.

Tabela 2- Propriedades fisico-quimicas do Clorotalonil.

Parametros Valores
Formula molecular CsCl14N2
Pressao de vapor 0,076 mPA
Coeficiente de particdo (Kow) 2,89 (25 °C)
Solubilidade em agua 0,9mg.L*

Solubilidade em xileno 80g.L™
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Solubilidade em querosene 10g.L*

Fonte: Tomlin (1995).

No Brasil o Clorotalonil € comercializado com os nomes de Bravonil 500,
Daconil BR, Dacostar 500, Vanox 500 SC, entre outros (ANDREI, 1999), estando
registrado para uso em 22 culturas, especialmente para hortalicas e fruteiras
(AGROFIT, 2002).

3.1.3 O herbicida Paraquat

O Paraquat foi primeiramente sintetizado em 1882, mas sua propriedade
como herbicida s6 foi descoberta em 1959. A partir de 1962, o uso do Paraquat foi
difundido por todo o mundo principalmente devido a sua baixa acéo residual e a
possibilidade de utilizacdo por um grande e diversificado numero de culturas
(BRASIL, 2000).

O Paraquat é comercializado com o nome de Gramoxe 200 e a nomenclatura
conforme a IUPAC é 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto (International Programme on
Chemical Safety - PISQ, 2001).

Dados da ANVISA (2007) afirmam que o Paraquat é amplamente utilizado
em varios paises do mundo nas culturas de abacate, abacaxi, algod&o, arroz,
aspargos, banana, batata, beterraba, cacau, café, cana- de- acucar, cha, coco,
couve, feijdo, maca, milho, péra, péssego, seringueiras, soja, trigo, uva e no controle
de plantas classificadas como daninhas do ambiente aquatico (BROMILOW, 2003).

De acordo com dados da ANVISA (2007), o limite maximo de residuo (LMR)
para o Paraquat varia de 0,05 a 0,2 mg.Kg™, com intervalos que variam de 1 a 7
dias. A ingestdo diaria aceitavel (IDA) é de 0,004 mg.Kg™ e o herbicida esta
classificado como pertencente a classe 1. As propriedade fisico-quimicas do
Paraquat estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas do Paraquat.

Parametros Valores

Formula molecular C12H14CIoN;

Densidade 1,240-1,260 g.L™ (20 °C)
Ponto de fusao(°C) ~300 com decomposicéo

Solubilidade em agua 700 g.L™* (20 °C)
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pH 6,5-7,5
Volatilidade nao volatil

Fonte: Tomlin (1995).

Na figura 1 € apresentado a estrutura molecular dos compostos em estudo

neste trabalho.

Figura 1 — Estrutura molecular dos contaminantes Clorotalonil (a), Paraquat (b)

e Deltametrina (c).
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Fonte:ANVISA (2010).

3.2 Aspectos fisicos, quimicos e biolégico do Solo

De acordo com Doran et al., (2005) o solo é um sistema vivo, dindmico e um
recurso nao renovavel, cuja condicdo influencia a producdo de alimentos, a
eficiéncia ambiental e o balanco global.

O solo € uma mistura de compostos minerais e organicos formada pela acéo
de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos. No solo, a acdo desses agentes, produz
faixas horizontais, denominadas de horizontes, os quais lhes conferem
caracteristicas proprias (LUCHESE et al., 2001).

O solo é um sistema composto por trés fases, conforme Silva (2004):
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» Liquida, onde as substéncias organicas e inorganicas servem como
nutrientes e ou inibidores da microbiota, sendo representado pela
solucéo solo e agua;

» Solida, sistema composto de minerais, residuos organicos, compostos
complexos, polimeros e microbiota;

» Gasosa, também chamado de ar do solo, estando localizado no espacgo
poroso, também ocupado pela fase liquida, pois se trata de espacos
entre as particulas solidas do solo, tais espacos porosos sao
chamados de porosidade e isso € o que difere os solos entre si.

A proporgao destas fases varia de um solo para outro e, mesmo, dentro do
mesmo solo, de um horizonte para outro (MEURER, 2004).

O uso indevido de técnicas agricolas, assim como a utilizacdo descontrolada
de agrotdxicos, possa a curto ou em longo prazo a alterar as condi¢ées quimicas,
fisicas e biolégicas dos solos, que sdo submetidos a condi¢cdes constantes de
estresse. A matriz do solo esta constantemente interagindo com outros componentes
como agua e ar e assim sua poluicdo pode diretamente propagar contaminantes
para as aguas superficiais e subterraneas e também para o ar (CONTE et al., 2005).

Existem diversas formas de estresse, de acordo com Silva (2004), os quais
estéo relatados a seguir:

» Fisico: relacionados a temperatura, a umidade e a pressao;

» Quimico: relacionado ao pH, aumento ou diminuicdo da
disponibilidade de nutrientes, salinidade e anoxia, podendo ser
provocado, por exemplo, por contaminagdo por metais pesados,
agrotoxicos e outros;

» Biologico: em consequéncia da competicdo entre as espécies
enddgenas ou exdgenas, assim como crescimento ndo identificado de
micro-organismos patogénicos.

Geralmente esses fatores ocorrem simultaneamente, sendo que raramente
tais condicOes de estresse acontecem isoladas. Gianello e Giasson (2004) afirmou
que desde a antiguidade os povos utilizam o solo para produzir alimentos, pois
dependiam dele para garantir a sobrevivéncia. A classificacdo dos solos quanto a
sua produtividade agricola ja era utilizada ha mais de 4000 anos na China.

O solo possui pelo menos 16 elementos minerais considerados essenciais

para o crescimento das culturas. O carbono, o oxigénio e o hidrogénio, combinados
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na reacédo fotossintética, sdo obtidos do ar e da &4gua. Nitrogénio, fésforo, potassio,
calcio, magnésio e enxofre sdo necessarios em maiores quantidades e sé&o
denominados de macronutrientes. Nutrientes requeridos em pequenas quantidades
como o boro, o cobre, o cloro, o ferro, o manganés, o molibdénio e o zinco séo
chamados de micronutrientes (GIANELLO e GIASSON, 2004).

Algumas caracteristicas e propriedades do solo sdo determinadas ou
afetadas pela presenca de matéria organica. A existéncia de matéria organica
humificada no solo demonstra a acdo de agentes biologicos. Os organismos que
habitam no solo, as associacbes entre eles, suas relacbes com 0 meio e as
transformacdes bioquimicas decorrentes de sua atividade séo de grande relevancia
para a produtividade agricola, a reciclagem de nutriente e a qualidade ambiental
(GIANELLO e GIASSON, 2004).

O solo é o destino final dos produtos quimicos utilizados na agricultura, os
quais podem ser aplicados diretamente no mesmo ou na parte aérea das plantas. Ao
entrarem em contato com o solo, os pesticidas ficam sujeitos a processos fisico-
guimicos que regulam seu destino na ambiente, sendo alguns exemplos desses
processos: retencdo, lixiviacdo, volatilizacdo, fotodegradacdo, decomposicao
quimica e bioldgica, escorrimento superficial e adsorcdo pelas plantas (OLIVEIRA E
BRIGUENTI, 2011). Tais processos podem ser observados na Figura 2.

Figura 2 — Destino dos pesticidas aplicados na agricultura.
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Fonte: Oliveira e Briguenti (2011).
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A retencdo é um fenbmeno complexo, por meio dos processos de adsorcéo
dessorcéo, influencia direta ou indiretamente na magnitude dos efeitos de outros
fatores. A complexidade desse processo deve-se primariamente a heterogeneidade
fisico-quimica dos solos e suas inter-relacdes com os sistemas biologicos,
atmosféricos e aquaticos. Portanto, um requisito basico para entender os processos
de retencdo € o conhecimento da composicao do solo. (OLIVEIRA E BRIGUENTI,
2011)

3.3 O Uso de Micro-Organismos como Atenuante Ambiental

Os micro-organismos tém faixa limitada de tolerancia para determinadas
condicbes ambientais e condigcbes Otimas para desenvolvimento. Enquanto que
contaminantes sdo mais resistentes a condicfes adversas, 0 que caracteriza a
persisténcia do produto no meio, a persisténcia do composto quimico no ambiente
depende das propriedades quimicas do produto e de sua concentracdo (KULKARNI
e CHAUDHARI, 2007).

O sucesso da degradacdo esta relacionado a diferentes fatores:
disponibilidade de nutrientes, umidade, pH e temperatura. Também podem afetar as
condicdes abidticas e a predacao por protozoarios (CUNNINGHAM et al., 2008).

Os fungos tém sido bastante utilizados como atenuantes ambientais por
serem 0s principais agentes de degradacdo de matéria organica, sendo
responsaveis pela ciclagem de nutrientes e sdo encontrados em praticamente todos
os ambientes no planeta (SILVA e COELHO, 2009 apud ANDRADE et al., 2010;
PEREIRA, 2011).

Estima-se que atualmente existam em torno de 1,5 milhGes de espécies de
fungos, sendo de conhecimento dos micologistas somente cerca de 69.000
espécies, as quais sdo capazes de utilizar varios substratos como fonte de carbono.
Porém, alguns fungos necessitam de substratos especificos (SILVA e COELHO,
2009 apud ANDRADE, 2010).

O tratamento biolégico neste caso tem por base a inoculagcdo de micro-
organismos (bactérias e/ou fungos basidiomicetos) que atuam sobre o substrato,
degradando preferencialmente a lignina, sem provocar perdas na celulose e

hemicelulose. Estes processos apresentam seguranca do ponto de vista ambiental,
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principalmente por ndo utilizarem substancias quimicas durante o processo
(SCHMIDT; WESCHSLER; NASCIMENTO, 2003).

Os fungos degradam o material lignocelulésico penetrando as hifas no limen
das células vegetais. As hifas realizam a producédo de uma grande diversidade de
metabolitos extracelulares, que atuam ativamente na degradacgéo da parede celular
(FERRAZ, 2004, 2011).

Na visdo ecoldgica, os basidiomicetos possuem papel fundamental na
ciclagem de nutrientes e manutencao dos ecossistemas, atuando na degradacédo da
matéria organica. Os basidiomicetos sdo saprébios, parasitas e formam
ectomicorrizas que sao associagdes de fungos com as plantas (FERRAZ, 2004).

Os fungos da podriddo branca estdo sendo usualmente aplicados em
tratamentos de biorremediacdo com o objetivo de degradar poluentes ambientais
recalcitrantes, ocorrendo de forma natural a diminuicdo da toxicidade dos poluentes
durante o processo de descontaminagdo, ndo sendo assim necessaria a aplicacdo
de substancias quimicas (SOUSA e ROSADO, 2009).

Segundo Silva (2009), vem sendo bastante estudada a aplicacédo dos fungos
basidiomicetos para biodegradacdo de substancias quimicas recalcitrantes. Os
fungos filamentosos possuem uma série de caracteristicas que o0s tornam
interessantes para aplicacdo em sistemas de biorremediacéo. Eles sdo capazes de
crescer sob as condicbes de estresse ambiental que limitam o crescimento
bacteriano. E ainda, o modo de crescimento dos fungos - induzido
quimiostaticamente, através do alongamento e ramificacdo das hifas, em direcdo a
fonte de carbono orgéanico — permite a colonizacdo de grandes areas. Desta forma, o
contato superficial com o contaminante € amplo, aumentando sua biodisponibilidade
e, consequentemente, podendo ter sua biodegrada¢do aumentada.

Os fungos basidiomicetos sdo capazes de degradar compostos
recalcitrantes através de enzimas extracelulares, como a manganés peroxidase. Ja
em fungos que utilizam o complexo enzimatico intracelular para a remocgéo, a
degradacdo nao é téo eficiente (PEREIRA, 2011).

A enzima manganés peroxidase é uma enzima produzida pelos fungos
basidiomicetos. O ciclo enzimatico ocorre quando o ferro presente na enzima reage
com peroxido, sendo formado um complexo ferro-peroxido, a acdo enzimatica ocorre
pelo sistema de oxirredugdo difuso. Portanto, o ataque da enzima é inespecifico,

atacando qualquer tipo de poluente organico (GUIMARAES, 2009).
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Segundo Matheus e OKINO (2002), podem-se enumerar algumas vantagens
do uso de basidiomicetos na biorremediacéo de solos contaminados com compostos
recalcitrantes:

» O sistema responsavel pela degradacao € extracelular podendo atuar
em substratos insolGveis ou complexados ao solo, pouco acessiveis a
acao bacteriana;

» A inespecificidade do sistema enzimatico destes fungos permitem a
degradacdo de uma ampla faixa de compostos separadamente ou
misturados;

» Esses fungos possuem vantagem competitiva quando materiais
lignoceluloliticos séo utilizados como fonte de carbono;

» Sao capazes de promover a degradacdo completas de compostos

recalcitrantes.

3.3.1 Pleurotus ostreatus

De acordo com Bettin (2010), o género Pleurotus é pertencente ao filo
Basidiomycota e da classe Basidiomycetes, ordem Aphyllophorales, possuindo
caracteristicas especificas como o basidiocarpo pileado, com sua estipe lateral ou
central com consisténcia carnosa. Seu corpo de frutificacdo possui hastes
concéntricas que estdo em formato de conchas de ostra e lamelas unidas, como

pode ser observado na Figura 3.

Figura 3 — Fotografia do fungo Pleurotus ostreatus.

Fonte: Micoplant (2013).
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O Pleurotus € usado para varias finalidades, como as medicinais e
terapéuticas, sendo seu cogumelo com elevado valor nutricional. Ha aplicacdes
ainda em biotecnologia e na area ambiental que apontam que o Pleurotus € um
fungo bem sucedido neste quesito, com bons resultados na colonizacdo e
degradacdo de residuos em geral, especialmente os lignoceluldosicos (BETTIN,
2010).

Os cogumelos do género Pleurotus apresentam grande potencial de cultivo
no Brasil em razdo de sua maior rusticidade e por ser um eficiente decompositor de
residuos agricolas e agroindustriais como: esterco, palhas e outros residuos do trigo,
do arroz, do milho, do algodao, do bagaco de cana-de-acucar, residuos de serrarias,
dentre outros (EIRA, 2004).

Entre os residuos de potencialidade no Nordeste para producdo de
cogumelos, destaca-se a casca do coco. Apdés 0 consumo in natura ou
industrializado da agua de coco, o residuo (casca do coco) € muitas vezes
depositado em lixdes e as margens de estradas e rios, 0 que gera um problema
ambiental (ROSA, 2001).

O fungo Pleurotus ostreatus € lignocelulitico e responsavel pela reciclagem
do carbono nos ecossistemas. E capaz de degradar celulose, hemicelulose e lignina.
O interesse em estudar esse micro-organismo se da pela possivel utilizacdo de
enzimas lignoliticas Uteis para aplicacdes biotecnoldgicas. Segundo estudos, esses
fungos sé@o capazes de promover tanto a biosorcdo quanto a degradacdo do
contaminante (RODRIGUES, 2003).

Os fungos deste género sdo conhecidos por serem eficientes na degradacéo
de lignina, pois produzem enzimas extracelulares como a lignina peroxidase,
manganés peroxidase e lacases (fenol oxidases) que podem modificar e degradar a
lignina (RODRIGUES, 2003).

3.3.2 Phanerochaete chrysosporium

Este fungo tem a capacidade de mineralizar, além da lignina, pelo menos
parcialmente e, em alguns casos completamente, uma variedade de outros
poluentes resistentes a degradacdo. O sistema lignolitico deste fungo ¢é
representado principalmente pelas enzimas lignina e manganés peroxidase, as quais

séao produzidas em meios contendo fontes limitadas de carbono e nitrogénio. Estas
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enzimas tém a capacidade de despolimelizar a lignina e uma grande variedade de
outros compostos (KUNZ, 2002).

O Phanerochaete chrysosporium € o basidiomiceto mais utilizado em
processos de biorremediacdo. Suas exo-enzimas tém demonstrado possuir um
grande potencial para detoxificacao de varios xenobidticos, incluindo os herbicidas
diuron e bentazon (COELHO, 2009).

Com o conhecimento do mecanismo sobre o0 sistema enzimatico lignolitico
dos basidiomicetos, intensificou-se a proposta de utilizacdo desses micro-
organismos na degradacdo de poluentes ambientais. A maioria das descobertas
sobre o mecanismo envolvido na degradacdo de xenobioticos foi feita com o
basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium, que apresentou evidéncias de possuir
capacidade de mineralizar DDT, TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina),
benzo(a)pireno, lindano (1,2,3,4,5,6-hexaclorociclohexano), bifenilaspolicloradas
(PCBs), além de degradar clorofendis (REDDY e GOLD 1998, REDDY e GOLD,
2000; POINTING et al.,2001; SHIM e KAWAMOTO, 2002; KRISHNA, 2005;
TORTELLA et al., 2005).

O Phanerochaete chrysosporium, em condi¢cdes adequadas de crescimento
pode ser eficiente para o uso em biorremediacdo em solos contaminados com
compostos recalcitrantes. Esse fungo foi avaliado em laborat6rio e depois aplicado
em escala de campo (6000 m® de solo contaminado), tendo demonstrado
capacidade em remover mais de 80% de clorofendis em solo, embora tenha sido
relatado que, para isto, foi necessario adequar as condi¢cdes de crescimento do
fungo para grandes quantidades de solo contaminado (SILVA, 2009).

3.4 Biossurfactantes e a Questao Ambiental

Os biossurfactantes sdo agentes ativos de superficie que reduzem a energia
livre do sistema por substituir a maior parte das moléculas de alta energia na
interface diminuindo, assim, a tenséo superficial e interfacial dos liquidos, que agem
como emulsificantes (BUENO, SILVA e GARCIA-CRUZ, 2010).

O surfactante € uma molécula anfipatica, apresentando uma porgéo
hidrofilica e outra hidrofébica, com capacidade de diminuir a tensdo superficial. A
reducdo da tensdo superficial ocorre devido a caracteristica anfipatica (porgéo
polar+apolar) da molécula capaz de reduzir a energia livre do sistema pela

transferéncia de moléculas de alta energia do interior de uma solugcdo para a
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interface. A principal caracteristica dos surfactantes é a capacidade de reduzir a
tensdo superficial de um meio liqguido (MULLIGAN, 2005). Na Figura 4 € mostrada a
estrutura tipica de um surfactante com as suas porc¢oes, hidrofilica e hidrofobia.

A porcdo apolar dos surfactantes €& frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a porcdo polar pode ser idnica (anidnica ou cationica),
nao-ibnica ou anfotérica (NITSCHKE, 2002).

A porcdo apolar dos surfactantes € frequentemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a porcdo polar pode ser ibnica (anibnica ou catidnica),
néo-idnica ou anfotérica (NITSCHKE, 2002).

Figura 4- Estrutura tipica de um surfactante.

€1 = fH —— - Haa —~fHa
H
Ha ‘I::I-h
=0
H o I
H T
Ha ‘:IH —{CH=)n —CHa
OH O =
COOH
Porcio Hidvofilica
Porciio Hidvofabica

Fonte: MAKKAR e CAMEOTRA (1998).

Existem no mercado surfactantes sintéticos que sédo de custo elevado. Como
solucdo a isso se destaca os biossurfactantes, pois estes devido a origem
microbiana sdo uma alternativa para substituir parcialmente ou totalmente o uso dos
compostos sintéticos de forma economicamente viavel. Entre as vantagens que
elevam o potencial comercial dos biossurfactantes destacam-se a baixa toxicidade, a
biodegradabilidade, a seletividade e a atividade especifica em temperaturas
extremas, pH e salinidade (MULLIGAN, 2005).

A maioria dos surfactantes disponiveis no mercado é sintetizada a partir de
derivados de petroleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental entre os
consumidores, combinado com novas legislacbes de controle do meio ambiente

levaram a procura por surfactantes natural como alternativa aos produtos existentes.
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Biossurfactantes sdo compostos estruturalmente diversos produzidos por
micro-organismos (JAYASHRRE et al., 2006), principalmente bactérias e leveduras,
e em geral, sdo biodegradaveis, ndo toxicos ou menos toxicos que surfactantes
quimicos.

Alguns compostos poluentes sdo de dificil degradacdo devido a
indisponibilidade deles aos micro-organismos. A forte sor¢cdo pode ocorrer quando
contaminantes sdo adsorvidos a matéria organica ou adsorvidos em poros
microscopicos no interior das particulas de solo, também inacessiveis aos micro-
organismos do solo (NWACHUKWEE e OSUJR, 2007).

Surfactantes podem aumentar a concentracdo de um pesticida na solucéo
do solo através de processos de emulsificacdo e solubilizacdo. A solubilizacdo é a
incorporacdo do pesticida dentro das micelas surfactantes, o que causa a reducao
da tensdo superficial e é o principal processo envolvido no aumento da
disponibilidade (JAYASHRRE et al., 2006).

A concentracdo Otima de surfactante deve ser estabelecida antes da
biorremediacdo e depende da natureza do contaminante e tipo de solo, do grau de
hidrofobicidade do pesticida, do tipo de surfactante e da concentracdo deste
(IGLESIAS-JIMENEZ et al., 1996). Perdas devido a sorcédo no solo também devem
ser consideradas, principalmente em solos com altos teores de matéria organica
(LAHA et al., 2009).

Como alternativa econdmica para parcialmente ou totalmente substituir o
uso dos surfactantes sintéticos, sendo assim, economicamente viavel € que surgem
0s biosurfactantes, pois sdo de origem microbiana. Entre as vantagens que elevam o
potencial comercial entre duas biomoléculas destacam-se baixa toxicidade,
biodegradabilidade, seletividade, atividade especifica em temperaturas extremas, pH
e salinidade (MULLIGAN, 2005).

As principais substancias produzidas, segundo Maier e Saberon (2000) e
Lang (2002), séo: glicoliidios, lipoproteinas e poliméricos. Os glicolipidios sdo os
mais estudados e possuem um grupamento carboidrato ligado a uma ou mais
cadeias longas de acidos graxos. O ramnolipidio, surfactante (biotensoativo) que &
produzido pela Pseudomonasa eruginosas no final da fase logaritmica, assim como
na fase estacionéria, € produzido a partir de grande variedade de fontes de carbono,
desde glicose a uso de substratos alternativos como borra oleosa, 6leos usados,

melaco de cana, residuos do processamento de queijo, batata e mandioca, 0s quais
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séo alguns exemplos de residuos e subprodutos com potencialidade para producao
de biotensoativos (ABALOS et al., 2001; COSTA et al., 2006; HABA et al., 2000;.

As lipoproteinas sdo caracterizadas por possuirem uma parte proteina e

outra de acido graxo e as substancias polimeéricas de alto peso milecular apresentam

cadeias longas de carboidratos ou de proteinas, podendo ter uma fracdo lipidica

(MAIER e SABERON, 2000; LANG, 2002).

Desai e Banat (1997) e Banat (2000) classificaram os surfactantes de acordo

com seu micro-organismo produtor, conforme detalhado na Tabela 4.

Tabela- 4 Classes de micro-organismos

produtores de biosurfactante.

Biotensoativo

Micro-organismo

Lipopeptidios e Lipoproteinas

Peptidolipidio Bacillus lincheformis
Viscosin Pseudomonas fluorescens
Surfactin Bacillus subtilis

Acidos graxos

e fosfolipidios

Acidos graxos

Corynebacterium lepus

Fosfolipidios Thiobacillus thiooxidans
Surfactantes poliméricos
Emulsan Anthrobacter calcoaceticus

Manana lipidio proteina

Candida tropicalis

Liposan

Candidali polytica

Fonte: DESAI et al.,(1997) e BANAT (2000)

A biorremediagcdo de hidrocarbonetos € a principal forma de utilizagdo de

biosurfactantes devido a sua propriedade de estabilizagdo. No entanto, para o

tratamento de metais pesados, Camargo (2004) afirmou que os surfactantes
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disponibilizam os compostos a serem degradados, pois a maioria desses compostos
esta adsorvida na matriz coloidal do solo.

3.5 A Tecnologia de Biorremediacao

A biorremediagdo é o0 uso de organismos vivos para tratamento de
ambientes contaminados com a finalidade de reduzir a concentragédo dos poluentes
a niveis ndo detectaveis, ndo toxicos ou aceitaveis, isto &, dentro dos limites
estabelecidos pelas agéncias de controle ambiental (LITCHFIELD, 2005).

E um método efetivo e de baixo custo para degradacdo de compostos
toxicos em produtos indcuos. Sucesso ha remocédo de pesticidas tem sido relatado
para muitos compostos (YOUNES e GALAL-GORCHEN, 2000). Apo6s a
mineralizacdo do poluente, metabdlitos sédo liberados no ambiente, geralmente com
toxicidade menor que o composto parental, como CO,, agua e compostos
inorganicos que surgem como produtos da degradacdo (MARIANO et al,. 2008).

Os compostos ao serem oxidados, prioritariamente por micro-organismos,
perdem elétrons para um aceptor final, sendo entdo reduzidos. O oxigénio
geralmente e usado como o aceptor final de elétrons o que caracteriza oxidagédo de
compostos organicos com a reducdo do oxigénio molecular. Na auséncia de
OoXigénio 0s micro-organismos utilizam outros compostos organicos ou inorganicos
como aceptores finais de elétrons assinalando, assim, a respiracdo anaerobia. A
desnitrificacdo, reducdo do ferro, reducdo do sulfato ou condicdes metanogénicas
caracterizam a biodegradacao anaerébia (CORDAZZO, 2000).

Embora varios poluentes possam ser degradados pelos micro-organismos
alguns compostos sdo mais facilmente degradados que outros. A velocidade de
metabolizacdo desses compostos vai depender de fatores como, a concentracdo do
contaminante e da quantidade de espécies catalisadoras, como as enzimas
extracelulares geradas pelos micro-organismos. Nesse contexto, a quantidade de
catalisador presente, é representada pelo nimero de micro-organismos habeis em
metabolizar o contaminante, bem como a quantidade de enzimas produzidas por
cada célula. Entdo, qualquer fator que afeta a concentracdo do contaminante, o
namero de micro-organismos presentes ou a quantidade de enzimas especificas,
pode aumentar ou diminuir a velocidade da biodegradacdo do contaminante
(ANDRADE et al,. 2010).
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Segundo Younes e Galal-Gorchen (2000), o processo de biorremediagéo
pode ser dividido em trés fases. Primeiro, por atenuacdo natural (biorremediagéo
intrinseca ou natural), onde os contaminantes sdo reduzidos por micro-organismos
nativos sem adicdo de inoculo. O segundo método, bioestimulacdo, € empregado
onde nutrientes e oxigénio sédo aplicados ao sistema para melhorar a eficiéncia e
acelerar o processo. Finalmente, no processo de bioaumentag&do, micro-organismos
exdgenos com habilidade para a degradacdo sédo adicionados aos solos que néo
contém microbiota nativa capaz de transformar os xenobioticos presentes.

A biorremediacdo, a bioestimulacdo e a bioaumentacdo tém como objetivo
principal a ruptura de moléculas complexas, resultando em produtos de mais facil
degradacdo, gerando menor quantidade de impactos no ecossistema (MARIANO,
2006). Os trés processos mencionados utilizam a capacidade metabdlica dos micro-
organismos para utilizar moléculas complexas como fonte de energia para o seu
crescimento (KULKARNI e CHAUDHARI, 2007).

Durante a degradacdo a atividade microbiana pode ser monitorada.
Parametros microbiolégicos no solo podem dar informacdes importantes sobre a
presenca de micro-organismos viaveis para degradacdo e também efeitos danosos
dos poluentes aos micro-organismos (VAN BEELEN e DOELMAN, 1997). Os
pardmetros mais utilizados envolvem as determinagbes de: respiragdo do solo,
biomassa microbiana, atividade enzimética e contagem de micro-organismos.

O principio de todos os processos de biorremediacdo é propiciar um
aumento na biodegradacdo e provocar um estimulo da atividade microbiana
degradadora por diferentes mecanismos (MOLINA BARAHONA et al., 2004).

3.5.1 Biorremediagéo in situ

No tratamento in situ, 0s micro-organismos sao aplicados no préprio local
onde ocorreu a perturbacdo ambiental. Os produtos finais de uma biorremediacao
eficaz sdo agua e gas carbdbnico, que ndo apresentam toxicidade, por isso podem
ser devolvidos ao ambiente sem prejuizo aos organismos vivos. A biorremediagao in
situ tem a vantagem de causar minima alteracdo ao ambiente e possui baixo custo
(CUNNINGHAM et al., 2008; CORDAZZO, 2000).
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3.5.1.1 Biorremediacao intrinseca ou natural

Na biorremediag&o natural, a degradacao do poluente orgéanico presente no
solo ocorre sem adequacdo de qualquer condicdo ambiental, sendo a
desestruturacdo do poluente realizada pelos micro-organismos nativos do local,
devido a adaptacdo natural destes a presenca do contaminante (PERELO, 2010).
Os micro-organismos passam, entéo, a utilizar o composto organico poluente como
fonte de carbono, ocasionando assim reducdo da sua concentracdo ao longo do
tempo. Nesse sistema ndo s6 0s processos biolégicos estdo envolvidos, mas
também, processos fisicos e quimicos podem ser responsaveis pela reducdo da
concentragdo do poluente (BEZERRA, 2009).

O monitoramento da biorremediacdo intrinseca é feito pelo
acompanhamento da evolucédo temporal e espacial da concentracdo de indicadores
geoquimicos como, oxigénio dissolvido e temperatura em aguas subterraneas, por
exemplo. Resultados desse monitoramento podem ser usados para identificar
fatores que podem controlar a taxa de biodegradacdo bem como identificar o

processo microbiolégico de respiracdo aerdbia ou anaerdbia (MARIANO, 2008).

3.5.1.2 Bioestimulacao

O processo de bioestimulacdo necessita que no local contaminado exista
uma populacdo natural de micro-organismos capazes de biodegradar o0s
contaminantes presentes e que as condices ambientais sejam favoraveis para que
se obtenha uma atividade microbiol6gica compativel com a biodegradacédo. Medidas
das propriedades fisicas e quimicas de amostras do local de estudo podem revelar
as limitacdes fisico-quimicas para a atividade microbioldgica, a qual pode entdo ser
modelada para indicar os fatores criticos limitantes (RAMASWAMI e LUTHY, 1997).

A bioestimulacdo de populagdes de micro-organismos autéctones com o
objetivo de aumentar as taxas de biodegradacéo é frequentemente empregada em
projetos de biorremediagcao (MARIANO, 2006).

Tecnicamente, o processo de bioestimulagdo consiste em introduzir
nutrientes adicionais na forma de fertilizantes organicos e/ou inorganicos na area
contaminada, incentivando o crescimento de micro-organismos capazes de degradar
0s poluentes existentes no meio (MILLER, 2010) e, com isso, promover 0 aumento
da populacdo microbiana e consequentemente, uma degradacdo mais rapida do
contaminante (KANISSERY e SIMS, 2011).
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Os micro-organismos se nutrem dos multiplos compostos organicos para o
desenvolvimento de seus metabolismos de manutengédo e reprodugao culminando
na remocéao do contaminante (ALVAREZ e ILLMAN, 2006; MARIANO et al., 2008).

3.5.1.3 Bioaumentacao

A bioaumentagdo é um processo de biorremediagdo que utiliza micro-
organismos aléctones. Esse processo € necessario quando um local contaminado
nao possui condicdes favoraveis para que biodegradacdo ocorra. Assim, essa
técnica tem como objetivo acelerar ou estimular a biodegradacdo através da
intensificagcdo do crescimento microbiano tanto quanto pela otimizacdo do ambiente
em questdo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

A bioaumentacéo € definida como uma implementacédo de micro-organismos
ao sistema natural, com capacidade para degradar um poluente especifico
(MACEDO, 2010), ou ainda a adicdo de consércio de micro-organismos
enriquecidos no local contaminado (BENTO et al., 2004).

Neste sistema inoculam-se micro-organismos com potencial de degradacédo
elevado do contaminante, sendo o tratamento também auxiliado por processos
tipicos naturais (JACQUES et al., 2007).

A bioaumentacdo é mais apropriada para tratamentos de contaminantes
muito recalcitrantes em contamina¢des recentes e/ou onde se pretende aplicar a
degradacédo acelerada (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

De acordo com Siqueira et al., (1994), a bioaumentacéo pode ocorrer de trés
maneiras: a) estimulacédo da populagéo existente através de alterac6es no ambiente
ou aplicacdo de nutrientes; b) isolamento e selecdo de micro-organismos
competentes e posterior aplicacdo ao solo e ¢) uso de micro-organismos clonados
pela engenharia genética, os denominados MEG (micro-organismos da engenharia
genética).

3.5.2 Uso de fungos basidiomicetos na biorremediacéo

A maioria dos estudos de biorremediacdo utilizava bactérias devido a
facilidade que ofereciam para estudar suas vias metabdlicas e utilizar construgdes
genéticas que permitam degradar especificadamente determinados compostos
contaminantes. Porém quando ocorrem condicfes de estresse ambiental, como,

baixos teores de nutrientes, baixos valores de pH, elevadas concentracdes dos



39

contaminantes. Além disso, as bactérias tém baixa eficiéncia na degradacdo de

compostos solluveis em agua, ou ligados ao solo, e seu sistema enzimético pode ser

induzido somente na presenca do contaminante. Sendo assim, niveis ainda

indesejaveis do contaminante podem ser insuficientes para induzir a producédo ou

atividade das enzimas, diminuindo o processo de biodegradacdo (Moreno et al.,

2004).

Aust (1990) e Eerd et al.,, (2003) listaram algumas vantagens em utilizar

fungos basidiomicetos para os processos de biorremediacao:

>

Os fungos estdo em contato direto com o solo, liquido ou por¢bes de
vapor do solo;

Sao capazes de transformar um grande nimero de compostos com
estruturas dissimilares;

Sao capazes de diminuir o efeito téxico de muitos xenobidticos;

Libera metabolitos que podem ser degradados por outros
microrganismos;

O sistema enzimatico sendo extracelular pode atuar em substratos
insolGveis ou complexados aos solos e, portanto, pouco acessiveis a
acao bacteriana;

O sistema sendo inespecifico pode ser usado para uma ampla
variedade de poluentes organicos ou mesmo para a mistura deles;

O sistema, sendo produzido em resposta a condicfes de limitacdo de
nutrientes, ndo necessita ser induzido pela exposi¢do prévia ou pela
presenca de lignina ou do composto poluente;

Este grupo de fungos possui vantagens competitivas quando
materiais ligninoceluldsicos séo utilizados como fonte de carbono;

A degradacdo da lignina ocorre até que sua concentracdo seja
reduzida a niveis ndo detectaveis, onde o produto final € CO,. Este é

o tipo de processo desejavel para 0s xenobioticos.

Em face das vantagens elencadas, sdo relatadas pesquisas em que ocorreu

grande éxito na mineralizagdo de poluentes no solo, como no trabalho realizado por

Fragoeiro (2008) que utilizou os fungos basidiomicetos Trametes versicolor e

Phanerocaete chrysosporium para biorremediacdo de solos contaminados pelos
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pesticidas Simazina, Trifluralina e Dieldrina e obteve taxas de remocao que
chegaram a 100%.

Ramadevi et al., (2012), em estudo da degradacdo do pesticida
organofosforado Malation no solo pelo fungo Aspergillus niger, sua concentracéo
inicial era de 20 ppm ap6s o tratamento houve degradacdo de 90,07 % |,
observaram que este fungo foi bastante eficaz na degradacao deste produto devido
a acao das enzimas lignoliticas, podendo, portanto ser usado na biorremediacdo O
mesmo na pesquisa feita por Nyakundi et al., (2012) que isolou 5 fungos da podridao
branca e avaliou a degradagédo do Metomil e Diazinon em meio de cultura usando os
fungos isolados e em consorcio, analisaram durante 100 dias fazendo
acompanhamento da degradacao a cada 10 dias. Perceberam que a degradacao em
guando usada em consorcio (58 dias) foi melhor que quando foi usado o fungo
separadamente (100 dias).

Essas pesquisas sugerem que o emprego de fungos, incluindo os da podridao
branca, pode ser considerado uma alternativa viavel, a natureza, a toxicidade e
estabilidade dos sistemas uma vez que estes fungos apresentam potencial para
mineralizar pesticidas de diferentes classes. Mostrando que esses micro-organismos
podem ser usados na biorremediacdo de solos, melhorando assim as condi¢des

ambientais de solos contaminados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Area da pesquisa

O local onde foram realizadas as coletas estd situado no municipio de
Tiangua, na serra da lIbiapaba, regido noroeste do estado do Ceara. A area
estudada € cultivada com hortalicas e produtores locais utilizam pesticida, que
provavelmente pode estar ocasionando a contaminagéo do solo.

A regido da Serra da Ibiapaba no Ceard, a mais importante do estado quanto
a producéo de hortalicas, apresenta clima tropical quente sub-Umido, com estacdo
chuvosa concentrada nos meses de fevereiro a maio, temperaturas minimas em
torno de 15°C e maximas de 32°C (MESQUITA et al.,, 2011).Na Figura 5 esta

representado a area de onde eram realizadas as coletas das amostras de solo.

Figura 5 — Canteiro no Municipio de Tiangua, Serra da Ibiapaba, Ceara.

Fonte: Autor (2013).

4.2 Caracterizacéo do solo

Para caracterizacdo do solo a amostra coletada na area da pesquisa foi
submetida a analises de granulometria e de fertilidade no Laboratério de Solos do
Departamento de Ciéncias do Solo da Universidade Federal do Ceard — UFC,
segundo procedimentos descritos no Manual de Analise de Solos da Embrapa
(EMBRAPA, 1997).
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A analise de granulometria envolveu a determinacao dos diferentes extratos
que compdem o solo em relagdo as suas dimensdes. Para a avaliacdo do grau de
fertilidade foram realizadas as determinacfes de fosforo, potassio, calcio, magnésio,

aluminio, sédio e pH.

4.3 Cultivo dos micro-organismos empregados e preparo do inéculo

Nesta etapa foram empregados os fungos basidiomicetos Pleurotus
ostreatus e Phanerochaete chrysosporium que foram submetidos a crescimento
sobre o gréo de trigo (50g) e hidratados em uma solu¢do de carbonato de calcio e
sulfato de calcio, na razdo massica de 1:4, contendo 1% de agua, sendo que esta
mistura foi esterilizada em autoclave durante 20 minutos a temperatura de 121 °C.

Para a etapa do trabalho que foi utilizado o inéculo crescido sobre o bagaco
de caju, primeiramente foi feito a inoculagéo do fungo no meio de cultura (malte) e,
apos o crescimento fangico ocorreu a inoculacdo dos fungos sobre o bagaco de
caju.

As culturas foram submetidas ao crescimento em placas de Petri com meio
sélido malte-agar (2% de malte e 0,2% de extrato de levedura) e incubadas a 28°C
durante 8 dias. A quantidade de in6culo utilizada foi de 5 g, contendo os fungos e o

meio de cultura usado para o crescimento dos mesmos nas placas.

4.4 Identificacéo dos pesticidas presentes no solo
Primeiramente foi feita a extracdo dos pesticidas presentes no solo, com
base na metodologia multi-residuo descrita por Tadeo et al., (2010). Assim, 5 g de
solo foram colocadas em Erlenmeyers, adicionando-se ainda 10 mL do solvente
acetato de etila. O sistema passou por sonificagdo durante 30 minutos, sendo o
extrato posteriormente filtrado em algoddo e entdo adicionado sulfato de sodio
anidro para retirada da umidade.
As amostras foram injetadas em cromatdégrafo a gas Perkin Elmer, com
temperatura do injetor de 250°C, da coluna inicialmente em 100°C por 1 min e
rampa de 23,5°C/min até 280°C por 12 minutos e temperatura no detector de 320°C.

Utilizou-se N, como gas de arraste a 13,6 psi.

4.5 Teste de toxicidade em placas de petri



43

Avaliou-se o crescimento fungico de P. ostreatus e P. chrysosporium em duas
concentragbes  diferentes dos  pesticidas encontrados, de 10 e
25 ug.mL*,considerado os principios ativos dos produtos comerciais empregados, a
saber: Gramoxone (200 g.L™ de paraquat), Decis (25g.L*de deltametrina) e Bravonil
(500g.L™ de clorotalonil).

Os estudos foram feitos usando placas de Petri em meio de cultura com a
seguinte composicéo: 6,0 g de NaNOg, 1,52 g de KH,PO,, 0,52 g de MgS0O,4.7H,0,
0,52 g de KCI, 0,01 g de FeSQ4, 0,01 g de ZnCl,, 10 g de glicose, 15 g de agar e
1000 mL de agua destilada (PONTERCORVO et al., 1953). O meio de cultura foi
esterilizado em autoclave na temperatura de 120 °C.

O crescimento dos fungos foi avaliado pela medicdo do diametro do

crescimento micelial ao longo de 1, 3, 5, 7 e 9 dias de desenvolvimento.

4.6 Avaliacdo da degradacédo dos pesticidas no solo pelos fungos P. ostreatus
e P. chrysosoporium com uso de surfactante

A amostra do solo contaminado (1 kg) da area agricola em estudo foi trazida
para o Laboratério de Tecnologia Ambiental (LATAM) a fim de verificar a acdo dos
fungos P. Ostreatus e P. Chrysosoporium durante o processo de biorremediacao,
sendo a degradacdo dos pesticidas avaliada na presenca e na auséncia de
surfactante, em um periodo de 42 dias.

O surfactante utilizado foi produzido microbiologicamente a partir da bactéria
Pseudomonas aeruginosa, conforme Robert et al. (1989) e Nitsche et al. (2010), a
fim de obter biossurfactante de potencial elevado em processo de biorremediacéo,
pois a referida espécie possui capacidade de produzir ranminolipideos em meio de
cultura, os quais tém propriedades que diminuem a tenséo superficial do meio em
gue se encontram, favorecendo a emulsificacdo (SANTA ANNA et al., 2007, GUO-
LANG et al., 2005, WEI et al., 2005,CHA et al., 2007).

Desta forma, Pseudomonas aeruginosa foi incubada em meio Luria-Bertani
(LB) contendo 1% de oleo de babacu, durante 48 h, sob agitacéo orbital de 150 rpm.
ApoOs este procedimento, promoveu-se centrifugacdo do meio produzido a 3500 rpm
durante 7 minutos para obtencdo apenas do biossurfactante (ROBERT et al., 1989;
NITSCHE et al., 2010).

A degradacao foi realizada para amostras de 100 g de solo, as quais foram
colocadas em frascos de 500 mL e a umidade acertada para capacidade de campo,
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que € a quantidade maxima de retencdo de agua pelo solo sem causar danos ao
sistema.

A capacidade de campo das amostras de solo estudadas foi determinada
para posterior ajuste da umidade do solo nos estudos de degradacéo. Para isto, um
Becher de 250 mL foi preenchido com solo (10g) e 2 mL de &gua ou solucéo
surfactante,sendo 0os mesmos gotejados lentamente durante 40 segundos até a
formacdo de um aglomerado (torrdo) umido. Este aglomerado foi cuidadosamente
removido e colocado para secar a 100°C em estufa durante 24 h. A partir de célculos
gravimétricos simples foi estimada a umidade correspondente a 100 g de solo.

Nos tratamentos realizados em presenca do biossurfactante a propria
solucéo surfactante foi utilizada para acerto da umidade no solo.

Para esta etapa do trabalho foi utilizado o inéculo ja preparado e crescido
sobre bagaco de caju, conforme o item 4.3, sendo empregado cerca de 5 g (micélio
e bagaco de caju). No decorrer de 7, 14, 28 e 42 dias analisou-se a degradacédo
através da quantificacdo da concentracdo dos pesticidas conforme descrito no item

4.4 e avaliacdo da atividade enzimatica.

4.6.1 Atividade Enzimatica (AE)

Para a andlise da enzima managanés peroxidase (MnP) no solo realizou-se
a extracdo, misturando-se 10 g de solo com 30 mL de acetato de sédio (50 mM) em
erlenmeyer que foi submetido a agitacdo eletrdbnica em Vortex. Em seguida a
amostra foi centrifugada durante 7 minutos a 3500 rpm e o0 sobrenadante separado e
utilizado para analise.

A atividade da enzima manganés peroxidase (MnP) foi determinada pela
oxidacao de vermelho de fenol, de acordo com Kuwahara et al. (1984). A mistura
reacional (1,0 mL) foi constituida por 0,6 mL de sobrenadante contendo a enzima
MnP; 0,1mL de lactato de sédio (0,25M); 0,2 mL de albumina bovina (0,5%); 0,05 mL
de MnSO, (2,0 mM); 0,05 mL de uma solugcdo de H,O, em tampéo succinato de
sédio 0,2 M (pH 4,5) e 0,1 mL do indicador da reagéo, vermelho de fenol (0,1%). A
mistura foi incubada durante 10 minutos e a reacao interrompida pela adicao de 0,04
mL de NaOH (2,0 N), sendo a leitura em absorbancia realizada no comprimento de
onda de 610 nm.

A concentracdo de enzima foi determinada a partir da diferenca de

absorbancia, conforme descrito a seguir (Equagéol):
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UI/L=__ Aabs. _x 10° [Equacéo 1]

eXRxt

Sendo, Aabs é a variacdo da absorbancia, ¢ € o coeficiente de absorcao
molar (gs1onm = 44600 L/M. cm), R é a quantidade de solugdo da amostra et € o

tempo de reacdo em minutos. UI/L é a unidade internacional, que significa umol/min.

4.7 Ensaio de degradacdo de Paraquat segundo a técnica de lixiviacdo em
coluna de solo

Amostras de solo da area contaminada com Paraquat foram confinadas em
tubos de PVC de modo a constituirem colunas com 50 cm de comprimento e 12 cm
de largura. Foi aplicado 1L de biosurfactante na parte superior da coluna e,
posteriormente, coletado o lixiviado resultante. A concentracdo de pesticida no solo
da coluna foi determinada aos 14° e 28° dias, sendo analisadas amostras do topo
(superficie), parte medial e da base da coluna. Foi montada ainda uma coluna
controle com as mesmas dimens@es acima mencionadas, porém sem receber
adicdo do surfactante, sendo que a determinacdo da concentracdo do pesticida
nesta coluna realizada apenas no 28° dia.

A degradacdo do Paraquat foi determinada a partir da sua concentracdo no
biosurfactante que foi lixiviado e no solo da coluna (conforme 4.4) via cromatografia
gasosa. Para a determinacdo da concentracdo do pesticida no lixiviado foi feito
inicialmente sua extracdo que ocorreu da seguinte forma, foram transferidos 25 mL
do liquido lixiviado para um funil de separacdo, onde foram adicionados 25 mL do
solvente (acetato de etila). Apés tempo de contato de 20 minutos ocorreu a
separacao de fases com a retirada do solvente, sendo a amostra submetida ao filtro
de algoddo e, em seguida, adicionado sulfato de sédio anidro para retirada da
umidade e, por fim, concentrado a 10 mL de solucdo por evaporacdo em
rotoevaporador.

As condi¢des de injecdo das amostras no cromatografo gasoso para leitura

da concentracéo dos pesticidas foram as mesmas descritas no item 4.4.
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Os resultados para este ensaio sdo comparados ao da coluna controle onde
foi adicionado apenas agua destilada, sendo detectada a concentracdo de Paraquat

ao longo da coluna (topo, meio e base).

4.8 Estudo de degradacdo de Paraquat na presenca de surfactante para
diferentes concentracfes do pesticida

Em frascos de vidro foram transferidos 100g de solo e diferentes doses de
paraquat foram aplicadas, correspondentes as concentracdes de: 10, 20 e 40 ug/g,
individualmente. A umidade do solo foi acertada para 70%, de acordo com a norma
da CETESB L6.350 (CETESB, 1990) e conforme descrito no item 4.7.1 usou-se
solucédo biossurfactante (volume total de 14 mL de liqguido metabdlico) para esta
adicdo. O acompanhamento analitico foi realizado para leituras aos 7, 14 e 19 dias
da degradacdo via cromatografia gasosa. Adicionalmente também se realizou

contagem manual dos micro-organismos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagéo do solo
O solo estudado coletado no municipio de Tiangua na Serra da Ibiapaba foi
classificado como areia quartzosa distrofica. As analises de granulometria e

fertilidade resultaram nos dados apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Composicao granulométrica do solo da area de estudo em Tiangua.
COMPOSICAO GRANULOMETRICA (g . kg )
Amostra | Areiagrossa | Areiafina Silte Argila Argila natural

Valor 597 259 92 52 19
Fonte: Autor (2013).

Tabela 6 — Analise da fertilidade dos solos coletados da area de estudo em

Tiangua.
PARAMETROS SOLO

Fosforo 138 mg/dm?®

Potassio 230 mg/dm?®
Célcio + Magnésio 3,4 cmol/dm?
Célcio 2,2 cmol/dm?
Magnésio 1,2 cmol/dm?®
Aluminio 0,1 cmol/dm?®

Sadio 11 mg/dm?®

pH 54

Fonte: Autor (2013)

O solo apresentou alto teor de potassio, fosforo, calcio e magnésio
mostrando boa fertilidade o que favoreceu o crescimento de micro-organismos e o
processo de degradacao, conforme Alvarez et al. (1999).

Os teores de K, P, Ca e Mg sdo necessarios para a nutricdo dos micro-
organismo pois estes se nutrem dos multiplios compostos organicos e inorganicos
para o desenvolvimento de seu metabolismo de manutencdo e reproducao
culminando na remocao do contaminante (ALVAREZ E ILLMAN, 2006; MARIANO et
al., 2008).
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Na biorremediacdo por bioestimulacdo a adicdo de compostos como 0s
citados acima se torna necessario a fim de gerar condigcbes favoraveis ao
desenvolvimento microbioldgico, o que néo foi necessario para este trabalho devido
ao solo ja conter esses compostos que aumentam o crescimento da populacdo
microbiana e criam condi¢cdes 6timas para 0 maximo de degradacdo possivel.
(MOREIRA E SIQUEIRA, 2002; BENTO et al., 2004).

5.2 Identificac&o dos pesticidas presentes no solo contaminado em Tiangua

Dos pesticidas identificados, o que apresentou maior concentracao foi o
herbicida Paraquat (7,76 pg.g'solo). O fungicida Clorotalonil foi encontrado na
concentracdo de 2 pg.g*solo e a Deltametrina, na de 0,31 pg.g'solo.

Goel et al. (2005) afirmaram que a meia vida de compostos no solo é
aumentada devido a presenca de outros compostos e a frequéncia das doses de
aplicacao dos pesticidas no solo.

Porém, sabe-se que dentre os pesticidas encontrados, o Paraquat é o que
apresenta maior tempo de persisténcia no solo, tendo sua meia-vida aumentada
devido a adsorcdo as particulas deste (VIDAL e NUNES, 2010), o que justificou o
fato deste pesticida com maior concentragdo em relacdo as demais moleculas
estudadas.

Em relacdo ao Clorotalonil, 0 mesmo tem meia vida intermediaria que € de
aproximadamente 90 dias e a Deltametrina tem meia vida minimizada no solo devido
a sua menor persisténcia e também pela maior solubilidade em agua (FILHO et al.,
2010), podendo ser mais facilmente lavado do solo onde é aplicado e levado para
outras areas e camadas mais profundas do solo.

Silva et al (2010) em estudo sobre a degradacéo do Sulfato de Endossulfam
e Diuron encontraram concentracdo desses pesticidas de 1 a 4 pg.kg™'solo™ e de 3 a
10 pg.kg?*solo™? , respectivamente, em até 83 cm da camada de solo, atribuindo isso
a solubilidade em agua e temperatura como fatores determinantes a persisténcia

desses compostos.

Em trabalho realizado por Pinheiro (2011) foi avaliado os pesticidas
(alacloro, atrazina, diurom azoxistrobina, metalaxil, metconazol, tebuconazol e

lambda-cialotrina) no perfil de solo nas profundidades de 0 a 100 cm observou que
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0os pesticidas alcancaram profundidade de 80 a 100 cm, podendo representar
potencial de contaminacéo das aguas subterraneas.

Wu et al. (2002) encontraram os fungicidas: metalaxil e clorotalonil, em
maior quantidade na camada de aproximadamente 10 cm atribuindo-se, a isto, o alto
teor de carbono organico e o revolvimento do solo da superficie, relacionando isso
com a adsorcdo a regido da superficie, tempo de aplicacdo e sua persisténcia no
solo.

5.3 Teste de toxicidade em placa de Petri
5.3.1 Toxicidade para o fungo Pleurotus ostreatus

Sabe-se que certos poluentes podem alterar o crescimento dos fungos,
muitas vezes devido a toxicidade destes compostos (MOREIRA-NETO, 2006).

Porém, ao final do periodo dos testes, observou-se que nas concentracdes
testadas de 10 e 25 pg.mL™ dos pesticidas Deltametrina e Paraquat ndo houve efeito
toxico sobre o fungo Pleurotus ostreatus, ndo se tendo observado grande reducéo
no diametro micelial, nas concentracdes estudadas, em comparacdo com as placas
nas quais os fungos cresceram sem a presenca do pesticida.

Particularmente, em relacdo ao Paraquat, nos ultimos dias em que o
crescimento nas placas foi monitorado, observou-se diametro micelial superior na
presenca do pesticida em comparacdo com o branco, caracterizado pela auséncia
do pesticida, mostrando que o Paraquat nao inibiu o P. ostreatus e que
possivelmente foi empregado como fonte de carbono pelo fungo que se adaptou a
referido poluente.

A adaptacdo dos micro-organismos aos poluentes pode ocorrer, sendo que a
mesma pode ser reversivel, o que depende do micro-organismo envolvido, do tempo
de exposicdo e da aplicacdo de doses gradualmente maiores ao longo do tempo
(SINGH, 2006).

Nas Tabelas 7 e 8 sédo apresentadas as medidas do crescimento micelial do
fungo Pleurotus ostreatus na presenca da Deltametrina e do Paraquat,

respectivamente.
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Tabela 7 — Diametro fungico (cm) de P.ostreatus em concentragdes diferentes

de Deltametrina.

Dia Branco 10 pg.mL? | 25 pg.mL?
1 2,7 2,1 2,6
3 3,2 2,5 2,7
5 3 2,7 3
7 2,8 2,7 3
9 8,5 8,5 8

Fonte: Autor (2013).

Tabela 8 — Diametro fungico (cm) de P.ostreatus sem trés concentra¢cdes do

pesticida Paraquat.

Dia Branco 10 pg.mL? | 25 pg.mL?
1 2,3 1,8 2

3 2,7 2,8 2,9

5 3,8 4,8 4,7

7 41 6,45 5,65

9 7 7,5 7,1

Fonte: Autor (2013).

Somente para o pesticida Clorotalonil foi verificado efeito toxico sobre o fungo

nas concentracbes citadas (Tabela 9), mesmo na concentracdo mais baixa

empregada (10 pg.mL™). O efeito inibitério foi maior a 25 pg.mL™ em todos os dias

analisados, ainda que nao tenha causado morte dos micro-organismos para

nenhuma das concentracdes, apresentou somente um efeito inibitério.

Tabela 9 — Diametro fungico (cm) de P.ostreatus nas concentracdes do

pesticida Clorotalonil no teste de toxicidade em placas

Dia Branco 10 pg.mL™* | 25 pg.mL™
1 2,6 1,1 0,9
3 3,15 1,35 1,05
5 4 1,65 1,25
7 4,1 2,4 1,7
9 7,6 2,85 2,05

Fonte: Autor (2013).
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Contudo, é importante ressaltar que, possivelmente, poderia se alcancar a
diminuicdo da inibicdo do Clorotalonil pela exposicdo gradual e continua a fim de
alcancar adaptacdo microbiana ao composto, do modo que o efeito inibitério seria

temporério (Singh, 2006).

5.3.2 Toxicidade para o fungo Phanerochaete chrysosoporium

De acordo com o teste de toxicidade para o fungo Phanerochaete
chrysosoporium o mesmo ndo apresenta crescimento inibido por nenhum dos
pesticidas testados.

Nas Tabelas 10 e 11 sdo mostrados os valores para o diametro das coldnias
de P.chrysosporium nas placas de Petri na auséncia e presenca de Detametrina e
Paraquat.

Verificou-se que o crescimento das colonias de P. chrysosporium ocorre no
intervalo de tempo menor que para P. Ostreatus, nas concentracdes estudadas, o

gue levou a concluir gue os pesticidas ndo causaram efeito inibitorio a este fungo.

Tabela 10 — Diametro fungico (cm) de P.chrysosporium em trés concentracdes
do pesticida Deltametrina no teste de toxicidade em placas.

Dia Branco 10 pg.mL™* | 25 pg.mL™
3 5 4,75 4
5 8,5 8 8,5

Fonte: Autor (2013).

Tabela 11 — Diametro fungico (cm) de P.chrysosporium em trés concentracdes

do pesticida Paraquat.

Dia Branco 10 uyg.mL™* | 25 pug.mL*
3 5 5 5
5 8,5 9 9

Fonte: Autor (2013).

Tabela 12 - Diametro fungico (cm) de P.chrysosporium em trés concentragdes
do pesticida Clorotalonil

Dia Branco 10 pg.mL™* | 25 pg.mL™
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8,5 8 8

Fonte: Autor (2013).

Leontievsky et al. (2002), D’Annibale et al., (2005) e Machado et al., (2005)
afirmaram que os fungos basidiomicetos possuem capacidade em tolerar altas
concentracfes de poluentes organicos, endossando o fato de que, nesta pesquisa,
P. chrysosporium, ndo ter apresentado inibicdo na presenca dos pesticidas, nas
concentracOes estudadas.

Semelhantemente, Ekundayou (2003) estudou o efeito do Paraquat sobre
microbiota nativa de solo contaminado, tendo sido o referido pesticida aplicado no
solo na concentracdo de 1,3 g.100 g.solo ™. A avaliacédo do efeito do composto foi
analisada pelo numero de unidades formadoras de colonias em meio Agar. Para
amostra de solo analisada o Paraquat ndo apresentou efeito toxico aos fungos
nativos, assim como neste trabalho.

O estudo de taxas de crescimento de fungos € muito importante para avaliar
a capacidade de colonizagdo dos micro-organismos, uma vez que proporciona boa
indicacdo da velocidade com a qual o fungo é capaz de colonizar um meio, quando
submetido a condi¢gbes de contaminagdo ambiental (NYAKUNDI et al., 2012).

As espécies de rapido crescimento tém uma vantagem sobre as espécies
mais lentas devido a competicdo pelo alimento (NYAKUNDI et al., 2012). Portanto,
melhor crescimento garante 0 sucesso na pratica de biorremediacdo, como ocorreu
neste trabalho com o fungo P.chrysosporium que teve melhor taxa de crescimento

sem sofrer inibicdo a exposi¢cao aos pesticidas.

5.4 Avaliacdo da degradacédo dos pesticidas no solo pelos fungos P.ostreatus e
P.chrysosporium com uso de surfactante

Ao final dos 42 dias de incubacao, ocorre degradacdo completa do pesticida
Paraquat pelos fungos P.ostreatuse e P.chrysosporium quando da aplicacdo do
surfactante (Figura 6). O Paraquat apresentou forte sor¢cdo ao solo e o surfactante
foi capaz de aumentar a disponibilidade do produto a degradacéo.

O surfactante aumentou relativamente a degradacdo do herbicida, sendo que
0s percentuais de degradagdo do mesmo por P. ostreatus e P.chrysosporium sem

surfactante foram apenas de 56,86% e 39,76%, respectivamente.
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Figura 6 — Degradacao do herbicida paraquat pelos fungos P. ostreatus e

P.chrysosporium com e sem surfactante
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Fonte: Autor (2013)

O pesticida Clorotalonil s6 comecou a ser degradado ap6s 30 dias do
experimento, sendo a remocdo por P.chrysosporium de 85,52% e 40,57%, com e
sem surfactante, respectivamente ao final de 42 dias de operacéao.

O fungo P. ostreatus foi mais eficiente na remocdo do Clorotalonil,
registrando-se valores de 87,10% e 100%, com e sem surfactante, respectivamente.
O Clorotalonil somente foi utilizado como substrato pelo fungo apés a degradacéo do
Paraquat, o que mostrou que este foi mais facilmente assimilado do que os outros
pesticidas estudados. Isso pode ser explicado, considerando que dentre os 3
pesticidas em estudo este é 0 que estava em maior concentracdo e possivelmente
mais biodisponivel (7,76 pg.g*solo™).

Os fungos tém sido reportados como excelentes agentes de biorremediacéo
de pesticidas. Fragoeiro e Magan (2008) estudaram a degradacdo de diferentes
grupos de agrotoxicos (Simazina, Dieldrin e Trifluralina), na concentragdo de 10
mg.kg™ de solo, pelos fungos P.chrysosporium e Trametes versicolor e afirmaram
que os pesticidas em mistura sdo diferencialmente degradados pelos fungos. No

experimento, os referidos autores usaram 95 g de solo e 5 g do in6culo (micélio e
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meio de cultura solido) e obtiveram degradacdes de 40% para Simazina e 50% para
Trifluralina e Dieldrin pelo fungo T. versicolor. Para P. chrysosporium, as
degradacbes foram 64%, 94% e 80% de Simazina, Trifluralina e Dieldrina,

respectivamente.

Na presente pesquisa, a degradacao do pesticida Deltametrina pelos fungos,
em comparacdo com o controle (3,5%) foi pequena, o que foi justificado pelo fato do
pesticida se encontrar na menor concentracdo, de 0,31 pg.gsolo™, o que pode ter
dificultado sua remocao pelos micro-organismo, a qual pode ainda ter sido agravada
possivelmente porque a fracdo do pesticida em questéo estaria fortemente adsorvida
as particulas de solo, dificultando a sua metabolizagdo pelo fungo (SILVA et al.,
2010).

Krishna e Philip (2011) realizaram experimentos de degradag&o do Lindano,
Metil-paration e Carbofurano em amostras de solo por bactérias e utilizaram 25 g de
solo esterelizado, com a concentracdo de 2 mg.g™t.solo dos pestidas ( 0,4 mg.g’
!solo de lindano, 0,8 mg.gl.solo de Metil-paration e 0,8 mg.g™.solo de
Carbofurano). Foi adicionado ainda 1 L de meio de cultura contendo bactérias, ao
final de 84 dias, as taxas de degradacédo foram de 71%, 92% e 100% de Lindano,
Carbofurano e Metil-paration, respectivamente. A menor degradacao, portanto, foi de
Lindano, o que os autores atribuiram a falta de afinidade da bactéria ao composto ou
mesmo a sua biodisponibilidade.

A reducdo da tensdo superficial utilizando os surfactantes pode ter papel
fundamental sobre a degradacdo dos contaminantes (BANAT et al., 2000 e SINGH
et al., 2007). Moreira Neto (2006), em estudo de degradacdo de 200 mg. kg.solo™
HCB pelo fungo da podriddo branca Psilocybe castanella, observou o aumento da
degradacdo na primeira semana de incubacdo do fungo com a utilizacdo dos
biossurfactantes.

Déziel et al. (1996) observaram, respectivamente, a melhora do processo de
degradacdo de Fenantreno e de Naftaleno pela adicdo de biossurfactantes,
verificando-se 0 aumento nas taxas de mineralizacdo e solubilizagcdo destes
poluentes.

5.4.1 Producgéo de enzima Manganés Peroxidase no solo
A maior produgcdo enzimética foi realizada pelo fungo P. ostreatus. Esta

producdo foi otimizada com o acréscimo do surfactante, a qual foi de
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6,8 U1.100g*solo, embora sem a presenca do surfactante também tenha ocorrido
razoavel producdo de MnP, a qual foi de, aproximadamente 4,9 U1.100gsolo.

Na Figura 7 sdo apresentados os valores da concentracdo da enzima
Manganés Peroxidase na presenca e auséncia do surfactante pelos fungos P.

ostreatus e P. chrysosporium.

Figura 7 — Producao da enzima Manganés Peroxidase no solo pelos fungos

com e sem surfactante.
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Fonte: Autor (2013).

O Phanerochaete chrysosporium também apresentou producdo de MnP,
porém em menor quantidade que o P. ostreatus, com valores aproximados de 2,1
UI.100g™solo e 4 UI.100g™solo, na auséncia e na presenca do surfactante,
respectivamente. Os valores demonstraram que a adicao de surfactante melhorou a
producdo da enzima manganés peroxidase no solo (Figura 7).

Ao final dos 30 dias, ndo foi mais detectada a enzima no solo, o que
coincide com a total degradacédo do Paraquat, tanto na presenga como na auséncia
do surfactante. O decaimento de MnP comeca a ser consideravel a partir do 7°dia
para P.chrysosporium e para o P.ostreatus no 15° dia (Figura 7).

O pesticida Clorotalonil foi degradado apds este periodo, ndo ocorrendo
atividade enzimatica durante a degradacdo deste produto, reforcando que o

Paraquat € o composto que mais facilmente foi assimilado pelos micro-organismos.
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Mohammadi e Nasernejad (2009) observaram que a imobilizacdo de células
de Phanerochaete chrysosporium em bagaco de cana-de-agucar favoreceu a
producao e atividade de MnP em comparacao com células sem imobilizacdo em 7
dias de incubacao.

Na presente pesquisa, os fungos também foram cultivados em bagaco de
caju, verificando-se que 0s mesmo apresentaram atividade enzimatica
acompanhando a disponibilidade de nutrientes, de modo que, a medida que os
pesticidas foram degradados, a producéo de enzimas decaiu.

A producdo de enzimas ligninoliticas esta diretamente associada a
aplicabilidade dos fungos na biorremediag&o de solos contaminados com pesticidas,
pois os fungos dependem da sua capacidade para crescer na presenca de tais
compostos poluidores e a sua capacidade para a producdo de enzimas de
degradacdo desses contaminantes, ou seja, a degradacdo microbiolégica
acompanha a atividade enzimética (FRAGOEIRO e MAGAN, 2008).

Estudos de degradacdo do fenantreno e antraceno detectaram a producao
de enzimas Manganés Peroxidase pelos fungos P. chrysosporium e P, ostreatus
(MACIEL et al., 2010).

Em trabalho de biorrmediacdo de solo contaminado por pesticidas
(Simazina, Trifluralina e Dieldrina) pelos fungos Tramentes Versicolor e
P.chrysosporium, realizado por Fragoeiro e Magan (2005), o solo inoculado com T.
versicolor teve aumento da atividade apés 12 semanas de tratamento. No entanto a
atividade para o P. chrysosporium, diminui apés o tempo de incubacéo, podendo
estar relacionado com a degradacdo dos poluentes, a qual para o P.chrysosporium

chegou a valores proximos a 100%.

5. 5 Ensaios de degradacéo do Paraquat e lixiviagcdo em coluna de solo
Na coluna de solo foi verificada remoc¢ao de 94% do Paraquat aos 14 dias de
experimento, no topo e meio da coluna. Na base da coluna a remocéo foi menor,

sendo de aproximadamente de 76,8% (Figura 8).
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Figura 8 - Concentracédo da degradacéao do Paraquat na coluna de solo em

comparacado com a coluna controle.
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Fonte: Autor (2013).

Aos 28 dias, a remocéo foi de quase 99% no topo, enquanto que no meio da
coluna houve remocéo total do Paraquat. Na base, o0 nivel remanescente também foi
baixo, 0 que pode ter sido ocasionado pelo lixiviamento do produto e/ou pela
degradacé&o pelos micro-organismos.

No lixiviado foi detectada concentracdo elevada de Paraquat (3,27 pg.mL™),
correspondente a 42,14% de remocao da concentracdo inicial do pesticida (7.76
ng.mL?). O surfactante causa altas perdas do pesticida, tendo resultado maior
dessorcdo do pesticida adsorvido ao solo. Porém a maior parte do Paraquat foi
lixiviada junto com o surfactante e o restante foi degradado microbiologicamente.

Assim, uma aplicacéo excessiva de surfactante causaria a saturacéo hidrica
do solo, podendo levar a lixiviagdo em detrimento da degradacao, constituindo-se,
portanto, em polui¢éo do subsolo.

Rodrigues e Almeida (2005) realizaram ensaio em coluna de solo com
amostras de solo que continham o herbicida Alachlor, que é um herbicida
organoclorado usado para controle de pragas em plantacdes de milho, cujas
caracteristicas sdo parecidas com as dos pesticidas usados no presente trabalho.
As amostras de solo foram submetidas a saturacdo da umidade utilizando agua e
verificaram que ocorreu até 90% de perdas por lixiviacdo. Segundo os autores esses
resultados sdo compativeis para qualquer tipo de solo em relacdo a lixiviagdo do

Alachlor.
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Boeira (2005) avaliou a lixiviacdo do Tebutiuron em 3 solos diferentes
utilizando colunas de PVC com 15 cm de diametro por 80 cm de comprimento. Estes
solos foram submetidos a saturacdo hidrica durante 24 horas, apds isso foram
realizadas as analises de concentracdo dos pesticidas nas diferentes camadas de
solo. Foi encontrada concentracdo de Tebutiuron em profundidade de 60 cm apenas
para o solo que era pobre em matéria organica. Observou-se ainda que a maior
concentracdo do pesticida ficou entre 10 e 20 cm da coluna de solo. A coluna de
solo deste trabalho tinha 25 cm de comprimento e foi encontrado Paraquat até essa

profundidade.

O uso das colunas de solo tem sido usado como método para avaliar a
lixiviagdo de compostos ao longo dos extratos do solo, e assim avaliar ao potencial
contaminante dos pesticidas em diferentes profundidades. As colunas de solos
possibilitam também estudos da lixiviagdo de compostos recalcitrantes ao longo do
tempo, bem como avalia¢cdes de sua biodegradacdo e/ou volatilizacdo (BOEIRA,
2005).

5.6 Estudo da degradacdo do Paraquat na presenca de surfactante em
diferentes concentragdes do pesticida

Na concentracdo de 40 pg.g* houve degradacdo de, aproximadamente,
87,5%, enquanto que nas concentracdes de 20 pg.g™” e 10 pg.g™, os percentuais de
remocao registrados foram de 75% e 50%, respectivamente, no tempo final de 19
dias (Figura 9).

No final, o nivel de residuo nas trés concentracbes estudadas foi
semelhante, mostrando que o pesticida alcancou sua maior remocao até o 14° dia,
como pode ser observado na Figura 9.

A degradacdo aumentou proporcionalmente com o0 aumento na
concentracdo do produto, ocorrendo, provavelmente, maior producdo de enzimas
MnP com o aumento da concentragdo de Paraquat, ja que, como ja foi citado por
Leontievsky et al. (2002), D’Annibale et al., (2005) e Machado et al., (2005), os
fungos reagem bem a exposicdo a altas concentracbes do poluente, o que é
atribuido a ativacdo do sistema enzimatico que é responsavel pela producdo de

enzimas que atuam diretamente na degradagéo dos contaminantes.
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Figura 9 — Degradacao de paraquat no solo com surfactante para concentragcao
de 10, 20 e 40 pg.mL-1 do pesticida.
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Fonte: Autor (2013).

O resultado de degradacéo corrobora com os resultados de toxicidade do
fungo P. chrysosporium e P. ostreatus ao Paraquat feito neste trabalho que mostrou
gue este pesticida ndo causou efeito inibitério a nenhum dos fungos em estudo.

A biodisponibilidade do Paraguat nas amostras de solo pode ter sido
aumentada, em funcdo do uso de biossurfactante pela diminuicdo da tenséo
superficial no solo em estudo (SINGH et al., 2007), o que também contribuiu para os

resultados de degradacéao do pesticida.

5.6.1 Contagem de fungos do solo com aplicacédo de Paraquat e surfactante

A partir da analise microbiolégica se observou na contagem de fungos para o
solo contaminado com Paraquat na presencga de surfactante que este resultado esta
coerente com a degradacéo do produto no solo, pois onde houve maior degradacéo,
concentracdo de 40 pg.glsolo, e ocorreu o aumento da populacdo de micro-
organismos ao final do periodo de tratamento (20 dias) que foi de 10.000 UFC.g
! solo (Figura 10), demonstrando que os fungos utilizaram o produto como alimento

e se reproduziram.



60

Porém, a degradacao ao final do tempo do experimento ndo foi completa,
pois ainda havia pesticida disponivel no meio. Provavelmente, quando a
concentracdo de Paraquat diminuisse 0s micro-organismos entraria em decaimento.

Para a concentracdo de 10 pg.g™t.solo de Paraquat, onde a degradacéo foi
de 50%, observa-se na Figura 10, que a quantidade de unidades formadoras de
col6nias foi maior que na concentracdo de 20 pg.g™t.solo, na qual a degradacao foi
de 75%. A degradacéo para a menor concentracdo ainda ndo havia sido significativa,
portanto poderia ainda estar ocorrendo multiplicacdo dos fungos degradadores do
pesticida, assim como pode ser devido ao efeito ndo inibitério dos pesticidas aos
fungos P. ostreatus e P. chrysosporium para a concentracdo de 10 pg.g™.solo

conforme pode ser observado nas Tabelas 8 e 11 no item 5.3.

Figura 10 — Contagem de fungo no solo com paraquat e surfactante.
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Cerqueira (2007) avaliou a biorremediacdo de solo por derrames de 6leo e
derivados usando biossurfactate, produzido a partir do fungo filamentoso Aspergillus
fumigatus. Dentre o0s experimentos realizados foi utlizado biossurfactante e
bioestimulacéo do solo e entdo avaliada a degradacéo e realizada a contagem de
micro-organismos. Para contagem de fungo nos tempos de 0, 7, 15, 30, e 60 dias
houve aumento, sendo esse valor no tempo de 60 dias de 4,6. 10° NMP. g™.solo,
ocorrendo um decaimento aos 90 dias (2,1.10° NMP.g™.solo) quando a degradacao
foi de 100%. Pode-se observar que a medida que os compostos biodegradaveis

ficaram escassos, o numero de micro-organismos decaiu, possivelmente, pela
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competicdo pelo alimento, assim como foi verificado no presente trabalho onde a
quantidade de biodisponivel de pesticidas interferiu na contagem de fungos.

Abdulsalam e Omale (2009) avaliaram a relacdo da degradacdo com o
crescimento de micro-organimos usando as técnicas de bioestimulacdo e
bioaumentacdo em solo contaminado com 40.000 ppm de 6leo de motor. Obtiveram
a melhor degradacédo de hidrocarbonetos quando utilizaram a bioestimulag&o tendo
ao final do tratamento (6 semanas) 75 % de remocéao, houve crescimento (fase Lag)
dos micro-organismos nas primeiras 4 semanas, onde ocorreu a rapida degradacao,
a partir de entdo ocorre decaimento no numero de colonias formadas a medida que
o alimento (hidrocarboneto) vai ficando escasso. Portanto mostra que 0s micro-
organismos desempenham papel fundamental nos processos de biorremediacdo e
seu numero pode determinar a capacidade de degradacdo global (ADEYNKA e
URUM, 2001).

Os biossurfactantes agem como redutores da tenséo superficial e interfacial,
com isso ocorre 0 aumento da area de contato e a quebra dos compostos na forma
de micela (quando o surfactante envolve a substancia hidrofébica), diminuindo a
area de contato entre as cadeias hidrocarbdnicas do surfactante e a agua, facilitando
a dispersdo dos contaminantes no ambiente e sua consequente metabolizacao

pelos micro-organismos presentes no meio (ZILIO et al., 2012).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram observar que:

» O solo estudado apresentou ter alto valor de nutrientes, o que favorece a
degradacédo, demonstrando que o tratamento biolégico pode ser utilizado na

regido em estudo;

» No solo estudado foram encontrados os seguintes pesticidas Deltametrina:

0,31 pg.g*solo™, Clorotalnonil: 2 pg.g™solo™® e Paraquat: 7,76 pg.g™solo™.

» Apenas para o Clorotalonil, nas trés concentracdes estudadas, houve efeito
téxico ao fungo P.ostreatus, enquanto que para o P.chrysosporium nao houve

efeito inibitorio.

» A biorremediacdo foi aumentada com o uso do biossurfactante para 0s
pesticidas Paraquat e Clorotalonil, sendo que para a Deltametrina nao foi
observada degradacdo significativa possivelmente pela indisponibilidade do
produto devido a sua baixa concentracdo na amostra de solo, tanto para os

dois fungos estudados (P. ostreatus e P.chrysosporium).

» A producdo da enzima Manganés Peroxidase pelos fungos P. ostreatus e
P.chrysosporium e a atividade enzimatica acompanhou as taxas de

degradacgéao dos pesticidas pelos fungos.

» A maior degradacdo do pesticida ocorreu em sua maior concentracdo (40
ug.g”* de Paraquat), aproximadamente 42,15% do Paraquat foi lixiviado na
coluna de solo, enquanto que a outra parcela foi degradada

microbiologicamente.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Com a finalidade de aprimorar os resultados aqui obtidos, sugere-se:
» Avaliar a acdo do biossurfactante para maiores concentracdes dos pesticidas.
» Verificar a influéncia da concentracéo na degradacédo da Deltametrina.
» Realizar teste de lixiviagdo para colunas de solo de comprimentos maiores.
» Analisar o potencial de degradacao dos fungos P.ostreatus e P.chrysosporium

para outras classes de pesticidas.
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