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Introducao

Apresentacao sobre os Pesticidas Organoclorados,
citacao de dois exemplos e Biorremediacao
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Empregados pela industria desde a Persistentes, permanecem ativos no
década de quarenta do século XX. meio ambiente. PESTICIDAS
Nao diluem em agua. Capazes de mutacdo em tecidos
organicos.
Pesquisa e desenvolvimento Com grandes aprimoramentos os
nessa area cresceu. mesmos passaram a ser resistentes

a degradac¢iao quimica e biologica.




DANOS A SAUDE

Sistema Nervoso Central. Sistema de defesa do Organismo.

B ’

Lesoes hepaticas, renais e cerebrais.

Cancer em orgaos do aparelho digestivo, Afeta negativamente o sistema reprodutivo.

pulmao e rim. §



PRESENCA DOS PESTICIDAS

Atingem os solo de pela
incorporacdo direta, e
também atraves de
tratamento de sementes
com fungicidas e
inseticidas.
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Segundo estudos 25% da
producao mundial destes
pesticidas chega a este
ecossistema.
Observando concentracoes
alarmantes de DDT e
Aldrin

Um teste feito em 2016
revelou que 14% das

amostras de alimentos
escolhidas possuiam
niveis acima dos
recomendados pela
ANVISA, no Brasil.




EXEMPLOS DE PESTICIDAS

DDD

(DICLORODIFENILDICLOROETANO)

E um metabdlito do DDT, esta no
Grupo B2 na classificacdo de

agentes cancerigenos.

Persiste muito ao tempo, portanto o
mesmo ndo € mais registrado para

uso agricola.

DIELDRIN

Desenvolvido na década de 1940,
considerado um pesticida muito
eficaz.

Poluente organico extremamente
persistente com dificil
decomposicao.

A partir de 1970, sua venda foi
restrita, tendo sua ultima utilizacdo
sendo registrada em 1984.
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® Contaminantes de uma BIO RR E M E D I Ac AO ® Ocorre naturalmente pela

matriz ambiental: acao de bactérias, fungos

V- @©

SOLO AGUA

e plantas.

REMEDIACAO DEGRADACAOQ

TRANSFORMACAO REMOCAO
® Combinacdo de métodos 8 @ ® Monitoracdo da area
quimicos e bioldgicos. contaminada.
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Microorganismos

Principais Biorremediadores e a Ascidia

Didemnum ligulum



BIORREMEDIADORES

sk

2 PRINCIPAIS
FUNGOS

CARACTERISTICAS BACT'I‘E.R'IAS

Basidiomicetos (De Organizacio em AEERORESISS
podridao branca) filamentos

Agrobactérias
-Resilientes Oxidacéao

Pseudomonas
-Colonizadores Formato bacilar

Corynebacterium

-Degradadores de Lignina






Estudo de Caso

BIODEGRADACAO DO PESTICIDA PENTACLOROFENOL (PCP)
PELO FUNGO MARINHO ASCIDIA DIDEMNUN IIGULUM por
BRUNA VACONDIO



PENTACLOROFENOL

Pesticida Organoclorado de alto nivel de toxicidade; (PCP)

Pode ser encontrado em aguas superficiais e
subterraneas, adsorvido em solo ou no ar;

Bioacumulacao;

Usado principalmente como herbicida e preservante de
madeira;
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DANOS A SAUDE

A contaminacao do pesticida € mais significativa ao contato dérmico;
Baixa Exposicao:

Irritacdo no trato respiratorio, garganta e olhos, produzindo sensacdo de
queimacao e lacrimejamento;

Alta Exposicao:

Febre alta, fraqueza, alteracdes respiratorias, da pressdo sanguinea e do
deébito urinario, convulsao e colapso.




PENTACLOROFENOL (PCP)

Meio Concentracdo Comentario Referéncia

Padroes e valores orientadores = Swf. | PeiSidctotiiidede’ | | Poridie 2ALDTI
. Agua 9 ug/L VMP (consumo humano) CONAMA 396/2008
Meio  Concentracdo Comentdrio Referéncia subterranea 10U/l VMP (recreagdo)
Agua 9 pg/L Vi Valores orientadores
Solo 0,16 mg/kg*  Valor de Prevengdo CONAMA 420/2009 St Soes il o DO
0,35 mg/kg* Vi cendrio agricola-APMax opedyeon sl
1,3 mg/kg*  VIcendrio residencial A e s RSN 3120
3mg/kg*  Vicendrio industria e el et
" ~ P sA;r:ass 72;9;1';%.. :Ilm ::el:z:;clu)ltivo de SEWIN SRS
Solo 0,01 mg/kg*  Valor de Prevencdo Valores orientadores organismos (classe 1)
i 4 ’ 13 pug/L VM (classe 2)
0,07 mg/kg*  Vlcendrio agricola para solo e agua Aguas S D EBRIRS S
06mglg*  Vicendrioresidencial ~ Subterrdneanostado  =ietr> R s
g0y \ 3 d i 13 pg/L VM (classe 2)
1,9 mg/kg* VI Cenano lndusmal de Sao an|o CETESB * = peso seco ; APMAx = Area de Prote¢dio Maxima; VI = Valor de Investigacdo
DD 256/2016/E (':gl\IIAMA)/ Valor de intervencio (CETESB); VMP = Valor Maximo Permitido; VM = Valor



METODOS

® 15 linhagens diferentes da ascidia coletadas da regido de Séo
Sebastidao- Litoral de Sao Paulo;

® Fragmentos do fungo esterilizados e colocados em placas de Petri;

® DPlacas incubadas durante 7 dias a temperatura de 25°C;

® 2 etapas: ® Analise da biodegradacdo do pesticida.
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PLACAS DE PETRI

Figura 16: Linhagens puras isoladas da ascidia Didemnun Ligulum: 1- DL5A; 2- DL6A; 3- DL11A; 4- DL2B;
5- DL5B; 6- DLI1F; 7- DL2F; 8- DL5G; 9- DL3M2; 10- DL1M3; 11- DL4M3; 12- DL6M3; 13- DL7M3; 14-

DL8M3; 15- DLOM3 (elaborado pelo autor).

MEIO DE CULTURA SOLIDO

pH 8.

Meio de Cultura Solido de Malte 3% em agua
do mar artificial.

Malte 3% - extrato de Malte ( 30,0 g/L ),
peptona de farinha de soja ( 3,0 g/L ), e agar
bacteriologico ( 20 g/L ).

Solucao de Estoque - PCP como soluto e seu
solvente, o acetato de etila na proporg¢ao 5 mg
de PCP/ 100 pL.

Placas sem o PCP e com o PCP nas
concentragdes de 10, 25, 30, 40 e 50 mg/mlL.

Incubadas e vista em um periodo de 21 dias,
sendo de 7 em 7 dias feito a medic¢ao do
didmetro da colbénia formada.



Tabela 4: Crescimento médio® das linhagens de fungos marinhos em 7 dias na presenga de concentrades | Tabela 5: Crescimento médio® das linhagens de fungos marinhos em 14 dias na presenga de concentragdes
crescentes de PCP em meio de cultura solido de extrato de malte 3%. crescentes de PCP em meio de cultura solido de extrato de malte 3%.
Didmetro de crescimento (cm) em 7 dias Didmetro de crescimento (cm) em 14 dias
Fungos Placas com o PCP Fungos Placas com o PCP
marinhos Placa controle o Placa controle
(semoPCP) 10mgL’  25mgl’ 30mgl’  40mgL’ 50mgL’ marinhos (moPCP) 10mgl’ 25mgl' 30mgl’ 40mgl' 50mgL’

DL6A 51 18 0,7 0 0 0 DL6A 6,7 3,6 1,7 0,1 0

DL5A 31 1,6 1,0 0,1 0 0 DL5A 48 3.0 1,6 03 0

DL11A 6,6 22 0.8 0,7 0 0 DL11A 8,0 49 1.8 1,6 0 0

DL2B 78 41 30 18 0,7 0,9 DL2B 8,0 6,6 5.9 2,7 14 2,1

"Desvio padrio minimo de 0,07 e miximo de 0,4 Desvio padrio minimo de 0 e maximo de 0,2

Tabela 6: Crescimento médio® das linhagens de fungos marinhos em 21 dias na presenga de concentragdes

crescentes de PCP em meio de cultura solido de extrato de malte 3%.

Didmetro de crescimento (cm) em 21 dias

Fungos Placas com o PCP
s Placa controle
marinhos
(sem o PCP) 10 mgL’ 25 mgl’! 30mgl’ 40 mgL’ S0mglL’

DL6A 8.0 54 25 0.2 0

DL5A 6,6 4.5 32 0.4 0

DL11A 8,0 7.2 3.1 28 0 0
DL2B 8,0 7.6 72 38 22 35

Desvio padrio minimo de 0,1 ¢ maximo de 0,5



AMOSTRA DE DL6A

Figura 17: Cultivo da linhagem DL6A em 21 dias nas concentragdes de: 1- 10; 2- 25; 3-30; 4-40 e 5-50 xng]..'l
de PCP/placa.

AMOSTRA DE DL2B

Figura 20: Cultivo da linhagem DL2B em 21 dias nas concentragdes del- 10; 2- 25; 3-30;: 4- 40 e 5- 30 mgl.'1
de PCP/placa.



MEIO DE CULTURA LIQUIDO

Linhagem DL2B selecionada.

Inoculacao de 100.000 esporos em meio de
cultura Malte 3%.

pH do meio ajustado para 8.

Incubacao de 100.000 esporos/ml em agitacao
orbital por 3 dias. (30° C , 130 rpm).

Adicao de 2 mg do pesticida PCP.

Degradacao do pesticida efetivada nos
primeiros 7 dias.

Produtos da degradacao do PCP
prejudiciais ao meio ambiente (PCA e
2,3,4,6-TeCA).

O/ O/
Cl Cl Cl Cl
Cl Cl Cl

Cl Cl

Pentacloroanisol (PCA)  Tetracloroanisol (TeCA)
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Figura 25: Cromatograma de ions obtido por meio das analises em CG-EM da reagdo de biodegradagdo do PCP
em 7 dias, referente a extracdo do extrato micelial.



BIODEGRADACAO DO PCA

® Meio de Cultura Liquido Malte 3%
® Principal produto advindo da biodegradacao do PCP

® 20 mg/L de PCA

Tabela 8: Quantificacdo do PCA por CG-DIC apoés biodegradacdo em 7, 14 e 21 dias de incubagdo (30°C, 130
rpm).

Tempo (dias) Concentracdo do PCA (mgL'l) % de PCA degradado
7 2+0,1 0
14 1,82+ 0,01 9

21 1,54+012 23




Biodegradacao do 2,3,,6-Teca
Produto da reacao de biodegradacao do PCP.
Feita nas mesmas condicdes estabelecidas ao PCA.

Observacédo de que ele ¢ um produto formado apods a degradacao do PCA,ou seja,
proximo produto intermediario.

OH o’ o
Cl Cl Metilaggo  Cl Cl  Descloragao Cl Cl
Cl Cl Cl Cl Cl

Cl Cl Cl

Pentaclorofenol (PCP) Pentacloroanisol (PCA) Tetracloroanisol (TeCA)

Figura 34: Proposta de rota para biodegradagdo do pesticida PCP por uma linhagem de fungo marinho.
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i Biodegradagdo 7 dias

L Biodegradacdo 14 dias

1.0+

s Biodegradacdo 21 dias

—_—
15.2 15.3 15.4 15.5 15.6 15.7 15.8 15.8 16.0 16.1

Figura 33: Diminuigdo da concentracdo de 2,3,4,6-TeCA na degradacdo do PCA ao longo de 7,14 e 21 dias
evidenciado pelo aumento da intensidade do ion m/z 231 em analise de CG-EM.



Conclusao

Resultados obtidos pelo Estudo de Caso




Linhagem DL2B do fungo ASCIDIA DIDEMNUN
LIGULUM tem 99,6% de semelhanca com a
espécie de fungo trichoderma harzianum.

O fungo trichoderma harzianum apresentou
grande eficiéncia na biodegradac¢ao do PCP.

PCA e 2,3,4,6-TeCA apresentaram uma reducao
no meio.

Fungo pouco utilizada na biorremediacao de
organoclorados, tornando-se uma proposta de
grande valor.

CONCLUSAO E
RESULTADOS OBTIDOS
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Tabela 4: Crescimento médio® das linhagens de fungos marinhos em 7 dias na presenga de concentragdes
crescentes de PCP em meio de cultura solido de extrato de malte 3%.

Didmetro de crescimento (cm) em 7 dias

Fungos Placas com o PCP
e Placa controle
(semoPCP) 10mgmL’ 25mgmL’ 30 mgmL”’ 40mgmL” 50 mgmL™
DLI1M; 4.2 0 0 0 0 0
DL4M; 1.5 0 0 0 0 0
DL6M; 1.9 0 0 0 0 0
DL7M; 0.9 0 0 0 0 0
DL8M; 0.6 0 0 0 0 0
DLSM; 3,9 0 0 0 0 0
DLI1F 1,9 0,2 0 0 0 0
DL2F 2,1 0.4 0 0 0 0
DL3M; 2,5 0,5 0 0 0 0
DL5B 1,6 0,6 0 0 0 0
DL5G 1,5 0,9 0 0 0 0
DL6A 5.1 1.8 0,7 0 0 0
DL5A 3.1 1,6 1,0 0,1 0 0
DL11A 6,6 2,2 0,8 0,7 0 0
DL2B 7.8 41 3,0 1,8 0,7 0,9

“Desvio padrio minimo de 0,07 e maximo de 0,4



Tabela 5: Crescimento médio® das linhagens de fungos marinhos em 14 dias na presenga de concentragdes
crescentes de PCP em meio de cultura s6lido de extrato de malte 3%.

Didmetro de crescimento (cm) em 14 dias

Fungos Placas com o PCP
marinhos Placa controle
(semoPCP) 10mgmL’ 25mgmL’ 30mgmL’ 40mgmL”’ 50 mgmL’

DLIM; 6.6 0 0 0 0 0
DLA4M; 3,6 0 0 0 0 0
DL6M; 4.2 0 0 0 0 0
DL7M; 3,1 0 0 0 0 0
DL8M; 1,5 0 0 0 0 0
DLSM; 5.4 0 0 0 0 0

DLI1F 2,6 0.4 0 0 0 0

DL2F 43 1,2 0 0 0 0
DL3M; 43 1.3 0 0 0 0

DL5B 3,1 1,5 0 0 0 0

DL5G 438 3.4 0 0 0 0

DL6A 6.7 3.6 1.7 0.1 0 0

DL5A 4.8 3,0 1.6 0.3 0 0
DL11A 8,0 49 1.8 1.6 0 0

DL2B 8.0 6.6 5.9 2,7 14 2.1

“Desvio padrio minimo de 0 e maximo de 0,2



Tabela 6: Crescimento médio® das linhagens de fungos marinhos em 21 dias na presenga de concentragdes

crescentes de PCP em meio de cultura s6lido de extrato de malte 3%.

Didmetro de crescimento (cm) em 21 dias

Fungos Placas com o PCP
. Placa controle
(semoPCP) 10mgmL’ 25mgmL’ 30mgmL’ 40mgmL’ 50 mgmL’
DL1M; 8.0 0 0 0 0 0
DL4M; 6.5 0 0 0 0 0
DL6M; 8.0 0 0 0 0 0
DL7M; 6,2 0 0 0 0 0
DLS8M; 2.8 0 0 0 0 0
DLSM; 7:1 0 0 0 0 0
DLI1F 6.1 0.9 0 0 0 0
DL2F 8.0 3.0 0 0 0 0
DL3M; 8.0 32 0 0 0 0
DL5B 8.0 3.3 0 0 0 0
DL5G 8.0 6.3 0 0 0 0
DL6A 8.0 5.4 2,5 0.2 0 0
DL5A 6.6 4,5 3,2 0.4 0 0
DL11A 8.0 7.2 3.1 2.8 0 0
DL2B 8,0 7.6 7.2 3.8 2,2 3.5

“Desvio padrio minimo de 0,1 e maximo de 0,5



