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Abstract

The search to improve food quality and increase crop yields has increased the use of pesticides. As a result of these
actions, these have caused environmental problems when they reach aquatic systems. Bioremediation using
microorganisms to remove these compounds from the environment is a viable alternative both for its efficiency and
cost, since traditional treatments (ozone, hydrogen peroxide, UV radiation and etc.) do not have such an effective
action in their removal. The fungus Phanerochaete chrysosporium was the microorganism used, with the addition of
sucrose or glucose, for the degradation of the herbicide paraquat (30 mg/L) in reactors in agitated batch regime. The
reactors were monitored by the analysis of paraquat and reducing sugar concentrations. From the values obtained
by the pesticide reduction, the kinetics of the pesticides were fitted with a first order equation. The reactor that
obtained the best removal of paraquat was the one with the addition of 3.0 g / L of sucrose (49.0%), with consumption
of 11.0% of sucrose and a constant of degradation rate of the pollutant in the value of 0.024 h™X. With respect to the
toxicity test with Allium cepa, the toxicity of the solutions containing paraquat is reduced after the treatment with
Phanerochaete chrysosporium. The contamination check showed that the presence of fungi was predominant in
relation to bacteria. Therefore, this study indicates the possibility of using Phanerochaete chrysosporium in the
degradation of paraquat.
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Resumo

A busca por melhoria da qualidade dos alimentos e aumentar a produgdo da colheita vem aumentando o uso de
pesticidas. Decorrente dessa acdo, estes tem acarretado problemas ambientais quando atingem os sistemas
aquaticos. A biorremediacdo utilizando micro-organismos para a remog¢do desses compostos do meio ambiente é
uma alternativa vidvel. O fungo Phanerochaete chrysosporium foi o micro-organismo utilizado, com a adi¢do de
sacarose e glicose, para a degradagdo do herbicida paraquat (30 mg/L) em reatores em regime de bateladas agitada.
Os reatores foram monitorados por meio das analises: concentragdo de paraquat e de acglcar redutor. A partir dos
valores obtidos pela reducdo do pesticida, foram realizadas as cinéticas das mesmas, ajustadas com uma equacado de
primeira ordem. O reator que obteve a melhor remogao de paraquat foi o com adigdo de 3.0 g/L de sacarose (49.0%),
com consumo de 11.0% de sacarose e uma constante de velocidade de degradag¢do do poluente no valor de
0.024 h . Com relagdo ao teste de toxicidade com Allium cepa, a toxicidade das solu¢des com paraquat diminuiu
apos o tratamento com Phanerochaete chrysosporium. A verificagdo de contaminagdo demonstrou que a presenca
dos fungos foi predominante em relagao as bactérias. Portanto, este estudo indica a possibilidade de utilizagdo do
Phanerochaete chrysosporium na degradacao do paraquat.

Palavras chave: biorremediagdo, cossubstrato, fungo, herbicida, pesticida.

Introdugao

A producdo agricola em todo mundo esta vinculada ao uso de pesticidas (Dimitrijevi¢ et al., 2017).
Os pesticidas sao utilizados para combater pragas agricolas, melhorar a qualidade dos alimentos
e aumentar a producdo da colheita (Baird, 2011), acarretando problemas ambientais quando
atingem os recursos hidricos. No Brasil, os herbicidas sdo os pesticidas de maior consumo,
correspondendo a 45% de representacdo no comércio (Carneiro et al., 2015).

O paraquat, dicloreto de 1,1’- dimetil — 4,4’- bipiridinio, é um herbicida de contato direto que
possui um baixo pre¢o e uma boa eficacia, por isso é amplamente utilizado no mundo para a
eliminacdo de ervas daninhas (Roberts et al., 2002; Larini, 1999). O uso incorreto e excessivo deste
herbicida vem provocando impactos sobre o meio ambiente (Tomita e Beyruth, 2002). Segundo
Agbohessi et al., (2015) a presenca de pesticidas no meio aquatico causa graves danos ao sistema
metabdlico dos peixes além de ocasionar o desequilibrio desse ecossistema. Através da agua
contaminada ele se estende por todo o ambiente indiretamente através do ar e do solo. Jd o
impacto pelo ar acontece por um processo de deriva, onde o produto quimico é deslocado para
outros locais (Barbosa, 2013).

O residual do paraquat no ambiente também tem sido um perigo potencial para saude (Van
Leeuwen, 2012) por ser um composto extremamente toxico a humanos que ao ser ingerido,
acidentalmente ou intencionalmente, causando lesGes em todo o trato intestinal (dose de 21 a
50 mg.Kg') e morte provavel apds 72 horas com doses acima de 50 mg.Kg™* (Roede e Miller, 2014;
Geller, 2007).

A biorremediacdo surgiu como uma técnica de tratamento bioldgico que utiliza como uma das
opc¢Bes 0s micro-organismos naturais para a degradacdo bioquimica dos contaminantes organicos
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e inorganicos (Bernoth et al., 2000), uma vez que ha poucos processos em relacdo ao meio
ambiente e contaminantes quimicos, que facgam com o que os efluentes contaminados sejam
descartados de forma correta, por isso hd uma crescente busca por tecnologias menos onerosa e
ambientalmente compativeis (Singh et al., 2014).

Segundo Reyna et al., (2016), as novas alternativas, como a biorremediagdo com fungos,
juntamente com as que ja existem, sao ferramentas potenciais que podem ser usadas para reduzir
ou aliviar os niveis de contamina¢ao agroquimica no meio ambiente.

Os fungos vém sendo protagonistas no tratamento de efluente por apresentarem caracteristicas
naturais que os favorecem para a biorremediacdo (Santos et al., 2015). Como por exemplo, a
capacidade de crescer sob estresse com o auxilio da adicdo de uma fonte de carbono de facil
degradacdo, como os acUcares: sacarose e glicose (Chander et al., 2004). Dentre os fungos, a
espécie Phanerochaete chrysosporium faz parte do grupo dos basidiomicetos, sdo conhecidos
como fungos de podridao branca e sdo caracterizados por sua habilidade de degradar uma
variedade de compostos xenobidticos e organicos (Bogan e Lamar, 1996; Filho, 2005).

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo estudar a degradacdo do herbicida paraquat de
agua sintética em reatores em bateladas agitadas inoculadas com Phanerochaete chrysosporium
(disperso) quando adicionado glicose ou sacarose, como cossubstrato.

Material e método

O pesticida escolhido foi o Paraquat, um herbicida que possui um alto grau de poluicdo e
persisténcia no ambiente (Chuntib e Jakmunee, 2015). A espécie escolhida para degrada-lo foi
Phanerochaete chrysosporium, que com base em referéncias da literatura, vem sendo utilizado
no tratamento de efluentes (Reyna et al., 2017; Silva, 2015). Os cossubstratos utilizados foram
glicose e sacarose nas concentracdes de 0.5 g.L'%, 1.0 g.L%, 3.0 g.L'' e 4.0 g.L'}, para verificar a
influéncia das concentragdes dos mesmos na remocdo do paraquat.

As aguas sintéticas dos reatores com adicdo de cada cossubstrato foram preparadas com agua
de abastecimento publico, 10.0% (v/v) de solugdo Vishniac e 5.0% (v/m) de antibidtico Megacilin
Super Plus da Agener Unido ©, 30.0 mg.L'! de paraquat comercial (Gramoxone 200 — marca
Syngenta ®) e os cossubstratos (glicose e sacarose) nas concentragdes informadas anteriormente,
para cada agua sintética. Nos reatores controles, ndo foi adicionado nenhum cossubstrato. A
composicdo quimica da solucdo de Vishniac, usada na agua sintética como meio de crescimento
para o fungo foi obtida a partir da metodologia utilizada por Rodrigues (2006), e estd apresentada
na Tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢do quimica da solugdo de Vishniac

Composicdo gLl
EDTA 10.0
ZnS0,4.7H,0 4.40
MnCl,.4H,0 1.00
CoCl,.6H,0 0.32
(NH4)6M070,4.4H,0 0.22
CaCl,.2H,0 1.47
FeSO.7H,0 1.00

A concentragdo inicial de paraquat para este estudo foi escolhida considerando estudos da
literatura, como o de (2015), em que na concentracdo de 30 mg.L ™t apresentou crescimento visual
em placas com a presenga do contaminante. Além de ser uma concentragao encontrada nas aguas
residudrias de industria de producdo de pesticida. Tal escolha da concentracdo, deveu-se a
proposta da pesquisa em buscar por tecnologia para tratamento de dguas residudria industriais.
Para a utilizagdo segura do paraquat comercial Gramoxone — principio ativo Dicloreto de
Paraquate 276 g.L%, preparou-se uma solucdo estoque com a concentracdo de 1.500 mg.L?.

Os reatores foram nomeados segundo o cossubstrato e concentra¢do adicionada: RPS 0.5 (adicao
de 0.5 g.L'! de sacarose), RPS 1.0 (adi¢3o de 1.0 g.L'! de sacarose), RPS 3.0 (adi¢do de 3.0 g.L ™ de
sacarose), RPS 4.0 (adicdo de 4.0 g.L'! de sacarose); reatores com adi¢cdo de glicose: RPS 0.5
(adi¢3o de 0.5 g.L* de glicose), RPS 1.0 (adi¢3o de 1.0 g.L* de glicose), RPS 3.0 (adi¢3do de 3.0 g.L
1 de glicose), RPS 4.0 (adi¢cdo de 4.0 g.L! de glicose); e RC = reator controle (sem adi¢cdo de
cossubstrato).

O estudo foi constituido em 7 etapas: Cultivo do indculo, producdo e contagem de esporos (l),
Montagem das bateladas agitadas (ll), Formac¢do da biomassa fungica (l1l), Remogdo do PQT (IV),
Consumo dos cossubstratos (V), Teste de toxicidade com Allium cepa (VI) e Avaliacdo de
contaminacao (VII).

ETAPA | - Cultivo do indculo, producéo e contagem de esporos

A espécie Phanerochaete chrysosporium foi cedida pela Universidade Estadual de Sdo Paulo de
Piracicaba (USP-Piracicaba), a cepa foi repicada e cultivada de acordo com os procedimentos de
Andrade (2015), em meio de cultura com a composi¢do: 2.0 g.L extrato de levedura, 20.0 g.L!
de glicose, 20.0 g.L'! de K;HPO4, 0.6 g.L'! de KH2PO4, 0.5 g.L't MgSO4 e 2.0 g.L'! de peptona. A
repicagem foi realizada em 20 placas Petri e as mesmas foram mantidas sob temperatura média
de 28.0°C+2 em estufa microbioldgica por um periodo de 7 (sete) dias, até se observar o
crescimento do fungo na superficie das placas.
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Para a contagem dos esporos, foi preparada uma suspensao de esporos com solu¢ao salina de
Tween 80 e em seguida foi transferida para a cdmara de Neubauer 20 pL dessa suspensao final,
na qual se procedeu a contagem dos esporos em microscopio éptico Bioval da marca Opton com
aumento de 400 vezes.

A partir da concentragdo resultante da suspensdo de esporos foi calculado o volume a ser
inoculado nos reatores que correspondesse a concentracdo de 2.5 x 10° esporos mL?, conforme
estudo de Andrade (2015)- As concentrac¢des de esporos foram calculadas a partir da Equacao 1,
também utilizada por Andrade (2015).

Esporos/mL= esporos contados x diluicdo x 2,5x10° Equagdo (1)

ETAPA Il — Montagem das Bateladas agitadas

As bateladas agitadas foram realizadas em uma incubadora de bancada CT -712 com agitadores
rotatdrios com velocidade de 150 rpm, temperatura média de 30.0°C = 2.0. Utilizou-se como
reatores erlenmeyer de 250 mL (volume reacional de 200 mL), foram esterilizados em autoclaves
a 121°C e 1 atm por 15 minutos. Apods a esterilizagdo, os erlenmeyer foram mantidos no escuro
para prevenir a fotodegradagao do meio. Os reatores foram embalados e montados em duplicatas
para cada concentracdo de glicose e sacarose utilizada (0.5 g.L?, 1.0g.L%, 3.0g.Lte 4.0gLY) e
controle (sem cossubstrato), totalizando 18 reatores.

O tempo de reacdo final foi de 120 h, os reatores foram desmontados depois de 6 dias, sendo
estudados os tempos de reacbes de 0, 12, 24, 48, 72,96 e 120 h.

ETAPA Ill — Remocdo do paraguat

Para o monitoramento da remocao de Paraquat, as leituras das amostras foram realizadas em um
espectrofotémetro num comprimento de onda de 600 nm, seguindo a metodologia descrita em
AOAC 969.09 (2000).

Para o estudo da degradacdo do paraquat, a cinética utilizada foi a de 1° ordem, conforme
utilizadas por Tsai et al., (2013), Barbosa (2016), Qui et al., (2018). As reacdes de 1° ordem, sdo
as que a velocidade depende da concentracdao de um Unico reagente elevado a primeira poténcia
(Lima, 2014). Para a realizacdo do grafico cinético utilizou-se a Equagdo 2 e para encontrar a
constante de velocidade (k) dividiu-se o tempo (horas) /1.

In[A], = —kt + In[A]; Equagao (2)
Sendo,
[A]: concentracdo do reagente A em mol.L'%;
t: Tempo (h)

k: Constante de velocidade (h)

436



DOI: 10.22201/iingen.0718378xe.2019.12.3.63291
Vol. 12, No.3, 432-452
6 de diciembre de 2019

A avaliacdo estatistica da andlise de remocdo de paraquat para cada concentracdo de
cossubstrato estudado foi determinada por meio da andlise de variancia (ANOVA) e comparacgao
pelo Teste de Tukey. As leituras foram consideradas significativas a um nivel de 95% de confianga
(p £0,05). Os programas utilizados foram o Microsoft Excel e Minitab 17 Statistical Software.

ETAPA IV — Consumo dos cossubstratos

A analise de acucar redutor foi realizada para monitorar o consumo da glicose durante o todo o
tempo reacional, seguindo a metodologia da EMBRAPA (2013). Porém, quando realizado nos
reatores com adigao de sacarose foi necessaria uma hidrdlise prévia para a quebra da mesma em
acucar redutores, adaptando a metodologia de Curtis et al., (2012).

ETAPA V — Formacdo da biomassa fungica
As variacGes de pH e temperatura foram estudadas para observar a atividade metabdlica do fungo
e consequentemente a morfologia do fungo, seguindo a metodologia APHA (2005).

Quanto a formacado de biomassa nos reatores, foi utilizada a analise de sdélidos suspensos volateis
-SSV para quantificar indiretamente, o crescimento da biomassa presente em cada reator no final
do tempo reacional de 120 h, a partir da metodologia utilizada por Oliveira et al., (2006).

ETAPA VI — Teste de toxicidade com Allium cepa

Para a realizacdo do teste de toxicidade com o afluente e efluente dos reatores, operados em
bateladas agitadas, com biomassa dispersa e com dois cossubstratos diferentes, adaptou-se a
metodologia proposta por Baez et al., (2008). A utilizacdo da cebola (Allium cepa) possui
vantagens para a realizacdo deste teste, uma vez que que possui um baixo custo, cultivo rapido e
facil (Silva, 2008).

A metodologia de observagdo consiste no contato do bulbo da cebola frente ao afluente/efluente
contendo o poluente. Quando em contato com dgua, ocorre o estimulo das raizes, porém quando
em contato com o efluente/afluente que possuam inibidores, havera um retardo da divisdo
celular, e consequentemente o ndo crescimento ou pouco crescimento das raizes (Barbosa,
2016).

Antes da utilizacdo das cebolas foi necessario realizar um ensaio de controle, no qual avaliou-se
o crescimento das raizes das cebolas no periodo de 72 h com agua de abastecimento publico. Este
controle foi realizado a fim de identificar quais cebolas poderiam ser utilizadas posteriormente.
As cebolas que ndo apresentassem crescimento das raizes eram desprezadas.

Para cada concentracdo de cossubstrato testado e para os reatores controle foram utilizados 3
(trés) bulbos de A. cepa. Utilizou-se como recipientes copos plasticos de 50 mL, e as mesmas eram
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armazenadas sob abrigo da luz para que ndo houvesse interferéncia solar no crescimento das
raizes no periodo de 72 h. Apés as 72 h, as raizes eram medidas e comparadas ao controle.

ETAPA VIl — Avaliagdo de contaminagcdo

No final do tempo reacional de 120 h, as amostras dos reatores foram preparadas e submetidas
a analise microbiolégica, com objetivo de verificar a presenga da espécie, inicialmente inoculada,
e identificar o surgimento de outra espécie por contaminac¢do e/ou condicdes favoraveis.

Os materiais a serem utilizados para analise e a solucdo salina 0,9% foram autoclavadas a 121°C
por 20 min. Aliquotas de 1 mL foram retiradas da amostra bruta de cada reator e transferidas
para uma cubeta com 9.0 mL de solucdo salina (10'). Novamente, uma aliquota de 1.0 mL foi
retirada da concentracdo de 10! e transferida para uma cubeta com 9 mL de solucdo salina (10
2) e assim sucessivamente até obter as concentracdes 103 e 104 Em seguida, 200 pL de cada
diluicdo foram plaqueadas no meio Martin (para o crescimento de fungos) e meio Agar nutritivo
(para o crescimento de bactérias) e espalhado com auxilio da alca de Drigalsky.

Apds o plaqueamento, as placas foram mantidas em uma estufa microbiolégica de cultura e
bacterioldgica da marca QUIMIS modelo 831612, durante 5 (cinco) dias e as com meio para
bactérias foram mantidas durante 3 (trés) dias para posterior contagem das col6nias por meio de
um contador de col6nias CP 602 da marca Phoenix. A Equacdo 3 foi utilizada para obtencdo do
numero de unidades formadoras de col6nias por mL (UFC/mL), conforme APHA (2005).

UFC numero de colonias -
—_—= Equacao (3)

mL fator de diluigao

Resultados

Remocdo do paraquat

A partir da Tabela 2, é possivel observar que o Phanerochaete chrysosporium conseguiu remover
o PQT, uma vez que que todos os reatores com adicdo de ambos cossubstratos apresentaram
uma diminuicdo na concentracdo de PQT durante o experimento, enquanto que o controle (sem
adicdo de cossubstrato) ndo houve remocgdo. Apesar da concentracao de paraquat encontrada no
meio ambiente, ndo ser da grandeza de 30 mglL?, como estudada nesta pesquisa, esta
concentracdo é identificada em agua residudria de industria de producdo de pesticidas.

Os reatores com adicdo de sacarose obtiveram as melhores médias de eficiéncia de remoc¢ado do
paraquat quando comparados aos reatores com adi¢do de glicose. A concentracdo de 3 g.L? de
ambos cossubstratos corresponderam as melhores médias de remog¢6es do PQT. No reator RPS-
3.0 obteve-se uma remogao de 48.9 £ 0.01%, no qual foi superior a remogao de PQT do estudo
de Silva (2016) que alcangou 44% com 30 dias de operagdo, tempo esse bem superior ao
empregado nesta pesquisa (120 h).
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Tabela 2. Eficiéncia da remogdo do paraquat (entrada/saida) nos reatores com adi¢do de sacarose
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COM ADIGAO DE GLICOSE

COM ADIGAO DE SACAROSE

ones SO0 CONNIACID s REvOGTo | conGaNTGHO ot
RPG-0.5 7.190.02 E i;:ggig_‘ggg RPS-0.5 7.400.02 E i;:giigggg
RPG-1.0 15.00£0.03 E gg:ggig:ggg RPS-1.0 30.53:0.06 E ;’;:ggig:ggg
RPG-3.0 15.6210.01 E ;i:ggig:ggg RPS-3.0 48.90+0.01 E Z’i:igzgrggg

RPS 0.5 (adi¢do de 0.5 g.L! de sacarose), RPS 1.0 (adi¢do de 1.0 g.L ! de sacarose), RPS 3.0 (adi¢do de 3.0 g.L? de sacarose), RPS
4.0 (adigéo de 4.0 g.L de sacarose); e nos reatores com adi¢do de glicose: RPS 0.5 (adi¢éo de 0.5 g.L™ de glicose), RPS 1.0 (adi¢éo
de 1.0 g.L™* de glicose), RPS 3.0 (adi¢do de 3.0 g.L de glicose), RPS 4.0 (adicéo de 4.0 g.L de glicose).

E: Entrada (afluente); S: Saida (efluente);

Os reatores RPG-1.0 e RPG-3.0, com adic¢do de glicose, ndo apresentaram diferencas significativas
ao analisar o nivel de significancia das médias finais da remogdo do paraquat no tempo reacional
de 120 h, ou seja, apresentaram semelhanga no tratamento realizado, conforme apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3. Andlise de variancia (ANOVA) com teste de Tukey para as médias da Eficiéncia de remoc¢do do paraquat
dos reatores com adicdo de sacarose e glicose.

Reatores Remocdo do Paraquat (%) Reatores Remocdo do Paraquat (%)
RPS-0.5 7.40° £0.02 RPG-0.5 7.19°+0.02
RPS-1.0 30.53° +0.06 RPG-1.0 15.00° +0.03
RPS-3.0 49.00¢+0.01 RPG-3.0 15.62°+0.01
RPS-4.0 13.519+0.06 RPG-4.0 10.92¢+0.02

Reatores: RPS 0.5 (adi¢éo de 0.5 g.L de sacarose), RPS 1.0 (adi¢cédo de 1.0 g.L de sacarose), RPS 2.0 (adicéo de
2.0g.L1 de sacarose), RPS 3.0 (adicdo de 3.0 g.L de sacarose), RPS 4.0 (adi¢éo de 4.0 g.L? de sacarose) e RPS 5.0
(adicdo de 5.0 g.L ™ de sacarose). RPG 0.5 (adi¢éo de 0.5 g.L ™ de glicose), RPG 1.0 (adi¢do de 1.0 g.L ™ de glicose),
RPG 3.0 (adi¢do de 3.0 g.L de glicose), RPG 4.0 (adicdo de 4.0 g.L ™ de glicose).

*Os valores expressos correspondem a média da eficiéncia da remogdo do PQT # desvio padrdo. (p< 0.05; p =
0.004). Médias que ndo compartilham uma letra sGo significamente diferentes, pelo teste Tukey.
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Para a utilizacdo em escala real, considerando a qualidade do efluente final dos reatores, desta
pesquisa, bem como custos com a aquisicdo de maiores quantidades de cossubstratos, o ideal é
reduzirmos a quantidade do mesmo, até retird-lo completamente do processo. No entanto, a
pesquisa ainda se encontra em escala laboratorial, em que outras condi¢des para melhoramento
e eficacia da tecnologia ainda serdo monitoradas, tais como: imobilizacdo da biomassa em
reatores em bateladas sequenciais, controle de oxigénio, diminuicdo do tempo reacional,
agitacdo em rotacao por minuto, a fim de encontrar a melhor condicdo com o minimo de
cossubstrato, ou até mesmo depois de um processo de aclimatacdo da biomassa, o mesmo poder

ser completamente retirado para a biodegradacao do poluente.

Consumo dos cossubstratos

O fato de haver grande quantidade de cossubstratos nos reatores RPS — 4.0 e RPG — 4.0,
correspondente a 4 g.L'! de cossubstrato no meio, fez com que o consumo de PQT fosse menor,
conforme pode ser visualizado nas Figuras 1 e 2, caracterizando uma inibicdo por excesso de
substrato. Nos reatores com menores concentracdo de cossubstrato ( RPS-0.5, RPS-1.0, RPG-0.5
e RPG-1.0) houve uma assimilacdo do cossubstrato pelo fungo, porém a concentracdo do
cossubstrato empregada ndo foi suficiente para influenciar positivamente na remocdo do
poluente, isto é, a glicose e a sacarose nas concentracdes de 0.5 g.L* e 1.0 g.L'}, n3o forneceram
energia suficiente para que o fungo utilizasse o PQT de modo a alcangar mais eficiéncia de
remoc¢do como obtido nos reatores com adi¢do de 3.0 g.L? de cossubstrato (RPS-3.0 - 48.9% de
remocao do PQT e 11.0% de consumo de sacarose) e RPG-3.0 — 15.6% de remocdo de PQT e 7.6%
de consumo de glicose), os quais os fungos, possivelmente, recorreram como fonte de carbono o
PQT, ao invés dos cossubstratos adicionados.
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Q
33 - 60% | ®48h
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g 1 I:I F 20%
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5 ( - 10%
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RPS-0.5 RPS-1.0 RPS-3.0 RPS-4.0

Figura 1. Eficéncia de remocdo do PQT e consumo da sacarose nos reatores: RPS 0.5 (adicdo de 0.5 g.L! de
sacarose), RPS 1.0 (adi¢do de 1.0 g.L* de sacarose), RPS 3.0 (adi¢c3o de 3.0 g.L de sacarose), RPS 4.0 (adi¢3o de 4.0
g.L! de sacarose).
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Figura 2. Eficéncia de remoc3o do PQT e consumo de glicose nos reatores: RPG 0.5 (adicio de 0.5 g.L™ de glicose),

RPG 1.0 (adicdo de 1.0 g.L™ de glicose), RPG 3.0 (adicio de 3.0 g.L™ de glicose), RPG 4.0 (adi¢io de 4.0 g.L'™ de
glicose).

Assim, o uso da sacarose favoreceu a melhor assimilagdao do poluente pelo fungo, o qual obteve
a melhor média de remocdo de PQT em 120 h (48.9+ 0.01%), com a concentracdo de 3 g.L'l e
menor consumo de cossubstrato (11.0%).

Com a finalidade de verificar a influéncia dos cossubstratos no metabolismo dos fungos, suprimiu-
se a adicdo de cossubstrato no meio dos reatores controles (RC). Os mesmos obtiveram uma
média de eficiéncia de remocdo do paraquat inferior em comparacdo aos reatores que foram
adicionados os cossubstrato, apenas 1.21+ 0.04% de remocao do poluente. Portanto a adicao de
cossubstrato foi um diferencial positivo para a remoc¢do do poluente. Marinho et al., (2011),
Silveira (2014), Silva (2015) também encontraram as melhores eficiéncias de remocdo de
pesticida quando adicionado um cossubstrato ao tratamento.

A influéncia dos cossubstratos sobre a degradacdo do PQT também foi avaliada por meio do
estudo cinético. A cinética de degradacdo de pesticida seguiu um modelo de 1° ordem, isto é a
taxa de degradacdo decresce na proporcdo da concentragao residual do pesticida. Neste presente
estudo, verificou-se que a maior constante cinética foi encontrada no reator com adigdode 4 g.L
1 de sacarose (RPS-4.0) com uma constante de degradacdo de 0.037 + 0.004 h?, sendo que a
melhor constante cinética dos reatores com adicdo de glicose foi de 0.017 + 0.002 h?,
correspondente ao reator RPG-4.0 (adi¢do de 4 g.L'* de glicose) conforme ilustrado na Tabela 4.
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Tabela 4. Médias das constantes de velocidades da cinética do decaimento do PQT, médias de eficiéncia de remogdo
do PQT nos reatores com adigdo de sacarose e glicose e desvio padrdao das médias.

Reatores k (h) % de remogao Reatores k (h?) % de remogao de
de PQT PQT
RPS 0.5 0.022+0.001 7.40+0.02 RPG 0.5 0.011+0.002 7.19+0.02
RPS 1.0 0.024+0.005 30.53+0.06 RPG 1.0 0.012+0.001 15.00%0.03
RPS 3.0 0.026+0.002 48.90+0.01 RPG 3.0 0.013+0.003 15.6210.01
RPS 4.0 0.037+0.004 13.50+0.06 RPG 4.0 0.017+0.002 10.9240.02

Reatores: RPS 0.5 (adicéo de 0.5 g.L™* de sacarose, RPS 2.0 (adi¢éo de 2.0 g.L™ de sacarose), RPS 3.0 (adi¢do de 3.0 g.L! de sacarose),
RPS 4.0 (adicdo de 4.0 g.L! de sacarose) RPG 0.5 (adi¢do de 0.5 g.L ! de glicose), RPG 1.0 (adi¢do de 1.0 g.L™* de glicose), RPG 3.0
(adicéo de 3.0 g.L de glicose), RPG 4.0 (adicdo de 4.0 g.L* de glicose).

k = constante de velocidade de degradagdo; t = tempo,; h= horas.

A rapida degradacdo é precedida pela fase lag, supostamente durante a qual a biomassa
degradativa aumenta até sua atividade se tornar bastante alta para ser detectada (Silva et al.,,
2004). Portanto, a adicdo de cossubstrato influenciou na constante cinética. Resultados
semelhantes aos realizados por Marinho et al.,, (2011), Barbosa (2016) ao adicionar um
cossubstrato. Quispe e Carvalho (2010) estudaram a degradacdo do paraquat através da
ozoniza¢do e obtiveram uma constante de velocidade de 1.42 s, uma constante superior a
encontrada neste trabalho, porém é processo de alto custo e um elevado consumo elétrico
quando comparado ao tratamento biolégico (Campos et al., 2012), o que é uma desvantagem em
relacdo a pesquisa apresentada.

Foi também verificado que a medida que aumenta-se a concentragdo do cossubstrato maior é a
velocidade de remocgdo e que a utilizacdo da sacarose fez com que a constante cinética fosse
aproximadamente 2 (duas) vezes mais rapida que as dos reatores com adicao de glicose quando
comparadas as mesmas concentracdes de cossubstratos, revelando outra vantagem frente aos
cossubstratos estudados, uma vez que a sacarose possui custo inferior a glicose.

Porém, o reator RPS-3.0, com adi¢ao de 3.0 g.L* de sacarose e o RPG-1.0, com adigdo de 1 g.L* de

glicose foram os reatores que obtiveram os melhores perfis de curva de degradacao, observadas
nas Figuras 3a e 3b.
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Figura 3. Curvas de degradacdo do paraquat em reatores em bateladas agitadas inoculados com Phanerochaete chrysosporium
3a. com adi¢do de sacarose nos reatores RPS-0.5 (adi¢do de 0.5 g.L'! de sacarose, RPS-2.0 (adi¢3o de 2.0 g.L'* de sacarose), RPS-
3.0 (adi¢do de 3.0 g.L? de sacarose), RPS-4.0 (adicdo de 4.0 g.L'? de sacarose); 3b. com adicdo de glicose nos reatores RPG-0.5
(adigdo de 0.5 g.L de glicose), RPG-1.0 (adi¢do de 1.0 g.L"* de glicose), RPG-3.0 (adigdo de 3.0 g.L™ de glicose), RPG-4.0 (adi¢do de
4.0 g.L'* de glicose).

Formacdo da biomassa fungica

As temperaturas durante toda a batelada em todos os reatores permaneceram na faixa de 25 a
30 °C. De acordo com Gimeno (2001) os fungos crescem em uma ampla faixa de temperatura de
0a45°C, porém a melhor faixa de crescimento é de 25 a 30°C, a mesma apresentada neste estudo

e também corresponde a melhor faixa de temperatura para degradacdo de pesticidas (Topp et
al., 1997).

Com relagdo ao pH, os afluentes aos reatores iniciavam com a média de 5.4+0.2 e apds 120 h do
tempo reacional os efluentes apresentavam a média de pH 6.1+0.2, ou seja, superior ao valor de
entrada, porém ainda de acordo com os autores Trabulsi e Alterthum (2008) que afirmam que o
pH entre 5.6 e 6.0, de forma geral, é a faixa de pH ideal para crescimento, ou seja, tanto no inicio

e no final do tempo reacional os reatores estavam sob condi¢des 6timas de pH para o
desenvolvimento fungico.

As oscilagdes de pH durante todo o tratamento, observados nas Figuras 4a e 4b, deveram-se a

presenca de oxigénio e de um fornecimento de elétrons continuo, pois o PQT produz um ciclo de
oxidacdes e reducdes, com produgdes continuas de anions superdxidos (Silva et al., 2004).
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Figuras 4. Variacdao do pH nos tempos de Oh, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h e 120h nos reatores: 4a. - com adicdo de
sacarose nos reatores RPS-0.5 (adi¢do de 0.5 g.L'* de sacarose, RPS-2.0 (adi¢do de 2.0 g.L'* de sacarose), RPS-3.0
(adicdo de 3.0 g.L! de sacarose), RPS-4.0 (adicdo de 4.0 g.L'? de sacarose); 4b - com adic3o de glicose nos reatores
RPG-0.5 (adi¢do de 0.5 g.L't de glicose), RPG-1.0 (adicdo de 1.0 g.L't de glicose), RPG-3.0 (adi¢do de 3.0 g.L  de glicose),
RPG-4.0 (adi¢do de 4.0 g.L' de glicose).

Reynaetal., (2017) e Yanez-Montalvo et al., (2015), justificaram alteracdes de pH em seu trabalho
com a producdo de enzimas extracelulares que sao sintetizas por fungos de podriddo branca, no
qual faz parte o Phanerochaete chrysosporium, utilizado nesta pesquisa. Segundo Silva et al,,
(2004), na degradacdo de compostos aromaticos, no caso do paraquat, o Phanerochaete
chrysosporium libera duas heme-peroxidases: lignina peroxidade (LiP) e manganés peroxidase,
também um sistema gerador de dgua oxigenada, entdo o sistema desempenha um papel central
no metabolismo oxidativo, bem como em a desintoxicacdo de xenobidticos. Logo, estas enzimas
podem ter sidos ativadas promovendo assim a degradacgao parcial do PQT, durante esta pesquisa.

Paralelamente ao consumo do PQT e dos cossubstratos, observou-se o crescimento da biomassa
fungica em forma de “pellets”, pequenas esferas aglutinadas (Figura 6.), devido, possivelmente,
ao estimulo da producdo de polissacarideos pelo uso de glicose e de sacarose, dissacarideo
formado por glicose e frutose, contribuido pelo pH do meio dos reatores (5-6) e a temperatura
média entre 25°C+0.4 durante o tempo reacional do tratamento. Condicdo esta que garantiu a
formacao de pellets, uma vez que estas varidveis tém influéncia na morfologia dos fungos
(Pamboukiam, 1997; Galvao et al., 2008). De acordo com Panini (2006), este tipo de crescimento
gera uma superficie de contato externa, facilitando o surgimento de reacdes de hidroxilas, as
mesmas que sao frequentemente utilizadas pelos fungos em algumas vias de degradagao de
compostos aromaticos a fim de fornecer o rompimento de anéis aromaticos o que facilitou a
degradacdo bioldgica do paraquat. Gibbs et al., (2000) complementa que a formacdo dos pellets
deve ser pequena para evitar o surgimento de deficiéncia nutricional no interior dos mesmos,
como foi verificado neste estudo. Este tipo de crescimento também foi observado por Yin e Lian
(2012) em seus estudos com Aspergillus niger.
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Figura 5. Formacado de “pellets” nos reatores utilizados nas bateladas agitadas

A guantidade de biomassa presente nos reatores foi medida em SSV. Os reatores que tinham a
concentragdo de 0.5 g.L* de cossubstrato foi a que obteve o maior valor de SSV (RPS-0.5 = 0.278
g.L'* e RPG-0.5 = 0.290 g.L?). Pode-se observar nas Figuras 6a e 6b, que os reatores com menor
consumo de cossubstrato corresponderam a menor produc¢do de biomassa.
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Figura 6. SSV, eficiéncia da remog¢do de PQT e consumo do cossubstratos no tempo reacional final (120h) nos
reatores: 6a. - com adicdo de sacarose nos reatores RPS-0.5 (adi¢cdo de 0.5 g.L'™? de sacarose), RPS-2.0 (adicdo de 2.0
g.L? de sacarose), RPS-3.0 (adi¢c3o de 3.0 g.L'' de sacarose), RPS-4.0 (adicdo de 4.0 g.L™* de sacarose); 6b - com
adic3o de glicose nos reatores RPG-0.5 (adi¢do de 0.5 g.L! de glicose), RPG-1.0 (adi¢do de 1.0 g.L'! de glicose), RPG-
3.0 (adicdo de 3.0 g.L'! de glicose), RPG-4.0 (adi¢do de 4.0 g.L'! de glicose).
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O reator RC, o qual ndo foi adicionado cossubstrato, obteve SSV = 0.063 g.L, provavelmente, o
desenvolvimento da biomassa foi inferior aos demais reatores devido a auséncia de uma fonte
primaria de carbono de facil consumo, ja que quantidade de biomassa presente no reator, é
proporcional ao maior consumo de matéria organica pela populacdo microbiana (Rodrigues,
2006), por isso os reatores que obtiveram maior consumo de sacarose foram os mesmos que
obtiveram uma menor remogado do paraquat.

Teste de toxicidade com Allium cepa
Em todos os testes de controle, as raizes das cebolas obtiveram crescimento de 3+ 0.2 cm (Figura
7), o qual corresponde a 0% de inibicdo para posterior comparacao.

Figura 7. Crescimento das raizes no teste controle das cebolas.

O teste de toxicidade com cebolas foi realizado com o afluente (entrada) e o afluente (saida) de
cada reator apds o tratamento, com ambos cossubstratos estudados. O crescimento das raizes
dos efluentes sintéticos com adicdo de sacarose e de glicose podem ser observados nas Figura 8
e Figura 9.

A Allium cepa (cebola) tem sido bastante utilizada em ensaios ecotoxicoldgicos na avaliacdo da
toxicidade de diversos compostos (Arambasic et al., 1995; Jardim, 2004; Bolle et al., 2004; Torres,
2012; Hou et al., 2018; Dizdari e Kopliku, 2018), uma vez que é um teste rapido e de facil execucao
e com finalidade ambiental (Benassi, 2004).
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Figura 8. Teste de toxicidade com cebolas com o afluente e efluente dos reatores com adi¢do de sacarose nos
reatores RPS-0.5 (adi¢cdo de 0.5 g.L'! de sacarose, RPS-2.0 (adi¢do de 2.0 g.L'! de sacarose), RPS-3.0 (adi¢do de 3.0

g.L? de sacarose), RPS-4.0 (adicdo de 4.0 g.L? ) de sacarose.

RPG-0.5 RFG-1.0

0 h (afluente)

120 b (efluente)

RFG-3.0

RFG -4.0

Figura 9. Teste de toxicidade com cebolas com o afluente e efluente dos reatores com adigdo de glicose nos reatores
RPG-0.5 (adi¢do de 0.5 g.L'! de glicose), RPG-1.0 (adi¢do de 1.0 g.L'* de glicose), RPG-3.0 (adi¢do de 3.0 g.L'? de

glicose), RPG-4.0 (adic3o de 4.0 g.L de glicose).

As raizes sofreram uma inibicao de 100% no crescimento quando submersas ao afluente. Assim,
podemos dizer que o PQT com 30 mg.L! de concentragdo causou um efeito inibitério no
crescimento das raizes. Com o tratamento, apds 72 h de contato das raizes com efluente, o reator
RPS-3.0 foi o que apresentou a menor inibigdo de crescimento com 66% (1 + 0.1 cm de
crescimento), possivelmente por ter removido 48.9% do PQT. Nos demais reatores, as inibi¢cdes

foram acima de 80%, conforme apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Crescimento das raizes no teste de toxicidade realizados com a afluente e efluente dos reatores com adicdo
de sacarose nos reatores

REATORES  CRESCIMENTO (cm)  INIBICAO (%) REATORES  CRESCIMENTO (cm)  INIBICAO (%)

RPS-0.5 A:0+0.0 100 A:0+0.0 100
E:0+£0.0 100 RPG-0.5 E:0+£0.0 100

RPS-1.0 A:0+0.0 100 RPG-1.0 A:0+0.0 100
E:05+0.1 83 E:03+0.1 90

RPS-3.0 A:0+0.0 100 RPG-3.0 A:0+0.0 100
E:1+0.0 66 E:0.3+0.1 90

RPS-4.0 A:0+0.0 100 RPG-4.0 A:0+0.0 100
E:0.1+0.0 96 E: 0.1+ 0.0 96

RPS-0.5 (adicéo de 0.5 g.L™> de sacarose, RPS-2.0 (adi¢éo de 2.0 g.L™? de sacarose), RPS-3.0 (adi¢éo de 3.0 g.L!
de sacarose), RPS-4.0 (adicédo de 4.0 g.L! de sacarose); e com adicdo de glicose nos reatores RPG-0.5 (adi¢éo de
0.5 g.L'! de glicose), RPG-1.0 (adicéo de 1.0 g.L! de glicose), RPG-3.0 (adicéo de 3.0 g.L'! de glicose), RPG-4.0
(adicdo de 4.0 g.L! de glicose). Legenda: A:Afluente; E: Efluente; 0% de inibicdo = 3 cm de crescimento.

AvaliacGo de contaminacéo

Com relacdo ao teste bioldgico, constatou-se que a presenca de fungos foi superior a presenca de
bactérias, garantindo assim que a remocdo de paraquat foi predominante pela acao fungica. As
Figuras 10a e 10b apresentam as contagens (UFC.mL?) realizadas no tempo reacional 120 h em
todos os reatores.
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Figura 10. Teste bioldgico no tempo reacional de 120h nos reatores 10a. RPS 0.5 (adi¢do de 0.5 g.L-1 de sacarose),
RPS 1.0 (adi¢do de 1.0 g.L-1 de sacarose), RPS 3.0 (adi¢do de 3.0 g.L-1 de sacarose), RPS 4.0 (adigdo de 4.0 g.L-1 de
sacarose); 10b. RPG-0.5 (adigdo de 0.5 g.L-1 de glicose), RPG-1.0 (adi¢do de 1.0 g.L-1 de glicose), RPG-3.0 (adigdo de
3.0 g.L-1 de glicose), RPG-4.0 (adigdo de 4.0 g.L-1 de glicose).
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Conclusao

Os reatores inoculados com a espécie fungica Phanerochaete chrysosporium com adi¢cdo de
sacarose demonstraram as melhores eficiéncias quanto a remocgdo do herbicida paraquat. O
reator com adi¢dao de 3.0 g.L* de sacarose (RPS — 3.0) destacou-se por remover 49.0% do
paraquat, que para tratamento bioldgico corresponde a uma elevada eficiéncia. Em termos
econdmicos, o reator RPS — 1.0 possui a condicdo mais vidvel para ser utilizado em escalas reais,
uma vez que empregou menos cossubstrato e houve remocdo do poluente (30.53 %). A
concentracdo do cossubstrato empregada, ainda deixa um efluente sem condicGes de atender a
legislagdo, portanto necessitando de um pds-tratamento para a tecnologia, ora proposta com as
condicdes apresentadas.

O reator sem adicdo do cossubstrato (RC) ndo apresentou remoc¢do do Paraquat superior a 2.0%,
ou seja, a presenca de um cossubstrato foi indispensavel para a remocao do herbicida.

No que se diz a respeito da cinética da degradacdo do paraquat, podemos afirmar que a adicdo
de cossubstrato influenciou na velocidade da constante cinética e que as constantes cinéticas
obtidas nos reatores com adicdo de sacarose foram superiores aos obtidos nos reatores com
adicdo de glicose.

O consumo de PQT, do cossubstrato e a temperatura, pH e a agitacdo do meio favoreceram a
formacao de “pellets”, o qual facilitou o processo bioldgico.

O teste de toxicidade com Allium cepa com o afluente e efluente dos reatores indicou que houve
diminuicdo da toxicidade dos efluentes com PQT, indicando que o tratamento realizado foi
positivo para possivel diminuicdo do impacto desses poluentes no ambiente. Apenas os reatores
RPS-0.5 e RPG-0.5 ndo apresentaram diminuicdao da toxicidade, uma vez que houve pouca
remog¢do do poluente. Porém, ocorreu 100% de inibicdo dos crescimentos das raizes quando
submetidos ao afluente, sendo a concentracao de 30 mg.L* de PQT um fator inibitério.

A avaliagdo de contaminacgao realizado em todos os reatores no tempo reacional de 120 h,
demonstrou que a presenca dos fungos foi predominante em relagao as bactérias.

O uso da espécie Phanerochaete chrysosporium apresentou-se como uma alternativa para o
tratamento de aguas contaminadas com paraquat, em elevadas concentra¢des. Porém, é
necessario destacar que sao necessarias politicas publicas que monitorem a utilizagdao dos
pesticidas e repassem alternativas biolégicas ao uso desses poluentes sem que acarrete
problemas ambientais.
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