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Estudou-se a degradacdo de solo agricola contaminado por
longo tempo de aplicagdo de agrotoxicos (paraquate, clorotalonil
e deltametrina) pelos fungos basidiomicetos Pleurotus ostreatus
e Phanerochete crysosporium com e sem uso de surfactantes.
Determinou-se a degradacao dos trés produtos em meio de cultura
pelos fungos, sendo testados varios substratos para inoculagéo
dos fungos ao solo. As enzimas produzidas durante a degradacao
também foram avaliadas. Todos os produtos foram degradados em
meio de cultura em porcentagens variadas de maneira sequencial.
O periodo de maior degradacdo revelou a maior quantidade de
enzimas, sendo o bagaco de caju o substrato com maior crescimento
fungico e producgdo de enzimas.Verificou-se degradacdo completa
do herbicida paraquate no solo na presenca de surfactantes.
A degradacdo do clorotalonil foi acelerada pela presenca do
surfactante e sé ocorreu apés a degradacdo do paraquate. O
inseticida deltametrina, que apresentava menor concentracdo no
solo, foi o substrato menos degradado. Houve maior producao
de enzimas no inicio do crescimento fungico, quando o herbicida
paraquate foi degradado.
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1 INTRODUCAO

Os agrotoxicos constituem um dos grupos mais representativos de poluentes no ambiente,
devido ao seu uso intensivo na agricultura em quantidades elevadas,cujos produtos de degradacéo
podem se acumular no solo (CHOUDHORY et al., 2008). A matriz do solo estd constantemente
interagindo com outros compartimentos e assim sua poluicdo pode propagar contaminantes
diretamente para as aguas superficiais e subterraneas e também para o ar (CONTE et al., 2005).

Preocupacgéo crescente em areas agricolas com intenso uso de agrotoxicos envolve a
ocorréncia de solos contaminados com altas concentragcdes dos principios ativos desses produtos
(ARTHUR et al., 2000). Locais contaminados frequentemente contém numerosos poluentes, 0s
guais podem constituir risco para a sadude humana, de animais e para o meio ambiente.

A biodegradacéo, processo natural de degradacdo de um xenobiético por um organismo,
constitui estratégia de sobrevivéncia, pois prové carbono e energia para o crescimento e reproducao
dos micrébios (DUA et al. 2002).

O uso de micro-organismos (fungo ou bactéria) naturalmente presentes no ambiente, ou
introduzidos para degradar poluentes chama-se biorremediac&o. Micro-organismos podem degradar
numerosos poluentes organicos devido a sua maquinaria metabdlica e capacidade para se adaptarem
em ambientes desfavoraveis (EL FANTROUSSI e AGATHOR, 2005). Biorremediag&o in situ envolve
o tratamento de locais contaminados com poluentes mediante aplicacdo de micro-organismos e de
nutrientes para melhorar o processo de biodegradacdo desses compostos (YOUNES e GALAL-
GORCHEN, 2000).

A biodegradacdo de determinado contaminante depende da disponibilidade do produto
para os organismos que irdo promover a degradagdo. Muitos dos produtos mais recalcitrantes
apresentam baixa degradacao devido sua hidrofobicidade. Tem sido aceito que somente agrotoxicos
presentes na solucdo do solo estéo disponiveis para a agdo microbiana (MATA-SANDOVAL, KANS
e TORRENTS, 2002). Para resolver o problema da hidrofobicidade e limitada disponibilidade de
alguns agrotoxicos, surfactantes sé@o utilizados visando aumentar o contato do produto com os
micro-organismos e elevar as taxas de degradacao.

Surfactantes sao compostos anfipaticos que podem reduzir a tensdo superficial de
compostos organicos hidrofébicos e insoliveis, aumentando sua solubilidade, mobilidade,
disponibilidade e consequentemente sua biodegradacédo. Apresentam uma extremidade polar e
outra apolar, sendo a primeira hidrofilica e a segunda lipofilica (IGLESIAS-GIMENEZ, SANCHEZ-
MARTIN e SANCHEZ-CAMAZANO, 1996).

Varios compostos apresentaram degradacdo acelerada na presenca de surfactantes, tais
como endossulfan (JAYASHREE e VASUDVAN, 2009), creosoto (ATAGANA, HAYNES e WALLIS,
2005), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (KOSARIC, 2001), pentaclorofenol (MULLIGAN e
EFTEKHARIE, 2003) e hexadecano (NOORDMAN et al., 2002).

Os fungos basidiomicetos, devido a producdo de exoenzimas de largo espectro, sdo
conhecidos pela capacidade de degradar ampla faixa de compostos aromaticos, halogenados e nao
halogenados (GADD, 2001). Assim, a biorremediacéo de solos agricolas contaminados com varios
produtos diferentes empregados no cultivo agricola seria possivel com o uso desses organismos.

O objetivo deste trabalho foi a utilizacdo de fungos basidiomicetos para a remediacdo de
solo agricola contendo altos niveis de agrotéxicos (devido ao longo tempo de uso), aplicando-se
surfactantes para aumentar a degradacgéo desses produtos no solo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1SOLO

O solo estudado foi coletado em area agricola com intenso uso de agrotoxicos, no municipio
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de Tiangua, regido noroeste do estado do Ceara. Analises desse solo mostraram contaminacao
em diferentes concentracdes do inseticida deltametrina, do herbicida paraquate e do fungicida
clorotalonil, os quais vinham sendo aplicados regularmente na referida area. As concentracfes
encontradas para os agrotoxicos paraquate, chlorotalonil e deltametrina foram 7,76; 2,0 € 0,31 ng.g*
solo, respectivamente. Esse solo, classificado como areia quartzosa distréfica, continha os seguintes
teores dos elementos (mg.dm3): P 138; K 230; Ca 2,2; Mg 1,2 e Na 11. O pH de 5,4, mesmo sendo
ligeiramente acido nao foi corrigido, pois nesse caso pode favorecer o crescimento flngico.

2.2 MICRO-ORGANISMOS

Foram estudados os fungos basidiomicetos Pleurotus ostreatus e Phanerochaete
crysosporium, pertencentes a Colecdo de Culturas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA/USP). Os fungos foram cultivados em meio solido malte agar (2% malte e 0,2% extrato de
levedura) e incubados a 28°C durante oito dias para sua utilizagéo nos experimentos.

2.3 TESTE DE TOXICIDADE COM OS TRES AGROTOXICOS

Avaliou-se o crescimento dos fungos P. ostreatus e P. crysosporium na presenca dos
agrotoxicos paraquate, clorotalonil e deltametrina, em trés concentragbes (10, 25 e 50 ug.mL?)
em meio de cultura sélido (meio de Pontecorvo), segundo metodologia de Marinho et al. (2011),
medindo-se o didmetro dos fungos aos 3, 5, 7 e 9 dias.

2.4 DEGRADAGAO DOS AGROTOXICOS PELOS FUNGOS EM MEIO DE CULTURA

Os fungos P. ostreatus e P. crysosporium foram inoculados em meio de Pontecorvo
(150 mL), contendo os trés produtos (paraquate, clorotalonil e deltametrina) como Unica fonte de
carbono na concentragdo de 10 ug.mL?, conforme descrito por Silva e Monteiro (2000). Analises da
degradacéo dos agrotoxicos por cromatografia a gas e producao da enzima manganés peroxidase
foram efetuadas ap6s 10 e 14 dias.

2.5 EXTRACAO DOS AGROTOXICOS DO MEIO DE CULTURA

Para extracao dos trés produtos do meio de cultura empregou-se o sistema de fase sélida,
utilizando colunas C18 (HARRIS, 2007). Efetuou-se o condicionamento da coluna com 5 mL de
hexano, 5 mL de metanol e 1 mL de 4gua deionizada. O meio de cultura, na quantidade de 25 mL,
foi aplicado e, em seguida, eluido com 5mL da mistura de metanol/acetato de etilana na proporcao
1:1. Os extratos foram concentrados e injetados no cromatografo a gas nas condi¢des descritas no
item 2.8.

2.6 DEGRADACAO DOS AGROTOXICOS NO SOLO PELOS FUNGOS BASISIOMICETOS
COM USO DE SURFACTANTES

O solo contaminado com os trés agrotéxicos foi inoculado com os fungos P. ostreatus e P.
crysosoporium, com e sem surfactante, e a degradacdo avaliada. Aplicou-se o biossurfactante em
amostras de 100 g de solo, sendo a umidade (70% da capacidade de campo) corrigida com sua
aplicacéo. Cultivou-se o indculo sobre o bagaco de caju, usando 5 g desse substrato. Efetuaram-se
andlises da degradacdo por cromatografia a gas e producao da enzima manganés peroxidase aos
7, 15 e 30 dias de incubacdo (ARAUJO e MONTEIRO, 2006).

2.7 TESTE COM SUBSTRATOS PARA INOCULAGCAO DOS FUNGOS

Testaram-se trés substratos para o crescimento e a inoculagdo dos fungos basidiomicetos
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ao solo, dentre os quais o0 bagaco de cana, o bagaco de caju e o bagaco de coco, buscando obter
maior eficiéncia na colonizacao do solo e também o reaproveitamento desses materiais. Avaliou-se
o crescimento fangico e a producdo da enzima manganés peroxidase apos 10 dias de incubacéo
(KAMIDA et al., 2005).

2.8 ANALISES QUIMICAS NO SOLO

Para a extracao dos trés agrotoxicos do solo utilizou-se metodologia multirresiduo, baseada
em Tadeo et al. (2010), sendo 5 g de solo extraidos com acetato de etila (10 mL) sob sonicacéo
por 30 minutos e depois concentrados. As amostras foram injetadas em cromatégrafo a gas Perkin
Elmer, com temperatura do injetor de 250°C, da coluna inicialmente em 100°C por 1 min e rampa
de 23,5°C/min até 280°C por 12 minutos e temperatura no detector de 320°C. Utilizou-se fluxo de
gases de 6 mL.min* para H, e 30 mL.min* para N,.

2.9 PRODUGAO DE SURFACTANTES

O surfactante foi produzido microbiologicamente a partir da bactéria Pseudomonas
aeruginosa, incubada em meio LB contendo 1% de 6leo de babacgu, durante 48 h em shaker a
150 rpm (ROBERT et al.,1989). Na aplicacdo ao solo utilizou-se o liquido metabdlico, apos
centrifugagdo a 3500 rpm por 7 min.

2.10 ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a andlise da enzima managanés peroxidase no solo realizou-se a extracdo com
30 mL de acetato de sédio (50 mM) em 10 g de solo (3:1). Apds agitagédo, a amostra foi centrifugada e
o0 sobrenadante utilizado para as analises. Areacao foi efetuada com 50 uL de Mn SO,,, 50 uL de H,O,
em tampéao succinato, 100 uL de lactato de Na, 200 pL de albumina bovina, 600 uL de sobrenadante
e 100 pL de vermelho de fenol. A leitura da absorbéncia ocorreu a 610 nm (KUWAHARA et al., 1984).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 TESTE COM SUBSTRATOS PARA INOCULACAO DOS FUNGOS

Dentre os residuos testados, 0 bagaco de caju apresentou maior crescimento fangico. Esse
substrato com elevado teor de acglicares, fonte de energia de facil absorcéo, pode ter favorecido o
crescimento dos fungos. Por outro lado, o0 menor crescimento fingico ocorreu com o bagaco de
coco, que contém o menor teor de acucares. O bagaco de cana, embora apresente alto teor de
aclcares, é mais fibroso que o bagacgo de caju devido ao maior teor de celulose e mais pobre
nutricionalmente. O bagaco de caju também se mostrou como o melhor substrato para a produgéo
de enzimas (Tabela 1).

TABELA 1 — PRODUCAO DE ENZIMAS PARA OS TRES

SUBSTRATOS TESTADOS
Substratos P. ostreatus P. crysosporium
Ul.g* Ul.g? Ul.5g* Ul.g? Ul.5g*
Bagaco de caju 0,4 2 0,28 1,41
Bagaco de cana 0,09 0,46 0,07 0,38
Bagaco de coco 0 0 0,07 0,38
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3.2 TESTE DE TOXICIDADE COM OS TRES AGROTOXICOS

O inseticida deltametrina e o herbicida paraquate ndo apresentaram efeito toxico sobre
o fungo Pleurotus ostreatus nas trés concentracdes testadas (10, 25 e 50 ug/mL). Somente o
fungicida clorotalonil causou inibicdo do crescimento desse micro-organismo, mas ndo causou a
morte do fungo. O maior efeito téxico ocorreu na concentracdo de 25 ug.mL?, sendo mais elevado
gue na concentragdo de 50 ug/mL?* em que o fungo mostrou maior resisténcia (Figura 1). O fungo
P. crysosoporium nao foi inibido na presenca de nenhum dos trés agrotoxicos testados, sendo
mais resistente ao fungicida clorotalonil. Resultados semelhantes foram obtidos por Nwachukwu e
Osuji (2007), tendo o fungo basidiomiceto Lentinus subnudus mostrado alta toleréncia a elevadas
concentrac8es dos agrotdoxicos metolacloro, heptacloro e atrazina.
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FIGURA 1 — INIBICAO DO FUNGO P. Ostreatus POR CLOROTALONIL

3.3 DEGRADAGAO DOS AGROTOXICOS PELOS FUNGOS EM MEIO DE CULTURA

A degradacao dos trés agrotdxicos em meio de cultura pelo fungo P. ostreatus ocorreu em
porcentagens variadas, sendo o inseticida deltametrina completamente degradado no periodo de 10
dias. Para o herbicida paraquate, a degradacéo foi de 65,57% até 10 dias e nao significativa apds
esse periodo. O fungicida clorotalonil ndo se degradou até 10 dias, porém aos 14 dias a degradacao
foi de 81,87%. A degradacao dos agrotéxicos ocorreu em periodos sequenciais,sendo 0s produtos
mais persistentes degradados apés a exaustéo dos primeiros. A meia-vida da deltametrina na 4gua
varia de 11 a 72 dias (curta) e a do paraquate de apenas 13 h. A meia-vida do clorotalonil varia de 1
a 3 meses, sendo a mais persistente entre os produtos estudados.

O fungo P. crysosporium degradou completamente todos os agrotoxicos avaliados no
periodo de 10 dias. O crescimento desse fungo no meio de cultura foi mais rapido em relagdo ao P.
ostreatus, causando degradacdo em menor tempo.

A mistura de agrotéxicos monoarométicos (diuron, metalaxil, atrazina e terbutilazina)
foi degradada em meio de cultura pelos fungos basidiomicetos Coriolus versicolor, Hypholoma
fasciculare e Stereum hirsutum em porcentagens variadas, sendo a degradacdo de metalaxil de
44% e a dos outros produtos de 86% (BENDING, FRILOUX e WALKER, 2002).

Degradacdo completa de véarios agrotoxicos (imazalil, tiofanato-metilico, orto-fenilfenol,
difenilamina e clorpirifés) pelos fungos Pleurotus ostreatus e Trametes versicolor, na concentragao
de 10 mg.L?, foi constatada por KARAS et al. (2011).

Fungos basidiomicetos foram capazes de degradar os produtos 3,4-dicloroanilina, dieldrin
e fenantreno, sendo que o fungo Trametes versicolor causou a maior degradacdo seguido por
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Chrysosporium lignorum e Phanerochaete crysosporium (MORGAN, LEWIS e WATKINSON,
1991).

3.4 PRODUGAO DE ENZIMAS EM MEIO DE CULTURA

Detectou-se para o fungo P. ostreatus maior quantidade da enzima manganés peroxidase
aos 10 dias, cerca de 1,5 Ul para 150 mL de meio de cultura, enquanto aos 14 dias esse valor caiu
para 0,66 Ul. A producdo de enzimas ocorreu concomitantemente com a degradagéo, sendo maior
no décimo dia. Para o fungo P. crysosporium nao foi detectada a enzima em ambos os periodos
estudados, indicando que apos a degradacgédo total dos produtos ndo houve mais producédo de
enzimas.

No estudo da degradacé@o do herbicida Bentazon por Phanerochaete crysosporium, a
enzima manganés peroxidase mostrou-se necessaria para a degradacgéo (CASTILLO et al., 2000). A
enzima manganés peroxidase foi correlacionada com a degradacao da mistura de produtos (imazalil,
tiofanato-metilico, orto-fenilfenol, difenilamina e clorpirifés) pelos fungos Pleurotus ostreatus e
Trametes versicolor. Aumento na degradacéo de isoproturon também foi observada por Castillo et
al. (2001) na presenca de manganés peroxidase.

3.5 DEGRADACAO DOS AGROTOXICOS NO SOLO PELOS FUNGOS BASISIOMICETOS COM
USO DE SURFACTANTES

Observou-se degradacéo completa do herbicida paraquate pelos fungos ao final de 42 dias
de incubag&o com a aplicacéo do surfactante (Figura 2). O surfactante aumentou significativamente
a degradacéo do herbicida, sendo a degradacéo para P. ostreatus e P. crysosporium sem surfactante
de 56,86% e 39,76%, respectivamente. O paraquate apresenta forte sor¢édo ao solo e o surfactante
foi capaz de aumentar a disponibilidade do produto a degradacao.

O pesticida clorotalonil s6 foi degradado a partir dos 30 dias, sendo a degradacao por P.
crysosporium de 85,52% e 40,57%, com e sem surfactante, respectivamente. Para P. ostreatus,
mais eficiente, a degradacéo foi de 87,10% e 100% com e sem surfactante, respectivamente. O
clorotalonil somente foi utilizado como substrato pelo fungo apoés a degradacéo do paraquate.

O pesticida deltametrina ndo foi degradado significativamente em relacdo ao controle
(3,5%), embora apresente baixa persisténcia. Sua concentracdo muito baixa no solo néo foi suficiente
para o crescimento do fungo. Assim, produtos com maior concentracdo no solo sdo degradados
primeiramente pelos fungos que os utilizam como substrato para seu crescimento (Tabela 2).
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FIGURA 2 — DEGRADAGCAO DO HERBICIDA PARAQUATE PELOS FUNGOS P. ostreatus E
P. crysosporium COM E SEM SURFACTANTE
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TABELA 2 — PORCENTAGEM DE DEGRADACAO DOS AGROTOXICOS DELTAMETRINA,
CLOROTALONIL E PARAQUATE PELOS FUNGOS P. ostreatus E P. crysosporium
COM E SEM SURFACTANTE APOS 42 DIAS

Deltametrina Clorotalonil Paraquate
%
Controle 3,5 7,09 9,95
P.ostreatus 0,22 100 56,86
P. ostreatus + 0 87,10 100
surfactante
P. crysosporium 3,36 40,52 39,76
P. crysosporium + 0 85,52 100
surfactante

Diferentes grupos de agrotoxicos (simazina, dieldrin e trifluralina) em diversas concentragées
foram degradados por Phanerochaete crysosporium e Trametes versicolor, sendo obtida degradacéo
completa para dieldrin e trifluralina, enquanto simazina mostrou degradacao de 80% (FRAGOEIRO
e MAGAN, 2005). Conforme Nwachukwu e Osuiji (2007), o fungo basidiomiceto Lentinus subnudus
mostrou alta capacidade para biorremediacdo de solo contaminado com os produtos atrazina,
heptacloro e metolacloro.

3.6 PRODUGAO DE ENZIMAS NO SOLO

Verificou-se maior producdo da enzima manganés peroxidase pelo fungo P. ostreatus na
presenca do surfactante (Figura 3). A partir de 30 dias ndo se detectou mais enzima no solo, época
em que a maior parte da degradacdo do paraquate ja havia ocorrido. O funcicida clorotalonil foi
degradado apds esse periodo, ndo ocorrendo atividade enzimética durante sua degradacao.
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FIGURA 3 — PRODUCAO DA ENZIMA MANGANES PEROXIDASE NO SOLO PELOS FUNGOS
P. ostreatus E P. crysosporium COM E SEM SURFACTANTE
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4 CONCLUSAO

O bagaco de caju mostrou-se substrato eficiente para o crescimento fungico e a producao
de enzimas, sendo indicado como inoculante na biorremediacéo de solos.

Os fungos basidiomicetos apresentaram capacidade para degradar os trés agrotoxicos
estudados em meio de cultura, sendo adequados para biorremediacdo de areas contaminadas
com varios produtos. A degradacao ocorreu primeiramente nos agrotoxicos com menor meia-vida,
evidenciando que o fungo degradou os trés produtos de maneira sequencial.

No solo, o biossurfactante aumentou a degradacdo do paraquate e do clorotalonil. Na
presencado surfactante, osfungos mostraram eficiénciapara degradar agrotéxicos mesmo adsorvidos
ao solo. O inseticida deltametrina, presente em baixa concentragéo, foi o produto menos degradado.

Os fungos basidiomicetos sao eficientes para a biorremediacao de solos agricolas com alto
teor residual de agrotoxicos, sendo a degradacéo acelerada com o uso de surfactantes.

ABSTRACT

DEGRADATION OF PESTICIDES WITH PROLONGED UTILIZATION IN
AGRICULTURAL SOIL BY WHITE ROT FUNGI

In the present work was studied the degradation of an agricultural soil contaminated by long-term use of
pesticides (paraquat, deltamethrin and chlorothalonil) by white rot fungi Pleurotus ostreatus and Phanerochaete
crysosporium, with and without use of surfactants. The degradation of the three products was determined in
growth medium by fungi, and several substrates were tested for inoculate the fungi into the soil. Enzymes
produced during degradation were also evaluated. All three pesticides were degraded in growth medium in
different percentages and sequentially. The period of greatest degradation presented higher amount of enzymes,
and the inoculant substrate with the highest fungal growth and enzyme production was cashews bagasse.
Complete degradation of the herbicide paraquat on the soil was observed in the presence of surfactants. The
degradation of chlorothalonil was accelerated by the presence of surfactant and only occurred after degradation
of paraquat. The pesticide deltamethrin, that had a lowest concentration in the soil, was the less degraded
subtract. The enzymes were produced in greater quantities at the beginning of fungal growth, where the pesticide
paraquat was degraded.

KEY-WORDS: BIOREMEDIATION; PARAQUAT; CHLOROTHALONIL; DELTAMETHRIN; WHITE ROT FUNGI,
ENZYME; SURFACTANTS.
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