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RESUMO

Com a acentuada expansao agricola para suprir a demanda do mercado, 0 uso dos
agrotéxicos para combater pragas, ervas daninhas e doengas, aumentou
deliberadamente, resultando em inUmeros prejuizos para o meio ambiente. Dessa
forma, a biorremediacdo vem se destacando de uma forma promissora para a
diminuicdo de poluentes na natureza. O objetivo deste projeto foi de realizar
tratamentos biol6gicos com o uso de fungos da podridao branca para a degradacao
de diferentes agrotéxicos utilizados na agricultura. A degradacao dos contaminantes
foi analisada pela técnica de ATR-FTIR e utilizando a enzima lacase. A degradacao
dos agrotdxicos foi efetiva, com destaque para o cultivo utilizando o fungo
Ganoderma lucidum (GL) com o agrotéoxico DMA 806 e Trametes versicolor (M3)
com o agrotéxico Match EC que houve aumento em até 5 vezes na producéo
enzimas com a presenca do agrotéxico. De acordo com as analises de ATR FTIR, o
fungo GL se mostrou eficiente na degradacao do agrotéoxico DMA, pois as bandas
relativas ao agrotoxico desapareceram por completo.

INTRODUCAO

Os agrotéxicos tém sido aplicados deliberadamente na agricultura, visando o
controle de diversas pragas e gerando consequentemente um aumento na producao
agricola para suprir as crescentes necessidades do mercado. O uso indiscriminado
de pesticidas, fungicidas, herbicidas, entre diversos outros produtos quimicos, tem
ocasionado modificacdes no ambiente, contaminando desde a agua e o solo até os
seres humanos (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

Os impactos da degradacdo ambiental estdo se intensificando, levando a
conscientizacdo sobre a necessidade de métodos sustentaveis para mitigar essa
deterioracdo. A biorremediacdo € uma técnica de baixo custo que utiliza organismos
vivos para transformar ou remover contaminantes, sendo eficaz em areas altamente
poluidas onde a biodegradacao natural € lenta. Um exemplo é o uso de fungos da
podriddo branca, que produzem enzimas extracelulares como lacase, manganés
peroxidase e lignina peroxidase, capazes de converter lignina em CO. e degradar
poluentes como pesticidas. (SALVI; MARINA BIANCHINI, 2011). E possivel verificar
a degradacao dessas moléculas por meios de técnicas como a analise da atividade
da lacase e o ATR FTIR.
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Desta forma, é de suma importancia a reducdo da concentracao de agrotéxicos no
ambiente. Visto que este composto possui alta resisténcia a degradacdo, este
trabalho tem como objetivo selecionar fungos da podriddo branca da madeira e
analisar sua eficiéncia na degradacao dos agrotoxicos DMA 806, Glifosato, Abacus
HC e o Match EC, que sao muito utilizados nas plantagdes agricolas.

MATERIAIS E METODOS

Os fungos foram obtidos na colecado de culturas do Laboratério de Biogquimica de
Microrganismos e Alimentos da UEM e os agrotéxicos com um agricultor local.

Para os testes preliminares foram selecionados 3 fungos da podridao branca, sendo
eles Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus e Ganoderma lucidum, os quais foram
cultivados em meio BDA preparado com batata, agar bacteriologico a 1,8%,
suplementado com glicose e extrato de levedura a 1%. Os agrotoxicos utilizados
foram DMA 806, Glifosato, Abacus HC e o Match EC, sendo que nos primeiros
testes as concentragbes utilizadas foram, 60 yg/mL, 50 pg/mL,10 pg/mL,40 pyg/mL
respectivamente. Apds a adicdo do agroquimico, os meios foram autoclavados a
121°C por 15 minutos. Discos miceliais de 10 mm dos basidiomicetos foram
inoculados em placas de petri contendo somente BDA (controle), e em placas
contendo BDA com o respectivo agrotdxico para o comparativo. Os cultivos foram
feitos em duplicata totalizando 10 placas para cada fungo utilizado, todos cultivados
em incubadora a 28 °C por 10 dias. O halo de crescimento do micélio foi medido
diariamente para determinacdo dos melhores fungos degradadores que foram
utilizados em analises posteriores.

Apés analisar os resultados desse experimento, foi separado os agrotoxicos que 0s
fungos conseguiram degradar melhor, dobrando as suas concentragbes, dos
agrotoxicos que os fungos tiveram mais dificuldade, diluindo suas concentragdes no
meio BDA. Dessa forma, os agrotéxicos Match e DMA tiveram suas concentragdes
diluidas para ser testados novamente no meio com o fungo PO e M3, e com o fungo
GL esses agrotoxicos tiveram suas concentragdes dobradas. Ja o Abacus teve sua
porcdo dobrada para os fungos PO e M3 e para o fungo GL teve sua concentracao
diluida. O glifosato teve sua quantia dobrada para os trés fungos. Os fungos que
apresentaram melhor resultado foram utilizados para o cultivo em meio liquido,
preparado com meio mineral suplementado com glicose a 0,5% e extrato de
levedura a 0,2%, em frascos de 125 mL contendo 25 mL de meio.

O meio liquido foi preparado em triplicada, com glicose 1%, extrato de levedura 5%
em Vogel (1:50). Todos os materiais utilizados foram esterilizados em autoclave a
121 °C por 15 min

Em seguida foram inoculados trés discos miceliais de 10 mm nos frascos e todos os
meios foram deixados na estufa por 7 dias. Ao final dos 7 dias de incubacgéo, os
cultivos foram filtrados em bomba a vacuo e as biomassas foram secadas em estufa
até peso constante e o liquido filtrado foi armazenando em Eppendorf, para a
determinacao das atividades enzimaticas e para 0 acompanhamento do processo de
degradacao do agrotoéxico.

A atividade da lacase (EC 1.10.3.2) foi medida com ABTS em tampao acetato de
sédio 50 mM (pH 5) a 40 °C. A leitura das absorbancias foi feita a 420 nm para
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verificar a atividade enzimatica. Foi utilizada a técnica de ATR-FTIR para determinar
os diferentes picos de absorbancia dos agrotoxicos (LIU, KAZARIAN, 2022).,
realizada em parceria com o Departamento de Ciéncias da Universidade Estadual
de Maringa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados apés 10 dias de incubagcao nos cultivos em meio sélido
(Figura 1) utilizando os agrotoxicos DMA 806, Glifosato, Abacus HC e o Match EC, e
depois mais 10 dias de incubacdo com as concentragdes de agrotoxicos diluidas ou
dobradas de acordo com o mal ou bom desenvolvimento do fungo no meio,
respectivamente, os fungos Pleurotus ostreatus (PO) e Trametes versicolor(M3), ndo
conseguiram degradar as concentragdes dobradas, e o G. lucidum(GL) as
concentragdes diluidas do agrotdéxico ABACUS, sendo assim ele foi considerado
muito tdéxico para os fungos, sendo descartado dos experimentos seguintes,
enquanto que os outros agrotéxicos foram selecionados para o cultivo em meio
liquido.

Figural- Utilizando o fungo M3: 1 e 2 o controle, 3 e 4 meio com Match, 5 e 6 meio com DMA, 7 e 8
meio com Abacus, 9 e 10 meio com Glifosato.

A partir das amostras coletadas do meio liquido, os experimentos contendo o fungo
GL com agrotéxico DMA, o fungo M3 com os agrotoxicos DMA e o Match EC, fungo
PO com o agrotdxico Match EC e com o Glifosato, a degradacéao dos agrotéxicos foi
efetiva. Com destaque para o experimento com o GL/DMA e o M3/Match EC que
houve aumento em até 5 vezes na producao das enzimas de lacase com a presenca
do agrotdxico. No entanto o experimento contendo M3 e Match EC, durante a
analise de ATR FTIR nao houve mudanca significativa nas bandas.

Com base nos espectros de ATR-FTIR para analisar degradacdo dos agrotéxicos,
no meio contendo fungo GL e agrotéxico DMA, as bandas relativas ao contaminante
quimico desapareceram por completo (Figura 2), indicado pela baixa absorbancia da
molécula. Esse resultado implica que apds o tratamento, o herbicida DMA teve sua
estrutura diminuida pelo fungo.
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Figura 2- Gréfico de ATR-FTIR do meio contendo fungo GL e agrotéxico DMA. Sendo que quanto
maior a absorbancia, maior a quantidade da molécula na amostra.
Vermelho — meio apenas com Agrotdxico; Azul — Apenas a presenca do fungo; Preto — Cultivo de
fungo com agrotbxico.

CONCLUSOES

Os dados obtidos revelaram que por mais que 0s meios soélidos contendo
GL/Glifosato, GL/Match, M3/Glifosato e PO/DMA tiveram desenvolvimento dos
fungos, nos meios liquidos esse crescimento decaiu e durante os testes da lacase,
nao houve mudangas significativas na liberagcao de enzimas, indicando que eles nao
foram eficientes para a diminuigao da toxicidade.

E importante destacar que os experimentos contendo GL/DMA e M3/MATCH
aumentaram em até 5 vezes a producdo enzimas. Por mais que o GL nao tenha se
desenvolvimento de forma visivelmente relevante no meio solido e liquido contento o
DMA com as concentracées dobradas, de acordo o teste ATR-FTIR a degradacao
do agrotoxico foi efetiva no experimento. Com base nos dados anteriores pode-se
supor que os fungos podem ter a capacidade de biorremediar areas contaminadas
com agroquimicos, porém mais testes devem ser realizados para analisar a
eficiéncia desses diferentes fungos na biorremediag¢do de agrotoxicos.
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