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RESUMO

A utilizacdo de agroquimicos tem aumentado a preocupacdo com a poluicdo ambiental,
principalmente a do solo, e com o advento da Revolugdo Verde onde as atividades agricolas
ganharam maior importancia e destaque no Brasil. Sabe-se que os defensivos agricolas causam
impactos negativos ao ambiente, modificando com isso, a diversidade microbiana, exercendo
pressdes seletivas em micro-organismos do ambiente, alterando diversas atividades
metabolicas. Uma alternativa para o tratamento de solos contaminados com agrotoxicos € a
bioremediacdo, para tal é importante que se estude os aspectos fisico-quimicos do solo
contaminado e se conheca a microbiota ali presente, para se utilizar microrganismos que ja
estejam com seu aparato enzimatico pronto. Nesse contexto, esse trabalho objetivou isolar e
selecionar microrganismos de ambiente contaminado com agrotéxico e a aplicacdo desses
organismos na recuperacao desse ambiente através de técnicas de bioremediacdo. Para isso,
amostras de solo contaminados com agroquimico da classe dos organofosforado foram
coletados de forma sisteméatica em dois periodos do ano e caracterizados quanto a suas
propriedades fisico-quimicas. Com a finalidade de conhecer a microbiota enddgena, foi
realizado o isolamento e identificacdo cl&ssica e molecular dos microrganismos. Destes foram
selecionados através de teste colorimétrico do DCPIP, aqueles com capacidade para
metabolizar o agroguimico, foi avaliada o potencial de producdo das enzimas lacase, lignina
peroxidase e manganés peroxidase, além da atividade emulsificadora. Posteriormente as
melhores condicGes do processo foram estabelecidas e otimizadas através de metodologias
estatisticas. Com as condicdes otimizadas realizou-se o ensaio em escala laboratorial, em
reatores de solo de bancada, onde se avaliou a atividade bioldgica, a toxicidade do agrotéxico
e produtos de degradacdo e a degradacdo do agrotoxico por CLAE. Foram isolados os trés
grupos microbianos, bactérias, fungos e leveduras, pelas técnicas classicas observou-se um
predominio de bactérias Gram positivas, enquanto a identificacdo molecular mostrou haver uma
frequéncia de bactérias Gram negativas no solo. Ja os fungos foram identificados os géneros
Aspergillus sp. Penicillium spp., Trichoderma sp. e Coccidioide sp. Dos microrganismos
isolados, 39 foram selecionados macromorfologicamente para o teste de selecdo do DCPIP, 0s
que se apresentaram mais promissores foram avaliados quanto a capacidade de produzir
enzimas oxidativas e atividade emulsificadora. Dois microrganismos foram selecionados para
apresentarem um potencial para a remediacdo do solo, o fungo Trichoderma sp. (F1) e a
levedura Candida glabrata (L3). Com estes organismos realizou-se os 11 experimentos
preconizados pelo planejamento experimental e observou-se que para ambos, as melhores
condi¢Bes do processo, estabelecidas pela atividade biologica foi quando se inoculou 8
bloquinhos em solo contaminado com 35% de agrotdxico. Com essas condicdes foi realizado
tratamento de solo em escala laboratorial onde observou-se que o agrotoxico € extremamente
toxico para os modelos de toxicidade testados, entretanto os processos de bioamentacéo
favorece a degradacdo do agrotdxico no solo. Com tudo que foi realizado pode-se concluir que
0S microrganismos sao aptos para a degradacdo podendo ser utilizado em um modelo de
recuperagdo para ambientes contaminados com agrotdxico.

Palavras-chave: Ambiente. Agroquimicos. Microrganismos. Biorremediacao.



ABSTRACT

The use of agrochemicals has increased concern with environmental pollution, especially soil
pollution, and with the advent of the Green Revolution, where agricultural activities have
become more important and prominent in Brazil. It is known that agricultural pesticides cause
negative impacts to the environment, thereby modifying microbial diversity, exerting selective
pressures on microorganisms in the environment, altering several metabolic activities. An
alternative for the treatment of soils contaminated with pesticides is bioremediation, for this it
IS important to study the physico-chemical aspects of contaminated soil and to know the
microbiota present, to use microorganisms that are already with their enzymatic apparatus
ready. In this context, this work aimed to isolate and select microorganisms from contaminated
environment with pesticides and the application of these organisms in the recovery of this
environment through bioremediation techniques. For this, soil samples contaminated with
agrochemical of the organophosphorus class were collected systematically in two periods of
the year and characterized as to their physicochemical properties. With the purpose of knowing
the endogenous microbiota, the isolation and classic and molecular identification of the
microorganisms was carried out. From these were selected by means of colorimetric test of the
DCPIP, those with capacity to metabolize the agrochemical, the potential of the enzymes lacase,
lignin peroxidase and manganese peroxidase were evaluated, besides the emulsifying activity.
Subsequently the best conditions of the process were established and optimized through
statistical methodologies. Under optimized conditions, the laboratory-scale test was carried out
in bench-top reactors, where the biological activity, the toxicity of the pesticide and degradation
products and the degradation of the pesticide by HPLC were evaluated. The three microbial
groups, bacteria, fungi and yeasts were isolated. Classical techniques showed a predominance
of Gram positive bacteria, while molecular identification showed a frequency of Gram negative
bacteria in the soil. Already the fungi were identified the genera Aspergillus sp. Penicillium
spp., Trichoderma sp. and Coccidioide sp. Of the microorganisms isolated, 39 were selected
macromorphologically for the DCPIP selection test, the most promising ones were evaluated
for their ability to produce oxidative enzymes and emulsifying activity. Two microorganisms
were selected to present a potential for soil remediation, the fungus Trichoderma sp. (F1) and
yeast Candida glabrata (L3). With these organisms, the 11 experiments were carried out by the
experimental planning and it was observed that for both, the best conditions of the process
established by the biological activity were when 8 blocks were inoculated in soil contaminated
with 35% of pesticide. With these conditions soil treatment was carried out on a laboratory
scale where it was observed that the pesticide is extremely toxic to the toxicity models tested,
however the bio-oxidation processes favors the degradation of the pesticide in the soil. With
everything that has been accomplished it can be concluded that the microorganisms are apt for
the degradation and can be used in a recovery model for environments contaminated with
agrotoxic.

Keywords: Environment. Agrochemicals. Microorganisms. Bioremediation.
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1 INTRODUCAO

A problematica oriunda do uso cada vez maior dos agroquimicos no que refere a
contaminacgdo no solo e lencol freatico, a resisténcia nas plantas e adoecimento da populacéo
exposta a cada dia tornando-se maior, desperta a necessidade de estudos e trabalhos que venham
a identificar tais agravos. Diante do exposto, esse trabalho visa identificar a situacdo encontrada
em uma area arrendada para plantio de hortaligas localizada no bairro J. Lima da grande llha
de S&o Luis que utiliza agrotdxico.

A utilizacdo de agroquimicos tem aumentado a preocupacdo com a poluicao
ambiental, principalmente a do solo. Entre os compostos dessa natureza utilizados, 0s
herbicidas s&o os mais comercializados no mundo em face da necessidade de controle de ervas
indesejavel na agricultura (ARAUJO, 2002).

Atualmente, o Brasil é o maior consumidor mundial de agroquimicos e de acordo
com um levantamento feito pela Associacdo Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO),
anualmente sdo usados mais de 850 milhdes de litros de agrotoxicos, o que corresponde a uma
exposicdo média ambiental/alimentar de mais de 4 litros por individuo. Segundo a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2006), esses produtos sdo classificados em
4 niveis de acordo com a toxicidade, que vdo desde classe | (que sdo 0s extremamente toxicos,
identificados pela faixa vermelha) até os produtos da classe IV (que sdo os produtos pouco
toxicos, identificados pela faixa verde). O Maranhdo estd entre os 10 principais estados
consumidores de agrotoxicos no Pais. Embora alguns defensores do uso de agroquimicos
afirmem que estas substancias sdo seguras e 0s residuos gerados além de minimos, causam
pouco impacto negativo ao ambiente, os trabalhos cientificos apontam que os efeitos agudos e
crénicos gerados pelo uso de agroquimicos na salde humana e no meio ambiente, mesmo
aqueles classificados como menos toxicos, sdo alarmantes e vao desde a manifestacdo de
doencas neuroldgicas, enddcrinas até mesmo o surgimento de cancer. No ambiente, deve-se
levar em consideracdo a possibilidade de contaminacdo da agua, causando poluicdo nos
mananciais interferindo na dinamica do solo, ciclagem de nutrientes podendo causar a
mortandade de aves e peixes (PERES; MOREIRA, 2003; TAVELLA et al., 2011).

Os agrotoxicos mais usados no Brasil sdo os herbicidas, que representam quase
metade do consumo de agroquimicos (48%), entre os quais se destaca o uso de glifosato. Em

seguida, aparecem os inseticidas (25%) e os fungicidas (22%). Estes Gltimos apresentam baixa
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toxicidade as células de mamiferos e 0 seu maior impacto ambiental é a toxicidade contra
fungos benéficos do solo (TAVELLA et al., 2011).

Uma das principais finalidades do uso de agroquimicos € inibir o crescimento de
patégenos frequentes na agricultura e de um modo geral possuem estruturas quimicas e
moleculares semelhantes a classes de antimicrobianos usados na clinica. Estes compostos
possuem similaridade estrutural com azoélicos clinicos e alguns passaram a ser proibido no
Brasil pela ANVISA, motivado principalmente pela elevada toxicidade do produto
(CHOWDHARY et al., 2011; FARIA-RAMOS et al., 2014; BRASIL, 2016).

A elevada toxicidade desse herbicida e de seu produto de degradacédo exige que se
encontrem formas de elimina-lo sem causar e/ou minimizar seus danos ao ambiente. A
degradacédo bioldgica da molécula do contaminante (herbicida) em produtos menos tdxicos
representa uma das formas de proteger o ambiente e de recuperar locais ja contaminados. Nesse
processo, denominado de biorremediagdo, o composto degrada-se completamente ou
parcialmente a moléculas inorgénicas de ocorréncia universal, como CO2, CO, H20, NHs, H2S
e HCL (MELO; AZEVEDO, 2008). Com isso, as técnicas de biorremediacdo tem despertado o
interesse de varios pesquisadores (DOELMAN; BREEDVELK, 1999; FREIRE et al. 2000;
BRITO, 2004; CELIS; ELEFSINIOTIS; SINGHAI et al., 2008; BAELUM; JACOBSEN;
HOLBEN, 2010; GONZALEZ et al., 2012).

O processo de biorremediacdo de herbicidas no solo é mediado por micro-
organismos, dentre 0s quais as bactérias, podendo variar de apenas dias até anos para que ocorra
o completo desaparecimento da molécula (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO, 2005). Nesse
sentido, a inoculacdo de micro-organismos previamente selecionados para aumentar a
velocidade de degradagdo vem sendo apontada como alternativa de recuperacéo de ambientes
poluidos (FRANCO et al., 1992).

A utilizacdo de micro-organismos na biorremediacdo tem se mostrado eficiente
para biodegradar moléculas xenobidticas (estranhas ao ambiente natural) e recalcitrantes (de
dificil degradacdo), devido sua capacidade para reciclar varias moléculas da biosfera,
participando de diversos ciclos dos elementos quimicos (GAYLARD; BELLINASO;
MANFIO, 2005). A biodegradacdo dos herbicidas sofre influéncia das propriedades
quantitativas e qualitativas da comunidade microbiana do solo, a qual definird maior ou menor
cota de degradacéo, além da disponibilidade do composto para 0s micro-organismos.

Segundo Aradjo (2002), a acdo de micro-organismos sobre 0s herbicidas constitui
mecanismo da maior importancia, pois a degradacdo microbioldgica, na maioria dos casos,

contribui para a dissipacdo da molécula no ambiente. A maioria dos estudos consultados sobre
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os efeitos de agrotdxicos em micro-organismos do solo envolve experimentos de laboratério
voltados para a aplicacdo de determinado composto. No campo, um ou mais agrotoxicos podem
ser repetidamente aplicados no mesmo solo por varios anos e deixar residuos com efeitos
danosos sobre a biomassa microbiana.

Outro aspecto que precisa ser considerado é a geragdo de composto durante o
processo de biodegradacéo do agroquimico. E interessante que se investigue a toxicidade dos
metabolitos gerados durante o processo de biorremediacao, para isso se faz necessario a escolha
de organismos que sejam eficientes para esta finalidade. Os vegetais superiores tém
caracteristicas que os fazem excelentes modelos genéticos para medir poluentes ambientais,
sendo frequentemente usados em estudos de monitoramento.

Todavia, esses fatores ndo sdo apenas devido a sensibilidade para detectar agentes
mutagénicos em diferentes ambientes, mas principalmente, a possibilidade de identificar pelo
teste diversas alteracdes genéticas, com uma ampla faixa de pontos de mutacdo nas alteracdes
cromossdmicas em celulas de diferentes tecidos tais como raizes, folhas e pélens.

Atualmente, dentre as espécies mais utilizadas como organismos testes no
biomonitoramento ambiental se destacam: Allium cepa, Vicia faba, Zeamays, Tradescantia
spp., Nicotianatabacum, Crepiscapillaris e Hordeumvulgare (GRANT, 1982). Dentre as
espécies mais utilizadas como sistemas teste, A. Cepa se destaca pela facilidade de se observar
danos nos cromossomos e alteragdes nos ciclos celulares, pelo fato de que o cromossomo deste
vegetal é grande e em namero reduzido (2n=16). Por isso, este sistema teste tem se mostrado
eficaz na deteccdo de quimicos ambientais (FISKESJO, 1985). A espécie A. cepa tem sido
considerada pela “Royal Swewdish Academyof Science” (FISKEJO, 1985) e pelo “Gene-
ToxProgram” (GRANT, 1982) como um material-teste padrdo para deteccao de possiveis danos

genéticos resultantes da polui¢do ou do uso de quimicos ambientais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histdria do Agrotdxico no Brasil

Segundo Romeiro (2007), o incremento sobre o0s rendimentos das culturas
atribuidos ao uso dos agroquimicos desviou o olhar mais critico para o uso dessa tecnologia e
acabou retardando a introducdo ou a continuidade das praticas mais ecoldgicas.

Konradsenet al. (2003) apontam como os subsidios governamentais distorceram os
custos dos varios métodos de controle de pragas, colaborando para que o uso dos agroquimicos
tenha se tornado economicamente preferivel aos outros métodos ndo quimicos. No Brasil, 0 uso
dos agrotdxicos comecou a se difundir em meados da década de 1940. No final da década de
1960, o consumo se acelerou em funcéao da isencdo de impostos, como o Imposto de Circulacéo
de Mercadoria (ICM) e o Imposto de Produtos Industrializados (IPI), e das taxas de importagédo
de produtos ndo produzidos no Brasil e de avides de uso agricola (BULL; HATHAWAY, 1986).

Segundo Porto e Soares (2012), o governo federal investiu milhdes na implantacdo
de um novo panorama da realidade agricola brasileira seguida de propostas em busca de uma
agenda de pesquisas provocando profundas transformac@es no parque industrial do pais. J& a
partir da década de 1980, o surgimento de novas tecnologias trouxe um novo impulso a
agricultura brasileira ao proporcionar a producdo em areas até entdo pouco exploradas e com
baixa fertilidade do solo, como é o caso do cerrado brasileiro. Somando-se a isso, as técnicas
do plantio direto deram maior aproveitamento a areas produzidas, no entanto, exigiam um maior
uso dos herbicidas, que tiveram um crescimento de 540% entre 1978 e 1998 (PROGRAMA
NACIONAL DE AGRICULTURA FAMILIAR, 2005). O cerrado brasileiro passou a se tornar
a nova fronteira agricola e hoje os incrementos de area se concentram predominantemente em
Estados que comp6em esse bioma.

A governanca ambiental é remetida ao contexto do paradigma da modernizacéao
ecologica ou adequacdo ambiental, centrado nas estratégias técnicas mercadologicas e no

consenso politico com solugdes para os ditos problemas sociais (ZHOURI, 2008).
2.2 agroquimicos e a saude da populacao
Sdo inumeros 0s estudos que associam o0 uso de agrotdxicos e seus efeitos nocivos

a salde humana. De acordo com Lyznicki (1997), diferentemente dos efeitos agudos dos

agrotoxicos na saude humana, os cronicos ndo tém sido caracterizados de forma adequada,
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tendo em vista que os efeitos tardios de alguns desses quimicos podem se tornar aparentes apds
anos de exposicao.

O Brasil é o maior consumidor de produtos agrotoxicos no mundo. Em decorréncia
da significativa importancia, tanto em relacéo a sua toxicidade quando a escala de uso no Brasil,
0s agrotoxicos possuem uma ampla cobertura legal no Brasil, com um grande nimero de
normas legais. O referencial legal mais importante é a Lei n® 7802/89, que rege o processo de
registro de um produto agrotoxico, regulamentada pelo Decreto n° 4074/02 (BRASIL, 2002).

Esse Decreto regulamenta a Lei no 7.802, de 11 de julho de 1989 (BRASIL, 1989),
que dispde sobre a pesquisa, a experimentacdo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o
transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo, a propaganda comercial, a utilizagéo, a
importacdo, a exportacdo, o destino final dos residuos e embalagens, o registro, a classificacéo,
0 controle, a inspecdo e a fiscalizacdo de agrotoxicos, seus componentes e afins, e da outras
providéncias.

O movimento da Reforma Sanitéria brasileira (BRASIL, 2015) buscou colocar a
salde como uma das categorias centrais na constru¢cdo de um projeto de desenvolvimento
nacional.

O conceito ampliado de satde, operacionalizado pela Lei n° 8.080/90 (BRASIL,
1990), reforca que somente alcancaremos melhores niveis de saude com melhores salarios,
moradias, acesso ao saneamento, alimentacéo adequada, lazer, cultura, ou seja, alcangando um
desenvolvimento sustentavel. Iremos contar com uma populacdo mais saudavel.

Segundo dados da Renast online, além das repercussdes no ambito da saude de
trabalhadores e de comunidades que vivem proximas as grandes areas de producdo, 0s
agrotoxicos representam um problema de saude puablica, para o qual o setor saude vem
buscando definir e implementar a¢0es voltadas para atencéo integral das populagdes expostas a

agrotoxicos.

2.3 Uso de defensivos e sua classificacéo

Independentemente da questdo terminoldgica, os dados do IBGE (BRASIL, 2015)
apontam para a elevada utilizacdo de uso de agrotoxicos. Os valores de comercializacdo de
agrotoxicos e afins por area plantada registram aumento continuo a partir de 2009, alcangando
6,9 kg/ha em 2012. Isto representa um acréscimo de 4,2 kg/ha num periodo de dez anos, tendo
em vista que em 2002 o valor foi de 2,7 kg/ha.
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Quanto aos resultados da analise por classes de periculosidade ambiental, as classes
I (produto perigoso) e Il (produto muito perigoso) foramas mais representativas no periodo
2009-2012, tendo participado com 64,1% e 27,7%, respectivamente, do total dos agrotdxicos
comercializados em 2012. A classe IV (produto pouco perigoso) apresentou crescimento
continuo no periodo analisado. Em 2012, as classes de agrotoxicos mais comercializados foram
0s herbicidas (62,6%), seguidos pelos inseticidas (12,6%) e fungicidas (7,8%) (IBGE, 2015).
Lopes (2010) afirma que a quantidade de agrotoxico utilizados nos plantios nacionais atinge de
forma grave os consumidores, especialmente depois de 2008, quando o Brasil passou a ser o

maior usuério de agrotoxico no mundo.

Extremamente
toxico

Altamente
téxico

Medianamente
toéxico

AY)

Figura 1- Classificacdo toxicologica

Desde a década de oitenta, 0 Ministério da Saude e secretarias da satde de alguns
estados brasileiros, em conjunto com a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS), vem
envidando esforgos no sentido da articulacgdo institucional em prol do desenvolvimento do que
foi nomeado corno Programa de Vigilancia a Populacbes Trabalhadoras Rurais Expostas a
Agrotoxicos.

O Sistema Nacional de Informac@es Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX, 2012) tem
como principal atribuigdo coordenar a coleta, a compilacdo, a analise e a divulgagédo dos casos
de intoxicacgéo e envenenamento notificados no pais. Os registros séo realizados pelos Centros
de Informacdo e Assisténcia Toxicologica (Ciats), localizados em varios estados brasileiros,
parte deles integrantes da Rede Nacional de Centros de Informagdo e Assisténcia Toxicoldgica
(Renaciat). As notificacGes sdo encaminhadas ao Sinitox, responsavel pela consolidagdo e
divulgacdo anual dos dados, em ambito nacional. Também desenvolve atividades de pesquisa

nas areas de intoxicacdo, informacdo em saude e saude publica, contribuindo para o
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enriquecimento destas discussfes no cenario brasileiro de intoxicacdo e envenenamento,

principalmente no que concerne a questdes preventivas (BRASIL, 2009).

2.4 Contaminacao dos solos

Avancos importantes no cenario regulatorio ocorreram nesses 20 anos pds Rio+,
com destaque para a publicacdo da Lei 9.974, de 2000 (BRASIL, 2000), que estabeleceu
diretrizes para o recolhimento das embalagens vazias de agrotdxicos e a promulgacdo do
Decreto 4.074, de 2002, que regulamenta a Lei 7.802/89, importante documento juridico que
abordou temas relevantes relacionados a saide humana e a protecdo ambiental, com destaque
para a criacdo do Sistema de Informacédo sobre Agrotoxicos (SIA), introducdo dos produtos
equivalentes, proibicdo de produtos sem antidotos, criagio do Comité Técnico de
Assessoramento para Agrotdxicos (CTA), além do estabelecimento da exigéncia legal visando
a implementacdo da avaliacdo de risco destes compostos, tanto para a salde humana quanto
para 0 meio ambiente.

Segundo a Embrapa (2006), a avaliacdo do risco ambiental, utilizando modelos
matematicos, € de extrema importancia, pois permite a avaliagdo de um conjunto de cenarios
que ndo seria possivel por meio exclusivamente de monitoramentos.

Importante estimulo ao consumo advém da diminuicdo dos precos e da absurda
isencdo de impostos dos agrotdxicos, fazendo com que os agricultores utilizem maior
quantidade por hectare (PIGNATI; MACHADO, 2011). Quanto aos fertilizantes quimicos, a
média de consumo por hectare continuou no mesmo nivel no periodo.

O impacto do aumento da producéo de bens agricolas no ambiente € notado pela
perda da biodiversidade e da qualidade dos recursos hidricos. Os estudos de monitoramento de
residuos de agrotoxicos tém aumentado ano a ano e sinalizado que residuos de agroquimicos
estdo presentes nos alimentos (BRASIL, 2016), na atmosfera (MOREIRA, et al., 2012), nas
precipitacdes secas e umidas, como chuvas (NOGUEIRA et al., 2012) e aguas superficiais e
subterraneas (DORES et al., 2008). Referidos efeitos podem ser diminuidos se forem aplicadas
técnicas agricolas adequadas a conservagdo desses recursos, como terraceamento, curvas de
nivel, plantio direto e rotacdo de culturas. Todas essas medidas reduzem a compactacao e o
escoamento superficial e também a erosdo, a qual pode carregar pesticidas adsorvidos as

particulas.
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2.5 Bioremediacéo

Os solos utilizados intensamente e de forma inadequada séo levados a degradacao.
No mundo héa dois bilhdes de hectares de solos degradados, segundo a ONU e 100 milhdes
estédo no Brasil (EMBRAPA, 2006).

Segundo Schenberg (2010), os processos biotecnolégicos contribuem
significantemente para promover o desenvolvimento sustentdvel, embora possam, por
enguanto, ndo ser ainda competitivos em relacdo as tecnologias convencionais.

O procedimento para remediacdo e consequente recuperacao dessas areas € lento e
estd relacionado a capacidade de restabelecimento do solo, onde se recompdem as
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas a um nivel minimo, que permita o desenvolvimento
de espécies vegetais e da atividade microbiana, tdo importante para o estabelecimento e
sucesséo da macrobiota (MENDES FILHO et al., 2010).

A estratégia de biorremediacdo consiste na utilizacdo de processo ou atividade
bioldgica por meio de organismos vivos (micro-organismos e plantas), que possuam a
capacidade de modificar ou decompor determinados poluentes, transformando, assim,
contaminantes em substéancias inertes (JACQUES et al., 2010).

Segundo Atlas (1981), a introdu¢do de microrganismos exdgenos que sintetizam os
hidrocarbonetos sao distribuidos apds acidentes que envolvem contaminagdo do meio ambiente,
mostra através de seus estudos a eficicia de biorremediacdo aumentando as taxas de

biodegradacdo em torno de 3-5 vezes maior e mais rapida em relacdo a acdo apenas da natureza.

2.6 Biodegradagéo em solos

A perda de solo por eroséo, a reducdo da matéria orgénica e a compactacdo séo
alguns dos fatores que concorrem para a degradacao fisica do solo, com consequente perda de
uma ou mais destas funcGes. Dexter e Youngs (1992) argumentam que a quantificacdo e a
compreensdo das alteraces fisicas do solo devidas ao seu uso e manejo sédo fundamentais para
0 estabelecimento de sistemas agricolas sustentaveis.

Botelho et al. (2013) refere que um ecossistema degradado € aquele que apos
distdrbios, teve eliminados, com a vegetacdo, 0s seus meios de regeneracao bidtica.

Nascimento (2007) inclui a degradacdo ambiental como consequéncia das
atividades que direta ou indiretamente prejudiquem a salde, a seguranca e 0 bem-estar da

populacdo; criem condicOes adversas as atividades sociais e econdmicas; afetem
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desfavoravelmente os fatores bidticos; afetem as condicGes estéticas ou sanitarias do Meio
Ambiente e lancem matérias ou energia em desacordo com os padrées ambientais estabelecidos.

Silva (2017) descreve que o homem desde a pre-historia interfere consciente ou
inconscientemente no meio ambiente, mais especificamente na distribuicdo da vegetacdo, seja
pela dispersdo de sementes durante processos migratorios, pela protecdo de espécies
consideradas Uteis ou sagradas, pela selecdo de especies para domesticagdo, pela caca ou
domesticacdo de animais XI Congresso Nacional de Exceléncia em Gestdo 13 e 14 de agosto
de 2015 6 necessarios a polinizacdo de espécies da floresta ou através de outros processos que

envolvem fatores bi6ticos e abhioticos.

2.7 Microrganismos degradadores

A biorremediacdo também pode ser limitada se as condi¢des do solo ndo forem
favoraveis a sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos degradadores. A umidade do solo
é considerada por Haider (1999) o fator ambiental mais critico na biodegradacéo, pois uma alta
atividade microbiana somente ocorrerd se houver adequada disponibilidade de agua aos
microrganismos. Além disso, o teor de agua no solo tem relacdo inversa com a disponibilidade
de oxigénio e, consequentemente, com a atividade dos microrganismos aerébios, que sao 0s
principais responsaveis pela degradacdo dos HAPs.

Em ambientes naturais, o nutriente que normalmente limita o crescimento
microbiano é o carbono (C), sendo que 0s nutrientes inorganicos estao presentes em quantidades
que normalmente excedem as demandas das comunidades microbianas (ALEXANDER, 1999).
No entanto, a presenca de elevadas concentracdes de HAPs no solo com potencial para serem
utilizados como substrato para o crescimento dos microrganismos pode fazer com que outros
nutrientes, que ndo o C, tornem-se limitantes. A relagcdo C: N: P de 100:10:1 no solo a ser
biorremediado tem sido normalmente recomendada (CHENG et al., 2001). Entretanto, as
pesquisas que avaliaram os efeitos da adicdo de N e P ao solo demonstraram resultados muito
conflitantes, o que provavelmente se deve as especificidades de cada ambiente, no que se refere
a teores de nutrientes no solo, tipo de contaminante e populacdo microbiana envolvida (LEYS
et al., 2005).
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RESUMO

A utilizacdo de agroquimicos tem aumentado a preocupacdo com a poluicdo ambiental,
principalmente a do solo, e com o advento da Revolucdo Verde onde as atividades agricolas
ganharam maior importancia e destaque no Brasil. Sabe-se que os defensivos agricolas causam
impactos negativos ao ambiente, modificando com isso, a diversidade microbiana exercendo
pressdes seletivas em micro-organismos do ambiente, alterando diversas atividades metabolicas.
Uma alternativa para o tratamento de solos contaminados com agrotéxicos € a bioremediacéo,
paratal € importante que se estude os aspectos fisico-quimicos do solo contaminado e se conheca
a microbiota ali presente, para se utilizar microrganismos que ja estejam com seu aparato
enzimatico pronto. Nesse contexto, esse trabalho objetivou isolar e selecionar microrganismos
de ambiente contaminado com agrotoxico e a aplica¢do desses organismos na recuperacao desse
ambiente através de técnicas de bioremediacdo. Para isso, amostras de solo contaminados com
agroguimico da classe dos organofosforado foram coletados de forma sistemética em dois
periodos do ano e caracterizados quanto a suas propriedades fisico-quimicas. Com a finalidade
de conhecer a microbiota enddgena, foi realizado o isolamento e identificacdo classica e
molecular dos microrganismos. Destes foram selecionados atraves de teste colorimétrico do
DCPIP, aqueles com capacidade para metabolizar o agroquimico, foi avaliada o potencial de
producdo das enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase, além da atividade
emulsificadora. Posteriormente as melhores condi¢Ges do processo foram estabelecidas e
otimizadas através de metodologias estatisticas. Com as condic¢des otimizadas realizou-se o
ensaio em escala laboratorial, em reatores de solo de bancada, onde se avaliou a atividade
bioldgica, a toxicidade do agrotoxico e produtos de degradacéo e a degradacdo do agrotoxico
por CLAE. Foram isolados os trés grupos microbianos, bactérias fungos e leveduras, pelas
técnicas classicas observou-se um predominio de bactérias Gram positivas, enguanto a
identificacdo molecular mostrou haver uma frequéncia de bactérias Gram negativas no solo. J&
os fungos foram identificados os géneros Aspergillus sp. Penicillium spp., Trichoderma sp. e
Coccidioide sp. Dos microrganismos isolados, 39 foram selecionados macromorfologicamente
para o teste de selecdo do DCPIP, os que se apresentaram mais promissores foram avaliados
guanto a capacidade de produzir enzimas oxidativas e atividade emulsificadora. Dois
microrganismos foram selecionados por apresentarem um potencial para a remediacao do solo,
o fungo Trichoderma sp. (F1) e a levedura Céandida glabrata (L3). Com estes organismos
realizou-se os 11 experimentos preconizados pelo planejamento experimental e observou-se que
para ambos, as melhores condi¢cBes do processo, estabelecidas pela atividade bioldgica foi
quando se inoculou 8 bloquinhos em solo contaminado com 35% de agrotoxico. Com essas
condicOes foi realizado tratamento de solo em escala laboratorial onde observou-se que o
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agrotoxico € extremamente toxico para os modelos de toxicidade testados, entretanto 0s
processos de bioamentacdo favorece a degradacdo do agrotoxico no solo. Com tudo que foi
realizado pode-se concluir que os microrganismos sdo aptos para a degradacdo podendo ser
utilizado em um modelo de recuperagdo para ambientes contaminados com agrotdxico.
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ABSTRAT

The use of agrochemicals has increased concern with environmental pollution, especially soil
pollution, and with the advent of the Green Revolution, where agricultural activities have
become more important and prominent in Brazil. It is known that agricultural pesticides cause
negative impacts to the environment, thereby modifying microbial diversity by exerting
selective pressures on microorganisms in the environment, altering several metabolic activities.
An alternative for the treatment of soils contaminated with agrochemicals is bioremediation.
For this it is important to study the physicochemical aspects of the contaminated soil and to
know the microbiota present, to use microorganisms that are already with their enzymatic
apparatus ready. In this context, this work aimed to isolate and select microorganisms from the
environment contaminated with pesticides and the application of these organisms in the
recovery of these environment through bioremediation techniques. For this, soil samples
contaminated with agrochemical of the organophosphorus class were collected systematically
in two periods of the year and characterized as to their physicochemical properties. With the
purpose of knowing the endogenous microbiota, the isolation and classic and molecular
identification of the microorganisms was carried out. From these were selected by means of
colorimetric test of the DCPIP, those with capacity to metabolize the agrochemical, the
potential of the enzymes lacase, lignin peroxidase and manganese peroxidase were evaluated,
besides the emulsifying activity. Subsequently the best conditions of the process were
established and optimized through statistical methodologies. Under optimized conditions, the
laboratory-scale test was carried out in bench-top reactors, where the biological activity, the
toxicity of the pesticide and degradation products and the degradation of the pesticide by HPLC
were evaluated. The three microbial groups, fungi and yeasts were isolated. Classical
techniques showed a predominance of Gram positive bacteria, while molecular identification
showed a frequency of Gram negative bacteria in the soil. Already the fungi were identified the
genera Aspergillus sp. Penicillium spp., Trichoderma sp. and Coccidioide sp. Of the
microorganisms isolated, 39 were selected macromorphologically for the DCPIP selection test,
the most promising ones were evaluated for their ability to produce oxidative enzymes and
emulsifying activity. Two microorganisms were selected because they present a potential for
soil remediation, the fungus Trichoderma sp. (F1) and yeast Candida glabrata (L3). With these
organisms, the 11 experiments were carried out by the experimental planning and it was
observed that for both, the best conditions of the process established by the biological activity
were when 8 blocks were inoculated in soil contaminated with 35% of pesticide. With these
conditions soil treatment was carried out on a labotarorial scale where it was observed that the
pesticide is extremely toxic to the toxicity models tested. However, the bio-oxidation process
favors the degradation of the pesticide in the soil. With everything that has been accomplished
it can be concluded that the microorganisms are apt for the degradation and can be used in a
recovery model for environments contaminated with agrotoxic.

Keywords: Environment.Agroquimicos.Microrganismos.Biorremediacéo.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de agroquimicos tem aumentado a preocupacdo com a poluicdo
ambiental, principalmente a do solo. Entre os compostos dessa natureza utilizados, o0s
herbicidas s&o os mais comercializados no mundo em face da necessidade de controle de ervas
indesejavel na agricultura (ARAUJO, 2002).

Atualmente, o Brasil é o maior consumidor mundial de agroquimicos e de acordo
com um levantamento feito pela Associacdo Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO),
anualmente sdo usados mais de 850 milhdes de litros de agrotoxicos, o que corresponde a uma
exposicdo média ambiental/alimentar de mais de 4 litros por individuo. Segundo a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2006), esses produtos sdo classificados em
4 niveis de acordo com a toxicidade, que vao desde classe | (que sdo 0s extremamente toxicos,
identificados pela faixa vermelha) até os produtos da classe IV (que sdo os produtos pouco
toxicos, identificados pela faixa verde). O Maranhdo est4 entre os 10 principais estados
consumidores de agrotdxicos no Pais. Embora alguns defensores do uso de agroquimicos
afirmem que estas substancias sdo seguras e 0s residuos gerados além de minimos, causam
pouco impacto negativo ao ambiente, os trabalhos cientificos apontam que os efeitos agudos e
cronicos gerados pelo uso de agroquimicos na saide humana e no meio ambiente, mesmo
aqueles classificados como menos toxicos, sdo alarmantes e vdo desde a manifestacdo de
doencas neuroldgicas, endocrinas até mesmo o surgimento de cancer. No ambiente, deve-se
levar em consideracdo a possibilidade de contaminacdo da agua, causando poluicdo nos
mananciais interferindo na dinamica do solo, ciclagem de nutrientes podendo causar a
mortandade de aves e peixes (PERES; MOREIRA, 2003; TAVELLA et al., 2011).

Os agrotoxicos mais usados no Brasil sdo os herbicidas, que representam quase
metade do consumo de agroquimicos (48%), entre os quais se destaca o uso de glifosato. Em
seguida, aparecem os inseticidas (25%) e os fungicidas (22%). Estes ultimos apresentam baixa
toxicidade as células de mamiferos e 0 seu maior impacto ambiental é a toxicidade contra
fungos benéficos do solo (TAVELLA et al., 2011).

Uma das principais finalidades do uso de agroquimicos € inibir o crescimento de
patégenos frequentes na agricultura e de um modo geral possuem estruturas quimicas e
moleculares semelhantes a classes de antimicrobianos usados na clinica. Estes compostos
possuem similaridade estrutural com azolicos clinicos e alguns passaram a ser proibido no

Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), motivado principalmente pela



28

elevada toxicidade do produto (CHOWDHARY et al, 2011; FARIA-RAMOS et al.,
2014;BRASIL, 2016).

A elevada toxicidade desse herbicida e de seu produto de degradacéo exige que se
encontrem formas de elimina-lo sem causar e/ou minimizar seus danos ao ambiente. A
degradacdo bioldgica da molécula do contaminante (herbicida) em produtos menos tdxicos
representa uma das formas de proteger o ambiente e de recuperar locais ja contaminados. Nesse
processo, denominado de biorremediacdo, o composto degrada-se completamente ou
parcialmente a moléculas inorganicas de ocorréncia universal, como CO2, CO, H.O, NH3, H2S
e HCL (MELO; AZEVEDO, 2008). Com isso, as técnicas de biorremediacéo tem despertado o
interesse de varios pesquisadores (DOELMAN; BREEDVELK, 1999; FREIRE et al., 2000;
BRITO et al., 2004; CELIS;ELEFSINIOTIS; SINGHAI, 2008; BAELUM; JACOBSEN;
HOLBEN, 2010; GONZALEZ et al., 2012). O processo de biorremediacéo de herbicidas no
solo é mediado por micro-organismos, dentre os quais as bactérias, podendo variar de apenas
dias até anos para que ocorra 0 completo desaparecimento da molécula (GAYLARD;
BELLINASO; MANFIO, 2005). Nesse sentido, a inoculacdo de micro-organismos previamente
selecionados para aumentar a velocidade de degradacdo vem sendo apontada como alternativa
de recuperacdo de ambientes poluidos (FRANCO et al., 1992). A utilizacdo de micro-
organismos na biorremediacdo tem se mostrado eficiente para biodegradar moléculas
xenobioticas (estranhas ao ambiente natural) e recalcitrantes (de dificil degradacéo), devido sua
capacidade para reciclar varias moléculas da biosfera, participando de diversos ciclos dos
elementos quimicos (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO, 2005). A biodegradacdo dos
herbicidas sofre influéncia das propriedades quantitativas e qualitativas da comunidade
microbiana do solo, a qual definird maior ou menor cota de degradacéo, alem da disponibilidade
do composto para 0s micro-organismos. Segundo Araujo (2002), a acdo de micro-organismos
sobre 0s herbicidas constitui mecanismo da maior importancia, pois a degradacao
microbiologica, na maioria dos casos, contribui para a dissipacdo da molécula no ambiente. A
maioria dos estudos consultados sobre os efeitos de agrotoxicos em micro-organismos do solo
envolve experimentos de laboratério voltados para a aplicacdo de determinado composto. No
campo, um ou mais agrotoxicos podem ser repetidamente aplicados no mesmo solo por varios
anos e deixar residuos com efeitos danosos sobre a biomassa microbiana.

Outro aspecto que precisa ser considerado é a geracdo de composto durante o
processo de biodegradacéo do agroquimico. E interessante que se investigue a toxicidade dos
metabdlitos gerados durante o processo de biorremediacéo, para isso se faz necessario a escolha

de organismos que sejam eficientes para esta finalidade. Os vegetais superiores tém
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caracteristicas que os fazem excelentes modelos genéticos para medir poluentes ambientais,
sendo frequentemente usados em estudos de monitoramento. Todavia, esses fatores ndo sdo
apenas devido a sensibilidade para detectar agentes mutagénicos em diferentes ambientes, mas
principalmente, a possibilidade de identificar pelo teste diversas alteracdes genéticas, com uma
ampla faixa de pontos de mutacdo nas alteragdes cromossdmicas em celulas de diferentes
tecidos tais como raizes, folhas e pdlens. Atualmente, dentre as espécies mais utilizadas como
organismos testes no biomonitoramento ambiental se destacam: Allium cepa, Vicia faba, Zea
mays, Tradescantia spp., Nicotiana tabacum, Crepis capillaris e Hordeum vulgare (GRANT,
1994). Dentre as espécies mais utilizadas como sistemas teste, A. Cepa se destaca pela
facilidade de se observar danos nos cromossomos e alteragdes nos ciclos celulares, pelo fato de
gue o cromossomo deste vegetal é grande e em namero reduzido (2n=16). Por isso, este sistema
teste tem se mostrado eficaz na deteccdo de quimicos ambientais (FISKESJO, 1985). A espécie
A. cepa tem sido considerada pela “Royal Swewdish Academy of Science” (FISKEJO, 1985) e
pelo “Gene-Tox Program” (GRANT, 1982) como um material-teste padrdo para deteccao de
possiveis danos genéticos resultantes da poluicdo ou do uso de quimicos ambientais.

Dessa forma este trabalho objetiva estabelecer um protocolo de recuperacao de solo

contaminado com agrotoxico da classe dos organosfosforado por microbiota endogena.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local da coleta e Agrotoxico

O solo tratado neste trabalho foi coletado em uma propriedade de agricultores
familiar que cultiva hortaligas no Municipio de J. Lima em S&o José do Ribamar - MA. Essa
propriedade foi selecionada pelo uso semanal de agrotoxico pelos trabalhadores na propriedade.

O agrotdxico utilizado ao longo de todo o trabalho é o O-dietil O-3,5,6-trichloro-2-
piridil phosphorothioato (Klorpan 480 EC), um inseticida da classe dos organofosforados cuja
classificacdo toxicologica é extremamente toxico. Esse agrotoxico foi selecionado para ser

testado pelo uso constante do mesmo, no local da coleta do solo.

2.2 Coleta e Caracterizacao Fisico-quimica do Solo

Com finalidade de comparar dois periodos sazonais, foram realizadas 2 coletas de

solo impactado pelo uso de agroquimico da classe dos organofosforados nos meses de janeiro
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(solo 1) e maio (solo 2) A coleta foi realizada de forma sisteméatica onde dez pontos
equidistantes, cerca de 3m foram coletados obedecendo a profundidade de 20cm. As amostras
foram acondicionadas separadamente em sacos plasticos e encaminhadas para analise. Os solos
foram misturados para formar uma amostra composta e aliquotas para realizacdo das analises.
Posteriormente os microrganismos isolados foram armazenados a 4°C.

As analises das propriedades fisico-quimicas dos solos coletados nos meses de
janeiro (solo 1) e maio (solo 2) foram realizadas com o objetivo de se conhecer as propriedades
quimicas e fisicas do solo. Para tal foram realizadas analises fisico-quimicas do mesmo,
coletados em 10 pontos e misturadas formando uma amostra composta, onde foram
determinados os teores de matéria organica, pH, umidade e granulometria com base na

metodologia preconizada por Alef (1995).

2.3 Isolamento e Identificagdo dos Microrganismos do Solo

O isolamento dos microrganismos foi realizado segundo a técnica de Clark, em
1965, no qual 10g de solo foram adicionados a 90 ml de agua destilada esterilizada.
Posteriormente foram feitas diluicGes seriadas de 1:10 até a diluicdo de 10°. Um volume de
0,1mL foi inoculado em meios de cultura seletivos pela técnica de espalhamento e as placas
foram incubadas a 28°C+2°C por no maximo 05 dias. Posteriormente, as caracteristicas
macromorfoldgicas das coldnias foram observadas e estas foram entdo purificdas e repicadas
para tubo de ensaio. Estas colénias foram armazenadas em geladeira a 4°C até a completa
identificacéo. .

Os microrganismos presentes no solo foram identificados através de técnicas
classica e molecular.

Para identificacdo e estudo dos aspectos micromorfoldgico dos fungos filamentosos
foi realizada a técnica de microcultivo para observacéo dos arranjos de hifas e esporos (PITT,
1988, 1991; DOMSCH et al. 2007; SAMSON; FRISVAD, 2004).

As bactérias serdo identificadas quanto a morfologia, arranjo e coloragéo tintorial
de parede celular, através do teste de Gram para os principais grupos bacterianos conhecidos.

A identificacdo molecular dos fungos isolados foi realizada a partir da extracéo e
amplificacdo do DNA das regides ITS-1, ITS-2 e subunidade 5.8 S do rDNA foram utilizados

Os primers ITS 4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS 5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’), conforme White et al. (1990).
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As regides de ITS-rDNA serdo amplificadas em um termociclador, nas seguintes
condigGes: 4 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a 55°C e 2
minutos a 72°C e, por ultimo, uma etapa de 5 minutos a 72°C para extensdo final. Os produtos
de amplificacdo dos loci ITS1-5.8S-1TS2 do rDNA e o DNA Ladder 1kb plus (Fermentas)
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1 % em tampéo de corrida TBE 1X (pH
8,0) e fotografados em foto documentador de luz ultravioleta. As linhagens de microrganismos
ambientais foram posteriormente identificadas por meio de sequenciamento dos produtos de
PCR conforme descrito anteriormente (CHEN et al., 2001; RAKEMAN et al., 2005).

2.4 Selegédo Qualitativa de Isolados Ambientais

A selecdo qualitativa foi realizada utilizando a técnica do indicador redox 2,6-
diclorofenol - indofenol (DCPIP) de acordo com metodologia preconizada por Hanson, Desali
e Desai (1993). O principio do teste consiste em uma transferéncia de elétrons até os aceptores
como oxigénio, nitrato e sulfato, durante a oxidacdo microbiana dos compostos, ao incorporar
um aceptor de elétron como o DCPIP ao meio de cultivo, é possivel verificar a capacidade dos
microrganismos em utilizar os compostos xenobidticos como substrato pela observacdo da
mudanca da coloragdo do DCPIP de azul (oxidado) para incolor (reduzido).

Esses ensaios foram realizados em placas de 96 pogos contendo 540uL de meio
Bushnell Haas — BH, pH 7,0; 400 pL de uma suspensdo microbiana padronizada em
108UFC/ml, 10 uL do agroquimico e 50uL do indicador redox Diclorofenol Indofenol (DCPIP).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata, além dos controles abidtico (indicador,
agroguimico e meio BH) e bidtico (suspensdo microbiana, glicose, indicador e meio BH) e

mantido a 30°C em condicdes estaticas por um periodo de até cinco dias.

2.5 Selegédo quanto a producgéo de Metabdlitos de Interesse

A fim de avaliar se as linhagens selecionadas no ensaio qualitativo produziam
compostos de interesse que indicassem alguns mecanismos de acao, as cepas promissoras foram
avaliadas quanto a sua capacidade de produzir enzimas oxidativas e quanto ao indice de
Emulsificacdo (IEz4). Para tal as linhagens padronizadas em 108UFC/ml foram cultivadas em
frascos Erlenmeyer (250mL) contendo 50mL de meio Bushnell Haas utilizando agrotoxico
como fonte de carbono. Os frascos foram incubados sob agitacdo de 180rpm por cinco dias, 0
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meio foi entdo filtrado e o extrato foi utilizado para a caracteriza¢do enzimatica e a avaliacdo

da atividade emulsificante.

2.5.1 Caracterizacdo Enzimatica

Com os microrganismos que apresentaram melhor resultado no teste de selegdo
qualitativo foi realizado a caracterizacdo quanto a producao de enzimas oxidativas.

As enzimas Lacase (Lac), Lignina Peroxidase (Lip) e Manganés Peroxidase (MnP)
foram quantificadas apos cinco dias de incubacéo.

A atividade de Lac foi determinada de acordo com o método descrito por Buswell
et al. (1995), em que 100 pl de tampdo de acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0), 800 uL de 0,03%
(m/v) de solucdo de ABTS (2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonato) e 100 puL do
extrato enzimético foram utilizados e a atividade enzimatica, descrita em termos de unidades
enzimaticas (U), foi determinada como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1,0 pmol do
substrato por minuto.

A MnP foi avaliada de acordo com metodologia descrita por Kuwahara et al.
(1984), onde foram utilizados 250uL do extrato enzimatico, juntamente com 100 uL de fenol
vermelho (0,01% p/v), 50uL de MnSO4 (2mM) e 50uL de peroxido de hidrogénio (20 mM, pH
4,5) A mistura foi incubada a 30°C por 10 min, e em seguida foi adicionado 100uL de NaOH
2 N a reacdo. A absorbancia foi registrada em 610 nm uma unidade de enzima (1U) é descrita
como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1,0 pmol de vermelho de fenol por minuto, sendo
o coeficiente utilizado no calculo para obter U foi € = 4466 Mt cm™. A enzima LiP foi medida
seguindo a metodologia descrita por Buswell et al. (1995) onde uma reacdo de 1000 ml de
tampdo tartarato de sodio a 125 mM (pH 3,0), 500 ml de alcool veratrilico a 10 mM, 500 ml de
perdxido de hidrogénio a 2 mM e 500 ml do extrato enzimatico foi realizada. A absorvancia foi
determinada a 310 nm aos 5 min de reagdo. Uma unidade de enzima (1U) é equivalente a 1
pumol do produto formado por minuto. O coeficiente utilizado para o célculo para obter U foi ¢

=9300 M cm™. A atividade enzimatica especifica foi descrita como pumol min™.

2.5.2 Avaliacdo da Atividade Emulsificante

A atividade emulsificante foi avaliada adicionando 6 ml de querosene a 4 ml do
extrato microbiano e submetendo a agitacdo vigorosa durante 2 min. As medic¢des foram feitas
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24 horas depois. O indice de emulsificacdo foi avaliado (IE24), conforme a equacdo 1 segundo
metodologia descrita por Cooper e Goldenberg (1987).

altura da camada de emulsificacido
2 x 100

1Ey, = Equa 1.

altura total

2.6 Determinacéo das Melhores Condig6es do Processo para Atividade Microbiana

A metodologia de planejamento experimental é amplamente utilizada para
minimizar o volume de experimento quando € necessario estabelecer as condi¢cdes especificas
de um processo.

As condicdes do processo de degradacdo do agrotdxico no solo foram estabelecidas
em frascos estaticos por um periodo de 30 dias. Para isso foi utilizado a metodologia do
planejamento experimental fatorial fracionado (2") do tipo Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR), que consiste de dois niveis (-1, +1), dois pontos axiais (-1,41 e +1,41) e
trés pontos centrais, totalizando 11 experimentos. A matriz experimental, bem como as analises
dos resultados serdo processadas com o auxilio do software Statistic® 8.0. As varidveis
independentes foram as concentra¢do do agroquimico e indculo, e a variavel dependentes do
processo foi a atividade biol6gica no microcosmo conforme pode ser visualizado na Tabela 1.

Com as condicBes do processo selecionadas, os valores 6timos serdo estabelecidos
utilizando a metodologia estatistica de Superficie Resposta. Para isto foi utilizado o software
Statistic® 8.0.
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Tabela 1 — Matriz do Planejamento Experimental Fatorial do Tipo Central Composto
Rotacional (DCCR) com as variaveis dependentes e independentes do processo.

Variaveis independentes Variavel
Corridas dependente
Valores codificados Valores reais Atividade
In6culo | Agroquimico (%) | Inéculo | Agroquimico (%) | Biologica
1 -1 -1 1 3
2 +1 -1 7 3
3 -1 +1 1 4
4 +1 +1 7 4
5 -1,41 0 0 3,5
6 +1,41 0 8 3,5
7 0 -1,41 4 1
8 0 +1,41 4 6
9 0 0 4 3,5
10 0 0 4 3,5
11 0 0 4 3,5

2.6.1 Ensaio de Atividade Bioldgica

A atividade bioldgica do solo foi mensurada através da avaliacdo da respiracao
basal do solo por meio de titulacdo volumétrica utilizando método proposto por Alef (1995)
como a variavel resposta do planejamento experimental. Para tal foram utilizados frascos
contendo o solo, umidade ajustada e concentracGes variadas de agroquimico conforme previsto
no planejamento. Para avaliagdo do CO> demandado foram colocados nos frascos, pequenos
recipientes contendo 10ml de NaOH. Durante o periodo de incubacédo (cerca de 23 dias), o
conteudo dos recipientes foi regularmente substituido e, apds a adi¢do de 10 ml de BaCl; e 2
gotas de fenolftaleina, titulado em HCI, para determinar as concentraces de COa. A taxa de

respiracdo em mg de C-CO- evoluido foi calculada por meio da equacéo 2:
(€= €0% = (B-V) xM x 0 x ()Equa2

Onde B € o volume de HCI usado na bureta, V o volume de HCI utilizado para
titular a amostra, M a molaridade real de HCI, 6 é a massa atdbmica do C (12) dividida pelo
namero de mols de CO2 que reagem com 0 NaOH (2), V1 a quantidade de NaOH usado nos

frascos e V2 a quantidade de NaOH usada na titulacéo.
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2.7 Avaliacao da Degradacédo do Agroquimico em Escala Piloto

Os experimentos foram realizados de acordo com a metodologia descrita por Vaz
et al. (2012). Onde 10,5kg de solo contaminado com 3,65mL de agrotoxico/grama de solo foi
pesada e adicionada a um reator de dimensfes 50 x 80 x 24, juntamente com uma solucdo de
50mL de uma suspensdo microbiana padronizada em 108 de esporos flingicos. Os experimentos
foram realizados em temperatura ambiente por 30 dias. Para garantir uma umidade suficiente,
o solo foi regado periodicamente. Aliquotas do solo foram coletadas a cada trés dias para
avaliacdo da atividade bioldgica e degradacdo do agrotéxico. As toxicidades aguda, cronica e
citotoxicidade serdo avaliadas no primeiro, 15 e 30 dias de processo.

2.7.1 Analise de Degradacdo por Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE)

Anterior a analise em CLAE, o agrotdxico e seus produtos de degradacdo foram
extraido do solo, utilizando as técnicas de agitacdo mecanica e extracdo assistida por micro-
ondas preconizadas por Ribani et al. (2004). O agrotoxico foi extraido de 5g de solo utilizando
10 ml de acetato de etila e 1 ml de agua pH 2,5, ajustada com éacido fosférico. A extracdo no
micro-ondas caseiro foi feita durante 1 min na poténcia nominal de 20 W e a extragdo por
agitacdo foi feita por 2 h.

As determinacdes quali/quantitativas do agroquimico foram realizadas utilizando-
se cromatografo liquido marca Varian, equipado com uma coluna de fase reversa C-18 Polaris
(25 cm x 4,6 mm x 5 um), pré-coluna C-18 Polaris (2,5 cm x 4,6 mm x 5 um) e detector UV.
As analises realizadas por gradiente de eluicao utilizando-se 50% acetonitrila grau HPLC e 50%
agua ultrapura v/v de 0 a 6 min; 100% acetonitrila grau HPLC de 6 a 10 min e 50% acetonitrila
grau HPLC e 50% agua ultrapura v/v de 10 a 20 min. O comprimento de onda utilizado de 254
nm e fluxo de 1 ml min com volume de inje¢do de 20 pL a 35°C. Para o célculo das
concentracdes realizado a comparacdo das areas obtidas no cromatograma, pelo método da
calibracdo externa e identificacdo pelos tempos de retencdo especifico para o composto

analisado.

2.7.2 Avaliacgéo da toxicidade

A toxicidade do agroquimico e seus produtos intermediarios de degradacao foram

avaliadas através da toxicidade aguda utilizando a larva Tenebrio molitor e a espécie de
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minhoca Violeta do himalaia, com a mesma espécie de minhoca foi avaliada também a

toxicidade cronica e a citotoxicidade com células de fibroblasto.

2.7.2.1 Toxicidade Aguda com a larva de Tenebrio molitor

A toxicidade aguda foi avaliada empregando modelo in vivo da larva Tenebrio
molitor, onde, com auxilio de uma seringa, foram inoculados 10 uL do controle PBS, do
agrotoxico em 10 larvas cada e acondicionada em placas devidamente identificadas. As larvas
foram mantidas em temperatura ambiente por um periodo de dez dias e a cada 24h eram
quantificadas as larvas mortas ou que ndo respondiam a estimulos. Os resultados obtidos foram
comparados, observado a discrepancia entre os dados analisados, através de teste de
significancia (p<0,05), além disso, foi montado grafico da curva de sobrevivéncia usando o

teste de Kaplan-Meier utilizando o software GraphPad Prism 5.0.

2.7.2.2 Citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade do agrotoxico e seus produtos intermediarios de
degradacdo foi realizada utilizando a técnica para células aderentes através da avaliacdo da
viabilidade celular, com células de fibroblastos, pela técnica do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio). Para isso foi adicionada 200uL de uma suspensdo
celular padronizada em 3 x 10° cels/m em cada pogo da placa e incubada em estufa de CO; a
37°C por 24h. Apos este periodo as células foram tratadas com as solugdes controle, o
agrotoxico e seus produtos intermediarios e as placas foram novamente incubadas em estufa de
CO2 por um periodo de 48h, o meio foi retirado e os pogos lavados com 200 pL de PBS a 37°C,
posteriormente foi adicionado 100 pL de uma solugdo de MTT padronizada a 0,5mg/ml e as
placas foram incubadas em estufa de CO. por 3h. A solucdo de MTT foi retirada a adicionado
nos pogos 100 pL de DMSO (Dimetil suféxido) puro. As placas foram agitadas por 5min e
depois permaneceram em repouso pelo mesmo periodo de tempo para realizacdo da leitura a
540nm para a realizacéo dos célculos de acordo com metodologia preconizada por Jorge et al.
(2008).
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2.7.2.3 Toxicidade Aguda com a espécie de minhoca Violeta do himalaia

Para avaliacdo das toxicidades aguda e cronica 20 individuos foram pesados,
lavados com agua desionizada e introduzidos nos reatores no TO com 15 dias e com 30 dias de
tratamento a fim de avaliar a toxicidade do agrotoxico e de seus produtos intermediarios. Os
reatores foram fechados e mantidos a temperatura ambiente, depois de 15 dias, as minhocas
mortas foram removidas e os individuos vivos contados e pesados. Todos os espécimes foram
novamente colocados nos mesmos vasos e apos outros 15 dias (30 dias no total), as minhocas
mortas foram removidas e as sobreviventes contadas e pesadas para determinacéo de biomassa
umida.

Para avaliacdo da toxicidade cronica foi realizado o0 mesmo procedimento do ensaio
anterior e apds 30 dias os casulos e juvenis foram cuidadosamente selecionados, contados e
pesado. Os ensaios de teste de toxicidade aguda e cronica foram realizados de acordo com a
diretriz 1ISO 11268-28

A perda de biomassa nos ensaios crénicos e agudos foi expressa como a

porcentagem de perda em relacdo ao peso inicial, de acordo com a equacéo 3:

(Wx x100)
wo

PM =100 — Equa. 3

Onde PM é a perda de biomassa, WO é o peso médio do minhocas de cada réplica
(vaso) no inicio do ensaio e Wx é o peso médio das minhocas encontrado em cada réplica em
x dias apds o inicio do ensaio.

Foi gerado um modelo linear para avaliar o efeito dos tratamentos nos parametros
avaliados (biomassa perda, numero do casulo e numero juvenil). Todo os dados foram
comparados através de analise de variancia (ANOVA) considerando p<0.05 com auxilio do
Software Statistic 8.0.

2.8 Analises estatisticas

Os resultados foram analisados estatisticamente quanto a diferencas significativas
por meio do teste de Log Rank utilizando analise de variancia (ANOVA) para verificar a

associacdo entre as variaveis. O nivel de correlacdo entre os parametros testados foi avaliado
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de acordo com o indice de Correlagdo de Spearman. O nivel de significancia de 95% foi
considerado significativamente diferente (p <0,05).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo fisico quimica do solo

As amostras de solo cotaminado com agrotdxico coletadas foram caracterizadas a
fim de se conhecer as suas caracteristicas fisicas e quimicas. A textura, os teores de matéria

organica, pH e umidade podem ser visualizados na tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas fisicas e quimicas dos solos contaminados com agrotoxicos
coletados no horta de um sitio de agricultura familiar no bairro J. Lima em S&o José do
Ribamar — MA.

Caracteristicas Solo 1 Solo 02
Silte 32,40%? 32,69%?
Argila 03,90%" 02,43%°
Areia 63,69%" 64,89%
Mat.Inorg 87,83%° 88,64%°
Mat. Organica 12,17%" 11,36%"
pH 06,95" 06,95"
Umidade % 13,76' 13,65'

Apbs a caracterizacdo fisico-quimica dos solos 1 e 2 contaminados, observou-se
gue ambos possuiam um perfil muito semelhante, o que mostra que o periodo mais e menos
chuvoso influénciou pouco na estrutura e nas caracteristicas quimicas avaliadas. A textura de
ambos os solos é arenosa 0 que facilita a percolacdo e consequentemente a diponbilidade do
agrotoxico para 0s micorganismos é dimuida. Ambos sdo muito mais ricos em material
inorganico (87,83% solo 01 e 88,64% solo 2) do que organico, o que pode ser explicado pela
presenca do agrotoxico, e o pH estd em torno da neutralidade (6,95 para ambos os solos) o que
favorece a atividade da maioria dos grupos microbianos. A mesma carateristica pode ser
obsrvado quando o pardmetro avaliado é a umidade, em ambos os solos (1 e 2) estd em torno
de 13%, 0 que sugere que esse solo ndo retém muita &gua em seus poros, 0 que pode ser
confirmado pela textura predominantemente arenosa. Quando realizada a anélise estatistica das
caracteristicas entre os dois solos coletados nos periodos distintos, o0 Gnico parametro que

apresentou diferenca estatistica significativa foi o teor de argila no solo com p = 0,032.
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A biorremediacao depende diretamente das condigdes do solo serem favoraveis a
sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos degradadores. Haider (1999) considera a
umidade o fator ambiental mais critico na biodegradacdo, pois uma alta atividade microbiana
somente ocorrera se houver adequada disponibilidade de dgua aos microrganismos devido, a
maioria das reacGes metabolicas necessarias para a quebra dos compostos xenobioticos ser
hidroliticas. Deve-se considerar que, o teor de &agua no solo tem relacdo inversa com a
disponibilidade de oxigénio e, consequentemente, com a atividade dos microrganismos
aerobios, que sdo os principais responsaveis pelos mecanismos de degradagdo. A temperatura
afeta a atividade metabdlica, o consumo de substrato pelos microrganismos e, por
consequéncia, a biodegradacdo dos agrotoxicos. Apesar de a biodegradacdo ocorrer numa
ampla faixa de temperatura, as maiores taxas ocorrem entre os microrganismos mesofilicos (25
e 35°C) (HAIDER, 1999). De acordo com o mesmo autor o pH do solo afeta diretamente a
atividade dos microrganismos através dos efeitos dos ions H™ na permeabilidade celular e na
atividade enzimatica, assim como, indiretamente, pela influéncia na disponibilidade de macro
e micronutrientes e na solubilidade do aluminio e demais metais pesados, que podem ser toxicos
aos microrganismaos.

A matéria organica € um fator de extrema relevancia nos processos de degradacao
por estarem diretamente relacionadas com o0s processos de sor¢do no solo. Segundo
Schwarzenbach (1993) a matéria organica € a principal matriz hidrofobica do solo, por ser
constituida essencialmente de atomos de carbono (C) e Hidrogénio (H), fazendo com que as
ligacGes de H estejam limitadas a determinados locais de sua estrutura. Além disso, por se
encontrarem em um meio hidrofilico, que é o solo, as moléculas de matéria organica expdem
suas superficies com carga para o exterior e formar espacos hidrofobicos em seu interior, nos
quais os compostos apolares podem penetrar. Os fendmenos de sor¢do dos agrotoxicos sdo
influenciados diretamente pelo conteldo de matéria organica, sendo que varios autores
demonstraram relacdes lineares positivas entre o contetdo de C organico do solo e a capacidade
de sorcdo desses compostos (CARMICHAEL; PFAENDER, 1997; NAM; CHUNG;
ALEXANDER, 1998; LUEKING et al.,2000).

A caracterizacdo do solo continua sendo a maneira mais rapida de conhecer melhor
as propriedades desse habitat e entender os efeitos da acdo antropica. Anda, Husnain e Subardja
(2015) caracterizou um solo de plantacdo de arroz na Indonésia. Os autores coletaram solo de
varias partes das ilhas indonésias e observaram um perfil similar encontrado neste trabalho.
Solo com textura arenosa e baixo teor de matéria organica. O Unico parametro que divergiu foi

0 pH que os autores relataram ser acido. Corroborando com nossos resultados, os autores
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também atribuiram as caracteristicas fisico-quimicas encontradas ao uso de compostos
quimicos no solo. Miguel, Barreto e Pereira (2017) caracterizou um solo contaminado com
ferro, manganés e flior de um mineiro e observou que as caracteristicas também foram muito
semelhantes as encontradas neste trabalho. Solo arenoso, em torno da neutralidade e pobre em
matéria organica. Os autores relacionaram todas essas caracteristicas a agdo do homem ao longo
do processo de extracdo dos minerais além da contaminacdo com substancias quimicas
utilizadas ao longo do processo. Dias et al. (2017) caracterizou o solo coletado do ecossistema
manguezal para o isolamento de microrganismos de interesse biotecnoldgico. Dos cinco pontos
coletados, todos apresentavam um perfil arenoso, dois eram pobres em matéria organica e o pH
dos cinco pontos coletados era de neutro a alcalino. Os autores atribuiram essas caracteristicas
ao solo ser de um ambiente estuarino, rico em vegetacdo, o que explica a alta matéria organica

e a coleta foi feita em periodo de maré baixa, apresentando o sedimento um perfil arenoso.

3.2 Isolamento e Identificacdo dos Microrganismos

Apbs o periodo de incubacdo pode-se observar o aparecimento das col6nias. Apds
a contagem, constatou-se que a quantidade de microrganismos no periodo chuvoso é maior que

no periodo seco em ambos 0s meios utilizados, como se pode visualizar na Figura 1.

Figura 2 — Isolamento de microrganismos nos meses de maio e janeiro nos meios
seletivos Sabouraud Dextrose Agar (SAB) e Muller Hinton (MH)
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Segundo Alexander (1999), o grande numero de enzimas envolvidas na degradacao

de compostos xenobidticos, a maioria dos microrganismos do solo ndo possui a aparato
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metabdlico capaz de degradar compostos muito recalcitrantes, justificando a necessidade de se
isolar e selecionar microrganismos degradadores, visando a sua utilizagdo na biorremediagéo
de solos contaminados. Para isso € essencial a escolha de meios de cultura que favorecam o
aparecimento desses organismos. O Agar Sabouraud Dextrose (SDA) é utilizado para o cultivo
de fungos patogénicos e comensais. A alta concentragdo de dextrose pH &cido da formula deste
agar permitem a seletividade dos fungos, ja o Muller Hinton (MH) é uma composi¢do de
micronutrientes definida com concentracdes conhecidas de CaClz, MgCl, e ZnCl;, bem como
peptona e caseina que transmitem o0s macronutrientes ao meio, favorecendo assim o
crescimento de bactérias.

Embora o quantitativo microbiano geral tenha sido maior no més de janeiro, pode-
se observar a constancia no aparecimento das bactérias em ambos os periodos. O quantitativo
microbiano maior em periodo chuvoso, se deve provavelmente, a umidade do solo esta maior,
possibilitando a prevaléncia de um grupo microbiano. Uma outra observacéo interessante € a
prevaléncia dos fungos no més de janeiro, periodo de maior chuva, este fato pode ser explicado
por este grupo permanecer em forma de esporos e se adaptar melhor e condicdes adversas como
a saturacédo do solo pela 4gua da chuva.

Com a finalidade de fazer uma comparacao estatistica entre os dois periodos,
observou-se que apds a analise houve diferenca estatistica significativa de crescimento dos
fungos entre os meses de janeiro € maio com o p=0.047. Quando o grupo comprado foi o das
bactérias também observou-se uma diferenca estatistica significa entre 0s meses janeiro e maio
com p=0.048, comprovando um maior quantitativo microbiano no més de janeiro ocorre uma
maior precipitacdo de chuvas.

O isolamento por técnicas classicas € a melhor alternativa para obtencdo de
microrganismos de interesse biotecnoldgico. Observou-se com o isolamento que ambos 0s
meios de cultura utilizados séo propicios para isolamento de microrganismos por serem ricos e
apresentarem col6nias de todos os grupos microbianos. Segundo Previati et al. (2012), a
avaliagcdo das densidades populacionais na comunidade microbiana em solos inclui técnica de
cultura em placa, exame microscopico direto e técnica de enriquecimento, e na comunidade
bacteriana também hé variabilidade entre populacfes bacterianas em geral e actinomicetos em
relacdo ao uso de nutrientes manifestados no meio de cultura. Varios autores relatam o
isolamento de microrganismos por técnicas classicas. Jariyal et al. (2014) com o objetivo de
obter bactérias de um solo com historico de contaminagdo por pesticida organofosforado,
utilizaram a técnica de isolamento classico em Placas de Petri pela técnica de espalhamento

utilizando o meio MSMO Agar. Os autores relataram que todas as col6nias tinham aspectos
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semelhantes, eram redondas com bordas bem definidss, todavia variavam de cor e de textura.
Deng et al (2015) isolaram por técnica de isolamento cléssica, uma espécie bacteriana com
capacidade de degradar o, O-dialquil fosfato, um inseticida organofosforado. Os autores
relataram que o sucesso do isolamento foi devido a utilizacdo do agrotoxico como fonte de
carbono em um meio mineral minimo (MRS). Hyung et al. (2018) isolaram espécies bacterianas
de 41 amostras de solo contaminadas com organofosforado. Os autores utilizaram técnica
classica de enriquecimento do solo em meio minimo mineral e posteriormente plaqueadas em
meio R2S. Duraisamy, Muthusamy e Balakrishnan (2018), isolaram espécies de bactérias de
solo contaminado com agrotoxico da classe dos organofosforados na India. Os autores
utilizaram a técnica de diluicdo seriada com plagueamento em meio mineral minimo (MSM)
com o agrotoxico como fonte de carbono.

Logo apds a observacdo macroscopica, observou-se trés grupos distintos de
colbnias. No meio de cultivo Muller Hinton Agar o crescimento foi mais uniforme, as coldnias
se mostraram mais uniformes em relacdo ao tamanho, os bordos liso ou em forma de ondas,
sugerindo coldnias formadas por bactérias do género Bacillus (Figura 2A). No meio de cultivo
Sabouraud Dextrose Agar observou-se coldnias de aspecto algodonoso, sugerindo a formagéo
de micélio aéreo de fungos filamentosos e col6nias leitosas opacas e com bordas lisas bem
delimitadas caracteristicas de leveduras. Neste meio também se pode observar a formacao de
halo de antibiose (Figura 2B).

A antibiose € um fenbmeno comum entre microrganismos de solo, é um dos
mecanismos de defesa utilizados por grupos microbianos. Os fungos filamentosos sdo grandes
produtores de metabdlitos secundarios, essa caracteristica esta associada a producdo de micélio
aéreo. A pigmentacdo também é um indicio de producdo de compostos bioativos.

Figura 3 — Aspectos macromorfologicos das col6nias apds o isolamento. Figura A
colbnias com cores, textura e bordos distintos. Figura B colonia de aspecto algodonoso
com coldnia no centro formando halo de antibiose.
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Apo6s a contagem e purificagdo das coldnias deu-se inicio a identificacdo dos
microrganismos, foi realizado o teste de coloracéo tintorial de parede celular (Gram) para as
bactérias com a finalidade de dividir nos dois grandes grupos Gram positivas (G*) e Gram
negativas (G°). Para a identificacao dos fungos foi realizado a identificacdo em nivel de género
pela técnica de microcultivo para observacdo das hifas e dos arranjos de esporos. Apds a
identificagdo o que se observou foi que dos microrganismos isolados 29% eram Bastonetes G,
13% Bastonetes G°, 29% Cocos G*, 16% de Fungos Filamentosos e 13% de Leveduras como
pode ser visualizado na Figura 3.

Ap0s a coloracao tintorial da parede celular (coloracdo de Gram) pode se observar
a duas formas bacterianas distintas, cocos e bastonetes de ambas as coloracGes, positiva e
negativa. Além disso, foi possivel observar alguns arranjos bacteriano como cacho, duas células
juntas e uma fileira de células arranjadas.

Em relagcdo aos fungos, observou-se crescimento de fungos leveduriformes e
filamentos no meio de cultura Sabouraud. Os fungos s&o organismos que apresentam uma
grande capacidade adaptativa quando o ambiente é contaminado. Além dos fungos filamentosos
serem grandes produtores de metabdlitos bioativos, sdo também grandes produtores
enzimaticos. Ja as leveduras, se caracterizam por produzirem substancias tensoativas, 0s

surfactantes, que auxiliam na manutencdo desse grupo no ambiente indspito.

Figura 4 — Percentual dos grupos microbianos isolados de solo contaminado com
agrotoxico.
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Com excecdo do grupo das leveduras, pode-se observar diversidade entre os

microrganismos, tanto nos aspectos macroscopicos quanto nos microscopicos. A prevaléncia

de bactérias G* pode ser explicada pela habilidade desse grupo bacteriano de resistir a
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ambientes indspitos, e também por abrigar o grupo dos Actinomicetales, que s&o bactérias Gram
Positivas filamentosas, diferenciadas das demais Eubacteérias.

Com a finalidade de conhecer as espécies bacterianas mais prevalentes no solo
contaminado, foi realizada a identificacdo molecular através da analise do DNA total do solo.
As espécies bacterianas mais frequentes podem ser visualizadas na Figura 4.

Quando se observa o perfil e a frequéncia das bactérias nas amostras de solos
coletadas percebe-se que o solo coletado 0 més de janeiro € mais abundante e apresenta uma
prevaléncia das bactérias da ordem das Sphingobacteriales com frequéncia de 70% em todo o
solo. As bactérias do género Pseudomonas spp. também se mostraram abundantes e nos dois
meses coletados, com frequéncia de 60% para Pseudmonas koarensis (solo 1) e 20% para
Pseudomonas citronellallis (solo 2). As espécies bacterianas Rhodococcus erythropolis e
Arthrobacter oryzae também mostraram uma boa frequéncia quando isolada do solo 2 (20% e
25%). A espécie que se mostrou e nos abundante foi a Dyella sp. com 7% de frequéncia quando
isolada do solo 1.

Figura 5 — Frequéncias das espécies bacterianas encontradas no solo nos dois periodos
de coleta janeiro (solo 1) e maio (solo 2).
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Ao contrario da identificacdo classica, que predominou o grupo de bactérias Gram
positivas, na identificacdo molecular a frequéncia maior foi de bactérias Gram Negativas.
Dentre os géneros mais frequentes deve-se destacar as bactérias da ordem Sphigobateriales,
pertencentes ao Filo Bateriodetes, sdo bactérias comumente encontradas no trato digestorio,

intersticio intestinal, nas mucosas e membranas de animais de sangue quente. Um fator que
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chama a atencdo é que essas bactérias sdo causadoras de doengas como a colite, enterocolite e
diverticulite e ndo tem o solo como seu habitat natural. O surgimento dessas bactérias nesse
tipo de solo pode ser explicada pela pratica de usar penas e visceras de aves para enriquecimento
do solo agricola, uma atividade comum entre pequenos agricultores. As bactérias presentes nas
penas e visceras das aves podem ter migrado para o solo e se adaptado ao esse ambiente se
tornado predominante frente a outras espécies.

Ha tempos se relata a capacidade degradativa das bactérias frente as diversas classes
de agrotdxicos, varios autores relatam o isolamento de bactérias Gram positivas e Gram
negativas de solos contaminados e sua capacidade de degradar agrotoxicos. Ohshiro et al.
(1997) isolaram uma espécie de Arthrobacter sp. B-5 e avaliaram a sua capacidade de degradar
agrotoxicos da classe dos organofosforados. Os autores do trabalho enfatizaram que essa
habilidade se deve ao aparato de enzimas hidrolases expressas por essas bactérias quando em
contato com esses compostos.

Cycon et al. (2013), isolaram e identificaram através de técnicas moleculares a
bactéria Gram negativa Serratia marcescens de solo contaminado. Os autores relataram a
capacidade dessa bactéria em degradar herbicida em meio minimo mineral contendo 50mg/g
de solo do agrotéxico. Embora ndo tenha-se isolado bactérias do género Serratia neste trabalho,
a predominancia foi de bactérias Gram-negativas.

Barman et al. (2014) relataram o isolamento e a identificacdo por técnicas
moleculares de bactérias endofiticas do género Pseudomonas spp. s. Os autores destacaram que
essas bactérias foram isoladas de flores cultivadas em solos contaminados com organofosforado
0 que possibilitou a preparagé@o do seu aparato enzimatico para utilizar o agrotoéxico como fonte
de nutriente.

Corroborando com este trabalho Yao et al. (2015), isolaram duas bactérias do
género sphingomonads spp. de solo contaminado om herbicida da classe dos organofosforado.
Os autores utilizaram a quantificagdo do DNA 16s ribossomal para identificar os géneros
bacterianos.

Dentre os fungos filamentosos foram identificados quatro géneros diferente: trés
Penicillium spp, 01 Aspergillus sp., 01 Trichoderma sp e um Coccidioide sp., fungo patogénico,
comum em solo causador de meningite como pode ser visualizado na Tabela 1. Nas observacdes
micromorfoldgica dos fungos pode-se observar a conformacdo dos esporos nas extremidades
das hifas, além disso pode-se observar se tratavam de hifas hialinas ou septadas corroborando
com a identificagdo dos fungos. Nas figuras 5A, 5B e 5C se pode visualizar a micromorfologia

dos fungos Aspergillus, sp. Coccidioide sp e Penicillium sp. respectivamente. As caracteristicas
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macromorfoldgicas avaliadas consistiram no tamanho da coldnia, caracteristicas dos bordos,
textura, relevo e pigmentacéo. Ja as analises micromorfoldgicas foram realizadas pela técnica
de microcultivo em agar-batata, visando identificar as estruturas vegetativas e especialmente as
estruturas reprodutivas especificas dos géneros de fungos filamentosos como pode ser
visualizada na figura 5. Apo6s a identificacdo micromorfoldgica, pode-se observar a
predominancia dos principais géneros de fungos relatados na literatura. Os géneros Aspergillus
e Penicillim sdo fungos encontrados comumente em solo, embora sejam géneros cosmopolitas.
O Trichoderma ¢ um género comum tanto no solo com endofitico. Entretanto o género
Coccidioides ¢ um fungo patogénico e ndao encontra-se relato no solo do Maranhéo. Este fungo
€ preocupante pois por ser extremamente virulento, pode transmitir doencas graves aos
agricultores e familiares. Uma outra possibilidade é a questdo da resisténcia cruzada aos
antibidticos ser adquirida pelo contato maci¢co com o agrotdxico presente no solo.

Figuras 6 — Micromorfologia de Aspergillus sp. (A), Coccidioides sp. (B) e Penicillium
sp. (C) isolados de solo contaminado com agrotoxico.

Os cinco fungos filamentosos isolados foram identificados molercularmente em
nivel de espécie como Trichoderma longibrachiatu (F1)Trichoderma viren (F2),Penicillium
javanicum (F3), Penicillium sp (F4), Penicillium simplicissimun (F5), Hypoxylon fragiforme
(F6) e Aspergillus sp.(F7)

Devido ao intenso aparato enzimatico que os fungos filamentosos possuem, varios
autores buscam isolar esses organismos em diversos habitats diferentes, inclusive em solos
contaminados com compostos xenobidticos. Sua capacidade adaptativa a condi¢Oes adversas
estd atrelada principalmente a sua morfologia e fisiologia. Corroborando com este trabalho
Carranza et al. (2014) isolaram espécies de fungos de solo de plantacdo de arroz e soja
contaminados com herbicida glifosato. Apés identificacdo por técnica de microcultivo e
bioquimica, os autores relataram nove géneros, entre eles, o Aspergillus spp., Penicillium spp.

e Trichoderma. Zhao, Bao e Liu(2010), isolaram seis fungos de solo contaminado com pesticida
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da classe dos organofosforado. Os autores relataram que o isolamento foi realizado por meio
da técnica de diluicdo seriada com plagueamento por espalhamento em meio seletivo. Dos seis

isolados apenas um fungo do género Penicillium sp. foi capaz de degradar o composto testado.

3.3 Selecédo Qualitativa de Isolados Ambientais

Trinta e nove microrganismos entre bactérias (B), leveduras (L) e fungos
filamentosos (F) foram selecionados por caracteristicas macromorfolégicas e identificados por
técnicas micromorfoldgicas. Dentre esses, foi utilizada a técnica do DCPIP para selecionar 0s
mais promissores em relacdo a metabolizacdo do agrotdxico. Ao longo dos sete dias, as placas
multipocos eram avaliadas diariamente quanto a descoloracdo por observacao visual. O que se
constatou foi que dos 39 microrganismos selecionados e testado, 13 descoloriram totalmente o
meio até o quinto dia de incubacdo como pode ser visualizado na Tabela 3. Dentre os
microrganismos que se apresentaram promissores, pode-se destacar os fungos filamentosos,
onde observa-se que dos sete fungos filamentosos isolados, cinco descoloriram totalmente o
meio até o quinto dia de incubagdo. As bactérias foi o segundo grupo microbiano mais
promissor, das 23 bactérias isoladas, seis descoloriram o meio até o quinto dia e por fim o grupo
das leveduras, onde 08 isoladas duas descoloriram totalmente o meio com até cinco dias de
incubacdo. Vale ressaltar que, as bactérias Bastonetes G* se destacaram dentre as mais
promissora, representando 62,5% das bactérias que descoloriram totalmente o meio em até
cinco dias.

A selecdo de microrganismos com potencial para uso de agrotoxicos como fonte de
nutrientes pode ser avaliada de diversas formas. Algumas alternativas rapidas e praticas para
fazer esta avaliagdo sdo as técnicas colorimétricas, que sdo baseadas em reacOes de
descoloracdo do meio devido a liberagdo de elétrons pelos organismos estudados, permitindo
ndo apenas a avaliacdo de seu potencial como a velocidade de metabolizacdo. Varios autores
usam essas técnicas para selecionar microrganismos potenciais, especialmente quando eles tém
um grande numero de microrganismos a serem testados. Uma das técnicas amplamente
relatadas na literatura é a técnica de 2,5, Diclorofenol Indofenol (DCPIP). Esta técnica foi
descrita pela primeira vez como eficiente para a selecdo de microorganismos por Hanson, Desai
e Desai (1993) quando os autores decretaram o uso deste indicador com meio BH e o0 6leo como
fonte de carbono em placas de mdaltiplos pocos para selecdo de bactérias com poder de
degradacdo. Apesar de amplamente utilizada para compostos hidrocarbonicos derivados de

Petroleo, a literatura relatando o uso dessa técnica para agrotoxico é escassa.



48

Bidoia, Montagnolli e Lopes (2010) dizem que a técnica de 2,5-diclorofenol-
indofenol (DCPIP) é amplamente relatada, a qual é baseada na reducdo da forma oxidada pela
mudanca da cor de azul para incolor. Desde entdo, varios autores tém utilizado a técnica como
alternativa para a selecdo de microrganismos degradadores. O potencial de microrganismos
isolados de ambientes contaminados com residuos petrodirecionados em hidrocarbonetos
degradantes foi avaliado utilizando a técnica de descoloracdo indicada pelo DCPIP. Os autores
relatam a selecdo de microrganismos que apresentaram potencial de degradacdo com até 24
horas de testes (MIRANDA et al., 2007; GOMES et al., 2009). Atualmente, a técnica ainda é
amplamente utilizada. Varjani e Upasani (2016) relataram a degradacao do 6leo cru por uma
linhagem de Pseudomonas aeruginosa NCIM 5514. Os autores mostraram 0 potencial de
degradacéo da bactéria usando o teste de selecdo de indicador DCPIP, eluindo a descoloragéo
com 24h com um aumento da biomassa microbiana na placa avaliada pela técnica de
absorbancia. Almeida et al. (2017) usaram a técnica do indicador redox DCPIP para selecionar
o melhor consércio microbiano capaz de degradar o combustivel maritimo MF-8. Os autores
relataram que obtiveram descoloracdo por um consorcio composto por bactérias diferentes em
24h. Joy, Rahman e Sharma (2017) utilizaram a técnica do Diclorofenol Indolfenol (DCPIP)
para selecionar microrganismos degradadores de 6leo cru. Os autores relataram enfatizaram a
eficiéncia e rapidez da técnica quando se faz necessario uma selecdo mais rapida com muitos
microrganismos. Marchand et al. (2017) relataram o uso da metodologia DCPIP para selecionar
bactérias e fungos com potencial de degradacdo do petréleo bruto. Os autores enfatizaram a
eficiéncia e velocidade da técnica. Adnan et al. (2018) utilizaram a técnica de DCPIP para
estimar a capacidade de fungos do género Penicillium spp. na degradacao do petroleo bruto. Os
autores relataram que a alteracdo da coloracdo de azul para incolor em 14 dias a 30 ° C de
incubacéo determinou que os fungos tinham a capacidade de degradar o 6leo.

O mecanismo de degradacdo de bactérias e fungos sdo bem descritos na literatura,
embora diferentes, eles se complementam e poder ser usados com o objetivo de mineralizacao
de moléculas xenobioticas como pesticidas. Embora ambos os grupos microbianos tenham
predilecdo por iniciar a degradagdo por compostos policiclicos aromaticos, os fungos
filamentosos sdo 0s principais produtores de enzimas monooxigenases, dioxigenases e
fenoloxidases, essas enzimas atuam catalisando as reacdes de oxirreducdo que ocorrem na
quebra dos compostos e sdo em sua maioria mais eficazes em condicdes aerébicas. Embora
semelhantes, os mecanismos de degradacédo de bactérias e leveduras diferem quanto a natureza
dos compostos utilizados. Embora ambos 0s grupos sejam grandes produtoras de surfactantes.
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Pode ocorrer uma diferenca na natureza quimica do surfactante, que sdo compostos de natureza
lipopolissacaridica que confere uma caracteristica anfipatica.

Tabela 3 — Identificagdo e tempo de descoloracdo no teste DCPIP pelos microrganismos
isolados de solo contaminado com agrotéxic.

Microorganismo Identificacdo Tempo de Descoloracéo (h)
Bactérias Gram Morfologia 24 48 72 96 120
Bl + Bastonete - + ++ n .
B2 + Cocos - - - - N
B3 + Cocos - - - - -
B4 + Bastonete - ++ -+ e+ T+t
BS + Cocos - ++ +++ F++ F++
B6 + Bastonete | At +++ 4+ ++
B7 + Cocos - - - - -
B8 - Bastonete - - - - -
B9 - Bastonete + + + ++ i+
B10 + Bastonete - - + n —
Bil + Cocos - - + + —
B12 + Staphylococcus sp. - - + ¥ —+
B13 + Bastonete - ; n T o
B14 + Bastonete - - . ¥ —
B15 + Bastonete - - . ¥ —
B16 + Bastonete - ; n T o
B17 + Staphylococcus sp. - - + ¥ i+
B18 - Bastonete ++ ++ ++ 4+ T+t
B19 + Bastonete - - ¥ ¥ —
B20 - Bastonete - - . ¥ —
B21 + Bastonete o+ | +++ +++ 4+
B22 + Cocos - + ++ ++ I
B23 + Bastonete - - + - —
Levedura
L1 - + ++ ++ ++
L2 - + ++ ++ ++
L3 +++ +++ +++ +++ +++
L4 - - - - -
L5 ++ ++ +++ +++ +++
L6 - - - - -
L7 - - - - -
L8 - - - - -
Fungos
F1 Trichoderma +++ |+ . o+ +++
longibrachiatu
F2 Trichoderma virens - + ++ +++ -
F3 Penicillium javanicum - ++ +++ +4+ +++
F4 Penicillium sp., - + + . et
FS Penicillium simplicissimun | + + + ++ —+
F6 Hypoxylon fragiforme + + + ++ +
F7 Aspergillus sp. +H+ |+t +++ +++ ot

+ - ligeiramente descolorido; ++ - meio incolor; +++ - totalmente descolorido
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3.4 Selecéo quanto a produgéo de Metabdlitos de Interesse

3.4.1 Caracterizacdo Enzimatica e atividade emulsificadora (1E24)

Os mecanismos de degradacdo das moléculas xenobiéticas variam de acordo com
0 grupo microbiano, por isso é importante se ter uma ideia de qual mecanismo de acao 0s grupos
microbianos envolvidos estdo utilizando. Para isso foi realizada caraterizacdo enzimatica e a
avaliacdo do indice de emulsificacdo. Os fungos filamentosos sdo os principais produtores de
enzimas, enquanto que as bactérias e leveduras sdo grandes produtores de biosurfactantes.
Dentre as enzimas produzidas pelos fungos, as oxidativas sdo sem divida, as mais importantes
na degradacdo de moléculas xenobidticas. Sua inespecificidade permite que 0s microrganismos
utilizem os compostos poluidores como se fossem o0s que naturalmente seriam metabolizados
pelas enzimas devido a sua semelhanca quimica estrutural. A caracterizagdo enzimatica e a
atividade emulsificadora dos 13 microrganismos selecionados podem ser visualizadas na
Tabela 4.

Tabela 4 —Caracterizacdo enzimatica e indice de emulsifica¢do (IE24) dos 13 microrganismos
selecionados no teste do DCPIP.

: : Enzimas (U/L)

Microrganismos (%) 1E24 L ac Lip NP
B1 58 24%+2 265%+12 5672+13
B4 4 67°+4 278%+14 528%+23
B5 48 90°+2 543°+11 6022422
B6 50 56b+8 348°+10 345°+25
B17 16 119+3 699+4 67°+11
B21 18 109+2 72945 83°+10
L3 87 21%+4 669+2 35949
L5 56 2342 32842 399+9
F1 12 10458+15 589°+11 790%+11
F2 13 782+19 304%+16 340°+13
F3 10 602+11 311%+15 397°+15
F4 11 745'+25 437°+10 2857+11
F7 9 3569+18 440°+10 1569+12

Quando os microrganismos selecionados foram avaliados quanto a caracterizagéo
enzimatica os fungos foram os que apresentaram valores mais altos dentre todos 0s
microrganismos testados. Dos cinco fungos selecionados e testados quanto a caracterizacdo
enzimatica e 0 IE24, 0 Trichoderma longibrachiatu. (F1) se destacou pela elevada produgao das

trés enzimas analisadas. Dentre as enzimas destaca-se a quantificagdo da enzima Lac que com
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producdo de 1045U/L, seguida da MnP com 790U/L e finalmente a LiP com 589U/L. Quando
analisa-se apenas a producdo da enzima Lac, os fungos Trichoderma virens (F2) e os
Penicillium javanicum e Penicilliunssp. (F3 e F4) também se mostraram promissores, com
producdes de 782U/L, 602U/L e 745U/L respectivamente. Quando comparada a producéao
dessas enzimas entre os organismos selecionados, observou-se que, apesar do grupo dos fungos
ter se destacado, o Trichoderma sp. € 0 que apresenta uma diferenca estatistica significativa dos
demais.

Quando a enzima avaliada foi a LiP, os fungos Trichoderma longibrachiatu (F1),
Penicillium sp. (F4) e Aspergillus sp. (F7) se destacaram. Algumas espécies bacterianas
também se destacaram na producdo dessa enzima como a B1, B4 B5 e B6 com valores de
265U/L, 278U/L, 543U/L e 348U/L. Deve-se destacar que, com exce¢do da bactéria B5, todas
as outras eram Bastonetes Gram positivos. Em relacdo a andlise estatistica da producéo desse
enzima, a bactéria B5 e o fungo F4 e F7 demonstraram diferenca estatistica significativa dos
demais.

O perfil de producao da enzima MnP foi um pouco diferente das demais, apesar do
fungo Trichoderma longibrachiatu. (F1) também ter se destacado dos demais com producéo de
70U/L, o grupo de bactérias mostrou uma maior capacidade em produzir essa enzima. As
bactérias B1, B4 e B6 destacam-se por produzirem 567U/L, 528U/L e 602U/L, respectivamente
da enzima MnP. A andlise estatistica reforca esse perfil, quando demonstra que o grupo de
bactérias apresenta semelhanca estatistica entre elas, porém é estatisticamente diferente dos
demais. Ja o fungo Trichoderma longibrachiatu mostrou diferenca estatistica significativa
dentre todos 0s organismos testados.

Diante dos resultados obtidos o fungo Trichoderma longibrachiatu. (F1) foi o
microrganismo selecionado para prosseguir para a etapa posterior.

Enzimas sdo moléculas de natureza basicamente proteica. Sua principal funcéo é
agir como catalisador bioldgico, acelerando as reacdes quimicas sem altera-las. Cada reagéo
gerada em uma celula precisa de uma enzima especifica. Em geral, as enzimas possuem trés
propriedades: poder catalitico, alta especificidade e capacidade de regular seu poder catalitico
na presenca de outros ions ou moléculas (FERNANDES, 2010). O mecanismo usado pelos
fungos para a remoc¢édo de compostos xenobidticos € complexo; envolve enzimas inespecificas
de carater lignolitico, de natureza proteica, que atuam como catalisadores bioldgicos e
diminuem a energia de ativacdo das rea¢des. Os Fungos, no entanto, diferem em sua capacidade
de degradar os agrotdxicos por via enzimatica, devido a diferencas qualitativas e quantitativas
na producdo dessas enzimas (KAMIDA et al., 2005; BARRETO et al., 2011).
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Varios autores relatam a utilizagdo de enzimas para a recuperacdo de ambientes
contaminados por moléculas xenobioticas. Almeida et al. (2012) relataram a selecdo de fungos
produtores de enzimas oxidativas, os autores relataram que dos 37 fungos testados 56,7%
demonstraram potencial para a producdo de enzimas lignoliticas. Dentre os fungos
selecionados, o Penicllium spp. FDG 36 se mostrou 0 melhor produtor de enzimas lacase apds
120h de tratamento de meio contaminado com compostos xenobi6ticos. Baptista et al. (2015)
relatam o isolamento de fungos do género Penicillium sp. e Arpergillus sp. de ambiente marinho
contaminado com esgoto domeéstico. Os autores enfatizaram que varias espécies de fungos dos
dois géneros foram capazes de produzir as enzimas Lacase, Lignina Peroxidase e Manganés
Peroxidase, e que essa producdo foi acentuada apds submeter esses organismos a radiacdo
gama.

Com o objetivo de investigar microrganismos com potencial para a producédo de
surfactante, foi avaliado o indice de Emulsificagdo dos treze microrganismos selecionados no
teste DCPIP. Na tabela 4 pode-se observar que, ao contrario das enzimas onde os fungos foram
0S mais promissores, neste ensaio o grupo de bactérias e leveduras se destacaram quanto a
avaliacdo do IE24. Dentre os microrganismos testados, as leveduras L3 e L5 se mostraram mais
promissoras com valores de IE24 de 87% e 56%. As bactérias B1, B5 e B6 também mostraram
potencial na producdo de surfactante com valores de 1E24 de 58%, 48% e 50% respectivamente.
A bactéria B4 e os fungos filamentsoos ndo apresentaram potencial para atividade
emulsificadora.

A producdo de biossurfactantes por bactérias e leveduras é amplamente relatada na
literatura, neste estudo as bactérias que obtiveram os maiores valores de 1E24 apresentaram na
identificacdo micromorfoldgica dois bastonetes e um coco Gram positivo. As bactérias
Bastonetes Gram-positivas, sdo 0s principais produtores de surfactantes da classe dos
lipopeptideos. Para isso, numerosos substratos tém sido utilizados, desde a glicose até residuos
agroindustriais. As leveduras sdo amplamente relatadas como grandes produtoras de
glicolipideos e soforolipideos, utilizando diferentes substratos, desde a glicose, amido de milho
e 6leo de cozinha até moléculas xenobidticas como residuos hidrocarb6nicos e agrotdxicos.
Diante dos resultados obtidos quanto ao 1E24 a levedura L3 foi o microrganismo selecionado
para prosseguir na etapa posterior.

ApOs esta etapa a Levedura L3 foi identificada como sendo da espécie Candida
glabrata

A finalidade de se conhecer o potencial emulsificante dos microrganismos é inferir

mecanismos de acdo de grupos microbianos especificos. Dos 13 microrganismos selecionados
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de ambientes contaminados com agrotoxicos 05 mostraram potencial na producdo de
surfactante. Este mecanismo é amplamente relatados na literatura. Bezerra et al. (2012) relatam
a producdo de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa GVII-A utilizando residuos
agroindustriais como fonte de carbono. Para a selecdo inicial, foi realizado um teste IE24, onde
as bactérias foram fermentadas em meio minimo de sais com residuos agroindustriais e a partir
dos testes de emulsificacdo para posterior producdo do surfactante. Varios autores usam a
técnica do IE24 para relatar o potencial de bactérias do género Bacillus para produzir compostos
tenso-ativos, como biossurfactantes. Os autores demonstram a capacidade deste género em
produzir surfactantes em meio com diferentes fontes de carbono. O género ¢é capaz de produzir
substancias tensoativas em meio contendo glicose como fonte de carbono inerte ou fonte oleosa
como residuos de hidrocarbonetos (COOPER; GOLDENBERG, 1987; BARROS; QUADROS;
PASTORE, 2008; MORAIS et al., 2015). Lins et al. (2017) avaliaram a capacidade do fungo
Cunninghamella phaeosphora UCP 1303 de produzir biossurfactante a partir de 6leo de soja e
licor de milho, controlando a temperatura do Arduino. Os autores reportaram valores do indice
de Emulsificacdo (El24) semelhantes aos obtidos neste estudo, inferindo a capacidade do fungo
em produzir compostos bioativos. Miguel, Barreto e Pereira (2017) avaliaram o indice de
Emulsificacdo (El2s) utilizando querosene como fonte de emulsificante. Os autores isolaram e
cultivaram os fungos amazénicos em meio liquido suplementado com éleo de soja e incubados
sob agitacdo. Os valores de IE24 foram semelhantes aos obtidos neste trabalho com a mesma

fonte de emulsificante.

3.5 Determinacéo das Melhores Condicdes do Processo para Atividade Microbiana

Com a finalidade de estabelecer as melhores condi¢des do processo e otimiza-las
foi utilizado o planejamento experimental fatorial do tipo Central Composto Rotacional
(DCCR) para cada microrganismo selecionado nas etapas anteriores. Foram realizados 11
experimentos para o F1 e 11 experimentos para a L3 totalizando 22 experimentos. Objetivando
analisar a capacidade de sobrevivéncia e metabolizacdo desses microrganismos foi simulado
um microcosmo contendo solo contaminado com agroquimico e, em cada frasco foi avaliado a
respiracdo basal dos microrganismos nas onze condi¢fes preconizadas pelo planejamento

experimental. Os resultados podem ser visualizados nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7 — atividade bioldgica da microbiota contendo a levedura Candida glabrata (L3)
nos onze experimentos preconizados pelo planejamento experimental fatorial do tipo
DCCR.
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Figura 8 — atividade biologica da microbiota contendo fungo filamentoso
Trichoderma longibrachiatu (F1) nos onze experimentos preconizados pelo
planejamento experimental fatorial do tipo DCCR.
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O planejamento experimental € uma metodologia estatistica que tem como principal
objetivo a confiabilidade dos resultados com uma quantidade minima de experimentos que
garanta o grau de liberdade.

Nas figuras 6 e 7 pode-se observar o perfil da atividade biol6gica ao longo de 23
dias de tratamento do solo contaminados com diferentes concentracGes de agrotoxico. Nos onze

experimentos realizados para cada microrganismo, observou-se uma maior atividade biologica
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com 72 horas de inoculagdo com demandas de CO2 nos frascos variando de 43,74mg/cm?® a
123,93 mg/cm3quando testada com a levedura e 45,82 a. 127,83 mg/cm?® quando testado com o
fungo filamentoso. O perfil de respiracdo foi muito semelhante tendo nos dois planejamentos
uma maior taxa de respiracao quando se teve a maior bioaumentacéo (8 bloquinhos) e 3,5% de
agrotoxico aplicado no solo.

Esse perfil de atividade biologica sugere que a bioaumentacdo com o0s
microrganismos selecionados esta influenciando nos trés primeiros dias de tratamento, onde se
tem taxas mais altas de respiracao naquelas condi¢6es preconizadas pelo tratamento apds este
periodo a taxa respiratdria cai e permanece constante sugerindo uma diminuicdo da atividade
biol6gica naquele ambiente como do ser visualizado na Figura 9.

Figura 9 — cinética de respiracdo do fungo Trichoderma longibrachiatu. (F1) e da
levedura Candida glabrata (L3) ao longo de 23 dias de tratamento de solo
contaminado com agrotoxico.
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A metodologia de superficie de resposta denominada em inglés por RSM (Response
Surface Methodology) € um conjunto de tecnicas estatisticas e matematicas Uteis para
desenvolver, melhorar e otimizar uma resposta de interesse, que é influenciada por diversas
variaveis dentro de um processo de medicédo e anélise experimental (MYERS et al,2009). A fim
de determinar as condicbes Otimas do processo de tratamento que continham os
fungosTrichoderma longibrachiatu (F1) e Candida glabrata (L3) foram estabelecidos os
modelos predito para a variavel atividade biologica, os quais podem ser visualizados nos
modelos 1 e 2.

Atividade Bioldgica (F1) = 93.14 + 12.97 — 23.502 — 14.20 — 0.58% modelo 1

Atividade Biolégica (L3) = 93.84 +10.2 + 4.52 —12.08 — 0.522 modelo 2
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A partir dos modelos, foram gerados os gréficos superficie de resposta da variavel
atividade bioldgica para os tratamentos com adi¢do do fungo filamentoso e levedura, onde
pode-se visualizar a tendéncia para os valores 6timos de tratamento do solo contaminado.
Quando se considera a variavel atividade bioldgica a tendéncia pode ser visualizada nas Figuras
10 e 11. Pode-se observar que existe uma regido de concentracdo este parametro, que sao as
areas em vermelho escuro, e uma regido de baixa concentragdo, que sdo as areas vermelho
vermelhas mais claras e amarelas. Pode-se verificar a existéncia de um apontamento para
valores mais altos de atividade bioldgica quando os valores do indculo sdo mais altos (vermelho
escuro) enquanto que a concentracdo do agrotoxico esta na regido de transicdo entre valores
médios a mais baixos (vermelho claro a amarelo). A tendéncia é a mesma para ambos 0s
microrganismos testados.

Figura 10 — Gréfico superficie resposta da variavel atividade bioldgica quando o tratamento €

realizado com a inoculagdo do fungo Trichoderma longibrachiatu (F1).
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Figura 11 — Gréfico superficie resposta da variavel atividade biol6gica quando o tratamento é

realizado com a inoculacédo da levedura Candida glabrata (L3).
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O planejamento experimental € uma metodologia estatistica amplamente utilizada
para otimizar as condi¢cdes em varios tipos de processos biotecnoldgicos. Islam, Sakkas e
Albanis (2009) aplicaram a metodologia de planejamento experimental para estabelecer as
melhores condicGes de tratamento de agua contaminada com pesticida organofosforado. Os
autores utilizaram as variaveis pH, concentracdo inicial de indculo e dose adsorvente como
variaveis independentes para avaliar o percentual de degradacdo. Miranda et al. (2007),
estabeleceu as condicBes de tratamento de efluente gerado por lavanderia téxtil utilizando
planejamento estatistico do tipo DCCR com quatro variaveis independentes. Corroborando com
este trabalho os autores também obtiveram a agitacdo como uma das variaveis interferente no
processo de tratamento do efluente téxtil por fungos filamentosos. Deng et al. (2015) utilizaram
a metodologia de planejamento experimental para estabelecer os parametros para degradacao
rapida de um pesticida organofosforado por Strenotrofomonas sp. As varaveis independentes
preconizadas pelos autores foram indculo inicial, concentragdo de substrato inocial e
temperatura de incubacdo para estabelecer os parametros de cinética de degradacgéo bioldgica.
Véarias moléculas xenobidticas podem ser tratadas com parametros estabelecidos pelo
planejamento experimental. Almeida et al. (2017) utilizaram a metodologia de planejamento
experimental para estabelecer as melhores condi¢des de degradacdo de combustivel maritimo
MF-8 por consércio microbiano.

3.6 Avaliacdo da Degradacdo do Agroquimico em Escala Piloto

Uma caracteristica que determina a eficiéncia da biodegradacdo € o fato dos
microrganismos endogenos e exogenos permanecerem metabolicamente ativos. Com 0s
microrganismo Trichoderma longibrachiatu e Candida glabrata selecionados foi estabelecido
no planejamento experimental, através a metodologia de superficie resposta, que para 0 ensaio
em reator seriam inoculados 8 “pluges” de 6mm (108 esporos) de cada microrganismo no solo
contaminado com 3.5% de agroquimico e acompanhar a degradacdo. Para isso foi avaliado o
teor de CO2 demandado nos reatores aos longos dos ensaios de degradagdo do agrotéxico. A
atividade bioldgica ao longo dos 30 dias de tratamento do solo contaminado com agrotoxico

nos reatores pode ser visualizado na Figura 12.
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Figura 12 - Atividade bioldgica ao longo dos 30 dias de tratamento do solo contaminado
com agrotoxico nos reatores
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Quando observa-se a demanda de CO2 nos trés reatores testados pode-se constatar
que houve um equilibrio na respiracédo bioldgica desde o inicio do processo com a aplicacdo do
agrotoxico no solo até o final com a formacdo dos metabolitos intermediarios de degradacéo.
O reator 01 demonstra um pico de atividade respiratéria nos trés primeiros dias tendo no TO
uma atividade de 3.9mg/cm?® de solo aumentada para 5.7mg/cm® de CO2 no terceiro dia de
tratamento. Os valores permanecem constantes até o décimo quinto dia quando cai para
4.77mg/lcm® de CO2, voltando a aumentar no décimo oitavo dia para 5mg/cm3 de CO;
mantendo-se estavel até o vigésimo sétimo dia. O mesmo perfil de atividade metabolica foi
observada nos reatores R2 e R3

Embora os mecanismos de degradacdo de compostos toxicos no solo sejam de
dificil entendimento por ter muitos interferentes, alguns relatos sdo encontrados na literatura.
Thelusmond et al. (2018) relataram a degradacdo de compostos como o Diiclofenaco,
carbamazepina e triclocarbano presente em solo agricola no distrito de Michigan, EUA. Os
autores relataram a capacidade de Proteobacteria, Gemmatimonadale e actinbactérias em
degradar esses compostos ao longo de 21 dias de tratamento. Gallego (2019) relata a degradagéo
do oxamil, um pesticida utilizado frente a nematoides patdgenos agricolas, em solo de plantacao
em Lasithi. Os autores elaboraram um ensaio de degradacdo com 21 microcosmos contendo
diferentes concentracbes do agrotoxico e observaram que as actinobacterias eram

predominantes em solos com concentracGes mais altas.

3.7 Avaliagéo da toxicidade
Os perfis de sobrevivéncia das larvas de Tenebrio molitor quando submetidas ao

contato com o agrotoxico e intermediarios de degradacdo podem ser visualizados na Figura 12.
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Como pode ser observado, os resultados demonstraram que apenas 01 larvas sobrevive ao final
de dez dias de experimento quando contaminado com o agrotdxico. Ja quando o teste é realizado
para avaliar a toxicidade dos intermediarios de degradacdo observa-se uma quantidade maior
de sobrevivéncia das larvas na rés reatores. Com destaque para 0 R3 com sobrevivéncia de 09
larvas ao final de dez dias de experimento.

Figura 13 — Percentual de sobrevivéncia da larva Tenebrio molitor exposta ao
agrotoxico sem tratamento.
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A andlise estatistica pelo teste da ANOVA foi realizada para avaliar o nivel de
relagdo entre o agrotéxico e o controle quanto ao parametro toxicidade aguda. Apos 0 ensaio
de toxicidade do agrotdxico, foi constatado que existe uma diferenca estatistica significativa (p
< 0,05) entre o agrotdxico e o controle com p = 0.0251, Associando esse dado com o
guantitativo de sobrevida das larvas pode-se concluir que o agrotdxico apresenta toxicidade
aguda que justifica o tratamento.

Apos a avaliagdo da citotoxicidade das células de fibroblastos frente ao agrotoxico
utilizando a avaliacdo da viabilidade celular pela técnica de MTT, foi observado que, apos 48h
de exposicdo das células de fibroblasto ao agrotoxico, houve uma perda de 77,2% e 74,9%,
respectivamente, do total de células testadas, indicando uma toxicidade moderada dos efluentes,

como pode ser visualizado na figura 14.
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Figura 14 - Citotoxicidade do agrotoxico frente a células de fibroblastos apos 48h
de exposicéo
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Os estudos de toxicidade de agrotoxico vém aumentando nos ultimos anos.
Halstead, Civitello e Rohr (2015) relataram a toxicidade de trés agrotoxicos da classe dos
organofosforados quando utilizados quando utilizados macroartrépodes aquéticos. Os autores
avaliaram a toxicidade aguda e cronica dos agrotdxicos e constataram as duas com a utilizagéo
do modelo. Bianchi, Fernandes e Marin-Morales (2016) relataram a toxicidade de dois
pesticidas organoclorados utilizando o modelo Allium cepa. Os autores relataram que 0s
agrotoxicos individualmente e a mistura deles apresenta citoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade.

3.7.1 Toxicidade Aguda com a espécie de minhoca Violeta do himalaia

A toxicidade aguda do tratamento frente a espécie de minhoca Violeta do himalaia
pode ser avaliada através da perda da massa dos individuos e presenca de casulos nos reatores
1, 2 e 3 ao longo dos45 dias de experimento como mostra asFigurasl4A e 14B.

Ao longo dos 45 dias de experimentos observou-se que o R1 apresentou a maior
toxicidade com percentuais elevados de perda de massa com 15 e 30 dias de tratamento, seguido
do R2 e R3 respectivamente. Esse perfil pode ser visualizado quando a quantificacdo do numero
de casulo onde observa-se que o R1 apresenta um quantitativo de casulos menor que os R2 e
R3. Esse comportamento pode ser explicado devido a toxicidade do agrotdxico ser maior que a
dos compostos intermediarios formados ao longo do processo de tratamento, 0 que explicaria a

diminuicdo da toxicidade com 45 dias no modelo testado.



Figura 15A — Perda de massa das espécies
de minhoca Violeta do himalaia nos
reatores de solo contaminados com
Korplan com 15, 30 e 45 dias de
tratamento.
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Figura 15B — Numero de casulos das espécies
de minhoca Violeta do himalaia nos reatores de
solo contaminados com Korplan com 15, 30 e
45 dias de tratamento.
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Dominguez et al. (2016) utilizaram espécie de minhoca para avaliar diferentes

concentracdes de acido aminometilfosforico (AMPA), o principal intermediario do glifosato,

um agrotoxico de uso comum na agricultura brasileira.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que embora 0 agrotoxico seja

toxico é possivel estabelecer um protocolo de tratamento com os microrganismos isolados e

selecionados do proprio ambiente, utilizando as condi¢des otimizadas do processo e avaliando

0 comportamento dos organismos com a microbiota endégena. A avaliagdo em escala piloto

corrobora com a eficiéncia do processo e se faz necessaria como alternativa de tratamento para

0s pequenos agricultores por se tratar de uma forma mais econdmica e ecoamigavel de recuperar

0 solo saturado com o agrotoxico.
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