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RESUMO

O uso de pesticidas na atividade agricola em fun¢@o de uma demanda maior por alimentos em tempo menor e garantia
da producdo tem tornado seu uso cada vez mais intenso. Decorrente dessas acdes, estes t€ém aumentado a sua
concentracdo no solo e no ambiente aquatico. Os tratamentos utilizando micro-organismos para a remocdo desses
compostos do meio ambiente sdo uma alternativa vidvel tanto por sua eficiéncia e como pelo custo, uma vez que, 0s
tratamentos tradicionais ndo possuem uma agdo tdo efetiva na sua remocdo. O fungo Aspergillus niger AN 400 é uma
espécie que tem se mostrado eficiente na degradacdo varias substincias persistentes, por isso, foi escolhido para a
realizag@o da pesquisa, como agente biodegradador. Os resultados de DQO ficaram acima de 60% e as remocdes dos
compostos nitrogenados: nitrato (30%), amonia (10%) e nitrito (20%).

PALAVRAS-CHAVE: Aspergillus niger AN 400, Paraquat, Biotratamento.

INTRODUCAO

O avango tecnoldgico da indistria quimica possibilitou a sintese de compostos orginicos mais eficientes as espécies
ditas de “pragas” pelo homem. O uso destas substincias mais conhecidas como pesticidas, agroquimicos, insumos
agricolas, biocidas tiveram seu uso indiscriminado sem se conhecerem o efeito deletério que poderiam provocar.

O crescimento exponencial da populacio mundial tem gerado a necessidade de produzir alimentos em quantidades
maiores a cada ano e com um tempo de cultivo menor. Nesse sentido, a busca por mecanismos capazes de proporcionar
uma maior producdo agricola, tem sido utilizada em grande proporc¢do, como, por exemplo, miquinas agricolas,
manipulagcdo genéticas e pesticidas.

A fim de garantir os indices de produtividade e uma menor reducdo da producdo agricola, o uso de pesticidas se
intensifica a cada ano. Os pesticidas s@o usados para deter, inibir e aniquilar as “pragas” que atacam as plantagdes,
causando danos as colheitas, diminuindo a oferta de alimentos.

Sao utilizados em todo o mundo em grande quantidade e muitas vezes de forma indiscriminada e abusiva. Vérios
pesticidas sdo usados simultaneamente e/ou misturados para potencializar a sua a¢do, provocando um maior grau de
contaminacio (PINO e PENUELLA, 2011) no ecossistema que sdo langados.

Os pesticidas por seu cardter téxico podem ser cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e mimetizar hormonios
(COLBORN et al,1997). Sdo persistentes no ambiente, contaminando solo e dguas superficiais e subterrineas. A
poténcia e magnitude do efeito causado pelos pesticidas dependem das transformagdes e transferéncias que ocorrem em
cada compartimento do sistema solo-dgua-planta-atmosfera.

A concentracdo de pesticidas encontrados na dgua vem crescendo de forma continua, sendo herbicidas e inseticidas os
comumente encontrados em dguas superficiais devido a sua grande utilizacdo na agricultura e em zonas habitacionais
(LIU et al., 2009). Sendo o paraquat um herbicida nio seletivo utilizado em muitos paises em culturas de fumo, arroz,
algoddo, soja, uva entre outras. Possui alta persisténcia no ambiente e alta solubilidade na dgua facilitando a
contaminacao deste, no meio.

Fungos e bactérias sdo os mais importantes transformadores e degradadores de pesticidas da comunidade microbioldgica
(DIEZ, 2010). Fungos biotransformam pesticidas e outros xenobioticos através da introducdo de pequenas mudancas na
sua estrutura molecular (DIEZ, 2010). Muitos fungos tém sido testados por sua habilidade de degradar pesticidas,
destacando os causadores da podridao-branca.

Virias espécies de fungos tém sido utilizadas para a degradacdo de diversos poluentes. Fungos secretam uma grande
diversidade de eficientes enzimas (celulases, protease, amilase, lipase, entre outras) no ambiente que sdo utilizadas para
auxiliar sua nutri¢do, essas caracteristicas lhes conferem a capacidade de degradar tanto materiais naturais, refinados ou
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processados. Eles também sdo capazes de suportarem variagdes de Ph e temperatura, mudancas bruscas nas
concentragdes de matéria organica e se adequar a escassez de umidade e de oxigénio.

O Aspergillus niger é conhecido, principalmente, por sua habilidade em produzir enzimas e 4cidos orginicos por
fermentagdo, especialmente, dcido citrico. A espécie de fungo filamentoso Aspergillus Niger, possui eficiéncia
comprovada para degradacdo de compostos recalcitrantes em efluentes de industria de azeite de oliva, industria de
castanha de caju, cervejarias, e em dgua para remo¢do do pesticida agricola paration (GARCIA et al, 2000;
HERNANDEZ et al, 2006; SAMPAIO e al, 2002).

PARAQUAT

Paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto) € um herbicida viologeno, com toxicidade classe I, ndo seletivo utilizado
em larga escala em mais de cem paises em culturas de fumo, arroz, algoddo, soja, uva entre outra. Possui alta
persisténcia no ambiente e alta solubilidade na dgua facilitando a contaminag@o deste meio.

E um composto quartendrio do amdnio utilizado como herbicida e altamente perigoso para os humanos, caso ingerido.
Esse composto sélido cristalino € instdvel em meio alcalino, solivel em dgua, pouco solivel em dlcool e insolivel em
solventes organicos ndo polares (International Programme on Chemical Safety - PISQ, 2001).

O paraquat ¢ um composto extremamente toxico, podendo causar intoxicagdes fatais em humanos e animais. No homem,
ele pode ser reduzido pela enzima NADPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo) - citocromo P450 redutase,
com a transferéncia de um elétron, formando o radical paraquat.

Este, por sua vez, em presenga de oxigénio oxida-se rapidamente produzindo um &nion radical superdxido e
regenerando o paraquat. Desta maneira, ciclos repetidos de reducéo e re-oxidag¢ao do herbicida podem ocorrer gerando
uma grande quantidade de espécies de oxigénio reduzido que levam o organismo ao stress oxidativo ou a peroxidagdo
de gorduras (SOUSA & MACHADO, 2003). Na Figura 1 estd mostrada a estrutura molecular do paraquat.
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Figura 1-Estrutura molecular do pesticida paraquat
Fonte: Sousa & Machado (2003).

MATERIAIS E METODOS
CULTIVO, PRODUGAO E CONTAGEM DOS ESPOROS DE Aspergillus niger AN 400

Os esporos de Aspergillus niger AN 400 foram produzidos em placas de Petri estéreis contendo 15 mL de meio de
cultura Saboraud Dextrose, previamente esterilizado a 121°C, durante 15 minutos, e 1 mL de solucdo de Vishniac
(EDTA 10,0 g/L, ZnSO, . 7H,0 4,40 g/L, MnCl, . 4H,0 1,00 g/L, CoCl, . 6H,0 0,32 g/L, (NH,)¢M0,0,, . 4H,0 0,22
g/L, CaCl, . 2H,0 1,47 g/L, FeSO, . TH,0 1,00 g/L), como fonte de nutrientes para os fungos.

As placas permaneceram a 28°C, durante cinco dias, para o crescimento dos esporos por toda sua superficie, periodo
apds o qual os mesmos foram removidos para tubos de ensaio para posterior contagem. A remocdo dos esporos das
placas de Petri foi realizada com uso de al¢a de Drigalsky e solugdo de Tween 80.

Para a contagem dos esporos foi preparada uma solug@o de esporos utilizando 50 pL de suspensdo, previamente agitada
em agitador tipo Vértex, acrescido de 950 pL de solu¢cdo Tween 80, resultando em dilui¢do de 1:20. Em seguida, 20 pL
da solug@o preparada foram transferidos para cdmara de Neubauer, onde se procedeu a contagem dos esporos em
microscépio éptico Bioval com aumento de 400 vezes.
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IMOBILIZAGAO DA BIOMASSA

A biomassa foi imobilizada em cubos de poliuretano (meio suporte) com 1 cm de aresta, totalizando 15 g,
acondicionados em trés redes de polietileno dentro do reator (Figura 2). O meio suporte foi esterilizado em autoclave a
121°C durante 15 minutos.

O reator foi preenchido com 4 L do meio sintético ( (NH,),SO, 0,5 g/, NaNO; 0,25 g/L, KH,PO, 0,20 g/L, MgSO,
0,25 g/L, CaCl, . 2H,0 0,01 g/L, CuSO, . 7 H,0 0,08 g/L, H,M00, 0,05 g/L, MnSO, . 5H,0 0,05 g/L, Fey(SO,); 0,05
g/L, ZnSO, 0,04 g/L) e glicose na concentragdo de 1,0 g/L. Logo depois do preparo do meio sintético, o meio foi
transferido para o reator e inoculou-se a solugio de esporos, na concentracio de 2x10° esporos/mL.

A imobilizacdo teve duracdo de 7 dias, e a cada trés dias o meio sintético era trocado para melhor crescimento do fungo.
O reator foi mantido em uma camera de fluxo laminar, para evitar contaminaciao do meio.

Figura 2: Imobilizacdo da biomassa fiingica dentro do reator.
Fonte: Autores (2014).

MONTAGEM E OPERAGAO DO REATOR EM BATELADA SEQUENCIAL COM BIOMASSA
IMOBILIZADA

O reator consistia de um recipiente de vidro e possuia volume total de 5 L e volume 1til de 4 L, vedado com tampa
plastica especifica. O ar era fornecido por mini-compressores € a alimentacdo foi a partir da dgua residudria sintética
preparada.

O reator foi operado por 10 ciclos, com TR (tempo de reteng¢do) de 12 horas. No inicio de cada ciclo, a 4gua residudria
sintética era renovada.

O volume amostral retirado em cada ciclo para a realizagcdo das andlises de amonia, nitrito e nitrato foi de apenas 10%
do volume {itil do reator por ciclo estudado. Os tempos reacionais foram O hora e 24 horas. As analises foram feitas
utilizando os métodos descritos por APHA (2005).

AGUA RESIDUARIA SINTETICA

A dgua residudria sintética foi preparada com 4gua de torneira, acrescida de 1 ml/L de Vischiniac (solugcdo de
nutrientes), 0,5 mg/L de glicose e os pesticidas: paraquat na concentragcdo de 30 mg/L.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Ph

Na Figura 3 estdo mostrados os resultados de Ph para TR de 24h.
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Figura 3: Variacio do Ph em func¢ido do tempo.

Fonte: Autores (2014).

Os valores de Ph variaram na faixa de 3,0 a 7,9 (Figura 3). No 1° ciclo, notou-se que a variacdo foi brusca com
diminui¢do do Ph do momento da caracterizagdo com 6,49 a 0 hora do ciclo 1, chegando a faixa dcida com 3,07 e
aumento no 2 e 3 ciclos com valores de 5,2 e 5,80, respectivamente.

Nos ciclos seguintes, observou-se comportamentos semelhantes havendo um aumento de Ph no ciclo 4, para 7,35 ,
chegando a uma faixa quase constante de valores nos ciclos seguintes. Segundo Griffin (1994), o Ph 6timo para o
desenvolvimento de vdarios fungos encontra-se na faixa entre 4,0 e 6,0, porém, a maioria dos fungos filamentosos tolera
variagcdes de Ph entre 2,0 e 9,0. Portanto, o valor registrado no reator nesta pesquisa encontra-se nesse intervalo de
tolerancia.

Bakhtiari (2006) e colaboradores mostraram em seus estudos de producdo de uréase, utilizando Aspergillus niger
PTCC5011, que o acréscimo de glicose e sacarose no meio basal, acumula a producdo de 4cidos no meio. Lopes et al
(2011), através de seu estudo de remocdo de macronutrientes de efluente da industria de castanha de caju por uso de
reator aer6bio em batelada com inoculo fingico, também verificou elevacdo do Ph no final dos ciclos estudados. Os
autores atribuiram isso, ao provavel consumo dos &cidos orginicos produzidos pelo fungo apds a exaustdo do
cosubstrato.

Assim, neste trabalho, os Phs abaixo de 7 sdo ocasionados pela producio e acumulacio dos 4cidos produzidos nos trés
primeiros ciclos, e o aumento da eficiéncia do fungo em consumir o cossubstrato fornecido ao longo dos ciclos e
consequentemente o consumo dos dcidos organicos, ocasiona o aumento do Ph e comportamento constante nos ciclos
seguintes.

Na Figura 5 estdo mostrados os resultados de nitrato, nitrito e amdnia para TR de 24h.
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Figura 4-Variacao de (a) nitrato, (b) nitrito e (c) amonia em func¢io do tempo.
Fonte: Autores (2014)

O fungo, Aspergillus niger, produz enzimas do tipo nitrato redutase e nitrito redutase que convertem nitrato a nitrito e
nitrito a amodnia, mostrando-se dessa forma ser capaz de degradar compostos nitrogenados como o pesticida paraquat
que contem em suas moléculas nitrogénio, como podemos observar na Figuras 1.

De acordo com a Figura 4, a concentrag@o de nitrato no reator teve diminuicao significativa na maioria dos ciclos, sendo
observada a produ¢@o ou liberagdo desse nutriente apenas no 1° ciclo. O aumento de nitrato possa, em parte, estar
relacionado a sua liberacdo pelas células fingicas, uma vez que estes micro-organismos podem armazend-lo, assim
como outros nutrientes, excretando-os para o meio externo sempre que requerido, em resposta as necessidades
metabdlicas dos fungos (LEITE et al., 2006).

A conversdo do nitrato a nitrito por a¢do da enzima nitrato redutase, mostra que no 1° ciclo o consumo de nitrito ¢ de
95,54%, como ha produgdo de nitrato o nitrito consumido € exclusivo do efluente. Nos ciclos seguintes com a conversiao
do nitrato a nitrito, a concentra¢éo do nitrito disponivel aumenta, conforme o nitrato é consumido, e conseqiientemente
convertido & amonia por meio da enzima nitrito redutase.

A maior remog¢do de amodnia foi de 80,21% no 10° ciclo e os menores foram no 4°, 5° e 9° ciclos sendo 10,66%, 6,06% e
6,90%, respectivamente.

Os fungos como o Aspergillus niger podem utilizar tanto amdnia quanto nitrato simultaneamente (SANGTIEAN &
SCHIMIDT, 2002), explicando o consumo quase em sua totalidade de nitrato nos ciclos, enquanto a utilizacao da
amonia nio foi tdo significativa em comparag¢do com a do nitrato.

Na Figura 5 estdo mostrados os resultados de DQO para TR de 24h.
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Figura 5: Variacao do DQO em funcao do tempo e eficiéncia.

Fonte: Autores (2014).
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Os valores de remog¢do de DQO observados na Figura 7 mostram a utiliza¢cdo do substrato e cossubstrato fornecido ao
fungo, pelo decaimento nas concentracdes da matéria organica mensurada em termos de DQO, concluindo-se que a
atividade enzimdtica do fungo estd sendo eficiente em degradar o pesticida estudado, presente na matéria organica.

A maior remo¢do de DQO foi ao ciclo 10, sendo 92,47% e as menores no ciclo 4 e 5 com 68,7% e
68,20% respectivamente.

Na Figura 7 pode-se averiguar que do 1° ao 3° ciclo hd grandes varia¢des e decréscimo nas eficiéncias de remog¢do de
DQO, logo apds a remocdo € constante e crescente, isso se deve a variacdo nos valores de Ph, o sistema enzimadtico do
fungo tem maior poténcia quando o Ph é constante, consequentemente, aumentando a remog¢ao de DQO.

A degradacdo do carbaril mostrada por ZHANG (2003) mostrou que a atividade da acdo enzimdtica do Aspergillus
niger PY168 é mais intensa na faixa de Ph entre 6 e 8 sendo 7,5 o melhor e quando ndo hd uma varia¢iio nos valores de
Ph.

CONCLUSAO

O tratamento biolégico utilizando o micro-organismo Aspergillus niger AN400, mostrou-se eficiente na degradagdo da
dgua sintética contendo o pesticida paraquat.

As remocdes de DQO alcancaram 92%%, indicando a capacidade do fungo em utilizar o pesticida como fonte de
carbono.

As remogdes dos nutrientes nitrogenados também foram eficazes, havendo o consumo do nitrato completamente na
maioria dos ciclos e consumo de amonia acima de 30% em varios ciclos estudados.
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