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de bioinoculante para biorremediagao de solos agricolas impactados com
atrazina. 2021. 63p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
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Iguacu, 2021.

RESUMO

Defensivos agricolas vem sendo cada vez mais utilizados e seu impacto no meio
ambiente € de muita relevancia. A atrazina € um herbicida muito comum e é
capaz de perdurar por muito tempo nos solos e corpos d’agua. O tratamento da
atrazina pode ser feito de varias maneiras, e uma delas é através da
biorremediagédo. A utilizagdo de fungos e bactérias para a remogdo desse
poluente é muito eficaz. Contudo, ndo se tem até o momento um processo ou
produto capaz de promover o tratamento de solos agricolas, especialmente
frente as caracteristicas desse agroecossistema. Neste sentido, faz-se
necessario o desenvolvimento de um produto que possa ser de facil aplicagéo e
com manipulagéo ja conhecida, como é o caso do Biochar (carvao ativado) que
pode ser utilizado como imobilizante para um bioinoculante (micro-organismo).
Visando o desenvolvimento de um bioinoculante, neste trabalho, utilizou-se trés
fungos previamente isolados de solo contaminado por atrazina para avaliar seu
crescimento na presenga e auséncia do herbicida. Purpureocillium lilacinum
CCMIBA_RO014, Clonostachys rosea CCMIBA_R018 e Bjerkandera sp.
CCMIBA_R111 foram cultivados na presencga de 10 mg/L de atrazina por 10 dias
a 28 °C e 140 rpm. ApOs o crescimento, a biomassa foi quantificada (peso seco)
e o sobrenadante analisado (cromatografia liquida, LC-MS/MS) em relagdo a
concentragéo de atrazina restante apds cultivo. A quantificagdo da biomassa dos
fungos C. rosea CCMIBA_RO018 e Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 apresentou
resultados favoraveis, pois o crescimento com e sem atrazina foi semelhante (p-
valor >0,05, ndo houve diferenga estatistica) indicando que a atrazina nédo
resultou em diminuicdo no crescimento. Ja o P. lilacinum CCMIBA_R014
apresentou crescimento menor para o tratamento com atrazina, indicando
sensibilidade ao herbicida (p-valor <0,05). Contudo, como P. lilacinum & um
importante agente de controle bioldgico sua permanéncia no bioinoculante deve
ser avaliada, mesmo com biomassa menor. Houve redugéo na concentracdo da
atrazina no cultivo dos trés fungos comparado ao controle, resultando na
eliminacéo de 46%, 63% e 68% de atrazina nos cultivos dos fungos P. lilacinum
CCMIBA_RO014, Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 e C. rosea CCMIBA_RO018,
respectivamente. Essa redugédo pode ser resultado da biodegradacdo ou da
adsor¢cdo do contaminante e estudos futuros serdo realizados visando a
confirmagdo da atividade bioldgica. Com a confirmagdo do potencial de
biodegradagédo, o planejamento e escolha dos fungos sera realizada para
delineamento das proximas etapas da formulagdo do bioinoculante. Espera-se
que o processo de biorremediagao resultante do produto mostre uma melhora
da qualidade fisica, quimica e biolégica do solo a ser tratado e resultando no
aumento da produtividade baseado numa agricultura sustentavel, a partir de um
desenvolvimento biotecnoldgico.

Palavras-chave: Atrazina. Fungo. Biorremediag&o. Herbicida. Biomassa.
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ABSTRACT

Pesticides are being used more and more and, their impact on the environment
is of great relevance. Atrazine is a very common herbicide and can last for a long
time in soils and rivers. Atrazine can be treated in several ways, one of which is
through bioremediation. The use of fungi and bacteria to remove this pollutant is
very effective. However, so far, there is no process or product capable of
promoting the treatment of agricultural soils, especially given the characteristics
of these agro-ecosystem. In this sense, it's necessary to develop a product that
can be easily applied and with manipulation already known, as is the case of
biochar (activated carbon) that can be used as immobilizers for a bioinoculant.
Aiming at the development of a bioinoculant, in this work, three fungi previously
isolated from soil contaminated by atrazine were used to evaluate its growth in
the presence and absence of the herbicide. Purpureocillium lilacinum
CCMIBA_RO014, Clonostachys rosea CCMIBA_R018 and Bjerkandera sp.
CCMIBA_R111 were grown with 10mg/L atrazine for 10 days, at 28°C and 140
rpm. After growth, the biomass was quantified and the supernatant was sent for
analysis of the concentration of atrazine (LC-MS/MS). C. rosea CCMIBA_R018
and Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 presented good results, since the growth
with the atrazine was similar to control (p-value > 0.05, there was no difference
statistically) indicating that atrazine did not result in decreased growth. P.
lilacinum showed less growth for treatment with atrazine, indicating sensitivity to
the herbicide (p-value < 0.05). However, as P. lilacihum CCMIBA_RO014 is an
important biological control agent, and its permanence in the bioinoculant must
be evaluated, even with smaller biomass. There was a reduction in the
concentration of atrazine with the three fungi compared to the control, resulting
in the elimination of 46%, 63%, and 68% of atrazine in the cultures of the fungi P.
lilacinum CCMIBA_RO014, Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 and C. rosea
CCMIBA_RO018, respectively. This reduction may be is from biodegradation or
contamination adsorption. Future studies will be carried out to confirm the
biological activity. With the confirmation of the biodegradation potential, the
planning and choice of fungi will be carried out to outline the next steps in the
bioinoculante formulation. It is expected that the bioremediation process resulting
from the product will show an improvement in the physical, chemical, and
biological quality of the soil to be treated, showing the productivity increased
based on sustainable agriculture, based on a biotechnological development.

Key words: Atrazine. Fungus. Bioremediation. Pesticide. Biomass.
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1 INTRODUGAO

Defensivos agricolas possuem um papel importante na
agricultura e sua utilizagdo vem aumentando cada vez mais. Porém, é conhecido
que esses agentes quimicos podem causar muitos danos no meio ambiente e
nos mais variados seres vivos, afetando muito o ecossistema como um todo. A
atrazina € um herbicida que é capaz de matar uma grande diversidade de plantas.
Ele atua inibindo a fotossintese e impede o desenvolvimento de plantas
indesejadas, principalmente no cultivo de milho (GAO, et al. 2019; ZHU, et al.
2018).

A atrazina possui um tempo de meia-vida longo (entre 41 e 231
dias), tem baixa adsor¢édo em solos e moderada solubilidade em corpos d’agua,
e vem causando grandes problemas de contaminagdo. Muitos paises ja
proibiram o uso desse herbicida, como por exemplo Italia, Dinamarca e
Alemanha, porque seus residuos persistem por muitos anos no meio ambiente.
Além dos riscos a saude, varios fatores que contribuem para a degradagéo do
solo tém sido atribuidos as praticas agricolas insustentaveis, como o uso de
defensivos quimicos. E urgente a descoberta de uma maneira para diminuir o
impacto desse xenobidtico que vem causando grandes danos nas mais variadas
espécies, incluindo o ser humano (SINGH, et al. 2018).

O tratamento de pesticidas como a atrazina pode ser realizado
por mais de um mecanismo, podendo ser abidtico ou bidtico. Mecanismos
abiodticos incluem processos quimicos e fisicos. Ja os mecanismos bidticos
utilizam organismos vivos para fazer a remocéo desse poluente do solo ou da
agua, processo conhecido como biorremediagéo. A pesquisa utilizando fungos e
bactérias para realizar esse procedimento acontece desde a década de 90,
quando esses microrganismos foram isolados de ambientes contaminados com
a atrazina (LEVIRAM, et al. 2019; DESHMUKH, et al. 2016).

Contudo, devido as caracteristicas e peculiaridades dos
sistemas agricolas, a biorremediacao de solos € um processo desafiador e pouco
explorado, apesar dos potenciais biologicos. Na area agricola, o biochar ja
demonstrou ter grande eficiéncia no tratamento de solos contaminados,

reduzindo a biodisponibilidade de compostos toxicos e reduzindo, assim, a
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transferéncia desses compostos para os cultivos agricolas (SOLAIMAN, et al.
2019). O biochar & um produto obtido através da pirdlise de uma biomassa, e é
uma alternativa para “estocar” a matéria organica presente na biomassa
(perdurando por mais de 100 anos). Ele possui um largo espectro de aplicagao,
podendo ser utilizado para produzir energia (visando a substituicdo de
combustiveis fésseis), possuindo também aplicagao na agricultura e pecuaria e
setor da construcéo civil (O'CONNOR, et al. 2018; WEBER & QUICKER, 2018;
LENG, et al. 2019).

O biochar pode ser aplicado no solo como um tipo de fertilizante,
ajudando no desenvolvimento dos cultivos agricolas e também da microbiota ali
presente. Estudos relatam que ha um aumento da populagdo de micorrizas no
solo em resposta ao biochar, provavelmente porque esse material rico em
matéria organica proporciona um micro-habitat favoravel, tanto para fungos
como também para bactérias. Além disso, os fungos podem realizar sua
esporulacéo dentro do biochar (SOLAIMAN, et al. 2019).

O presente projeto teve como objetivo a selegdo de fungos
capazes de crescer em ambientes impactados com atrazina para o
desenvolvimento de um bioinoculante a base de biochar. Essa etapa faz parte
do projeto: Desenvolvimento de bioinoculante para biorremediacdo de solos
agricolas impactos com atrazina, em desenvolvimento no laboratdrio de
Bioquimica e Microbiologia da Unila, sob coordenagéo da Professora Rafaella

Costa Bonugli Santos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ATRAZINA

Defensivos agricolas, popularmente conhecidos como
micropoluentes, pesticidas ou agrotoxicos, de uma maneira geral, sdo definidos
como compostos quimicos organicos ou inorganicos, usados para o controle de
pragas e controle de plantas indesejadas nos mais variados cultivos agricolas,
visando sempre o aumento da produtividade. Estes compostos atingem solos e
corpos d’agua, e fazem parte dos poluentes mais comuns encontrados ao redor
do mundo. Uma vez que ele ¢ introduzido ao ecossistema, pode sofrer varias
transformacdes e apresentar riscos a saude humana e animal, e estudos ja
mostraram sua relacdo com as mais diversas patologias, incluindo o céncer.
Além disso, podem interferir diretamente nas mais diversas interagdes bioldgicas
que acontecem nos ecossistemas (CARBONERAS; et al, 2017).

A atrazina (6-cloro-N2-etil-N*-isopropil-1,3,5-triazine-2,4-diamina)
(figura 1) segundo herbicida mais utilizados no mundo, utilizada principalmente
para o controle de ervas daninhas nos cultivos de soja, cana-de-agucar, trigo,
sorgo, milho, entre outros, esta atras apenas do glifosato na utilizagdo agricola.
No Brasil, também se trata de um herbicida de ampla comercializagao. Segundo
dados do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA),
0 composto ativo da atrazina esteve na lista dos 10 principais mais vendidos no
pais, entre os anos de 2009 e 2016 (SINGH, et al. 2018; PENN, et al. 2018; DIAS,
et al; 2018).

Cl

Nz\N
& J\
C,H—H N-""“NH— CH (CH ),

2-cloro-4-etilamino-G-isopropilamino-s-triazina

Figura 1: Representagdo molecular e nome IUPAC da atrazina.
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Segundo a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Parana
(ADAPAR), a atrazina é comercializada em uma concentragao de 500 g/L (50,0%
m/v), e sua comercializagdo se da na forma liquida. Além da atrazina, existem
outros compostos nao identificados pelos fabricantes que estdo na formulagao
desse agrotéxico, numa concentragdo de 572 g/L (57,2% m/v) a 604,7 g/L
dependendo do fabricante. Algumas marcas que comercializam o produto no
Brasil sdo Nortox S/A, Atanor, Syngenta e Alamos. A aplicacéo da atrazina é feita,
geralmente, apés o momento da colheita (em plantas com mais de um periodo
de colheita), e pode ser aplicada de maneira pré-emergencial (antes do
aparecimento de plantas daninhas) ou pds-emergencial (ap6s o aparecimento
de plantas daninhas). A quantidade de pesticida que é aplicada depende do tipo
de cultivo e também do tipo de solo (tabela 1). A aplicagéo é feita no solo, através
de pulverizagdo. O composto ativo é classificado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como classe Ill de toxicidade (medianamente
téxico) e sua classificagdo do potencial de periculosidade ambiental é 1l (produto

muito perigoso ao meio ambiente).

Tabela 1: Dose de aplicagdo da atrazina nos diferentes cultivos e diferentes tipos de solo.

i Dose/hectare
Epoca de _
Cultura L Solo leve Solo médio Solo pesado
aplicagao
Kgiia Lpc Kgia Lpc Kgia Lp.c
Cana planta:

2,5 5,0 3,25 6.50 4,0 8,0
Cana-de- apos o plantio

acucar Cana soca:
] 2,5 5,0 3,25 6.50 4,0 8,0
apos o corte
Milho e Pos-
1,5 3,0 2,5 5,0 3,25 6,50
sorgo semeadura

P.C = produto comercial; I.A = ingrediente ativo
Fonte: ADAPAR.

A atrazina é um herbicida que possui baixa adsor¢ao em solos e
moderada solubilidade em agua, resultando em alto potencial de contaminacao
ndo apenas de solos agricolas, como também de corpos d’agua como lengois

freaticos. Devido esse alto potencial de contaminacéo, esse herbicida ja foi
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banido em varios paises (p. ex. ltalia, Alemanha e Dinamarca) e, em 1991, sua
utilizagao foi proibida em toda a Unido Europeia, por causa do seu alto grau de
persisténcia na superficie aquosa ao longo dos anos (SINGH, et al; 2018).

A atrazina possui caracteristicas fisico-quimicas que contribuem
para a sua persisténcia no meio ambiente, favorecendo processos de
escoamento e lixiviagdo. O favorecimento da lixiviagdo, juntamente com a sua
alta solubilidade em agua, colabora para que esse xenobiodtico seja encontrado
em corpos d’agua em varios lugares do mundo, como nos Estados Unidos, Unido
Europeia, e também no Brasil. Além disso, a atrazina e seus derivados também
foram detectados em solos apds 22 anos da aplicagdo (MARTINS, et al. 2018).
A atrazina € uma base fraca e, dependendo do pH do solo, ela tem mais
facilidade em se solubilizar. Em lugares com abundancia de chuva, ha mais
chances de ser transportada para aguas subterrdneas e possui uma forte
afinidade com acidos humicos, que também tem influéncia no acumulo de
micropoluentes no solo (SALAZAR-LEDESMA, et al. 2017). E um composto de
alta persisténcia no ambiente, e seu intervalo de meia-vida foi reportado entre 10
dias e 15 anos.

A aplicagéo da atrazina se déa pelo solo, e ela se move na planta
como resposta a transpiragao, através de uma translocagao pelo xilema. Devido
a esse mecanismo, € um herbicida que pode ser utilizado também em
tratamentos pds-emergentes, que é feito apds o aparecimento das ervas
daninhas nas plantagées (MARCHI, et al. 2008).

Herbicidas que atuam inibindo a fotossintese no fotossistema |l,
como as ftriazinas (grupo o qual a atrazina pertence), sdao os mais
frequentemente detectados no meio ambiente. Seu mecanismo de acéo se da
pela inibigdo do fluxo de elétrons no fotossistema Il (figura 2) (GAO, et al. 2019).
Apesar da interrupgao do fluxo de elétrons, os cloroplastos continuam captando
energia solar. Isso resulta em um aumento da carga energética das moléculas
de clorofila e, como os elétrons em excesso ndo sdo armazenados como ATP e
NADPH (devido a auséncia do fluxo no fotossistema 1), eles acabam formando
radicais livres, o que resulta na peroxidagéo de lipideos (degradagao oxidativa)

nas membranas, com posterior morte da planta (MARCHI, et al. 2008).
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Estroma

Figura 2: Estrutura do fotossistema Il. O fotossistema |l catalisa a transferéncia de elétrons da
agua para a plastoquinona, processo que é feito pela indugéo da luz solar. As subunidades D1 e
D2 estdo em vermelho e azul (respectivamente) e as moléculas de clorofila estdo em verde. O
mecanismo de acéo da ATZ se da pela ligagéo ao sitio da plastoquinona da proteina D1, inibindo
o fluxo de elétrons no fotossistema Il. Essa inibigao resulta no acimulo de carga energética nas
moléculas de clorofila, formando radicais livres que, posteriormente, causam a morte da planta.
Fonte: BERG et al, 2014; GAO et al, 2019; MARCHlI et al, 2008.

Triazinas simétricas, como a atrazina, sofrem degradagcédo em
muitas espécies de plantas que sao resistentes ao herbicida, através de um
mecanismo que nao deixa com que o herbicida chegue aos cloroplastos da
planta. Esse processo é chamado de detoxificacdo, e acontece por meio da
enzima glutatione-S-transferase, que € responsavel pela metabolizagdo de
triazinas em compostos nao toéxicos. Tal enzima esta presente em espécies de
milho e sorgo, e atua na jungdo de glutationa a varios substratos hidrofébicos
que geralmente apresentam citotoxicidade, produzindo compostos soluveis em
agua diminuindo a sua toxicidade. Outro mecanismo de detoxificagdo envolve
enzimas como citocromo 450, peroxidases, esterases, oxigenases, redutases,
entre outras. Porém, nao sdo todas as espécies que possuem esses
mecanismos, e o efeito da atrazina em plantas ndo-alvo podem trazer algumas
consequéncias (JUNIOR, 2011; SINGH, et al. 2018; MARCHI, et al. 2008;
CATANEDO, et al. 2003).

Herbicidas podem causar efeitos indesejados e, dentre eles, um
dos principais esta relacionado com plantas nao-alvo. A atrazina pode causar

completa morte dessas plantas, como também um prejuizo no seu crescimento,
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na translocagao de substancias pelo xilema e pelo floema, bem como alteracao
fenotipica que podem envolver as mais variadas mutacdes (SINGH, et al; 2018).
A atrazina comumente é absorvida pelas raizes e transportada pelo xilema, mas
também pode ser absorvida pelas folhas. As plantas ndo-alvo que nido sio
capazes de fazer a detoxificacdo da atrazina sofrem estresse oxidativo pois a
presenca do xenobidtico gera espécies reativas de oxigénio. A presenca da
atrazina em corpos d’agua também traz sérias consequéncias para a flora
aquatica.

Assim como a flora aquatica, a fauna dos corpos d’agua também
pode sofrer consequéncias devido a agdo de herbicidas. Estudos mostram que
a atrazina apresentou toxicidade em espécies de peixes e sapos, apresentando
perturbacdo no processo de osmorregulacdo e nas células das branquias
(NWANI, et al. 2011; ORTON, et al. 2006; MELA et al, 2013). Estudos mostram
que a atrazina também causa efeitos em outras espécies, como a tartaruga-da-
orelha-vermelha (Trachemys scripta), causando danos em alguns aspectos do
sistema imunoldgico, como um numero reduzido de leucécitos e da atividade
fagocitica, entre outros parametros que demonstram uma relagdo entre a
presenga da atrazina e esses efeitos imunossupressores (SOLTANIAN, 2016).

Assim como os animais aquaticos, animais terrestres também
podem sofrer consequéncias por causa da ingestdo de herbicidas. Diversos
estudos j& comprovaram os mais variados efeitos em varias espécies de
vertebrados e invertebrados. Como por exemplo, efeitos no sistema neuro-
endocrino através da mudanga de niveis de hormoénios como o FSH (horménio
foliculo-estimulante) e o LH (horménio luteinizante). Niveis alterados de LH
prolonga a secregdo da prolactina que, por sua vez, vai estimular alteragdes na
glandula mamaria, fator que esta associado ao aparecimento de carcinomas
(SINGH, et al. 2018). Além disso, a exposigcdo a atrazina por afetar células
germinativas, através da redugcdo da motilidade e quantidade de
espermatozoides, que foi comprovada em estudos feitos com ratos.

Outros efeitos da exposigao a atrazina em animais terrestres
pode envolver os sistemas imunoldgico, nervoso e cardiovascular (SINGH et al,
2018). A atrazina também pode interferir no processo de meiose, afetando a

produgao de espermatozoides em camundongos. Além disso, estresse oxidativo
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e desbalango de calcio tém um papel muito importante na inducido de
imunotoxicidade em camundongos.

Em humanos, o principal alvo atingido pela toxicidade da
atrazina é o sistema enddécrino, mas também pode ocorrer estresse oxidativo
através da formagdo de espécies reativas de oxigénio. Isso resulta no
comprometimento do sémen, como ja foi demonstrado em anfibios, porcos e
ratos. O herbicida também possui toxicidade as fémeas, podendo causar
alteragdes nos niveis de horménios e de receptores de estrogeno, bem como
irregularidades no ciclo ovariano, podendo causar aborto e malformagao de fetos.
Através dessas espécies reativas de oxigénio, a atrazina pode causar quebra da
dupla-fita de DNA. Ja foram relatados alguns problemas de saude em pessoas
que tomaram agua contaminada por atrazina, apresentando alguns problemas
como dor abdominal e diarreia, além de irritagdo nos olhos ao contato. Por esse
motivo, a concentragdo maxima permitida de atrazina na agua potavel € muito
baixa no mundo inteiro, sendo de 0,003 mg/L nos Estados Unidos e 0,0001 mg/L
na Unido Europeia, por exemplo (SINGH, et al. 2018; SALAZAR-LEDESMA, et
al. 2017).

Estudos mais recentes também demonstram consequéncias
devido a exposigédo a atrazina. Segundo Henderson et al (2019), a exposigédo
aguda in vitro ao herbicida causa aumento do consumo de glicose, causando um
numero reduzido de blastocistos em bovinos. Tais efeitos podem aumentar o
risco de doengas metabdlicas e outros problemas de saude na vida adulta. Além
disso, ha provas de que a atrazina pode prejudicar a aprendizagem e a memaria,
danificando a morfologia do hipocampo e reduzindo a expressdo de genes
relacionados a aprendizagem e memoria no hipocampo (WANG, et al. 2019).
Alguns dados referentes a intoxicagbes causadas pela atrazina podem ser
observados na tabela 2.

Em adigéo, a aplicagdo descontrolada de pesticidas pode afetar
indiretamente na qualidade da produg&o agricola através da contaminagéo do
solo, eliminando organismos ndo-alvo. Eles podem danificar a biomassa do solo
€ microrganismos, como bactérias, fungos e outros organismos importantes para
a qualidade do solo, como as minhocas. A biomassa microbiana é um

componente labil da matéria organica do solo e tem um papel importante no ciclo
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dos nutrientes do solo resultando na baixa producdo, surgimento de outras

patogenicidades e perda de qualidade (AZAM, et al. 2003).

Tabela 2: Informagdes médicas relacionadas a intoxicagéo por atrazina.

Vias de exposi¢ao

Oral, inalatéria, ocular e dérmica.

Toxicocinética

A atrazina é metabolizada a seus derivados séo excretados
primeiramente na urina, e as fezes sdo uma menor via de

excregao.

Sintomas e sinais

clinicos

A ingestao desse herbicida é susceptivel de ser seguida por
vémitos e diarreia. A exposi¢cdo aguda pode levar a um
aumento da temperatura corporal. Em animais, possui
relevancia carcigonénica no sistema cardiovascular. Pode
ocorrer dificuldade para respirar, tosse, bem como irritagdes
no trato respiratério, bronquite ou pneumonia. Caso a
exposicao seja ocular, pode ocorrer irritagao, dor, inchacgo,
lacrimejamento ou fotofobia. Para exposigdo dérmica,

podem ocorrer irritagoes.

Tratamento

Ndo ha antidoto conhecido, entdo o tratamento é
sintomatico. Deve-se monitorar fluidos e eletrdlitos.
Monitorar estado mental, sonoléncia e depressédo do
Sistema Nervoso Central. Avaliagdo da fungéo respiratoria. A
descontaminacgao gastrointestinal nao é recomendada caso
aja ingestdo. Caso a exposicdo seja por vias aéreas, O
paciente deve ser levado para um local arejado, e deve ser
avaliado para possiveis irritagdes no trato respiratorio. Para
exposigao ocular, os olhos devem ser lavados com agua
corrente por pelo menos 15 minutos. Para a exposigéao
dérmica, deve-se remover as roupas contaminadas e a area
exposta deve ser lavada com agua e sabao. Em qualquer um
dos casos, se a irritagao ou dor persistir, o paciente deve ser

encaminhado para tratamento especifico.

Fonte: ADAPAR.

2.2 BIODEGRADAGAO DE ATRAZINA E ENZIMAS LIGININOLITICAS

A degradacao de atrazina na natureza pode ocorrer através de
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fatores abidticos, moderado por processos quimicos. As reagdes quimicas que
ocorrem no solo sdo mediadas pela agua e as mais comumente relatadas séo
de hidrdlise e oxidagdo. O solo apresenta uma composigdo que favorece o
acontecimento de tais reagdes, como a presenca de agua e oxigénio. Nas
reagbes de hidrolise abidticas, alguns fatores sdo determinantes para definir a
velocidade da reagéo, como por exemplo o pH, quantidade de matéria organica
e a presencga de ions metdlicos dissolvidos (FAY, et al. 2008; GORING, et al.
1975).

Outro mecanismo abiético de degradacdo de pesticidas na
natureza é a fotoquimica. Esse mecanismo tem relagéo direta com a incidéncia
de luz solar, onde as moléculas absorvem fotons de energia e, entdo, as reagdes
fotoquimicas ocorrem. A radiagcdo ultravioleta é capaz de quebrar ligagcbes
quimicas nas moléculas que a absorvem. A principio, esse mecanismo de
degradacao ocorre na superficie do solo ou da agua, porém os xenobidticos
possuem comportamentos diferentes em cada um desses locais. A fotdlise pode
resultar em compostos de estrutura Unica, que ndo sdo semelhantes aos
compostos resultantes de reagdes quimicas ou biologicas (MANAHAN, 1994;
KHAN, 2016).

O tratamento de herbicidas como a atrazina pode ocorrer através
de processos quimicos, fisicos ou biolégicos. Os processos quimicos e fisicos
comumente s&o caros e apresentam dificuldade quando aplicados em larga
escala, porém apresentam 6timo desempenho. Processos bioldgicos, como a
biorremediagao, podem apresentar uma relagdo custo-beneficio mais favoravel,
além de néo agredir de forma alguma o meio ambiente (LEVIRAM, et al. 2019;
DESHMUKH, et al. 2016).

Biorremediagdo é definida como a utilizagdo de organismos
vivos para realizarem a conversao de poluentes toxicos em produtos ndo téo
agressivos ao meio ambiente. A aplicacdo de microrganismos para realizagao da
biorremediagdao de ambientes contaminados por xenobidticos envolve varias
reagdes quimicas e fisicas que fazem parte do metabolismo desses
microrganismos, resultando na remocdo parcial ou total dos poluentes. A
utilizacdo de microrganismos para a remocgéo de atrazina € considerada uma

opgéo desde a década de 1990, quando foram isolados fungos e bactérias
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capazes de degradar a atrazina, que estavam presentes em locais contaminados
pelo herbicida. (DESHMUKH, et al. 2016; LEVIRAM, et al. 2019).

No meio ambiente, a degradacdo de poluentes pelos
microrganismos raramente é feita por apenas uma espécie trabalhando sozinha.
Geralmente, € um conjunto de espécies que trabalham em consércio. Ja foram
relatados varios consorcios bacterianos para a degradacdo de diferentes
poluentes orgéanicos, entre eles a atrazina. As interagdes que ocorrem dentro de
consorcios microbianos podem ser muito complexas, e podem afetar tanto a
eficiéncia de degradacéo dos poluentes, como também a destinagéao final desses
poluentes degradados. Alguns géneros bacterianos que ja foram identificados
como degradadores de atrazina incluem Pseudomonas, Arthrobacter,
Agrobacterium, Bacillus, Rhodococcus, Nocardioides e Klebsiella. Entre elas,
Pseudomonas e Arthrobacter apresentaram alta eficiéncia. Geralmente, esses
organismos sao isolados proximo a areas contaminadas pelo herbicida (LIU, et
al. 2019; KOLEKAR, et al. 2019).

Alguns fatores sdo muito importantes para garantir uma boa
biodegradagédo microbiana de poluentes, como a aeragao. A biodegradacéo de
atrazina pode ser realizada em condigbes aerdébicas ou anaerdbicas, mas
estudos mostram que ha maior eficiéncia na presenga de oxigénio. Segundo
Elefsiniotis & Wareham (2013), isso ocorre porque 0s consoércios microbianos
anaerobicos possuiam um metabolismo mais lento. A espécie de microrganismo
utilizada também apresenta alta influéncia, bem como fatores nutritivos do local
onde o poluente esta para ser tratado (CARBONERAS et al, 2017).

Os fungos também s&o conhecidos por degradar diversos tipos
de xenobidticos no meio ambiente, sendo considerados o6timos agentes
biorremediadores. Em estudos realizados com atrazina e outros agrotoxicos,
percebeu-se que os tratamentos utilizando atrazina apresentavam maior
presenca da populagdo fungica. Em comparagdo com os ensaios que nao
possuiam nenhum agrotdxico, ndo houve muita diferenca notavel na
biodiversidade fungica. Isso da aos fungos uma vantagem na sua utilizagéo para
a biodegradacao da atrazina, ja que se notou que as bactérias n&o apresentaram
uma contagem tao boa quanto a dos fungos, naqueles tratamentos em que a
atrazina estava presente (GOUMA, et al. 2019; OLADELE; AYODELE, 2017).
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Mais especificamente, fungos da podriddo branca (white rot
fungi — WRF, em inglés) s&o caracterizados por apresentarem 6tima capacidade
de degradagédo de lignina e também de poluentes téxicos. Além disso, eles
possuem uma vantagem com relagdo as bactérias, que é a sua facil colonizagao
das areas poluidas por causa da expanséo do seu micélio. O desenvolvimento
de suas hifas permite sua penetracdo no solo, atingindo mais facilmente os
agentes poluidores (GOUMA, et al. 2019).

O uso de fungos de podriddo branca na degradacdo de
pesticidas acontece porque o potencial de degradagao das enzimas ligninoliticas
nao se aplica somente a lignina. Algumas moléculas derivadas da lignina, ou com
estrutura parecida, como é o caso de varios organopoluentes (incluindo
substancias xenobidticas persistentes) também sdo suscetiveis a acdo dessas
enzimas. Estudos ja comprovaram que a atrazina € um composto recalcitrante
que pode ser biodegradado por fungos, através da utilizacdo de enzimas
ligninoliticas (CARBONERAS, et al. 2017; HOFRICHTER, 2002).

Os fungos que participam da decomposicdo da madeira na
natureza podem ser divididos em trés grandes classes: fungos de podridao
branca, fungos de podriddo parda e fungos de podriddo mole. Os fungos de
podridao parda s&o conhecidos por degradar celulose e hemicelulose presentes
na parede celular das plantas. Essa podridao é caracterizada por uma coloragéo
marrom escuro. Na medida que a decomposigédo ocorre, a madeira escurece e
fica marrom. Isso ocorre por causa do acumulo de residuos de lignina
modificados pelo metabolismo fungico. Entre os tipos de enzimas produzidas
pelos fungos de podriddo parda estdo: xilanases, endoglucanases e
galactosidades. Dentro desse grupo, as espécies que merecem destaque sao
Serpula lacrymans e Gloephyllum trabeum (MADADI, et al., 2017; ARANTES,
GOODELL, 2014; JELLISON, et al., 1997).

Os fungos de podriddo mole também degradam a madeira.
Porém, eles possuem maior atividade por pilhas de lascas de madeira ou palha.
Eles podem reduzir a celulose e a hemicelulose de maneira lenta. Também
reduzem lignina, mas de maneira menos significativa. Esse grupo de fungos
consegue se adaptar mais facilmente a temperaturas e pH diferentes, bem como

em condi¢des de oxigénio limitado, quando em comparagéo com outros fungos.
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A decomposicao realizada pelos fungos de podridao mole pode ser dividida em
duas categorias: formagéo de cavidade e erosdo. A formagdo de cavidades
ocorre dentro das paredes celulares da madeira, e a erosado atinge
completamente a parede secundaria da planta, com uma pequena modificagdo
na lamela média (HAMED & MONSOUR, 2018; MADADI, et al. 2017).

WREF (white-rot fungi) se trata de um grupo de fungos que, com
relacdo as suas atividades fisiologicas, possuem um ponto em comum: a
capacidade de degradar lignina (Fig. 3). O nome “podriddo branca” (white-rot)
vem da aparéncia da madeira que € colonizada por esses fungos, que removem
a sua lignina e a deixam com uma coloragéo branca. Dentro desse grande grupo
de fungos da podriddo branca, o grupo mais conhecido corresponde ao filo
Basidiomycota, mas também existem outros grupos de fungos como alguns do
filo Ascomycota. Além de degradar a lignina, os WRF s&o capazes de catabolizar
celulose e hemicelulose (outros componentes de tecidos vegetais), e essa
catalisagcao pode acontecer sob varias condi¢des diferentes. A degradagéo da
lignina, por sua vez, ocorre estritamente através de um processo oxidativo na
presenca de oxigénio. Além disso, a lignina é extremamente recalcitrante. Isso,
juntamente com o grupo limitado de organismos que possuem enzimas
ligninoliticas, e a produgédo alta de lignina atualmente, fazem com que a
degradacao da lignina seja uma etapa muito importante para o ciclo do carbono,

em ambientes onde a lignocelulose esta muito presente (POINTING, 2001).
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Figura 3: Representagdo molecular da lignina.

Existem trés enzimas principais que, essencialmente, realizam a
degradagdo da lignina. Sado elas: lignina peroxidase (LiP, E.C. 1.11.1.14),
manganés peroxidase (MnP, E.C. 1.11.1.13) e a lacase (Lac, E.C. 1.10.3.2),
outras enzimas desse grupo apresentam relagdes indiretas na atividade
ligninolitica, como Glyoxal oxidase (EC 1.2.3.5) entre outras (Janusz et al. 2017).
As duas primeiras se tratam de duas peroxidases que possuem grupo heme
glicosilado, e a ultima se trata de uma fenoloxidase contendo cobre no seu sitio
ativo. As hifas dos fungos crescem no lumen das células lenhosas, e secretam
essas enzimas ligninoliticas e também enzimas de clivagem de polissacarideos,
degradando a parede celular (que contém lignina) de dentro para fora
(POINTING, 2001; HAMMEL, et al. 1993).

O grande grupo das peroxidases (fig. 4) catalisa reagdes que
envolvem a redugdo de peroxidos, como o H202 (peréxido de hidrogénio),
através da oxidagdo de um elétron doador. Elas possuem um papel importante
na biodegradacgao pois sdo capazes de remover compostos aromaticos, como
os fenois. Esse grupo de enzimas atua no rompimento de anéis aromaticos e na
total mineralizagdo de compostos organicos. As peroxidases sdo produzidas
pelos mais variados tipos de organismos, entre eles animais, plantas, bactérias

e fungos. Como citado anteriormente, as peroxidases produzidas por fungos que
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sdo de interesse para a degradacéo de lignina sédo a lignina peroxidase e a
manganés peroxidase (OKINO-DELGADO, et al. 2019).

Peroxidases

1 L
Com grupamento heme Sem grupamento heme
| l
L L
Peroxidases Peroxidases Catalase 5 famnilias: tiol
animais vegetais peroxidases peroxidase,
alkil-hidroxi
I I peroxidase,
1 1 haloperoxidase,
CLASSE | CLASSE Il CLASSE Il manganés cat.alase.
(INTRACELULAR): | (EXTRACELULAR (VEGETAIS) NADH peroxidase
o, | || | P e
: gninase, lignina rabanetes
ascorbato peroxidase,
peroxidase, manganés
catalase peroxidase
peroxidase

Figura 4: Classificagdo das peroxidases. Adaptado de OKINO-DELGADO et al (2019).

A lignina peroxidase (LiP) se trata de uma glicoproteina que
contém um grupamento heme que € responsavel pela catalise da
despolimerizacao oxidativa da lignina, dependente de H202. O ciclo catalitico da
LiP consiste em uma etapa de oxidagéo e duas etapas de reducéo (fig. 5). Essa
enzima foi descoberta no meio extracelular, sendo produzida pelo fungo da
espécie Phanerochaete chrysosporium. Desde a descoberta dessa enzima, em
1983, varias isoenzimas foram identificadas nas mais variadas espécies fungicas.
O seu mecanismo de agao envolve a formagéo de radicais catidnicos através da
oxidagédo de um elétron, o que leva a clivagem, desmetilagéo e rearranjos das
cadeias laterais da lignina (FALADE, et al. 2016; DATTA, et al. 2017).
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Figura 5: Mecanismo de acgéo da LiP. Na primeira etapa do ciclo, ocorre a oxidagdo de dois
elétrons da enzima férrica nativa por H202 para formar o intermediario oxo-férrico | [Fe(IV)]. Na
segunda etapa, ocorre a reducdo do composto | pelo substrato ndo fendlico (A), parar formar o
composto Il através do ganho de um elétron. Na terceira e Ultima etapa, o composto |l volta ao
seu estado férrico ganhando mais um elétron do substrato redutor A. Adaptado de Datta, et al.
2017.

Existem outros processos oxidativos que sdo associados a LiP,
sendo eles: hidroxilagdo de grupos metileno, oxidagdo de alcoois em seus
correspondentes aldeidos ou cetonas e oxidagdo de fenol. A capacidade
oxidativa da LiP sobre a lignina é justificada pelo seu residuo de triptofano, que
forma um radical na superficie da enzima, através da transferéncia de elétron de
longo alcance para o grupo heme. Mudangas no local onde o triptofano esta é
capaz de modular a atividade enzimatica, bem como a estabilidade da enzima e
a especificidade ao substrato (FALADE, et al. 2016).

Outra enzima dentro da grande familia das peroxidases que atua
na degradacao de lignina, € a manganés peroxidase (MnP). Ela é a mais comum
dentro do grupo de enzimas que degrada lignina, e é produzida por quase todos
os basidiomicetos que colonizam madeira, e também por varios fungos
saprofitos do solo. A MnP se trata de uma glicoproteina que possui um
grupamento heme, e foi descoberta na espécie Phanerochaete chrysoporium,
assim como a lignina peroxidase. A manganés peroxidase recebeu, entdo, maior
atencdo por ser uma enzima produzida em todos os fungos que causam a
podriddo na madeira que eles colonizam. O seu mecanismo de agédo € muito
semelhante ao da LiP. O seu diferencial é que a MnP utiliza Mn?* (onipresente
em todos os materiais lignoceluléticos) como substrato preferido. A MnP utiliza

Mn2*/Mn?* como um par redox intermediario, produzindo assim oxalato de Mn3*
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como produto final. O seu ciclo catalitico pode ser visto com mais detalhes na
figura 6 (HOFRICHTER, 2002; OKINO-DELGADO, et al. 2019; DATTA, et al.
2017).
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Figura 6: Ciclo catalitico da MnP. Se inicia pela ligagdo de H202 a enzima férrica nativa, formando
peréxido de ferro. Depois, ocorre uma clivagem que requer uma transferéncia de 2 elétrons do
grupo heme, formando o composto MnP I. A ligagéo do dioxigénio é clivada e uma molécula de
agua é liberada. A préxima etapa € uma reducgéo, que sucede através do composto MnP. Um ion
Mn2 atua como doador de elétron para um intermediario de porfirina e é oxidado a Mn3*, A
redugéo do composto MnP Il continua, e outro Mn3* ¢ formado a partir do Mn?*, levando a geragéo
da enzima nativa e a liberagdo de uma segunda molécula de agua (HOFRICHTER, 2002).
Adaptado de Datta, et al. 2017.

Outra grande familia de enzimas capazes de degradar a lignina,
se trata das lacases. As lacases (Lac) constituem a familia de oxidases
multicobre, e atuam oxidando o substrato. A lacase foi extraida pela primeira vez
na planta Rhus vernicifera em 1883, por Yoshida. Um pouco depois, em 1896,
foi comprovada pela primeira vez a sua presenga em fungos, por Bertrand e
Laborde. Desde entdo, muitos tipos de lacases foram identificadas em fungos,
onde os fungos da podriddo branca recebem destaque. As lacases podem ser
divididas em dois grandes grupos: derivadas de plantas e derivadas de fungos.
Essas enzimas sdo capazes de degradar a lignina na auséncia de MnP e LiP.
(DATTA, et al. 2017; MAYER, STAPLES, 2002).

A quantidade de substratos que a lacase pode utilizar € muito
ampla. Qualquer composto semelhante a um difenol (fenol com dois grupos OH)
pode servir como substrato. Varios tipos de poluentes podem ser degradados

pela lacase, entre eles: derivados de petroleo (Polihidroxialcanoatos, PHAs),
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tintas, plasticos, papel e celulose, fendis e polifendis. Existem algumas lacases
fungicas que podem, ainda, degradar compostos como cresol, e até mesmo o
acido ascorbico. Esse amplo espectro de substratos pode ser explicado pela
atuagédo de mediadores, juntamente com a enzima. Mediadores sdo compostos
de pequena massa molecular que sdo oxidados pela lacase, e depois reduzidos
pelo substrato. (MAYER; STAPLES, 2002; OKINO-DELGADO, et al. 2019).

O sitio ativo de cada molécula de lacase possui quatro sitios de
cobre: tipo 1 (T1, um atomo de cobre), tipo 2 (T2, um atomo de cobre) e tipo 3
(T3, dois atomos de cobre). Nas enzimas em seu estado natural, todos os quatro
atomos estdo no estado oxidativo 2+. O mecanismo de agdo dessa enzima
(figura 7) se da por quatro oxidagdes envolvendo um elétron de um substrato
redutor, juntamente com duas reducdes de dois elétrons de didxido de oxigénio
em agua. Entéo, em termos estequiométricos, ha quatro moléculas de substrato
redutor para cada oxigénio molecular, envolvendo uma transferéncia de um total
de quatro elétrons (YARAPOLOV, et al. 1994; WONG, 2008).

Na atuagdo da lacase sobre moléculas fendlicas, como a lignina,
ha a catalise da subtracdo de um elétron de grupos hidroxila fendlicos para
formar radicais fenoxil, que geralmente vao sofrer polimerizagao via acoplamento
de radicais. A reacdo também envolve uma desmetilagdo, resultando na
clivagem de anéis aromaticos, presentes na estrutura da lignina (figura 2)
(WONG, 2008).

Frequentemente, os substratos utilizados pela lacase néo
podem sofrer oxidagao diretamente, seja por sua cadeia grande ou porque eles
possuem um potencial redox particularmente alto. Essa limitacdo pode ser
contornada através da utilizacdo de mediadores quimicos (figura 8). Esses
mediadores sdo compostos que agem como substratos intermediarios para a
lacase, e suas formar oxidadas sdo capazes de interagir com o grande volume

e o alto grau redox dos substratos da enzima (RIVA, 2006).
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Figura 7: Ciclo catalitico da lacase. O primeiro passo é a redugdo do substrato pelo cobre (Cu?*
a Cu™) no sitio T1, que é o primeiro aceptor de elétrons. Os elétrons “extraidos” da redugéo do
substrato tao transferidos ao sitio trinuclear T2/T3, resultando na convers&o de um estado natural
(totalmente oxidado) da enzima a um estado totalmente reduzido. Uma oxidagéo de 4e- precisa
acontecer para que a enzima seja totalmente reduzida. A redugéo do dioxigénio ocorre em duas
etapas. A molécula de dioxigénio se liga ao sitio T2/T3, e dois elétrons séo transferidos para os
cobres do sitio T3, resultando na formagdo de um peréxido intermediario. O intermediario
peréxido decai a um radical oxi e sofre uma clivagem redutora de 2e- da ligagdo O-O com a
liberagdo de uma molécula de agua. Na Ultima etapa, todos os quatro centros de cobre s&o

oxidados e Oz é liberado como uma segunda molécula de agua. Adaptado de Wong, 2008.

A capacidade dos fungos degradarem a atrazina é bastante
estudada ao redor do mundo, porém poucas pesquisas apresentam solugdes
para realizar a retirada desse xenobiotico que causa tanto impacto no meio
ambiente. Pesquisas mais atuais possuem um foco em tentar melhorar a
biodegradagéo desse agrotdxico pelos fungos. O grande problema da atrazina é
a sua contaminagédo em corpos d’agua, pois € a via mais facil para o pesticida
chegar ao ser humano e outros animais. Castro-Gutiérrez et al (2019) realizaram
um processo de bioaumentagao utilizando consércio de fungos juntamente com
bactérias, como um sistema de biopurificagdo de aguas contaminadas. Ja
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Marinho et al (2017) avaliaram a capacidade do fungo Aspergillus niger na
degradagdo de atrazina em aguas residuais. A tabela 3 apresenta outros

exemplos de estudos feitos nessa area.
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Figura 8: Alguns mediadores quimicos utilizados pela lacase. (a) Acido 3-hidroxiantranilico
(HAA); (b) ABTS; (c) N-hidroxibenzotriazol (HBT); (d) N-hidroxiptaimida (HPI); (e) Acido violtrico
(VLA); (f) N-hidroxiacetanilida (NHA); (g) Metil ester do acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxi-benzoico
(acido siringico); (h) 2,2,6,6-tetrametilpiperidina1-yloxi (TEMPO) (Riva, 2006).

As rotas metabdlicas de degradagéo de atrazina por espécies
microbianas acontecem por vias hidroliticas ou vias que sdo uma mistura entre
hidrolitica e oxidativa. Em uma dessas vias, a atrazina é transformada em acido
cianurico, onde o cloreto e as cadeias laterais N-aquil sdo removidas da molécula
(figura 9). Considera-se que os fungos sdo responsaveis por fazer a N-
dealquilagédo das cadeias lateriais da atrazina, para que as bactérias continuem
a degradacdo desse pesticida. Como ja foi citado, os fungos conseguem
degradar a atrazina por causa de enzimas como a peroxidase, a lacase e a
oxidase. Porém, ha vias metabdlicas intracelulares que também participam
dessa biodegradagao. Isso pode ser observado na figura 10. (SINGH et al., 2018;
SINGH & SINGH, 2016; MARINHO, et al. 2017; LEVANON, 1993).
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Tabela 3: Alguns estudos recentes realizados na area de biodegradagao de atrazina por

fungos.

Titulo do trabalho

Objetivo

Referéncia

Fungal and Bacterial Co-
Bioaugmentation of a Pesticide-
Degrading Biomixture: Pesticide

Removal and Community

Structure Variations during

Different Treatments

Elaboragédo de uma biomistura
complementada pela adi¢cao de
Trametes versicolor para avaliar a
eliminagado de uma mistura de
herbicidas sob diferentes

condi¢des de tratamento

CASTRO-GUTIERREZ, Victor et al.,
2019.

Potential of the filamentous
fungus Aspergillus niger AN 400
to degrade Atrazine in

wastewaters

Avaliar a capacidade da espécie A.
niger AN 400 em metabolizar
atrazina em aguas residuais

modelo

MARINHO, G. et al., 2017.

Atrazine degradation by fungal
co-culture enzyme extracts under

different soil conditions

Determinagéo da degradagao de
atrazina por extratos de enzimas
fungicas num microcosmo de solo
argiloso contaminado a taxa
aplicada em campo; estudo das

diferentes condigdes de solo

CHAN-CUPUL, Wilberth; HEREDIA-
ABARCA, Gabriela; RODRIGUEZ-
VAZQUEZ, Refugio. 2016.

Immobilization of the white-rot
fungus Anthracophyllum
discolor to degrade the herbicide
atrazine

Formular um suporte peletizado
para imobilizar o fungo
Antracophyllum discolor para
melhorar a sua capacidade de
degradar a atrazina, utilizando um

sistema de biopurificagéo

ELGUETA, Sebastian et al., 2016.

Transcriptome analysis of Glomus
mosseae/Medicago
sativa mycorrhiza on atrazine
stress

Avaliar o efeito de Glomus
mosseae/Medicago sativa
micorrizicos na degradagao da

atrazina

SONG, Fugiang et al, 2016.
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Figura 9: Vias de degradagé&o de atrazina. A esquerda: convers&o da atrazina em &cido cianurico
(intermediario comum). A direita: via de degradagéo do acido cianurico. Fonte: Esparza Naranjo,
2018.

2.3 BIOCHAR

A biomassa, que se trata de qualquer material organico que
provém de organismos que armazenam energia (principalmente carbono) pode
ser utilizada para a produgdo de combustiveis sdlidos, liquidos e gasosos,
visando a substituicho de combustiveis fésseis utilizados pelo ser humano.
Porém, altos teores de carbono presentes na biomassa a tornam muito
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suscetivel a degradacéo natural. O biochar (ou biocarvdo, em portugués) vem
como uma alternativa para “estocar” essa matéria organica da biomassa (por
mais de 100 anos) através de um tratamento térmico, como a pirdlise. A pirolise
é feita em uma temperatura entre 300 e 1000°C, na auséncia de oxigénio e sem
a presenga de solventes (WEBER, QUICKER et al. 2018; LENG, et al. 2019).

7
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Figura 10: Mecanismos fungicos de biodegradacdo de compostos poluentes e recalcitrantes. As
enzimas peroxidase, oxidase e lacase fazem parte de vias metabdlicas extracelulares, enquanto
o citocromo P450 monooxigenase faz parte de vias metabdlicas intracelulares de biodegradagao.
Fonte: Deshmukh et al., 2016.

A pirdlise feita para a producdo do biochar resulta em trés
produtos: um gas, um bio-6leo e um biocarvao soélido. A proporgao entre esses
trés produtos depende muito da taxa de aquecimento (tabela 4). A pirdlise lenta
(onde o aquecimento é feito por segundos ou minutos) pode ser implantada
como um processo continuo, onde a matéria-prima (livre de oxigénio) é
transportada através de um forno aquecido externamente (com um fluxo de gas
que remove gas volateis, e o carvdo emergindo na outra extremidade). Ja a
pirdlise rapida depende de uma transferéncia muito rapida de calor. O carater do
produto carbonizado formado ao final do processo é afetado pela extensao da

pirdlise (temperatura maxima atingida) e pelo tempo de permanéncia no forno.
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Essa carbonizagao (pirdlise) decompde parte da biomassa, mas mantém uma
grande parte do seu teor de carbono (MCMILLAN, 2018; SOPHI, et al. 2010;
WEBER, QUICKER, 2018).

Tabela 4: Proporgéo de produtos formados a partir de cada tipo de pirdlise.

% liquidos (bio- % solidos
Processo i ) % gases
6leo) (biocarvao)

Pirdlise rapida: temperatura
75 (25% de

moderada (~500°C), curto tempo de ) ) 12 13
agua
permanéncia em vapor quente (2s) g

Pirdlise intermediaria: temperatura de

baixa a moderada, tempo de 50 (50% de 25 25
permanéncia em vapor quente agua)
moderado

Pirélise lenta: temperatura alta
(>800°C), longo tempo de 5 (5% de agua) 10 85

permanéncia em vapor quente.

Adaptado de Sophi et al. 2010.

O biochar possui um grande espectro de aplicagéo, podendo ser
utilizado para produzir calor (energia), limpeza de gases de combustéo, também
possui aplicagdo na agricultura e pecuaria, em materiais de construgbes e
também na area da saude. Nos ultimos anos, vem ganhando bastante
visibilidade na aplicagdo visando substituir combustiveis foésseis. Na area
agricola, especificamente, o biochar ja demonstrou ter grande eficiéncia no
tratamento de solos contaminados, reduzindo a biodisponibilidade de certos
xenobidtico e reduzindo, assim, a transferéncia desses poluentes para as
culturas agricolas. O biochar também pode ajudar no desenvolvimento dos
cultivos (como um tipo de fertilizante) aumentando seu rendimento, bem como
pode ajudar na revegetagdo de solos poluidos (O'CONNOR, et al. 2018; WEBER,
QUICKER, 2018).

Sendo assim, a utilizagdo do biochar em solos vem despertando
muito interesse para a protecdo do meio ambiente do solo, através do sequestro
de carbono, remediagdo, conservagao do solo e aumento de produgao agricola.

Um dos parametros utilizados para avaliar a capacidade de sequestro de
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carbono de um biochar é a sua resisténcia as degradacgdes bidticas e abidticas
as quais ele esta suscetivel. A Iniciativa Internacional do Biochar (International
Biochar Initiative — IBI) reuniu pesquisadores renomados do mundo inteiro, que
propuseram que a razéo entre H/C organico é um indicador de estabilidade
adequado para avaliar o biochar. Ainda assim, pesquisadores continuam
explorando outras maneiras de avaliar a estabilidade do biochar (LENG, et al.
2019; WEBER, QUICKER, 2018).

De uma maneira geral, existem trés maneiras de avaliar a
estabilidade de um biochar (atualmente): a qualificagdo ou quantificagéo (direta
ou indireta) das estruturas de carbono presentes no biochar (como os graus de
compostos aromaticos); qualificacdo ou quantificagdo de carbono estavel ou
instavel através de uma oxidagao termoquimica; persisténcia do biochar avaliada
pela incubagdo em solo e por um modelo de mineralizagdo de carbono (LENG,
et al. 2019).

Apesar de possuir varios efeitos positivos, o biochar também
pode trazer efeitos negativos ao solo e sua composi¢cdo microbiana. Gaur e
Adholeya (2000) descobriram que o biochar pode limitar a quantidade de fésforo
que é absorvida pelas plantas, quando comparado a meios sem o biochar.
Outros pesquisadores também relataram uma redugdo na disponibilidade de
carbono organico e nitrogénio no sistema micorrizico. Os efeitos negativos
causados pelo biochar podem ser explicados por causa da relagdo C/N alta que
esse composto possui, 0 que pode levar a uma imobilizagdo do nitrogénio
(WARNOCK, et al. 2007).

Com o passar dos anos, o biochar vem chamando atengéo para
a sua aplicagdo em atividades agricolas pois é capaz de estimular a fertilidade
(biolégica) do solo. Ja foi demonstrado que esse composto é capaz de aumentar
a retengdo de agua no solo, por causa da sua area de superficie que ¢é alta. Os
biochars também tém altas concentragdes de nutrientes relevantes para as
plantas e as atividades agricolas, como por exemplo o fésforo. O biocarvao
também pode aumentar o crescimento da planta em diferentes graus, e oferecer
uma resposta positiva em condi¢des de estresse por seca. Além disso, alguns
estudos relatam o aumento da colonizagao micorrizica em resposta ao biochar,

em contradicdo com outros trabalhos acima relatados. Isso pode ser explicado
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porque o biochar proporciona um micro-habitat favoravel, tanto para fungos
como bactérias e os fungos podem realizar sua esporulagao dentro do biocarvao
(SOLAIMAN, et al. 2019).

2.3.1 Qualidade do solo agricola e aplicagdo do Biochar

O solo é composto por matéria inorganica (minerais) e matéria
organica (produto de decomposicao). Além dos componentes solidos, também
estdo presentes no solo componentes liquidos e gasosos, que ocupam 0s poros
ali presentes. A fase liquida é responsavel pela nutrigdo das plantas e a fase
gasosa € a que fornece oxigénio (e outros gases também) as raizes vegetais e
outros organismos que vivem no solo. Em conjunto, todos os componentes
auxiliam no desenvolvimento de plantas e de outros organismos que ali habitam.
Um solo saudavel é aquele que possui a capacidade de sustentar sua atividade
biolégica e prover saude para todos os organismos que dependem dele.
(EMBRAPA, 2013; ROESE, 2018).

Um solo degradado é aquele que apresenta um declinio
persistente da sua capacidade de fornecer servigos ao ecossistema. Apesar das
tentativas ao redor do globo para impedir a degradacdo do solo, as areas
afetadas continuam aumentando. A degradac¢ao do solo com o passar dos anos
vem apresentando uma grande ameaca a seguranca alimentar. Varios fatores
sdo associados a essa degradacgéo, incluindo a irresponsavel pratica agricola
que ignora os processos naturais que ocorrem no solo e o quanto isso € benéfico
para o agroecossitema (KURIA, et al. 2018; CROSSLAND, et al. 2018).

Para avaliar a qualidade do solo e a sua taxa de degradacéao,
utilizam-se alguns indicadores que podem ser quimicos, fisicos e bioldgicos. Os
indicadores quimicos avaliam a matéria orgénica presente no solo, ciclagem de
nutrientes, pH, quantidade de carbono organico, nitrogénio total e as relagdes
hidricas. Para o agroecossistema, os parametros de maior relevancia sao a
matéria organica e a ciclagem de nutrientes. Por causa das praticas de manejo
agricola, a matéria organica pode ser alterada, e ela também esta correlacionada
com outras propriedades do solo. Entdo, sua alteragao, culmina na modificagdo

de outros parametros também. O processo de ciclagem também pode sofrer um
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desequilibrio que resulta dos processos de mineralizagdo dos poluentes
(BARRIOS, 2007; MIELNICKZUK, 1999).

Os indicadores fisicos sdo importantes pois estdo envolvidos no
suporte ao crescimento das raizes, armazenamento de agua e nutrientes, além
de possuirem papel importante nas trocas gasosas e na atividade bioldgica.
Esses indicadores estdao relacionados com a compactagdo, espessura,
porosidade, resisténcia a penetracdo, retencdo de agua, condutividade
hidraulica e estabilidade de agregados (SCHLOTER et al., 2003). Todas essas
caracteristicas encontram-se intimamente relacionadas com o desenvolvimento
vegetal e também de outras espécies que habitam no solo, como
microrganismos, alguns deles possuindo papéis importantes como indicadores
biolégicos.

Os indicadores biolégicos séo as espécies microbianas, vegetais
e animais que estdo no solo e desempenham fungdes importantes para o
funcionamento do ecossistema. Os microrganismos presentes no solo possuem
papel importante na decomposigdo de compostos organicos, sendo de grande
importancia no agroecossistema também, pois eles realizam uma ciclagem de
nutrientes (fazendo possivel a assimilagdo desses nutrientes pelas plantas), bem
como desintoxicam o solo que pode conter moléculas contaminantes
(SCHLOTER et al., 2003).

Desses indicadores, as micorrizas sao 0os mais importantes e
mais eficientes na estruturacado do solo. As micorrizas formam uma rede de hifas
que melhora as caracteristicas fisicas do solo e a resisténcia a erosdo. Além
disso, uma grande diversidade fungica torna o solo mais resistente a estresses
e a doencgas do solo, assim mantendo maiores chances de manter seus
processos ecoldgicos apds algum disturbio no ecossistema. As atividades
agricolas estao intimamente relacionadas com o desbalango desses indicadores
citados (ROESE, 2018; ASMELASH, et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Selecionar fungos capazes de crescer em ambientes contaminados com

atrazina para aplicagdes de biorremediagao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar para os testes fungos isolados de solo agricola da Colecao de
Cultura de Micro-organismos de Importancia Biotecnoldgica e Ambiental
— CCMIBA, da UNILA;

e Comparar o peso seco de massa fungica entre os cultivos com e sem
atrazina;

e Avaliar o potencial de diminuicdo da toxicidade da atrazina nos cultivos
fungicos através do teste com Allium cepa.

e Auvaliar a redugdo da atrazina apds o cultivo flngico.

e Avaliar o potencial dos fungos testados para o desenvolvimento de um
bioinoculante para biorremediacdo de solos agricolas impactos com

atrazina.
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4 METODOLOGIA

4.1 CULTIVO DOS FUNGOS

Para o desenvolvimento do experimento foram avaliados os
fungos pertencentes a Colecéo de Cultura de Micro-organismos de Importancia
Biotecnoldgica e Ambiental — CCMIBA, da UNILA, obtidos no trabalho intitulado
"Avaliagdo da diversidade genética e funcional de fungos filamentosos em solo
com atrazina” em desenvolvimento pelo grupo de pesquisa coordenador pela
Profa. Rafaella Costa Bonugli Santos.

Ap06s analise do banco de dados da colegao, foram selecionados
trés fungos para a realizacdo dos experimentos. Esses fungos haviam sido
previamente testados qualitativamente para a producao de enzimas ligninoliticas,
e todos testaram positivo. Esses fungos foram identificados como Bjerkandera
sp. (R111), Clonostachys rosea (R018) e Purpureocillium lilacinum (R014). Em
adigdo, para a elaboragdo do consorcio e inoculagao no Biochar é importante
que os isolados sejam capazes de crescer em conjunto, sem que haja inibigao.
Assim, os fungos selecionados foram submetidos ao teste de antagonismo
paralelamente a este projeto pelo grupo de pesquisa.

A primeira etapa deste experimento foi a reativagédo dos isolados
em meio malte 2% sdlido (tabela 5). Posteriormente, esses fungos foram

passados para meio liquido.

Tabela 5: Composicdo do meio utilizado para o cultivo dos fungos.

Componente Concentragao
Malte 2%
Agar 1,5%
Peptona 0,2%

4.2 CRESCIMENTO FUNGICO EM MEIO LIQUIDO CONTENDO ATRAZINA

Os fungos previamente cultivados em meio sdlido foram
transferidos para meio MA2 liquido (tabela 5, sem adigdo de Agar). Nesse teste,
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foi feita a divisdo dos ensaios em dois lotes. No lote 1, o meio de cultivo continha
atrazina. No lote 2, o cultivo foi feito apenas com o meio malte 2%, sem atrazina
(cultivo controle). Esse teste foi feito num volume de 100 mL por réplica, em
erlenmeyers de 125 mL. Cada fungo em cada lote foi cultivado em tréplica.

Para o lote 1 (ensaio em que continha atrazina), foi utilizada a
atrazina comercial, de marca desconhecida, adquirida como doagédo, que tinha
na composi¢ao 900 g/kg de atrazina. Ela foi diluia em 1 g/L de agua deionizada
esterilizada. Antes de ser adicionada ao meio de cultivo, a solugao de atrazina
foi filtrada em filtros de seringa de 0,22 um. Em ensaios anteriores, essa atrazina
demonstrou contaminagéo, entdo essa filtragem foi feita para evitar que isso
acontecesse. Apods filtragdo, foram adicionados 10 mg/L da solugdo de atrazina
aos ensaios do lote 1.

Além dos ensaios com fungos, também foi realizado um ensaio
de controle negativo. Neste, n&o foi inoculado nenhum fungo, contendo apenas
0 meio de cultivo com atrazina. Todos os erlenmeyers foram colocados para

cultivo em shaker, a 140 rpm e 28°C, por um periodo de 10 dias.

4.3 PESO SECO DOS FUNGOS

Passados os 10 dias de cultivo, as amostras foram retiradas do
shaker e tiveram seu extrato liquido separado da massa celular. Para isso,
utilizou-se um funil e papel filtro. Os extratos foram filtrados e armazenados na
geladeira, enquanto a massa celular foi colocada em placas de Petri para
secagem em estufa (80°C).

As amostras que continham o fungo RO014 precisaram ser
centrifugados para que fosse possivel realizar a separagdo da massa celular e
do extrato devido a caracteristica do crescimento (produgdo de esporos). A

secagem dos fungos foi acompanhada dia apods dia, e a amostras secas pesadas.

4.4 ANALISE QUANTITATIVA DA DEGRADAGAO DA ATRAZINA

O mesmo experimento descrito no item 4.3, para o lote 1 e

controle foi repetido em volume (500 mL) para ser enviado a cromatografia.
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Todas as réplicas foram mantidas no shaker a 140rpm e 28°C por 10 dias.
Como descrito anteriormente, neste ensaio também foi feita a
separagdo da massa celular e do extrato liquido. Porém, neste caso, a massa
celular foi descartada, e somente o extrato liquido foi armazenado, em frascos
de 500 mL autoclavados. Esses ensaios foram enviados ao Laboratdrio de
Andlises de Residuos de Pesticidas (LARP), localizado no campus da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no Rio Grande do Sul, para
analise da concentracédo de atrazina por cromatografia. O método de extragéo
utiizado foi em fase solida (SPE) e as amostras analisadas usando
cromatografia liquida acoplada ao espectrofotometro de massa (LC-MS/MS),

com um limite de detecgado de 0,300 ug/L e limite de quantificagdo de 1 pg/L

4.5 ENSAIOS DE TOXICIDADE COM ALLIUM CEPA

Primeiramente, as cebolas foram descascadas e tiveram suas
raizes cortadas por completo. Entéo, elas foram colocadas com a raiz submersa
em agua destilada autoclavada para avaliar se estavam com a atividade de
crescimento de raiz inibida. As cebolas foram deixadas nesse estado por cinco
dias, e as que ndo apresentaram crescimento na raiz foram descartadas.

As cebolas selecionadas tiveram suas raizes colocadas de
maneira submersa nos extratos obtidos nos ensaios descritos no item 4.2 Cada
cebola foi colocada em um extrato diferente, em tréplicas. Nesse ensaio também
utilizou-se um tratamento somente com agua destilada autoclavada, como
controle positivo, e um tratamento com uma solugdo concentrada de atrazina,
como controle negativo (figura 11). Todos os ensaios foram feitos em tréplica, e

as cebolas foram retiradas dos extratos apos 7 dias.

Figura 11: Experimento com os extratos fungicos e Allium cepa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a aparéncia dos fungos, todos apresentaram um
crescimento regular (figura 12). Comparando os dois lotes, com e sem atrazina,
nao foi notada nenhuma diferenga significativa na aparéncia dos cultivos. Além
disso, o controle negativo, que ndo apresentava nenhum inoculo (apenas a
atrazina filtrada), ndo apresentou crescimento de nenhum contaminante (figura
15).

Em um ensaio realizado anteriormente com a atrazina n&o
filtrada, notou-se crescimento no controle negativo de uma massa celular, muito
provavelmente alguma levedura ou bactéria, dado o aspecto do meio de cultivo.
Algumas gotas desse ensaio foram colocadas em meio so6lido numa placa de
Petri para identificar se realmente havia algum contaminante, como mostra a
figura 13. Por este motivo optou-se pela filtragem da atrazina antes da sua adi¢éo

aos ensaios.

. 4D
Figura 12: Aspecto morfolégico dos ensaios realizados. (A) Purpureocilium lilacinum

(CCMIBA_RO014); (B) Clonostachys rosea (CCMIBA_RO018); (C) Bjerkandera sp.
(CCMIBA_R111); (D) Controle negativo (sem indculo).
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Figura 13: Resultado do cultivo de uma amostra de atrazina em meio sélido, pré-filtragem.

No ensaio de toxicidade com Allium cepa, nao foram atingidos
resultados favoraveis. Nas amostras com atrazina concentrada (controle positivo
de toxicidade), observou-se crescimento das raizes da cebola. Este resultado
nao € esperado pois a atrazina apresenta toxicidade para esse tipo de atividade.
Logo, as raizes nao deveriam ter crescido. Além disso, as cebolas que foram
colocadas nos extratos tirados dos crescimentos com fungo ndo apresentaram
crescimento de raiz, e observou-se crescimento flngico nessas cebolas (figura
14).

Figura 14: Crescimento fungico nas cebolas utilizadas no experimento.
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O trabalho de Esparza-Naranjo et al. 2019 realizou um estudo
similar para avaliar o potencial de detoxificacdo da atrazina por fungos
ligninoliticos. Entretanto, os autores utilizam a atrazina ultra pura para a andlise.
Como o presente trabalho fez uso da atrazina comercial acredita-se que a
caracteristica da formulagdo comercial tenha permitido o crescimento da raiz no
controle positivo. O composto comercial pode possuir na sua formulagéo
emulsificantes, espessantes, dispersantes, conservantes e outros compostos
que podem diminuir a toxicidade no teste com Allium cepa.

O crescimento do P. lilacinum CCMIBA R014 esta representado
na tabela 6. Observa-se que o lote 2 (ensaio que ndo continha atrazina)
apresentou valores maiores do que o lote 1 (ensaio que continha atrazina), o que
fica mais claro quando se compara as médias. Isso € um importante indicativo
de que este fungo pode nao tolerar muito bem o pesticida, tornando-o um fraco
candidato para o estudo quando relacionado ao cultivo com atrazina. Além disso,
o valor de p significativo (p-valor 0,001855) confirma a diferenga entre os ensaios
(lote 1 e lote 2).

Tabela 6: Peso seco do fungo P. lilacinum CCMIBA_RO014 cultivado na presenga (lote 1) e

auséncia da atrazina (lote 2).

Biomassa (mQ)

Réplica Lote 1 Lote 2
A 270,4 843
B 396,4 741,6
C 384,9 924,1

Média 350,5 836,2

A micorremediacao (remediacdo realizada por fungos) vem
sendo relatada em diversos estudos. Esses estudos incluem tratamento de solos
e corpos d’agua, que foram poluidos pelos mais diversos tipos de contaminantes.
Um dos fungos que vem sendo citado com bastante recorréncia é o
Purpureocillium lilacinum (identificado como P. lilacinum CCMIBA R014 no
presente estudo), principalmente pelo seu potencial de ftalatos, compostos

empregados na produgcdo de telhas de vinil e dispositivos médicos,
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providenciando flexibilidade aos plasticos. Os ftalatos sdo compostos aromaticos,
assim como a atrazina. P. lilacinum merece uma atengdo especial por outro
motivo: sua capacidade de controle biolégico com nematoides que atacam as
plantas (KEPENEKCI et al, 2018; AKHTAR & MANNAN, 2020).

O género Purpureocillium foi, inicialmente, introduzido na
taxonomia com o nome de Paecilomyces. A mudanca na sua nomenclatura foi
introduzida por Luangsa-ard et al. (2011), onde o género Purpureocillium foi
criado para acomodar a espécie Paecilomyces lilacinus. Essa nova taxonomia
foi proposta, principalmente, pela natureza polifilética que o género
Paecilomyces possuia. Este fungo se trata de um filamento saproébico, presente
em solos, vegetagdo em composi¢ao, insetos e nematoides. Além disso, ele
pode causar infecgdes em animais vertebrados, incluindo o ser humano.

Morfologicamente, P. lilacinum possui uma coloragéo lilds, possui esporos, e ndo

apresenta formagdo de clamiddsporos (figura 15) (BARON et al, 2020;
LUANGSA-ARD et al, 2011).

Figura 15: Purpureocillium lilacinum apés cultivo de 14 dias em meio de cultivo com extrato de
malte (a-c); (d, e) conidiéforos bem definidos; (f) conidios fusiformes. Fonte: Luangsa-ard et al,
2011.
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Contudo, apesar do baixo crescimento na presencga da atrazina,
P. lilacinum CCMIBA_RO014 foi selecionado do banco de dados devido sua
caracteristica no controle biolédgico, como um suporte bioldgico para o sistema
de biorremediacdo. Nematoides causam grandes impactos anualmente no
mundo todo, o que torna esse fungo de extrema importancia, considerando a
urgéncia que é a diminuicdo na utilizacdo de agrotoxicos por seus riscos
apresentados ao meio ambiente e a saude humana. O fungo Purpureocillium
lilacinum ja apresentou efetividade no combate a nematoides fitoparasitarios
como Meloidogyne spp. e Globodera spp., além de também atuar contra
entomopatdgenos (KEPENEKCI et al, 2018; DAS et al, 2020).

Estudos apontam que o fungo P. lilacinum apresenta resisténcia
aos mais variados produtos quimicos, incluindo produtos comumente utilizados
na agricultura como inseticidas. Além disso, pode até mesmo ter seu crescimento
estimulado por alguns agentes presentes em inseticidas. Alguns herbicidas como
atrazina e glifosato podem apresentar toxicidade, mas ndo em numeros
significativos (ONDRACKOVA et al, 2019).

Assim como o P. lilacinum, Clonostachys rosea (C. rosea
CCMIBA_R018) também é um fungo utilizado no controle biolégico, porém ele
atua como um micoparasitario. C. rosea CCMIBA_RO018 (tabela 7) apesar de ndo
apresentar diferenga significativa entre os lotes (p-valor 0,368537), pode ter
sofrido variagéo no crescimento na presenca de atrazina (lote 1). A auséncia de
significAncia deve-se provavelmente a grande variacdo entre as réplicas. A
esporulagdo é um efeito do crescimento que dificulta a analise através do peso
seco, diminuindo a biomassa. As fases do crescimento vegetativo e a produgéo
de esporos podem ser regulados de forma diferente (SUN et al, 2013), o que
pode ter resultado na grande variagao entre as réplicas.

C. rosea anteriormente fez parte do género Gliocladium mas,
com o passar do tempo, notou-se muita diferenga do fungo para com o restante
do género. Clonostachys é um ascomiceto endofitico amplamente distribuido em
todo o mundo, principalmente na América do Sul. E comumente encontrado em
isolados de solo e nas raizes de diferentes tipos de plantas, como também em
alguns insetos e nematoides (SUN et al, 2020; SARAIVA et al, 2014; ANWAR et

al, 2018). E um fungo esporulado, e apresenta conidios e clamidésporos. As
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cores da sua colbnia variam entre branco-acizentado e amarelo/laranja,
dependendo da luminosidade do ambiente. O meio de cultivo mais utilizado é o

de dextrose de batata (figura 16) (SUN et al, 2020).

Tabela 7: Peso seco do fungo C. rosea CCMIBA_RO018 cultivado na presenga (lote 1) e

auséncia da atrazina (lote 2).

Biomassa (mg)

Réplica Lote 1 Lote 2
A 781,3 456,3

B 361,7 541,2

C 231,9 1642,3
Média 458,3 879,9

—_—

Figura 16: (a) Morfologia do C. rosea em meio de cultivo BDA; (b, c) conidiéforos; (d) conidios.
Fonte: Afshari & Hemmati, 2017.

C. rosea atua, principalmente, em patdégenos presentes na
rizosfera, como por exemplo fungos das espécies de Fusarium. C. rosea foi
objeto de estudo para decomposi¢édo de alguns alquilfendis, que sao utilizados

principalmente na fabricagcao de detergentes, pesticidas e emulsificantes. Esses
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estudos relatam que, entre os pesticidas existentes, apenas fungicidas
apresentam inibicdo no crescimento de C. rosea., resultado ndo observado em
inseticidas e herbicidas (CHANG et al, 2020; MACEDO et al, 2012; NYGREN et
al, 2018).

Os resultados dos ensaios para Bjerkandera sp. CCMIBA_R111
estdo apresentados na tabela 8, ndo houve diferenca estatistica (p-valor
0,840332) entre os lotes e mesmo com variagado entre algumas réplicas as
médias foram similares. Esses resultados sao promissores e confirmam o

potencial desse género para a degradagao da atrazina.

Tabela 8: Peso seco do fungo Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 cultivado na presenga (lote 1) e
auséncia da atrazina (lote 2).

Biomassa (mg)

Réplica Lote 1 Lote 2
A 155,9 189,8
B 157,4 512,6
C 463,3 171,4
Média 258,9 291,3

Fungos do género Bjerkandera, como o fungo avaliado no
presente trabalho (Bjerkandera, sp. CCMIBA_R111) é um fungo que faz parte do
grande grupo dos fungos da podriddo branca (WRF — White-Rot Fungi), muito
conhecidos pela sua degradacéo de compostos recalcitrantes que comumente
poluem solos e corpos d’agua, fazendo essa degradagéo por meio das enzimas
ligninoliticas. Além disso, Bjerkandera sp. apresenta capacidade de biorremediar
solos poluidos por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (conhecidos como
PAH) (KOTTERMAN et al, 1998; BARDI et al, 2017; TRIPATHI et al, 2012). Esse
género faz parte do grande grupo do Filo Basidomycetos, de aparéncia branca.
Esse fungo geralmente cresce em madeira de angiospermas mortas, e possui
ampla distribuicdo no mundo inteiro (WANG et al, 2021)

Esse fungo ja é muito conhecido pelo seu potencial de
biorremediagéo, e séo incontaveis os estudos realizados utilizando-o (tabela 9).

A espécie mais comumente estudada é B. adusta (figura 17). Mais recentemente,
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ensaios protedmicos estdo sendo realizados para entender melhor a interagédo

desse fungo com o meio ambiente. Nas figuras 17 e 18 & possivel observar

melhor o cultivo desse fungo in natura e em meio com extrato de malte.

Tabela 9: Estudos realizados com Bjerkandera sp. na biorremediag&o.

Composto estudado

Referéncia

PHA
Dibenzotiofeno, fluoranteno,
pireno, criseno
Hexaclorociclohexano (HCH)
Antraceno

Pentaclorofenol
Toxafeno

Residuos da industria téxtil
Pesticidas halogenados
Nitrofendis

Tiomorfolina

KOTTERMAN et al, 1998
VALENTIN et al, 2007

QUINTERO et al, 2007
FIELD et al, 1995
RUBILAR et al, 2007
LEON-SANTIESTEBAN &
RODRIGUEZ-VAZQUEZ, 2017
ROBINSON & NIGAN, 2008
DAVILA-VAZQUEZ et al, 2005
TRIPATHI et al, 2011
ERMAKOVA, 2008

Figura 17: Bjerkandera adusta encontrado no tronco de arvores. Fonte: desconhecida.
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Figura 18: Crescimento do fungo Bjerkandera sp. em meio malte. Fonte: Kornittowicz-Kowalska
& Rybczynska, 2012.

Nas tabelas 10, 11 e 12 é possivel observar os resultados do
teste de ANOVA para os fungos estudados no presente trabalho. Pode-se
observar que, para o P, lilacinum CCMIBA_R014 houve um valor p significativo.
Isso implica que houve diferenga na biomassa obtida nos dois lotes testados. Ao
comparar as médias obtidas (tabela 14), constata-se que a média do lote 2 (que
nao continha atrazina) foi bem superior a média do lote 1 (que continha atrazina).
Isso pode indicar que o fungo testado ndo possui uma boa tolerancia ao
agrotoxico testado, tornando-o baixa prioridade para o estudo, como ja discutido
anteriormente.

Tabela 10: Resultados do teste ANOVA para o fungo CCMIBA_R014.

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico

Entre grupos 353808,1667 1  353808,1667 53,550556 0,001855 7,708647
Dentro dos grupos 26427,97333 4  6606,993333

Total 380236,14 5

Tabela 11: Resultados do teste ANOVA para o fungo CCMIBA_R018

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P__ F critico
Entre grupos 266662,0017 1 266662 1,025302 0,368537 7,708647
Dentro dos grupos 1040325,927 4 260081,5
Total 1306987,928 5
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Tabela 12: Resultados do teste ANOVA para o fungo CCMIBA_R111.

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos 1574,64 1 1574,64 0,04619658 0,840332 7,708647
Dentro dos grupos 136342,5533 4 34085,63833

Total 137917,1933 5

Observando os dados obtidos para os fungos Clonostachys
rosea CCMIBA_RO018 e Bjerkandera sp. CCMIBA_R111, ambos os ensaios nao
resultaram em p-valor significativo. Esse dado indica que, entre um tratamento e
outro (com e sem atrazina), ndo houve diferenc¢a notavel na medida de biomassa.
Isso significa que o xenobidtico utilizado ndo teve grande impacto no
desenvolvimento do fungo, tornando-os bons candidatos para o
desenvolvimento do bioinoculante para biorremdiacao.

Os fungos P lilacihum CCMIBA_R014 e C. rosea
CCMIBA_RO018 apresentaram maior taxa de crescimento nos ensaios (figura 19),
mas a biomassa produzida pelo fungo Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 foi inferior.
As proximas etapas do projetoé a elaboracao do consoércio para imobilizagdo no
Biochar. Para tanto, frente aos resultados obtidos no presente trabalho se fazem

necessario aumentar a biomassa do Bjerkandera sp. CCMIBA_R111.

2000

1500

1000
-

Lote 1 Lote 2

Biomassa (mg)

wv

o

o
—
——

Tratamento

Bjerkandera sp. CCMIBA_R111 Clonostachys rosea CCMIBA_R018

Purpureocillium lilacinum CCMIBA_R014

Figura 19: Boxplot dos resultados obtidos para peso seco da biomassa fungica.

O fungo Bjerkandera sp. apresenta um crescimento semelhante

quando se utiliza meio de cultivo MEA (extrato de malte) ou BDA (batata
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dextrose), sem produgcdo do basidio (figura 17), produzindo uma biomassa
menor (figura 18), um fator que pode explicar sua baixa produgdo em
comparagdo com outros fungos do trabalho. Em adigéo outro fator que pode
explicar o porqué deste fungo apresentar um crescimento menor do que os
outros no meio com extrate de malte é a temperatura utilizada. Todos os fungos
foram incubados a 28°C, e a temperatura 6tima de crescimento do Bjerkandera
sp. € 24°C (RECH et al, 2020; MESTER & FIELD, 1997). Novos estudos devem
ser realizados visando o aumento da biomassa, como substratos
lignoceluloliticos.

O monitoramento de pesticidas no meio ambiente é feito através
da identificacdo desses compostos, bem como da sua quantificagdo. A
quantificacdo é feita através de técnicas analiticas, sendo a cromatografia a mais
comum entre elas. As cromatografias gasosa e liquida sdo as mais utilizadas
para fazer essa quantificagdo de poluentes nas mais diversas matrizes.
Tratando-se especificamente de analise de pesticidas, é preferivel a utilizagdo
da cromatografia liquida, ja que sdo compostos que ndo evaporam facilmente
(MASIA et al, 2014; SOUSA, 2020; LIU et al, 2017).

Num geral, a cromatografia gasosa e a liquida se complementam.
A cromatografia liquida, devido a sua grande versatilidade, é aplicada num
grande espectro de herbicidas, incluindo a atrazina. Geralmente ela é aplicada
na identificagado de pesticidas pertencentes a uma mesma classe. Estudos feitos
com atrazina e outros pesticidas comumente utilizam desse método para suas
analises, em conjunto com a espectrometria de massas (SKAGGS et al, 2021;
SANTOS-HERNANDEZ et al, 2018; MELO et al, 2003).

No presente estudo, as amostras foram analisadas através de
uma cromatografia liquida com espectrofotdtmetro de massa (LC-MS/MS) (com
um limite de detecgéo de 0,300 pg/L e limite de quantificagcdo de 1 ug/L), e o
resultado pode ser observado na tabela 13. O método de extragao utilizado foi
em fase solida (SPE), que é comumente utilizado para isolamento de analitos,
principalmente se tratando de amostras complexas. Esse método de extragao
permite que os analitos sejam identificados mesmo em concentragbes muito
baixas (JARDIM, 2010; POOLE, 2003).
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Tabela 13: Resultado do ensaio de cromatografia liquida com espectrofotdmetro de massa

(LC-MS/MS).
Concentracédo de atrazina (mg/L)
R014 R018 R111 CN
A 4,444 3,147 2,712 8,795
B 4,702 3,136 4,061
C 4,994 2,213 2,969
Média 4,713 2,832 3,247 8,795

Houve redugdo na concentragéo da atrazina no cultivo dos trés
fungos comparado ao controle, resultando na eliminagao de 46%, 63% e 68% de
atrazina nos cultivos dos fungos P. lilacinum CCMIBA_RO014, Bjerkandera sp.
CCMIBA_R111 e C. rosea CCMIBA_RO018, respectivamente. Essa redugao pode
ser resultado da biodegradagao ou da reduc&o do contaminante pelo mecanismo
de adsorgéo na biomassa. Conhecendo agora o potencial agora novos ensaios
serdo realizados analisando a concentracdo da atrazina ndo apenas o
sobrenadante, mas também na biomassa.

Na figura 20, observa-se melhor os resultados dessa analise. Ao
comparar as médias dos valores obtidos na cromatografia, € possivel notar uma
certa diminuigdo na concentragédo da atrazina, entre o controle negativo (cultivo
sem nenhum indculo) e os as outras amostras. Essa diminuicdo pode comprovar
que os fungos utilizados neste trabalho sdo capazes de diminuir a presenca do
pesticida, além de apresentarem tolerancia a ele. E possivel observar que os
dois fungos que apresentaram um resultado favoravel com relagdo ao
crescimento, também apresentaram maior degradacdo de atrazina (R018 e
R111). Porém, mesmo P. lilacihum CCMIBA_R014 demonstrando pouca
tolerancia ao pesticida, houve reducgéo, indicando talvez o processo de adsorgéo

na biomassa.
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10 Comentado [R1]: Colocar os nomes dos eixos ¢ tirar o
titulo

Concentracdo de 6

atrazina (mg/L)
3 I I I
0

Purpureocillium Clonostachys rosea Bjerkandera sp.
lilacinum (R14) (R18) (R111)

IS

L

Figura 20: Grafico comparando os valores médios obtidos na analise cromatografica.

Considerando os resultados obtidos neste estudo, pode-se dizer
que os fungos foram selecionados com sucesso, ja que apresentaram tolerancia
no crescimento e redugdo da concentragdo da atrazina. Como préximo passo, é
preciso entender por qual motivo o fungo CCMIBA_RO014 (Purpureocilium
lilacinum) apresentou diminuigdo no seu crescimento na presenca da atrazina e
qual o mecanismo de redugdo (biodegradagdo ou adsorgio). Além disso,
precisa-se encontrar mecanismos para inocular esses fungos no biochar, para
possivel utilizagdo do produto in situ. A partir dos resultados obtidos, os ensaios

seréo continuados pelo grupo de pesquisa.

56



6 CONCLUSAO

Apos os estudos realizados, pode-se concluir que o fungo que
apresentou o melhor resultado foi o Clonostachys rosea (CCMIBA_R018), por
apresentar maior massa celular ao final do experimento e melhor redugéo da
concentragdo da atrazina. O fungo Purpureocillium lilacinum (CCMIBA_R014)
nao apresentou resultados favoraveis, visto que teve um crescimento bem maior
no tratamento sem atrazina, apontando que o pesticida pode nédo ser bom para
o desenvolvimento do fungo. Bjerkandera sp. (CCMIBA_R111) teve resultados
relativamente favoraveis, visto que seu crescimento nao foi muito afetado pela
atrazina e ainda mostrou eficiente eliminagéo da atrazina. Mas, ao mesmo tempo,
a biomassa adquirida foi um pouco menor. Portanto, se faz necessaria uma
otimizagcdo do processo de cultivo desse fungo, para que haja um valor
satisfatorio de biomassa.

O desenvolvimento do bioinoculante iniciado no presente
trabalho n&o projeta apenas a degradacéo da atrazina. A capacidade do solo
agricola em realizar os processos de transformagéo, retencao e transporte da
atrazina estao ligados ao potencial de biodegradagéo da microbiota do préprio
solo, quando a microbiota é ativa, rapidamente consegue responder a entrada
do poluente, ndo resultando em impactos diretos nas caracteristicas quimicas,
bioldgicas e fisicas do solo. Por outro lado, quando o solo apresenta um baixo
indicador bioldgico, o defensivo agricola vai resultar imediatamente na
diminuicdo da microbiota, consequentemente na mudanga no processo de
ciclagem de nutrientes, geracao e retencdo da matéria organica e da agua para
a nutricdo vegetal, alterando diversas caracteristicas fisicas, como compactagéo,
formagédo de agregados e porosidade do solo. Neste sentido, os resultados
obtidos no presente trabalho indicam potencial para melhora da qualidade do

solo quando em conjunto com as vantagens do biochar.
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