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RESUMO

O crescimento populacional tem gerado uma alta demanda por alimentos em escala
global, resultando na necessidade de expandir a produgdo. Para garantir a seguranga
alimentar, ha um aumento na area cultivada, o que, por consequéncia, leva ao uso
intensificado de agrotoxicos. O Brasil, um dos maiores consumidores de agrotéxicos do
mundo, enfrenta desafios decorrentes do uso intensivo desses produtos, como o
esgotamento do solo, desmatamento e impactos na biodiversidade. Dentre eles esta a
atrazina, um agrotoxico altamente tdxico para o meio ambiente e com alta capacidade de
acumulagao no solo. Este cenario leva a necessidade de se desenvolver produtos e
processos que diminuam os impactos ambientais. Desta forma, o objetivo do presente
trabalho é avaliar o potencial dos fungos do Parque Nacional do Iguagu no processo de
biorremediacao, de forma ex situ, de solo contaminado com atrazina, através da variagao
final do herbicida em relagdo a concentragao inicial, isso em diferentes dias de inoculagao
dos fungos para as avaliagdes de cromatografia, ja em relagdo a avaliagado do crescimento
em extrato de solo ocorreu em sete dias. O estudo envolveu a coleta e preparo de solo do
Parque Nacional do Iguagu, com a obtengdo de cinco amostras de solo de trés locais
distintos. No laboratério, elas foram homogeneizadas, peneiradas para remover materiais
estranhos e combinadas em uma unica amostra composta. Os fungos Fusarium sp._GU e
Fusarium sp._GW, pertencentes a Colecao de Cultura de Micro-organismos de Importancia
Biotecnoldgica e Ambiental (CCMIBA) da UNILA, caracterizados anteriormente e obtidos
dos mesmos locais da presente coleta, foram usados no estudo de degradacgao da atrazina.
Sete tratamentos foram realizados, incluindo cultivos com e sem atrazina e controles
abidticos, com adicao de atrazina nas concentragdes de 10 e 100 mg/L. Posteriormente, os
residuos de atrazina no solo foram extraidos com acetona e analisados por HPLC. Além
disso, para avaliar o potencial de biorremediagao, a biomassa fungica foi interagida com
meio liquido com solo e atrazina, por sete dias, sendo medida apos filtragdo e secagem do
material, para comparacdo do crescimento entre os tratamentos. Porém, apos esse
periodo, ndo houve indicagdo de crescimento usando solo como unica fonte de carbono,
isto, tanto em meio liquido, contendo solo, quanto nas avaliagées feitas diretamente no solo
contaminado com o agroquimico. Sendo que, neste segundo caso, houve a observagao do
crescimento dos fungos em tratamentos contendo atrazina quando aumentou-se o tempo
de incubacgao, porém, nao foi possivel avaliar a degradagéo, devido as cromatografias ndo
terem mostrado o padrao do agrotéxico somente o do solvente utilizado, isto €, a acetona.
Foi possivel observar, desta forma, que a eficiéncia da biodegradagao fungica parece
depender amplamente das condicbes ambientais, sendo mais eficaz em meios sodlidos, e
que, para otimizar o processo, € necessario adicionar nutrientes, pois a atrazina sozinha
nao sustenta o crescimento fungico. Estudos in situ sdo importantes para confirmar a
eficiéncia dos fungos em ambientes reais, possibilitando a recuperagédo mais rapida de
solos contaminados e beneficiando os agricultores e o proprio meio ambiente.

Palavras-chave: Agrotéxicos, Biomassa, Fusarium, Biomassa, Degradacao.
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RESUMEN

El crecimiento poblacional ha generado una alta demanda de alimentos a escala global,
resultando en la necesidad de expandir la produccion. Para garantizar la seguridad
alimentaria, se ha incrementado el area cultivada, lo cual, por consecuencia, lleva al uso
intensificado de pesticidas. Brasil, uno de los mayores consumidores de pesticidas en el
mundo, enfrenta desafios derivados del uso intensivo de estos productos, tales como el
agotamiento del suelo, la deforestacion y los impactos en la biodiversidad. Entre ellos se
encuentra la atrazina, un pesticida altamente téxico para el medio ambiente y con alta
capacidad de acumulacién en el suelo. Este escenario conlleva a la necesidad de
desarrollar productos y procesos que disminuyan los impactos ambientales. De esta forma,
el objetivo del presente trabajo es evaluar el potencial de los hongos del Parque Nacional
de Iguazu en el proceso de biorremediacion, de forma ex situ, de suelos contaminados con
atrazina, a través de la variacion final del herbicida en relacion con la concentracion inicial,
en diferentes dias de inoculacion de los hongos para las evaluaciones cromatograficas,
mientras que la evaluacion del crecimiento en extracto de suelo se realizé en siete dias. El
estudio incluy6 la recoleccion y preparacion del suelo del Parque Nacional de Iguazu,
obteniendo cinco muestras de suelo de tres lugares distintos. En el laboratorio, se
homogeneizaron, tamizaron para remover materiales extrafios y se combinaron en una
unica muestra compuesta. Los hongos Fusarium sp. GU y Fusarium sp._ GW,
pertenecientes a la Coleccion de Cultivos de Microorganismos de Importancia
Biotecnolégica y Ambiental (CCMIBA) de UNILA, caracterizados previamente y obtenidos
de los mismos lugares de la presente recoleccion, fueron usados en el estudio de
degradacion de atrazina. Se realizaron siete tratamientos, incluyendo cultivos con y sin
atrazina y controles abidticos, con la adicion de atrazina en concentraciones de 10 y 100
mg/L. Posteriormente, los residuos de atrazina en el suelo fueron extraidos con acetona y
analizados por HPLC. Ademas, para evaluar el potencial de biorremediacion, la biomasa
fungica fue interactuada con un medio liquido con suelo y atrazina, durante siete dias. La
biomasa se midié después de la filtraciébn y secado del material, para comparar el
crecimiento entre los tratamientos. Sin embargo, después de siete dias de cultivo, no hubo
indicacion de crecimiento usando el suelo como unica fuente de carbono, tanto en medio
liquido, que contenia suelo, como en las evaluaciones realizadas directamente en el suelo
contaminado con el agroquimico. En este segundo caso, se observo el crecimiento de los
hongos en tratamientos que contenian atrazina, pero no fue posible evaluar la degradacion,
ya que las cromatografias no mostraron el patron del pesticida, solo se observd acetona.
La eficiencia de la biodegradacion fungica parece depender en gran medida de las
condiciones del ambiente, siendo mas eficaz en medios sélidos. Para optimizar el proceso,
es necesario agregar nutrientes, ya que la atrazina por si sola no sostiene el crecimiento
fungico. Los estudios in situ son importantes para confirmar la eficacia de los hongos en
ambientes reales, permitiendo una recuperacion mas rapida de suelos contaminados y
beneficiando tanto a los agricultores como al medio ambiente.

Palabras clave: Plaguicidas, Fusarium, Biorremediacion, Biomasa, Degradacion.
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ABSTRACT

Population growth has generated a high demand for food on a global scale, resulting in the
need to expand production. To ensure food security, cultivated areas have increased, which,
consequently, leads to intensified pesticide use. Brazil, one of the largest pesticide
consumers in the world, faces challenges resulting from the intensive use of these products,
such as soil depletion, deforestation, and impacts on biodiversity. Among them is atrazine,
a pesticide highly toxic to the environment and with a high capacity for soil accumulation.
This scenario highlights the need to develop products and processes that reduce
environmental impacts. Thus, the objective of the present work is to evaluate the potential
of fungi from Iguacu National Park in the ex situ bioremediation process of soil contaminated
with atrazine, by assessing the final variation of the herbicide in relation to the initial
concentration at different days of fungal inoculation for chromatographic evaluations, while
the growth assessment in soil extract occurred over seven days. The study involved the
collection and preparation of soil from Iguacu National Park, obtaining five soil samples from
three distinct locations. In the laboratory, they were homogenized, sieved to remove foreign
materials, and combined into a single composite sample. The fungi Fusarium sp._GU and
Fusarium sp._GW, belonging to the UNILA Culture Collection of Biotechnological and
Environmental Microorganisms (CCMIBA), previously characterized and obtained from the
same collection locations, were used in the atrazine degradation study. Seven treatments
were carried out, including cultures with and without atrazine and abiotic controls, with the
addition of atrazine at concentrations of 10 and 100 mg/L. Subsequently, atrazine residues
in the soil were extracted with acetone and analyzed by HPLC. Additionally, to evaluate the
bioremediation potential, fungal biomass was interacted with a liquid medium containing soil
and atrazine for seven days. Biomass was measured after filtration and drying of the material
to compare growth between treatments. However, after seven days of cultivation, no growth
was indicated using soil as the sole carbon source, both in liquid medium containing soil and
in the assessments conducted directly on soil contaminated with the agrochemical. In this
second case, fungal growth was observed in treatments containing atrazine; however, it was
not possible to evaluate degradation as the chromatographs did not show the pesticide
pattern, only acetone was observed. The efficiency of fungal biodegradation appears to
largely depend on environmental conditions, being more effective in solid media. To optimize
the process, adding nutrients is necessary, as atrazine alone does not support fungal
growth. In situ studies are important to confirm the effectiveness of fungi in real
environments, allowing for faster recovery of contaminated soils and benefiting both farmers
and the environment.

Keywords: Pesticide, Fusarium, Bioremediation, Biomass, Degradation.
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1 INTRODUGAO

A intensificacao dos problemas ambientais nas ultimas décadas, em grande
parte impulsionada pelo aumento populacional e a expansao da industrializacdo, tem
gerado uma demanda crescente por alimentos. Nesse contexto, o Brasil se destaca como
um dos maiores consumidores de agrotdxicos na América Latina e no mundo, desde a
instauracao da revolucao verde nos anos 60, que prometia erradicar a fome e transformar
0 pais em uma nacao desenvolvida (Lazzari e Souza, 2017; Bombardi, 2017).

Visando aumentar o rendimento das culturas e garantir colheitas mais
robustas, intensificou-se a utilizacdo de pesticidas, acarretando graves problemas como
esgotamento do solo, desmatamento, alteracfes no ecossistema e um monopolio industrial,
levando a transformacdes longe de serem sustentaveis. O acumulo de agrotéxicos no
ambiente representa graves problemas, afetando toda a biosfera e causando impactos
significativos na qualidade de vida dos seres humanos e animais (Naranjo, 2018).

A atrazina, € um exemplo de agrotéxico com alta toxicidade, mesmo em
baixas concentracfes. Utilizado como herbicida na agricultura para o controle de ervas
daninhas (Singh, 2016). Diante disso, a biorremediacdo surge como uma solucao
promissora, envolvendo a utilizacdo de organismos vivos para reciclar residuos téxicos do
ambiente e restaurar niveis aceitaveis de poluentes, de acordo com as agéncias
reguladoras ambientais (Souza, 2021; Rodrigues, 2021).

Existem duas abordagens principais na biorremediacdo: a ex situ, que
envolve a remocado do solo contaminado e a sua posterior limpeza em laboratério, e a in
situ, que trata os poluentes no proprio local (Azubuike et al.,2016). Um exemplo de sucesso
da aplicacéo da biorremediacéo ocorreu apos o derramamento de petréleo da Exxon Valdez
no Alasca, em 1989, onde forma usados microrganismos para eliminar contaminantes do
solo de forma eficaz e acessivel (Boopathy, 2000). Destacando a importancia de novas
abordagens envolvendo a utilizacdo de microrganismos para fins de mitigacdo de impactos
relacionados a poluicdo ambiental.

Os fungos sao microrganismos reconhecidos por sua versatilidade e
eficiéncia na biorremediacdo, séo eficazes em ambientes de solo devido ao seu
crescimento micelial extenso. Uma de suas principais caracteristicas € a capacidade de
produzir grandes quantidades de enzimas extracelulares, fundamentais para promover a

degradacdo de compostos xenobidticos nos ambientes contaminados (Guerrero Ramirez
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et al, 2023). Porém, para garantir que os processos degradativos ocorram de maneira
eficiente, é crucial o controle de fatores ambientais como pH, concentracdo de minerais e
umidade.

Dentre os grupos de fungos utilizados na biorremediacdo, os
basidiomicetos se destacam como principais agentes na degradacdo de compostos
xenobidticos. Esses fungos apresentam alta capacidade de degradar substancias toxicas e
complexas, utilizando estratégias de biorremediacdo baseadas na producédo de enzimas
ligninoliticas, como lacases e peroxidases (Guerrero Ramirez et al, 2023). As enzimas
ligninoliticas sé@o capazes de degradar compostos toxicos em formas mais simples, sendo
utilizado pelos fungos como fonte de energia e nutrientes. Em trabalhos anteriores,
Esperanza-Naranjo e colaboradores (2020), destacaram a utilizacdo de fungos do género
Fusarium na descontaminacéo de xenobidticos como a atrazina. Dessa maneira, os fungos
séo capazes de degradar poluentes e transformar esses compostos em substancias que
favorecem o seu crescimento e sobrevivéncia tornando-os ferramentas eficientes para a
recuperacdo de ambientes contaminados.

Pode se dizer assim que a biorremediacdo demonstra uma alternativa
sustentavel, em comparacdo com métodos tradicionais, como a remo¢ado mecanica de
poluentes, e abre caminho para novas descobertas e avancos no campo da biotecnologia
e microbiologia ambiental. Desta forma, este trabalho propds a utilizacdo de fungos com
capacidade de degradacdo da atrazina em um estudo ex situ, contribuindo para a

preservacao da biodiversidade e promocéao da sustentabilidade ambiental.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 O USO DE AGROTOXICOS: CONSUMO, IMPACTOS E REGULAMENTACAO
AMBIENTAL

Segundo a EPA (United States environmental protection agency), um
pesticida pode ser definido como qualquer substancia ou mistura de substancia que tem
como principal objetivo prevenir, destruir, repelir ou mitigar pragas que atacam lavouras,
como insetos, ratos e outros animais, plantas daninhas ou microrganismos (Morillo,
Villaverde. 2017; Baldissarelli et al., 2018).

No entanto, essa alta dependéncia de agrotoxicos, também levanta
preocupacdes significativas em relacdo aos impactos ambientais e a saude publica,
tornando crucial a busca por praticas agricolas mais sustentaveis e seguras (Campos et al.,
2020). Assim, desde 1960, ha discussfes em torno do uso excessivo de pesticidas ao redor
do mundo. No mesmo ano o Conselho de Administracdo da Assembleia das Na¢des Unidas
para o Meio Ambiente (UNEA) reconheceu que doze Poluentes Organicos Persistentes
(POPs) deveriam ter seu uso suspenso globalmente, além de medidas para diminuir a
liberacdo de pops no ambiente, isto devido a capacidade de causar efeitos adversos no
meio ambiente e na salde humana. Oito desses POPs eram inseticidas (endrina,
heptacloro, mirex, toxafeno, aldrin, clordano, dieldrin e dicloro-difenil-tricloroetano - DDT),
um deles era fungicida (hexaclorobenzeno - HCB), e o restante eram dioxinas, algumas
delas subprodutos na producdo de pesticidas (bifenilos policlorados e dibenzofuranos
policlorados). Em 2009, ocorreu a convencao de Estocolmo, onde a lista de agrotdxicos
pode ser ampliada para incluir novos POPs, sendo cinco deles outros organoclorados
inseticidas: clordecona, lindano, a- e B-hexaclorociclohexano e pentaclorobenzeno. Os
endossulfanos foram incluidos em 2011 (Morillo & Villaverde, 2017).

O Brasil € um dos paises que mais consome agrotéxicos no mundo, o que
€ intensificado principalmente por ser um dos maiores produtores de grdos do planeta
(MMA, 2023). Nos anos de 1960, houve um avanco significativo na producao e no uso de
substancias quimicas para a agricultura, com o objetivo de aumentar a produtividade e
garantir a seguranca alimentar, sendo considerado em 2008 o maior consumidor de
produtos quimicos do mundo (Baldissarelli et al., 2018). Ja em 2020, foram 685.745,68
toneladas de principios ativos comercializados, um aumento de 78,3% em relacdo a 2010
(Hess, 2022).
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Porém, a distribuicdo do consumo de agrotéxicos pelo pais ndo é uniforme,
as regibes Centro-Oeste, Sul e Sudeste sdo as que mais utilizam esses produtos,
representando aproximadamente 38%, 30% e 29% do consumo total, respectivamente. Em
contraste, a regido Norte tem um uso muito mais limitado, representando pouco mais de
1% do total, até o ano de 2019 (Rocha & Alvarez, 2023). A maior parte dos agrotoxicos é
aplicada no Cerrado, uma vasta area que se estende pelas regides Centro-Oeste, Nordeste,
Norte e Sudeste, onde mais de 70% dos agrotoxicos do pais séo utilizados (Luz, 2014).
Tais numeros podem ser justificados em fungdo do aumento populacional, no Brasil e no
mundo, 0 que gerou uma necessidade crescente por produzir mais alimentos. Isso foi
conquistado através da aplicacao de técnicas para o aumento da producado agricola, como
0 emprego de agroquimicos.

Os principais érgaos que realizam o registro e avaliacdo toxicolégica de
agrotoxicos no Brasil sdo: o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA);
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). A avaliacdo ambiental é realizada pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (MMA) (Campos et al., 2021). Ao mesmo tempo, é
evidente o progresso da legislacdo ambiental brasileira ao longo dos anos, refletindo uma
crescente preocupacdo com o impacto das atividades agricolas, que afetam diretamente a
gualidade do meio ambiente. Desta forma, a politica ambiental brasileira apresentou
avancos com a promulgacéo da Politica Nacional do Meio Ambiente (PNMA), através da
Lei n° 6.938, de 31/08/1981, um marco histérico de extrema importancia para a gestao
ambiental no Brasil, que estabeleceu diretrizes e instrumentos fundamentais para conciliar
o desenvolvimento econbmico com a preservacao ambiental, visando garantir o direito
difuso a um meio ambiente ecologicamente equilibrado (Monteiro et al., 2022), sinalizando
um movimento em dire¢do a conciliagdo entre o desenvolvimento econdmico e a
preservacao dos recursos naturais.

Um elemento chave da PNMA foi a criacdo do Sistema Nacional de Meio
Ambiente (SISNAMA), que serviu como uma estrutura reguladora para implementar os
principios da PNMA. O SISNAMA é composto, em seu nivel mais alto, pelo Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), que tem a responsabilidade de propor diretrizes
para as politicas ambientais e deliberar sobre normas e padrdes, visando assegurar a

gualidade do meio ambiente (Campanhola & Bettiol, 2003).
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2.2 A CONTAMINACAO AMBIENTAL POR AGROQUIMICOS

Apesar dos beneficios em relacdo a produtividade, ao minimizar o ataque
de pragas, o uso indiscriminado de agroquimicos gera sérios impactos ao meio ambiente e
a saude da populacéo local, que inclui animais, seres humanos e a microbiota presente
(Ribeiro et al., 2011; Baldissarelli et al., 2018).

Um aspecto crucial é que grande parte dos pesticidas utilizados na
agricultura sequer atinge os organismos-alvo (Moreira et al., 2013; Morillo & Villaverde,
2017). Esses contaminantes frequentemente se dispersam no ambiente, sendo
metabolizados e acumulados ao longo das cadeias alimentares, com concentracdes
crescentes nos niveis tréficos superiores, até alcancarem os vertebrados predadores, onde
se verificam os maiores indices de acumulacdo. Esse fendbmeno, conhecido como
"biomagnificacdo”, descreve 0 processo em que substancias toxicas se concentram
progressivamente em cada nivel trofico. Animais situados nos patamares superiores da
piramide trofica acumulam esses compostos em maiores quantidades. Como o ser humano
ocupa o topo da cadeia alimentar, ele tende a acumular uma quantidade significativa desses
residuos toxicos (Mello, 1999).

A preocupacdo com essa pratica € ampliada quando se analisa de perto a
maneira como ela é realizada. Um exemplo evidente disso € a utilizacdo de avibes para a
aplicacdo de agrotdxicos, especialmente em areas abertas de lavouras e pastagens
(Campos et al., 2021). Essa abordagem pode ter sérias consequéncias em termos de
contaminacao ambiental, pois as névoas de agrotoxicos nao se restringem apenas ao alvo
pretendido, ou seja, plantas e pragas, elas também afetam os trabalhadores que realizam
a aplicacao e, de forma indireta, impactam o ambiente contaminando o solo com residuos
toxicos que podem persistir por longos periodos, poluindo corpos d'agua e afetando a
gualidade do ar, assim como os residentes, animais e outras plantas que se encontram nas
proximidades das areas onde esses agrotoxicos sdo aplicados (Campos et al., 2021;
Francolino, 2022).

A disseminac¢édo generalizada de substancias quimicas toxicas pode causar
sérios impactos na saude humana, biodiversidade e no meio ambiente em geral (Pignati et
al., 2007). Isso pode resultar em efeitos agudos, sendo eles: irritacdo na pele, problemas
respiratorios, irritacdo da boca e garganta, além de sintomas como ardéncia, tosse,
nauseas, vomitos e diarreia (ANVISA, 2018). Além disso, exposi¢des cronicas a pequenas
guantidades de agrotéxicos, por um periodo prolongado, podem levar a sintomas crénicos,

tais como dificuldade para dormir, esquecimento, aborto, impoténcia, depressao, problemas
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respiratorios graves, alteragfes no funcionamento do figado e dos rins, anormalidades na
producdo de hormoénios da tireoide, dos ovarios e da prostata, incapacidade de gerar filhos,
malformacdes e problemas no desenvolvimento intelectual e fisico das criangcas (ANVISA,
2018). Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA, 2022), estudos também apontam
gue alguns grupos de agrotéxicos sdo considerados possiveis carcinogénicos.

A contaminacdo do solo ocorre principalmente devido aos residuos de
agrotoxicos que se espalham por processos como lixiviagdo, escoamento superficial e
infiltrac@o, atingindo camadas mais profundas e podendo poluir lencois freéticos, rios e
areas agricolas adjacentes (Fonseca, 2019). As chuvas intensificam esses processos,
acelerando a dispersédo dos contaminantes e provocando rea¢des quimicas e bioquimicas
gue degradam a qualidade do solo (De Souza, 2022).

Herbicidas usados na agricultura também apresentam riscos devido ao seu
periodo residual, que pode durar de meses a anos, causando fitotoxicidade em culturas
sensiveis cultivadas posteriormente, o chamado efeito "carry over", além de contribuir para
a contaminacdo de aguas subterrdneas e corpos hidricos atuando no processo de
bioacumulacdo e tornando-se nociva aos seres presente na cadeia alimentar (Novello et
al., 2023; De Souza, 2022). Estes processos estdo diretamente relacionados as
caracteristicas do agroquimico, mas também do solo, em funcéo de sua granulosidade e
composicdo, por exemplo, que permitem uma maior ou menor absorcédo destes produtos
(Brady, Weil, 1996).

2.2.1 O impacto do herbicida atrazina

As triazinas constituem um conjunto de herbicidas que foram registrados
pela primeira vez em 1955 e que incluem substancias como atrazina, cianazina, propazina,
ametrina e simazina. Esses compostos quimicos apresentam uma notavel capacidade de
contaminacdo, devido as suas propriedades de elevado potencial de lixiviacdo e
escoamento, persisténcia prolongada no solo, hidrélise lenta, baixa solubilidade em agua e
absorcdo moderada por matéria organica (Souza, 2013).

A atrazina (6-cloro-N-etil-N'-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina)
(figura 1), tem carater seletivo e é usada para combater plantas daninhas e gramineas em
diversas culturas (Singh et al., 2017). Esse agente quimico desempenha um papel

fundamental na gestdo de cultivos, principalmente em plantagées de milho e trigo, mas
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também sendo usado em plantacdes de sorgo, cana-de-aclUcar e diversos tipos de
pastagens (Péres et al., 2022; Hansen et al., 2013).

Dentre as propriedades deste agrotoxico no ambiente, pode-se citar a baixa
adsorcao no solo e a baixa solubilidade, sendo esses fatores agravantes para 0 meio
ambiente, uma vez que j4 é comprovada a sua capacidade de contaminacdo de campos

agricolas, além de aguas subterraneas e superficiais (Singh et al., 2017).

Figura 1: Representacao da molécula de atrazina.

Fonte: (Hansen et al., 2013).

Este herbicida atua inibindo o processo fotossintético Il nas plantas-alvo,
atuam na membrana do cloroplasto, local de transporte de elétrons na fase luminosa
(Souza, 2013), o que resulta na interrupcéo de seu crescimento e, consequentemente, em
seu controle eficaz (Naranjo, 2018; Hansen et al., 2013). Os mecanismos de acdo deste
herbicida dependem da resisténcia observada na prépria planta, ou seja, na espécie alvo
(Souza, 2013).

Dados de comercializacao disponibilizados pelo IBAMA (2022) revelaram
gue a ATZ faz parte dos 10 principios ativos (P.A.) mais vendidos no Brasil. Durante o ano
de 2021, aproximadamente 37 mil toneladas de ATZ foram vendidas, ocupando a quinta
posicéo na lista dos mais vendidos. Segundo a classificacdo da ANVISA, a ATZ é definida
como um composto moderadamente téxico, essa classificacdo é determinada de acordo
com o grau de toxicidade que o agroquimico apresenta, caso seja ingerido, inalado ou entre
em contato com a pele, o que significa que quanto maior o nivel de toxicidade, maiores sao

os perigos de intoxicacdo, sendo necessario se atentar ainda mais as praticas de manuseio
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e seguranga com o quimico (ANVISA, 2022). Os parametros para definir a toxicidade dos

agrotoxicos estdo associados as concentracfes dos seus componentes, das suas

impurezas ou em outros produtos similares (Kruger, 2009).

Tabela 1: Ingredientes ativos mais vendidos em 2021.

Unidade de medida: toneladas de Ingredientes ativos

Ingrediente ativo Vendas (ton. I1A) Ranking
Glifosato e seus sais 219.585,51 1°
2,4-d 62.165,70 2°
Mancozebe 50.340,24 3°
Clorotalonil 38.320,40 4°
Atrazina 37.298,57 5°
Acefato 35.856,00 6°
Malationa 13.291,23 7°
Cletodim 9.750,70 8°
Enxofre 9.434,95 9°
S-metolacloro 9.374,02 10°

Fonte: IBAMA/ Consolida¢do de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos,

agrotoéxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto n° 4.074/2022.

Desta forma, a exposicdo a atrazina pode causar reacdes de irritacao, bem

como alteracdes nas funcdes de alguns 6rgaos, problemas de reproducéo e alteracdes nos

niveis hormonais, bem como defeitos de nascimento em seres humanos. Além disso, a

Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) determinou que ha

evidéncias de carcinogenicidade desse herbicida em animais, mas ndo em seres humanos

(Hansen et al., 2013).

A persisténcia do agrotoxico no solo é principalmente determinada pela

atividade dos organismos degradadores, embora também seja influenciada por fatores

como a disponibilidade de oxigénio, nivel de umidade, tipo de solo, profundidade,

temperatura, concentragdo de ATZ, historico de aplicacdo e praticas agricolas (Naranjo,

2018). Um estudo aponta que a meia-vida da ATZ no ambiente, ou seja, o periodo
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necessario para que a concentracdo deste herbicida se reduza pela metade, varia conforme
as condicOes ambientais e as caracteristicas especificas do solo, onde degradacao deste
pesticida pode variar entre 20 e 100 dias (Mendoncga, 2015). Gaynor, Mactovish e Findlay
(1992) relataram que, em temperaturas mais baixas (aproximadamente 7°C), sua
degradacdo € muito reduzida. No entanto, quando as temperaturas estdo acima de 15°C,
a degradacao é consideravelmente maior. Em um solo Latossolo Vermelho-Escuro (3,6%
matéria organica, 44,9% argila, 40,2% areia) submetido a 18,75 pg/mL de atrazina, 25°C,
a meia vida da atrazina foi de 54 dias (Nakagawa, et al. 1995). Esses estudos demonstram
gue a temperatura ideal para a degradacdo estq na faixa em que 0s microrganismos
atingem sua atividade metabdlica maxima (Mendonca, 2015), o que pode indicar a
capacidade microbiana de contribuir na mitigacado de contaminacdes do solo.

Um dos problemas associados a biodegradacédo da ATZ é a formacao de
metabdlitos que, frequentemente, podem ser ainda mais toxicos, resultando em novos
desafios ambientais e de saude (WHO, 2010). As principais rotas de degradacao podem
ser observadas na Figura 2.

A degradacdo da ATZ por fungos ainda ndo é completamente
compreendida, principalmente devido a sua complexidade, envolvendo mudltiplas rotas
metabdlicas. As principais rotas descritas até agora incluem hidrdlise, desalquilacéo,
descloracdo e desaminacdo (Burken & Schnoor, 1997). Entre os principais metabdlitos
produzidos durante a degradacao fungica estédo: desetilatrazina (DEA), deisopropilatrazina
(DIA), hidroxiatrazina (HA) e deetildeisopropilatrazina (DEDIA) (Burken & Schnoor, 1997;
Loss, Niessner, 1999; Coelho, 2017).
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Figura 2: Rotas de degradacédo da Atrazina e residuos da sua degradacao.

Fonte: (Burken & Schnoor, 1997)

2.3 O PAPEL DA BIORREMEDIACAO

A biorremediagcdo é um processo no qual utilizam-se organismos e
microrganismos para remover ou reduzir contaminantes do ambiente onde sdo inseridos
(Azubuike et al., 2016). O desenvolvimento desta técnica visa a exploracdo da genética e
a capacidade metabdlica de microrganismos, que irdo transformar contaminantes em
subprodutos menos toxicos, através da reducdo, transformacdo ou mineralizacdo do
contaminante (Souza, 2021).

Pode-se classificar os processos que envolvem a realizacdo da
biorremediacdo de acordo com o tratamento que melhor se adequa em relagéo ao local
contaminado, isto €, no tratamento in-situ, a biorremediacdo ird ocorrer no local que
apresenta a contaminacdo, e o tratamento ex-situ, que sera realizado fora do local

contaminado (Tomassoni et al., 2014; Aquino, 2021). Na atenuacao natural, a técnica de
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biorremediacao in situ ocorre de forma natural, sem a intervengédo humana direta, seguindo
processos fisico-quimicos e bioldégicos de origem natural (Souza, 2021). A técnica de
bioestimulacéo, também in situ, se baseia em estimular as atividades dos microrganismos
presentes no ambiente, através da adicdo de compostos nutrientes como, por exemplo,
nitrogénio, fosforo, potassio e demais substratos, como acgucares (Atashgahi et al., 2018).

Métodos de biorremediacdo ex situ, abrangem biopilhas, biorreatores e
landfarming. Ja& as técnicas de biorremediacdo in situ podem ser categorizadas em
atenuacdo natural e atenuacdo aprimorada. Nas estratégias de atenuacdo aprimorada,
destacam-se bioslurping, biosparging, bioventilacdo, fitorremediacdo e barreira de
membrana reativa. As técnicas mais frequentemente utilizadas incluem a atenuacéo
natural, a bioestimulacao e a bioaumentacao (Souza, 2021; Azubuike et al., 2016).

O processo de introduzir microrganismos em determinado local
contaminado, é conhecido como bioaumentacao, a fim de estimular a microbiota local e
potencializar a acdo de degradacdo do contaminante. Sua principal vantagem é a
degradacéo rapida devido a adaptacdo do microrganismo com o poluente em questao
(Dal’pizol Novello et al. 2023). A desvantagem se da& por ser um processo complexo que
pode sofrer interferéncias ambientais através de interagdes ecologicas, como competicao
por recursos, vetores fisico-quimicos, dentre outros (Atashgabhi et al., 2018).

A biodegradacdo esta intrinsecamente ligada a biorremediacdo, um
processo essencial para a descontaminacdo ambiental, que ocorre por meio da
transformacdo de compostos quimicos pelo metabolismo de microrganismos. Esses
microrganismos atuam como decompositores ou degradadores de matéria organica,
contribuindo significativamente para a degradacéo e remocao de poluentes (Leonel et al.,
2018). A biodegradacédo envolve uma série de etapas enzimaticas complexas, onde varias
enzimas especificas desempenham papéis cruciais na decomposicdo dos compostos
guimicos. Estas enzimas trabalham em conjunto para quebrar as substancias
contaminantes em produtos menos nocivos ou inertes, culminando na biorremediacao, que
€ o0 estagio final desse processo (Dellamatrice et al., 2012).

Neste contexto, os fungos desempenham um papel crucial na mitigacao
dos impactos ambientais causados pelo uso de agrotoxicos. Eles tém a capacidade de se
aclimatar ao ambiente e se adaptar na presenc¢a de compostos xenobioticos, conseguindo
degrada-los. Muitas vezes, esses compostos sdo utilizados pelos microrganismos como
fontes de nutrientes essenciais para o seu crescimento e desenvolvimento (Wahla; Shukla,
2022. Datta; Parkhey; Bhatnagar, 2024).

Versdo Final Honol ogada
06/ 11/ 2024 19: 47



23

2.3.1 O emprego de fungos na biorremediacao

Os fungos possuem papel fundamental para o meio ambiente, atuando na
degradacéo de diversas substancias, inclusive de agrotoxicos, pois tém a capacidade de
se adaptar na presenca destes compostos e degrada-los (Madigam, 2016).

Estudos demonstram que a capacidade de degradar compostos
xenobidticos é aumentada em individuos que foram isolados de habitats contaminados, em
contrapartida aos que sao oriundos de areas ndao contaminadas (Braun, 2019). Quando
expostos a um contaminante, os fungos sdo submetidos a uma evolucéo de seus fenétipos
resistentes. Assim, quando uma comunidade de fungos é exposta ao contaminante, isso
pode promover a selecdo natural, causando a morte dos organismos nao tolerantes em
relacdo aos resistentes (Atashgahi et al., 2018; Souza, 2021). Desta forma, o metabolismo
desses organismos 0s permite criar tolerancia que os ajudam a sobreviverem, alteracoes
essas que podem ocorrer, por exemplo, na membrana plasmatica, levando a manutencéo
de maior rigidez ou fluidez; pode levar a liberacdo de vesiculas, que irdo aumentar a
hidrofobicidade ou a alteracdo morfolégica, com o aumento ou diminui¢éo da célula, dentre
outros mecanismos para defesa e adaptacao (Melo, 2008).

Ao longo do processo evolutivo, foram favorecidos e selecionados
mecanismos genéticos que permitem aos microrganismos degradar compostos naturais
complexos, como lignina, celulose e terpenos. Desta forma, para que a degradacdo de
compostos sintéticos ocorra de maneira eficiente, € necessario um periodo de adaptacéo
biolégica através da evolucao das vias metabolicas necessarias para a degradacdo desses
compostos sintéticos de forma induzida (Ferreira, 2012. Siqueira, 1994).

O processo de secrecdo de enzimas € uma estratégia fundamental que os
fungos utilizam para decompor e metabolizar moléculas de maior complexidade, facilitando
a absorcédo de nutrientes essenciais. Essas enzimas atuam na quebra de macromoléculas
em compostos menores, que podem ser facilmente absorvidos pelas células fungicas. Entre
essas enzimas, destacam-se as ligninoliticas, como lacases, manganés peroxidase e
lignina peroxidase, que sédo especialmente eficientes na degradacao de lignina e outros
compostos complexos. Esse processo € vital para o ciclo do carbono, pois contribui para a
decomposicdo de matéria organica, liberando carbono para o ambiente e facilitando a
reciclagem de nutrientes essenciais para a manutengdo dos ecossistemas (Sampaio,
2005).
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Além disso, a enzima citocromo P450 mono-oxigenase desempenha um
papel importante no metabolismo de substancias estranhas ao organismo, incluindo
pesticidas, herbicidas e outros compostos sintéticos que podem ser toxicos. Essa enzima
€ capaz de adicionar &tomos de oxigénio a essas moléculas, tornando-as mais sollveis em
agua e facilitando sua degradacéo e eliminagdo pelo organismo. Nos fungos, o citocromo
P450 é crucial para a tolerancia e degradacdo de xenobidticos, contribuindo para o
potencial desses organismos em processos de biorremediacédo (Sampaio, 2005).

A presenca e atividade da microbiota desempenham um papel fundamental
na promocédo da degradacdo de poluentes na natureza. Isso € crucial para evitar que 0s
poluentes liberados por atividades humanas se tornem persistentes no ambiente e causem
danos aos organismos vivos (Gaylard; Bellinaso; Manfio, 2005). Assim, para que 0 processo
de biodegradacédo de um composto xenobiotico ocorra de forma eficiente é necessario que
enzimas especificas dos microrganismos atuem, porém, elas podem se encontrar latentes
no metabolismo desses seres ou suas atividades se encontrem inativas ou reduzidas.
Nesse contexto, a colaboracdo desses organismos com a microbiota do solo pode ser
altamente eficaz na biodegradacgéo, pois um Unico organismo nao teria capacidade de
produzir todas as enzimas necessarias para degradar o poluente. Portanto, os consércios
fungicos desempenham um papel crucial ao auxiliarem na producéo dessas enzimas, o0 que
uma unica linhagem nado conseguiria fazer sozinha, aumentando a eficiéncia do processo
de biodegradacéo (Pinhati et al. 2014, Souza 2021).

Em funcdo do exposto, é possivel afirmar que a biorremediacao flungica é
um método econbmico e ecologicamente correto em comparacdo com as técnicas
convencionais de remediacao, pois utiliza processos naturais para transformar poluentes
em produtos benignos, tornando-se uma abordagem sustentavel para a limpeza de locais
contaminados (Tomer et al.,, 2021). Uma vez que os fungos sé@o essenciais para a
biorremediacéo, devido a sua versatilidade metabdlica, vantagens ecoldgicas, diversos
mecanismos de biorremediagcdo e apresentam a capacidade de remediar poluentes
emergentes de uma forma rentavel e sustentavel, fica claro que explorar o potencial destes
organismos pode levar a melhores estratégias de biorremediacao para restaurar ambientes

contaminados (Tomer et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial dos fungos Fusarium sp._GW e Fusarium sp._GU de
promoverem a biodegradacgédo da atrazina, a partir de solos diretamente contaminados com

o herbicida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o [Estabelecer as concentracdes de atrazina a serem utilizadas nos ensaios;

« Definir a variagéo das concentracoes finais de atrazina,;

e Observar a degradacao do agrotoxico em diferentes periodos de ac¢édo dos fungos;

e« Avaliar a capacidade de degradacdo da atrazina no solo ex situ pelos fungos
especificados;

e Observar se os fungos irdo crescer utilizando a atrazina como fonte de carbono.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA E PREPARO DO SOLO

A coleta do solo foi realizada na borda do Parque Nacional do Iguagu,
segundo as coordenadas geograficas 25°32'42.5”S e 54°24’58.1”W presentes no trabalho
“Efecto de borde em hongos de un bosque atlanctico semideciduo” (Duque, 2016), no qual
os fungos foram coletados e caracterizados. Desta forma, foi promovida a continuacéo das
avaliacOes, neste caso, através da analise ex situ dos solos, a partir dos quais os fungos

foram isolados.

Figura 3: Proximidade da lavoura (a direita) com a borda do Parque Nacional do Iguacu.

Fonte: Autoria propria.

Foram realizadas coletas em sete locais, separados entre si por 200m. Os
materiais utilizados, como pas e enxadas, foram desinfetados com solucao de hipoclorito
de sddio (20%) e alcool (70%), por cerca de 5 minutos (Souza, 2021).

Ao selecionar o local, foi necessario remover a serrapilheira com uma
enxada e, apos isso, com o auxilio de uma cavadeira, realizou-se buracos com 10 cm de
profundidade. Apos. foi feita a coleta de 5 amostras de cada local, que foram depositadas
em sacos estéreis (Souza, 2021; Duque, 2016).

No laboratorio, foi feita a homogeneizacdo das amostras e a retirada de
corpos estranhos do material como pedras, galhos e folhas. O material precisou ser
peneirado, em uma cabine de seguranca biolégica, com uma peneira granulométrica. Apos
isso, as amostras de cada local coletado foram unidas em uma Unica amostra de solo

(amostra composta) (Souza, 2021).
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4.2 MICRORGANISMOS

Neste estudo, foram selecionados os fungos que apresentaram melhor
desempenho na fase inicial de pesquisa sobre a capacidade de degradacdo da atrazina,
conforme investigado por Esperanza-Naranjo, et al. (2020), no trabalho “Potential for the
Biodegradation of Atrazine Using Leaf Litter Fungi from a Subtropical Protection Area”. Entre
os nove fungos originalmente avaliados, foram escolhidos, para o presente estudo de
biorremediacdo, dois que apresentaram o melhor desempenho: Fusarium sp. GW e
Fusarium sp._GU. Os 2 fungos pertencem a Colegao de Cultura de Micro-organismos de
Importancia Biotecnoldgica e Ambiental (CCMIBA), localizada na Universidade Federal da

Integracao Latino Americana (UNILA).

4.2.1 Ativagao e crescimento dos fungos

Os fungos foram reativados em Meio Sélido de Malte (2%) Enriquecido (20
g/L de Malte, 10 g/L de Peptona, 5 g/L de Extrato de levedura e 20 g/L de Agar), tendo sido
incubados durante 7 dias em uma incubadora BOD a 28 °C (Figura 4). Em seguida, foi feita
a transferéncia de 3 fragmentos do micélio fungico (0,5 mm de didmetro cada micélio) para
o Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL de meio liquido de Malte (2%) Enriquecido. Os fungos
presentes nos Erlenmeyer foram submetidos a crescimento em agitacdo durante 7 dias a
28 °C, a 150 rpm (Figura 3).

Figura 4: Fotos do crescimento fingico na etapa de ativacéo.
P '

Fonte: Autoria propria.
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4.2.2 Determinagédo de contagem de esporos
A quantidade de fungos utilizada nos ensaios foi padronizada através da
contagem de esporos em camara de Neubauer (Lucarini, Silva, Bianchi; 2004). Foi
realizada a transferéncia dos micélios para 50 mL de meio Malte 2% enriquecido em um
tubo do tipo Falcon. Ap6s a contagem a concentracdo foi ajustada para 10* esporos por
mL, que posteriormente foram transferidos para os Erlenmeyer (Miranda, Spala, Rodrigues,
2016). Em cada ensaio foram inoculados 5 mL da solucédo de esporos na concentracao

média de 12x10* esporos/mL.

4.3 MONTAGEM DO EXPERIMENTO

Foram feitos sete tratamento para a avaliacdo dos dois fungos isolados (GU
e GW). Todos os tratamentos ocorreram em solo ndo-autoclavado - ATZ e Fungo, e 0s
controles (solo com ATZ e sem fungo; solo sem ATZ e solo sem fungo) como observado na

figura 5.

Figura 5: Esquema metodoldgico de avaliacdo de biorremediacéo ex situ.

Coleta do solo.

Preparo das amostras em camara
de fluxo laminar.

Tratamenio 1 Tr o2 ] r Tratamenio 2 Tratamento 4
Solo, ATZ 10mg/L, Funga = dgua. Solo, ATZ 100mgJL, Fungo = :igua.J { Solo, ATZ = dgua. Solo e dgua.

Extragio dos metabdlites por
cromatografia e avaliagio da
concentragao final - inicial de ATZ.

7

Analise dos dados.,

Fonte: Autoral, realizado no Biorender (Biorender, 2024).
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Segundo a metodologia adaptada de Souza 2021 e Shashi B. Singh et al.
2008, os experimentos realizados diretamente no solo coletado, visando a biodegradacéao
do herbicida, foram realizados no periodo de reacéo de 7 e 21 dias, a 32°C e em modo
estatico, para avaliar a degradacdo de 10 mg. L- e 100 mg. L do herbicida ATZ. Foi
necessario repor a 4gua evaporada a cada 2 dias, desta forma, os Erlenmeyer foram
previamente pesados em uma balanca analitica para acrescentar a quantidade de agua
destilada estéril (= 2 mL), através da diferenca do peso inicial menos o final de cada frasco
Erlenmeyer e, assim, garantir a umidade do solo para que os microrganismos pudessem

crescer.

4.3.1 Interagao ex situ do solo com os fungos isolados Fusarium sp._ GW e Fusarium
sp._GU.

Para este experimento, foram realizados dois tratamentos — adicionando-
se duas diferentes concentracdes de ATZ ao solo juntamente com cada fungo avaliado,
previamente ativados e crescidos, como detalhado anteriormente. Para tanto, pesou-se 20g
da amostra do solo que foi coletada e preparada dentro da cabine de Seguranca Biologica
com fluxo laminar. Em seguida, adicionou-se 8 mL de meio de cultivo (Malte a 2%),
homogeneizou-se a amostra e inoculou-se o fungo através da transferéncia de esporos que
foram previamente contados, conforme descrito em 4.2.2, realizando a técnica de
suspensdao fungica. Em seguida adicionou-se 200 uL do herbicida atrazina nas amostras,
para uma concentracdo final de 10 mg. L, e 2000uL nas amostras, para a obtencéo de
uma concentragdo final de 100 mg. L-. As reacdes foram realizadas em triplicata, como

indicado na Figura 6.
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Figura 6: Desenho experimental dos tratamentos realizados.

7 dias

S/ Fungo

. S/ ATZ

GU 10mg/L

GW 10mg/L

S/ Fungo
10mg/L

GU 100mg/L

GW 100mg/L

S/ Fungo

. 100mg/L

21 dias

S/ Fungo

\ S/ATZ

GU 10mg/L

GW 10mg/L

S/ Fungo
10mg/L

GU 100mg/L

GW 100mg/L

S/ Fungo
100mg/L

Fonte: Autoral, realizado no Biorender (Biorender, 2024).
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Foram conduzidos dois tratamentos controle sem a inoculacéo dos fungos

GU e GW, utilizando apenas solo com ATZ nas concentra¢des de 10 mg.L™* e 100 mg.L™?,

além de &gua destilada estéril, seguindo o mesmo procedimento dos tratamentos

anteriores. As reacdes foram realizadas em triplicata.

cultura e agua destilada estéril, sem a presenca de ATZ ou dos fungos experimentais.

4.4 EXTRACAO DOS METABOLITOS DO SOLO

Ao final, um controle abidtico foi utilizado, contendo apenas solo, meio de

Residuos de atrazina presentes no solo das amostras, apés os tratamentos

descritos anteriormente, foram extraidos com acetona (50mL) agitando a suspensao em

agitador orbital por 30min (figura 7).
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Figura 7: Agitador orbital utilizado para homogeneizar as amostras.

-«

\GITADORA SL 180DT

% PATRINONO - SPAC ‘.’:I‘
I\Illllllll

Fonte: Autoria propria.

A suspensdo do solo foi centrifugada a 6.000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante foi transferido para um frasco cénico (figura 8). O solo foi reextraido uma

segunda vez em um total de duas extracdes.

Figura 8: Conteudo extraido do solo.

Fonte: Autoria propria.
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As amostras foram evaporadas em rotaevaporador para secura (Shing, et
al. 2007). O conteudo foi coletado em frascos de vidro (figura 9) com o auxilio de uma
seringa com filtro de PTFE Hidrofilico 25mm X 0.45um. As amostras dos frascos foram

dissolvidas em metanol antes da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Figura 9: Amostra do material extraido para analise em cromatografia.

Fonte: Autoria propria.

4.5 AVALIACAO DA BIOMASSA A PARTIR DO CRESCIMENTO DOS FUNGOS EM MEIO
SOLO

4.5.1 Preparo do meio solo liquido

O preparo do meio solo foi realizado utilizando o mesmo solo empregado
no experimento anterior. Inicialmente, o solo foi retirado do freezer e deixado secar ao ar
livre por um periodo de 2 dias (Instituto Leibniz DSMZ — cole¢édo aleméa de microrganismos
e culturas celulares GmbH, 2024). Apés a secagem, 400g de solo foram pesados e
misturados com 1000mL de agua destilada em um frasco reagente de vidro do tipo Schott.
Essa mistura foi entdo esterilizada em autoclave a 121°C por 20 minutos, em seguida, 0
frasco foi deixado em repouso para permitir a sedimentacdo completa do solo.

Apés a decantacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para
outro frasco, eliminando as particulas maiores de solo com o auxilio de um filtro adequado.

Versdo Final Honol ogada
06/ 11/ 2024 19: 47



33

O volume da solucéo foi ajustado com agua destilada, e o pH foi previamente ajustado para
uma faixa de 6,8 a 7,0, garantindo condicbes adequadas para o crescimento fungico. Em
seguida, o novo frasco foi submetido a uma segunda esterilizacdo para assegurar a
eliminagdo de contaminantes (Instituto Leibniz DSMZ — coleg¢ao alemé de microrganismos
e culturas celulares GmbH, 2024) (figura 10).

Figura 10: Extrato de solo liquido.

Fonte: Autoria propria.

Ao final do preparo, o meio liquido estéril foi distribuido em frascos de
Erlenmeyer, e a inoculacao dos fungos foi realizada nos respectivos frascos para dar inicio
aos experimentos de crescimento e biodegradacdo. Foram adicionados 3 fragmentos de
micélio de cada fungo nos tratamentos, seguindo o mesmo padréo do experimento anterior
realizado no solo.

Para a avaliacdo da producao de biomassa, os fungos foram cultivados em
uma incubadora “shaker” a uma temperatura controlada de +28°C, sob agita¢cdo constante
de 150 rpm. O periodo de incubacéo foi de 7 dias, garantindo condi¢cdes adequadas para o
crescimento fangico.

Apbs esse periodo de crescimento, o conteddo presente nos Erlenmeyer
foi filtrado e cada filtro levado para a estufa onde ficaram 42h para secagem e posterior
pesagem do material seco, em balanca analitica, para a determinacdo das comparacdes
de peso com os controles (Da Costa et al., 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ADAPTACAO E CRESCIMENTO DE FUSARIUM SP. EM SOLO CONTAMINADO COM
ATRAZINA: POTENCIAL DEGRADATIVO

Apos a inoculagdo dos fungos Fusarium sp._GW e Fusarium sp._GU em
solo contaminado com atrazina, nos primeiros 7 dias, ndo houve alteragdes visiveis no
crescimento até o momento da extragao inicial. Porém, nos dias subsequentes, até o 21°
dia, foi possivel observar o desenvolvimento de micélios em alguns frascos de Erlenmeyer,
tanto no solo quanto nas paredes internas dos frascos, o que sugere uma adaptacgéo
gradual dos organismos ao ambiente contaminado e as condi¢des térmicas (Figura 6). Esse
crescimento aponta para uma possivel atividade degradativa da atrazina, mediada pelas
estruturas filamentosas dos fungos, que desempenham um papel crucial na interagdo com
os compostos presentes no solo (Singh & Singh, 2016), uma vez que o solo estava livre de
outras formas de vida e, mesmo com a presencga do agroquimico, o desenvolvimento dos
fungos foi possivel.

Foi possivel observar ainda que o crescimento nos frascos de Erlenmeyer
nao ocorreu de forma uniforme, sendo observado apenas em alguns deles como mostrado
na figura 11 (Erlenmeyer com fungo GW 100 mg. L~ e GU 10 mg. L") possivelmente devido
a uma maior biodisponibilidade de nutrientes. Embora o solo tenha sido homogeneizado, &
possivel que alguns frascos tenham contido algum tipo de substrato secundario (Souza,
2021).

Os resultados decorrentes das cromatografias nao foram condizentes com
o perfil esperado para a ATZ ou aos produtos associados a sua degradagao. Foram
observados picos relativos apenas a acetona, isto é, ao solvente utilizado para a extragao,
sendo necessarias novas repeti¢cdes do experimento. Os fatores que podem ter contribuido
para o ocorrido podem estar relacionados: a degradagao prévia do agroquimico; a absorgao
total do pesticida no processo de extracdo ou ao tempo de meia vida do pesticida que pode
ter interferido na sua degradacao, devido a utilizacdo de concentragées muito pequenas
(Queiroz, 2000).

Um estudo realizado por Singh et al. (2004) investigou a agao de
Acinetobacter no processo de mineralizacdo da atrazina e verificou que esses
microrganismos foram capazes de crescer em concentragdes de 250 mg/L de ATZ. Isso

sugere que os fungos também poderiam ter a capacidade de se desenvolver em
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concentragdes menores, como 10 mg/L e 100 mg/L. Comparativamente, os fungos usados
no presente trabalho sdo do género Fusarium spp., desta forma, pertencem ao grupo dos
ascomicetos, e suas principais caracteristicas sdo hifas bem desenvolvidas, septadas e nao
pigmentadas, que podem variar em forma, tamanho e numero de uma espécie para outra
(HOF, 2020).

Figura 11: Crescimento fungico em Erlenmeyer.

Fonte: (Autoria prépria)

5.2 INFLUENCIA DO MEIO DE CULTURA E ENZIMAS NA BIODEGRADACAO DE
ATRAZINA POR FUNGOS

Os fungos submetidos ao extrato de solo (meio liquido) ndo apresentaram
sinais de crescimento significativo em sete dias, independentemente das condigbes
experimentais. Tanto nos tratamentos contendo o ATZ quanto nos tratamentos controle, ndo
foi observada a formagao de biomassa fungica. Estudos apontam que a degradacao da ATZ
por fungos é influenciada por uma série de fatores, como a temperatura, o pH, o tipo de
meio de cultivo, a concentragdo do contaminante e o periodo de incubagao (Andretta,
2022). A auséncia de crescimento indica que, sob essas condi¢des especificas, 0 meio nao
forneceu os nutrientes ou ambiente adequados para a proliferagao dos fungos (Madigam,
2016), sugerindo uma possivel limitagdo na adaptagéo ou no processo de assimilagéo de
nutrientes disponiveis no meio liquido. Desta forma, a auséncia de biomassa sugere uma
limitacao significativa no uso desse meio de cultura para o desenvolvimento microbiano em

sete. Porém, como observado no ensaio anterior, 0 crescimento, mesmo em condi¢coes
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mais favoraveis s6 foi observado com mais de 14 dias, indicando que para o ensaio em
condigdes semissolidas também seja necessario mais tempo de incubagao (Souza, 2021).

Estudos com outros fungos, como Pleurotus ostreatus, indicam que a
biodegradacao de atrazina depende de enzimas especificas como hidrolases capazes de
realizar hidrélise de compostos triazinicos. Além disso, foram observadas peroxidases
extracelulares, como a peroxidase do tipo DyP, que pode ter desempenhado um papel
importante na degradacdo. Outro destaque foi a provavel participagdo do complexo
citocromo P450 monoxigenase, uma classe de enzimas intracelulares responsaveis por
reacdes de desintoxicacao celular, ela esta acoplada ao NADPH- redutase e tem fungao de
ser uma fonte de elétrons para as principais reagdes de oxidacado nos fungos, atuando no
processo de N-desalquilagdo dos compostos (Lopes et al. 2020). Em alguns casos, a
atrazina pode nao ser uma fonte de carbono eficiente para o crescimento em meio liquido,
especialmente na auséncia de outras fontes de carbono que sejam mais prontamente
utilizaveis. Além disso, as enzimas envolvidas na degradacao da atrazina, como lacases e
peroxidases, frequentemente tém maior eficiéncia em ambientes soélidos, onde a interagao
entre os fungos e o substrato é facilitada (EI-Ramady et al., 2022).

No experimento realizado em solo, o desenvolvimento visivel de micélio
sugere uma possivel adaptacdo ao ambiente contaminado e indica a capacidade dos
fungos de crescer em ambiente com a atrazina, uma vez que eles foram capazes de
degradar ATZ no meio liquido, conforme o artigo “Potential for the Biodegradation of
Atrazine Using Leaf Litter Fungi from a Subtropical Protection Area” (Esperanza-Naranjo, et
al., 2020). Isso pode ser explicado pela capacidade de alguns fungos de realizar
transformacgdes quimicas na molécula de atrazina, como oxidagao e hidrdlise, que resultam
em metabdlitos secundarios como a desetilatrazina (DEA) e a deisopropilatrazina (DIA)
(Lopes et al. 2020).

Estudos prévios com o género Penicillium, por exemplo, mostraram que
esses fungos sdo capazes de mineralizar a atrazina, além de seus metabdlitos utilizando-
os como fonte de nitrogénio (Li, et al., 2019) ou em meio suplementado com carbono
(Sampaio, 2005). Nesses estudos, quatro metabdlitos diferentes foram detectados, tanto
no filtrado de cultura quanto no extrato celular livre (CFE), corroborando a hipétese de que
fungos podem atuar na degradagéao parcial da atrazina em condi¢des adequadas (Li, et al.,
2019). A adaptacao observada em solo contaminado reforga a ideia de que os fungos
selecionados podem ter utilizado a atrazina como fonte de nitrogénio, ainda que outros

fatores, como a presencga de carbono exdgeno, possam ser necessarios para o crescimento
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mais robusto da biomassa fungica (Esperanza-Naranjo, et al., 2020).

Os resultados dos experimentos, tanto em solo contaminado com atrazina
quanto em meio, fornecem dados sobre a capacidade desses microrganismos de utilizar a
atrazina como fonte de carbono e nitrogénio, além de demonstrar a complexidade da
biodegradacao fungica de herbicidas como a atrazina e sugerem que o sucesso desse
processo depende amplamente das condi¢bes ambientais e experimentais. A capacidade
dos fungos de crescer em solos contaminados pode estar ligada a maior disponibilidade de
nutrientes e a formagao de sistemas enzimaticos mais eficazes em ambientes sdlidos,
enquanto o meio solo liquido pode limitar o desenvolvimento da biomassa e a eficiéncia da
degradacao. Isso reforga a importancia de ajustar as condi¢gdes de cultivo e de buscar
fontes suplementares de carbono para otimizar a biodegradagao em diferentes ambientes
(EI-Ramady et al, 2022; Sampaio, 2005).
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6 CONCLUSAO

A selecdo de microrganismos com potencial para biodegradacdo é
essencial, ja que nem todos conseguem crescer e degradar xenobiéticos de forma eficiente.
Com base nisso, dois fungos foram selecionados por apresentarem bom desempenho no
estudo de degradacéao de atrazina em meio liquido. Os fungos Fusarium _GU e Fusarium
_GW mostraram maior capacidade de adaptacdo e eficiéncia na biodegradagdo do
herbicida. Através do estudo de biodegradacéo ex situ realizado em solo foi indicado uma
possivel viabilidade do fungo em se desenvolver em ambientes contaminados com o
agroquimico ATZ, pois, mesmo na presencga de varios fatores, trazidos pelo uso do solo, os
fungos do estudo conseguiram se desenvolver.

As analises cromatograficas deverao ser repetidas, considerando um novo
processo de extragdo mais eficiente para o herbicida em questdo. Para minimizar a
degradacado ambiental, recomenda-se o uso de reagentes recém-preparados no momento
da preparagao das amostras. Com a confirmag¢ao das cromatografias podera ser possivel
avaliar se os fungos tiveram a capacidade de degradar realmente a atrazina do meio sélido.

No entanto, para otimizar o processo de biodegradagdo em experimentos
futuros, especialmente em meios liquidos, € fundamental incluir fontes adicionais de
nutrientes além da atrazina. O herbicida, por si s6, pode nao ser suficiente para sustentar
o crescimento fungico adequado, exigindo a presenca de nutrientes que suportem a
proliferagdo e o metabolismo desses microrganismos.

A continuidade de pesquisas de biorremediagdo in situ € igualmente
importante para avaliar se esses fungos conseguem decompor o contaminante diretamente
no ambiente poluido. Se comprovada sua eficiéncia em condig¢des reais, os fungos poderao
ser aplicados tanto na restauracao de areas contaminadas quanto na reducdo do tempo
necessario para que o solo possa ser reutilizado. Isso seria vantajoso para os agricultores,
que enfrentam o desafio de esperar a recuperacao do solo apds a contaminagao, permitindo

um replantio mais rapido e eficiente.
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