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RESUMO

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, heterotrofos que se alimentam por absorcdo,
excretando enzimas no substrato e absorvendo os nutrientes liberados. Essa caracteristica
torna-os aliados da biorremediacdo, visto que os metabdlitos que produzem podem degradar
diversas substincias, dependendo das condigdes e caracteristicas fisioloégicas do
microrganismo. A biorremediacdo é o processo de uso de organismos vivos para reduzir ou
eliminar poluentes, sendo uma alternativa ecologicamente viavel e com menores custos, ideal
para a recuperagao de areas degradadas. Langamentos de esgoto, atividades industriais € o uso
intensivo de agrotoxicos na agricultura sao fontes de contaminacdao de solos e recursos
hidricos. Isso preocupa pela saide humana e a biodiversidade, pois esses poluentes,
frequentemente toxicos, afetam as nascentes e podem causar danos a satde e reduzir a
qualidade de vida. Os agrotoxicos, como pesticidas, fungicidas e herbicidas, tém impactos
ambientais e de saide quando usados de forma indiscriminada. O glifosato, o herbicida mais
utilizado mundialmente, ¢ prejudicial a saide humana e ao meio ambiente, sendo genotoxico,
citotoxico e pode causar distarbios neuroldgicos e outros problemas de satde. A Bacia
Hidrografica do Taruma-Acu, situada em Manaus, ¢ uma bacia periurbana que integra um
complexo hidrico. Suas 4guas pretas, acidas e ricas em compostos organicos, sao decompostas
por microrganismos aquaticos, formando uma base para a cadeia tréfica local. Apesar de
estudos sobre a recuperacdo de areas afetadas por agrotoxicos, ha poucas pesquisas sobre a
biorremediacdo e biodegradacdo de herbicidas por fungos aquéticos. Com o objetivo de
examinar o potencial biorremediador dos fungos isolados da Bacia do Taruma, foram
selecionados 3 isolados fungicos (Aspergillus F2P3, Penicillium F3P2 e Trichoderma F4P3)
da Bacia Hidrografica do Rio Tarumd Acu. Para avaliar a degradacao do glifosato e sua
possivel utilizagdo como fonte de carbono e fosforo, os isolados foram cultivados em meios
de cultura I) czapek com baixa concentragdo de sacarose (2,35 g/L), II) meio contendo baixa
concentragdo de sacarose com adigao de KH2PO4 e III) meio contendo baixa concentragao de
sacarose com adicdao de glifosato (2,35g/L) por 14 dias a 28°C sob agitacdo de 150 rpm. Os
isolados apresentaram resultados negativos quando cultivados no meio czapek com baixa
concentragdo de sacarose e suplementado com 2,35 g/L de glifosato ndo apresentando
crescimento, sendo verificado por cromatografia a presenga do herbicida, comprovando sua
nao degradacdo, sendo possivel concluir que os fungos analisados ndo apresentam potencial
para biodegradar o glifosato.

Palavras chave: Biodegradacdo; Herbicida; Impacto ambiental; Isolamento; Rio Negro.



ABSTRACT

Fungi are eukaryotic microorganisms, heterotrophic, and feed by absorption, excreting
enzymes onto the substrate and absorbing the released nutrients. This characteristic makes
them allies of bioremediation, as the metabolites they produce can degrade various substances
depending on the conditions and physiological traits of the microorganism. Bioremediation is
the process of using living organisms to reduce or eliminate pollutants, serving as an
ecologically viable and cost-effective alternative, ideal for the recovery of degraded areas.
Sewage discharges, industrial activities, and the intensive use of pesticides in agriculture are
sources of soil and water contamination. This raises concerns for human health and
biodiversity because these pollutants, often toxic, affect water springs and can cause health
problems and reduce quality of life. Pesticides, such as fungicides, herbicides, and
insecticides, have environmental and health impacts when used indiscriminately. Glyphosate,
the most widely used herbicide in the world, is harmful to human health and the environment,
being genotoxic, cytotoxic, and potentially causing neurological disorders and other health
issues. The Taruma-Acu Watershed, located in Manaus, is a periurban basin that integrates a
complex water system. Its black, acidic waters, rich in organic compounds, are decomposed
by aquatic microorganisms, forming the base of the local food chain. Although there have
been studies on the recovery of areas affected by pesticides, there is limited research on the
bioremediation and biodegradation of herbicides by aquatic fungi. To examine the
bioremediation potential of fungi isolated from the Taruma Basin, three fungal isolates
(Aspergillus ¥2P3, Penicillium F3P2, and Trichoderma F4P3) from the Taruma-Ac¢u River
Basin were selected. To evaluate the degradation of glyphosate and its possible use as a
source of carbon and phosphorus, the isolates were cultured in media I) Czapek with a low
concentration of sucrose (2.35 g/L), II) medium containing low concentration of sucrose with
the addition of KH2PO4, and III) medium containing low concentration of sucrose with the
addition of glyphosate (2.35 g/L) for 14 days at 28°C with agitation at 150 rpm. The isolates
showed negative results when cultured in the Czapek medium with low sucrose concentration
and supplemented with 2.35 g/L of glyphosate, showing no growth. Chromatography
confirmed the presence of the herbicide, proving its non-degradation. It was concluded that
the analyzed fungi do not have the potential to biodegrade glyphosate.

Keywords: Biodegradation; Herbicide; Environmental impact; Isolation; River Negro.



1. INTRODUCAO

A Bacia Hidrografica do Taruma-Acu esta situada na cidade de Manaus, capital do
Estado do Amazonas. E classificada como uma bacia periurbana ja que esta localizada na
area de transicdo entre as zonas urbana e rural do municipio, formando junto com as bacias do
Puraquequara, Sdo Raimundo e Educandos, um complexo hidrico (Siqueira, 2019).

E um rio de 4guas pretas, afluente da margem esquerda do Rio Negro, que possui tal
coloragdo devido a decomposi¢ao de materiais organicos, mediada em parte por
microrganismos aquaticos. As daguas da Bacia do Taruma s3o naturalmente &cidas,
apresentando pH com valor médio de 5,26, devido a presenca de 4cidos htimicos e fulvicos,
com temperatura média anual de 27° C, caracteristica comum dos rios de aguas pretas do
Amazonas (Costa, 2020; Horbe, 2008).

Segundo Krauss (2011), a maior parte da matéria organica encontrada em rios e lagos
temperados € proveniente da vegetacdo que circunda suas margens, decomposta por fungos e
bactérias do meio aquatico. Além de atuarem como decompositores de matéria, esses
microrganismos, também compdem a base da cadeia trdfica, colonizando o substrato
aloctone, adicionando ao material orginico compostos nitrogenados, enriquecendo e
tornando-o mais atrativo para os detritivoros por apresentar maior concentracdo proteica
(Krauss, 2011; Moreira, 2010).

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, heterotrofos que se alimentam por
absor¢dao, excretando enzimas no substrato em que estdo crescendo, posteriormente
absorvendo os nutrientes liberados apds a acdo dessas proteinas. Essa caracteristica os torna
aliados da biorremediacdo, uma vez que os metabolicos que produzem apresentam potencial
para degradar diferentes tipos de substancias, em fun¢do das condicoes a qual o
microrganismo ¢ submetido e suas caracteristicas fisioldgicas (Colla, 2008; Francisco, 2018).

Praticas como langamentos de esgoto, atividades industriais e a agricultura, com o
uso intensivo de agrotoxicos, estdo entre as principais agcdes contaminantes de solos e recursos
hidricos. A degradacdo desses ecossistemas gera preocupacdo quanto as espécies que
dependem desses ambientes e também quanto a saide humana, j4 que esses poluentes,
geralmente de carater toxico, em contato com nascentes ou em forma de gases causam graves
danos a satude, reduzindo a qualidade de vida dos individuos (Francisco, 2018; Pereira, 2012;
Soares, 2011).

Entre as substancias poluentes, tem-se os agrotoxicos, produtos que t€m por objetivo,

destruir pragas e eliminar doengas que podem atacar as plantagdes. Sdo classificados como
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pesticidas, fungicidas e herbicidas. Tais produtos, quando utilizados de forma indiscriminada,
podem causar impactos graves, ndo apenas ambientais, mas contaminando alimentos
consumidos pela populagdo (Corréa, 2022).

O herbicida mais utilizado mundialmente ¢ o glifosato, produto amplamente
utilizado em plantacdes domésticas, jardinagem e em grandes culturas agricolas, como a soja
e milho. Seu uso esta presente durante todas as etapas do cultivo, desde o preparo da terra
antes do plantio, ao decorrer do crescimento da plantagdo, combatendo ervas daninhas que
prejudicam o desenvolvimento do cultivo, e na etapa final como dessecante para acelerar o
processo de colheita. O glifosato é um produto toxico, vinculado a véarias doengas cronicas
aos seres humanos e alteragcdes ambientais preocupantes (Corréa, 2013; Freitas, 2022).

Esse herbicida ¢ prejudicial a satde humana, visto seu carater genotdxico aos
linfocitos, por induzir a proliferacdo celular através dos receptores de estrogénio em células
tumorais mamadrias, apresentar efeito citotoxico na pele relacionado a distarbios oxidativos,
induzir o colapso da membrana mitocondrial nas células pulmonares, e no sistema neural, esta
relacionado a distirbios do sistema emocional e neurodegenerativo (Freitas, 2022).

Para eliminar o poluente do meio, tem-se como alternativa a biorremediacao, descrita
por Gaylarde (2005) como processo em que sdo utilizados organismos vivos, para reduzir ou
eliminar poluentes e contaminantes, encontrados no meio, sendo uma alternativa
ecologicamente aceitavel, por apresentar menores custos, ser menos agressiva ao meio
ambiente ideal para recuperagdo de regides degradadas. Método aplicdvel em ambientes
variados, como ambientes aquaticos, solos, aterros ou areas de contencdo (Gaylarde, 2005;
Machado, 2018; Souza, 2021).

O uso de fungos tem destaque nos processos de remo¢dao de substancias
contaminantes de ambientes gravemente prejudicados. Sua aplicacdo ocorre pela resisténcia
dos microrganismos autdctones aos compostos, como, metais pesados, agrotdxicos,
substancias recalcitrantes e residuos da industria té€xtil, com vasto historico de aplicagdo em
solos (Pereira, 2012; Soares, 2011).

Porém, mesmo com as pesquisas atuais envolvendo a recuperacdo de regides
flageladas por agrotoxicos, ha um ntimero limitado de estudos relacionando a biorremediagdo
e a biodegradacao de herbicidas por fungos isolados de ambientes aquaticos.

Portanto, o presente estudo sobre a biorremediacdo do herbicida glifosato com o uso
de fungos isolados da Bacia Hidrografica do Rio Taruma Agu, como Aspergillus sp,

Trichoderma sp e Penicillium sp, pode contribuir para a compreensdao desses processos de
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remediacdo ambiental e para o desenvolvimento de tecnologias mais eficazes e sustentaveis

para o tratamento de dguas ou solos contaminados.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Examinar o potencial biodegradador de fungos isolados da Bacia do Taruma.

2.2 Especificos
e [solar fungos da Bacia do Taruma.
e Realizar a caracterizagdo morfologica dos fungos isolados.
e Verificar se os fungos isolados da Bacia do Tarumad podem ser utilizados como
biodegradadores do herbicida glifosato.

e Realizar identificacdo molecular dos fungos que apresentarem resultados positivos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Degradacio de ecossistemas

Com o crescimento populacional e alta demanda de producao de bens tem -se
consequentemente o aumento das atividades industriais, que com a deposi¢do inadequada de
residuos, contribuem para a poluicdo ambiental. Lancamentos de esgoto, atividades
industriais e a agricultura, com o uso intensivo de agrotdxicos, estdo entre as principais
praticas poluentes, atingindo solos, fontes de agua superficiais e subterraneas, modificando as
caracteristicas naturais do ambiente, afetando inumeras espécies com esse processo (Pereira,
2012; Silva, 2017; Soares, 2011).

A degradacao desses ecossistemas afeta ndo so6 espécies silvestres que dependem de
seu equilibrio para sobreviver, mas também influencia na qualidade de vida humana, uma vez
que esses poluentes, geralmente de carater toxico, podem culminar em graves danos a satde,
de maneira indireta, pela ingestdo de alimentos ou agua contaminada e inalagdo de gases
toxicos, ou de maneira direta, pelo contato com as substancias poluentes (Machado, 2018;
Pereira, 2012).

Agrotoxicos

Os agrotdxicos sdo produtos que tém por objetivo, destruir pragas e eliminar doencas
que podem atingir as plantacdes. Podem ser classificados como inseticidas, fungicidas e
herbicidas, combatendo respectivamente insetos, fungos e espécies de plantas invasoras ou
parasitas. Tais produtos quando utilizados de forma exagerada e indiscriminada, produzem
impactos ambientais graves, principalmente por sua persisténcia no ambiente.(Corréa, 2015;
Freitas, 2019).

Em solos, os agrotoxicos interferem diretamente na ciclagem de matéria, ja que
afetam os microrganismos responsaveis por esse processo. Porém, também hé o transporte
dessas substancias por processos como lixiviagdo e escoamento superficial, ocasionando o
translocamento das moléculas para camadas mais profundas do solo, que podem atingir e
contaminar as aguas subterraneas, e com o escoamento superficial, hd a contaminacio das
aguas superficiais. A presenga de agrotoxicos no ambiente pode ainda ocasionar em
bioacumulacdo, quando esses compostos quimicos sdo acumulados nos tecidos de um
organismo vivo com o decorrer do tempo, afetando toda a cadeia trofica, além de interferir no
metabolismo das espécies presentes (Corréa, 2013; Yokoyama, 2023).

Além da sua persisténcia no ambiente, os agrotoxicos também podem atuar no

surgimento de pragas resistentes, causar morte de larvas e animais aquaticos e ser toxico ao
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ser humano, relacionado a doengas respiratorias, dermatites e mutagdes celulares que podem
resultar em cancer e alteragdes endocrinas. Além disso, os agrotoxicos também podem
influenciar na reciclagem da matéria organica realizada por microrganismos, ja que nem todos
apresentam resisténcia a esses compostos (Corréa, 2015; Yokoyama, 2023).

Glifosato (C3H8NOSP- n-(fosfonometil)glicina)

O glifosato (C3H8NOSP- n-(fosfonometil)glicina), exemplo de agrotoxico, ¢ uma
das moléculas herbicidas de maior participagdo no mercado mundial, com mais de 150 marcas
comerciais sendo comercializado em mais de 119 paises (Moraes, 2010). Essa vasta
comercializacdo ¢ resultado de sua ampla translocacdo nas plantas, proporcionando um
controle eficaz, com baixa toxicidade a outros organismos. Entretanto, quando atingem os
sistemas aquaticos por meio de varias rotas como de escoamento superficial e lixiviagdo, os
agrotoxicos podem causar alteracdes nesses ecossistemas, uma vez que ao afetar os
organismos vivos, alteram a composi¢ao das comunidades aquaticas, interferindo nas relagdes
troficas e nos ciclos biogeoquimicos, portanto, modificando a estrutura e o funcionamento dos
ecossistemas aquaticos (Campos, 2015; Corréa, 2022; Yokoyama, 2023).

Este herbicida ¢ utilizado tanto nas plantacdes domésticas, para jardinagem, como
também em grandes culturas agricolas, como a soja e milho. Seu uso estd presente em todas
as etapas, desde o preparo da terra antes do plantio, durante o crescimento da plantagdo, no
combate as ervas daninhas, que prejudicam o crescimento do cultivo, e na etapa final como
dessecante para acelerar o processo da colheita (Campos, 2015; Freitas, 2022).

O herbicida estd vinculado a varias doengas cronicas aos seres humanos, visto que
possui carater genotdxico aos linfocitos, induz a proliferagao celular através dos receptores de
estrogénio em células tumorais mamarias, apresenta efeito citotoxico na pele relacionado a
disturbios oxidativos, induz o colapso da membrana mitocondrial e no sistema neural esta
relacionado a distarbios do sistema emocional e neurodegenerativo (Freitas, 2022).

Bacia hidrografica do Rio Taruma Acu

A Bacia Hidrografica do Taruma-Acu esta situada na cidade de Manaus, capital do
Estado do Amazonas. E classificada como uma bacia periurbana ja que esta localizada na
area de transicdo entre as zonas urbana e rural do municipio, formando junto com as bacias do
Puraquequara, Sio Raimundo e Educandos, um complexo hidrico (Siqueira, 2019).

E um rio de 4guas pretas, afluente da margem esquerda do Rio Negro, que possui tal
coloragdo devido a decomposi¢do de materiais organicos, mediada em parte por

microrganismos aquaticos. As daguas da Bacia do Taruma s3o naturalmente &cidas,



15

apresentando pH com valor médio de 5,26, devido a presenca de 4cidos htimicos e fulvicos,
com temperatura média anual de 27° C, caracteristica comum dos rios de aguas pretas do
Amazonas (Costa, 2020; Horbe, 2008).

Glifosato nas aguas do Amazonas

Em seu estudo, Silva (2016) verificou o uso de agrotoxicos em plantacdes de
mandioca da regido amazonica. Como resultados, apontou que 84% das propriedades rurais
faziam uso desse implemento agricola, onde 87% dos entrevistados afirmou utilizar o
herbicida glifosato (C3H8NOS5P- n-(fosfonometil)glicina) para combater as ervas daninhas,
destacando que ndo existe um padrdo de aplicagdo recomendado para a cultura. A quantidade
de herbicida aplicada ¢ estabelecida ao acaso, variando em decorréncia da quantidade de ervas
daninhas presentes no ambiente sem obedecer critérios técnicos, sendo portanto aplicado de
maneira indiscriminada (Silva, 2016).

O risco da utilizacio do glifosato de maneira exacerbada estd na sua ndo
metabolizacdo pela planta, processo recorrente. Com sua adsor¢do, o herbicida pode persistir
durante anos no solo. Além disso, os processos de transporte como lixiviagdo e escoamento
superficial possibilitam o translocamento das moléculas de herbicidas para as camadas
profundas do solo, podendo atingir e contaminar as &guas subterrdneas, bem como o
escoamento superficial favorece a contaminagdo das aguas superficiais, devido ao transporte
do herbicida adsorvido nas particulas do solo erodido ou em solugdo, afetando comunidades
aquaticas, como descrito por Freitas (2019) em seu estudo com caranguejos de agua doce,
detectando o herbicida na dgua, posteriormente avaliando os efeitos sobre a espécie (Freitas,
2019; Silva, 2014; Silva, 2016).

Biorremediacao

A biorremediagao ¢ definida como processo onde sdao utilizados organismos vivos,
normalmente plantas ou microrganismos, como fungos e bactérias, objetivando reduzir ou
eliminar poluentes e contaminantes, encontrados no meio, sendo uma alternativa
ecologicamente aceitavel, menos agressiva ao meio ambiente, mais adequada e eficaz para a
manutengdo do equilibrio ecoldgico, reconhecida pelo baixo custo, podendo ser aplicada no
tratamento de ambientes contaminados, tais como recursos hidricos, solos, além de residuos e
efluentes industriais em aterros ou areas de contencdo (Gaylarde, 2005; Machado, 2018;
Souza, 2021).

Quanto a aplicagdo da biorremediacao, ha duas metodologias mais utilizadas, a

bioestimulacdo e a bioaumentacdo. A primeira consiste na adi¢do de nutrientes organicos e
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inorganicos que estimulam a degrada¢do do contaminante pela microbiota autdctone através
da atividade metabolica, tornando as caracteristicas fisicas do ambiente contaminado propicio
a ser biorremediado por maior atividade dos microrganismos presentes. Diferentemente,
tem-se a bioaumentagdo, em que se utiliza microrganismos aldctones, com ou sem a adi¢do
de fatores fisicos ou quimicos para o favorecimento do seu desenvolvimento, visando que
esses microrganismos realizem processos que degradem as toxinas ou substancias que estejam
em excesso no ambiente. (Machado, 2018; Souza, 2021).

E possivel ainda classificar a biorremediacdo em dois tipos: ex situ e in situ, onde a
técnica ex situ consiste na retirada do material estudado, como solo ou efluente do local
contaminado para que os mesmos sejam tratados em outro local. A remog¢do pode ser
necessaria quando ha possibilidade de contaminagdao de pessoas e do ambiente proximo do
local a ser biorremediado. Ja a técnica in situ, ¢ realizada no proprio local, sem que haja
remoc¢do de material contaminado, evitando custos e disturbios ambientais associados ao
movimento de solos e aguas de um local contaminado para outros locais destinados ao
tratamento (Francisco, 2018; Machado, 2018; Pereira, 2012).

Fungos na biorremediacio

A atividade microbiana ¢ reconhecida como um dos fatores mais importantes na
eliminagdo de compostos quimicos do ambiente, em destaque para os fungos, seres
eucariontes e heterotrofos que se alimentam por absorcdo. Sao reconhecidos por sua
distribuicdo cosmopolita, colonizando diferentes substratos, degradando diferentes
substancias, caracteristica que os torna aliados da biorremediacdo, uma vez as enzimas
liberadas por esses microrganismos degradam diferentes tipos de compostos, dependendo da
espécie e condi¢des a qual ¢ submetido, possuindo vasta aplicagdo na biorremediacao (Colla,
2008; Francisco, 2018; Soares 2011).

O uso de fungos filamentosos, tipo de fungo pluricelular, se destaca na remogao de
substancias toxicas de ambientes gravemente contaminados. Sua utilizagdo € justificada por
sua resisténcia a tais substancias como, metais pesados, agrotoxicos, substancias recalcitrantes
e residuos da industria téxtil. Dentre os géneros mais utilizados na biorremediacao, destacam-
se Penicillium sp. e Trichoderma sp. Esses géneros se mostraram eficazes na recuperacdo de

ambientes degradados, como solos e ambientes aquaticos (Pereira, 2012; Soares, 2011).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coletas de material biolégico

As amostras de 4gua foram coletadas da Bacia do Taruma, na Marina do Davi,
Manaus (AM) em 5 pontos diferentes, distribuidos no médio e baixo curso. Todas as coletas
se concentraram na superficie das dguas, uma vez que se busca isolar os microrganismos
concentrados nessa area. As amostras de agua foram recolhidas em garrafas de vidro estéreis
de 1L, mantidas a 4 °C até a chegada ao Laboratorio de Microbiologia (HUB - ILUM), da

Universidade do Estado do Amazonas.

Figura 1. Coleta das amostras de d4gua da Bacia Hidrografica do Rio Taruma Acu

Fonte: Batista, 2024

4.2 Isolamento e purificacio das linhagens fungicas

Posteriormente, foram feitas aliquotas de 100 uL da agua dos diferentes pontos
coletados em placas com meios seletivos com antibidtico, ampicilina e tetraciclina,
posteriormente plaqueada com a alga de Drigalski até que estivesse completamente seca. As
placas foram feitas em triplicata por cada ponto de coleta, identificadas e armazenadas em
BOD a 18°C.

O acompanhamento do desenvolvimento dos microrganismos foi realizado
diariamente, com seu respectivo repique em duplicatas em tubos de ensaio contendo meio
Sabouraud ao longo de 7 dias, buscando isolar e purificar as colonias dos fungos presentes.

Ap6s a purificacdo em tubos, os fungos foram cultivados em placas de Petri com
meio Sabouraud de maneira tripontual. Quando averiguada a purificagdo, a colonia foi

inoculada de forma unipontual, em uma placa de Petri, contendo meio Sabouraud.
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Figura 2. Placas de Petri com meio sabouraud 7 dias ap6s o plaqueamento das amostras

Fonte: Batista, 2024

4.3 Caracterizacio macromorfologica e micromorfologica

A identificagdo morfolégica dos fungos isolados foi realizada pela inoculagdo de
101 de suspensdo de esporos no centro de placas de Petri contendo 20 mL de meio de Agar
Batata Dextrose (BDA) e as placas foram mantidas em estufa a 28°C. Durante o crescimento,
os fungos foram observados quanto as caracteristicas de cor, tamanho, textura da colonia e
verso-reverso. Os fungos foram posteriormente submetidos a técnica de microcultivo
(Riddell, 1950), para a verifica¢do de suas caracteristicas microscopicas, a fim de identificar

os fungos em nivel de género (Fontes, 2016).

Figura 3. A) Coldnia de Penicillium sp isolado em meio BDA, B) verso da placa de Petri, C)

lamina corada com azul de lactofenol apds técnica de microcultivo.
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4.4 Avaliacao da degradaciao do glifosato

4.4.1 Screening preliminar

A metodologia aplicada foi adaptada de Oliveira (2022), onde um screening
preliminar foi feito com o objetivo de avaliar a tolerancia dos fungos ao herbicida glifosato.
Esse teste foi conduzido em meio de cultura czapek (NaNO3 2,0 g, K2HPO4 1,0 g, MgSO4
0,5 g, KC1 0,5 g, FeSO4(NH4)2S04 0,01 g, agar 15,0 g para 1000 mL de agua destilada),
contendo concentragdes crescentes do glifosato, iniciando com 0,2% e intervalo constante de
0,2%, até atingir a concentragao de 2%. O diametro central do disco micelial foi medido com
paquimetro diariamente, no decorrer dos quatorze dias de incubagdo em BOD a 28 °C. O
crescimento diario das culturas (DGRab) foi calculado pela equagao: DGRab = (Db - Da) /
(tb-ta), onde Db ¢ o didmetro final calculado, Da ¢ o didmetro inicial do disco e tb-ta

representa o intervalo de tempo de exposicao (Oliveira, 2022).

Figura 4. Penicillium sp (A e B) inoculado em meio czapek suplementado com glifosato com

concentracao de 0,8%

Fonte: Batista, 2025

4.4.2 Avaliacao de isolados quanto a utilizagdo de glifosato como fonte de carbono e fésforo

As linhagens que se destacaram no ensaio anterior foram submetidas a um ensaio
com menor influéncia da sacarose. Os isolados fungicos foram cultivados em frascos
erlenmeyers de 500 ml, contendo 250 ml de trés meios diferentes: I) meio czapek com baixa
concentracdo de sacarose (2,35 g/L), II) meio contendo baixa concentragao de sacarose com
adigdo de KH2PO4 e III) meio czapek com baixa concentra¢do de sacarose de sacarose e
suplementado com 2,35 g/L de glifosato, sendo inoculados 4 discos de 3x3 cm de micélio das

linhagens selecionadas (Corréa, 2013).
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Apds 14 dias, incubados a 28° C em shaker a 150 rpm, foi verificado o crescimento
fungico nos trés diferentes meios. Para isso, as culturas foram filtradas por meio de filtros de

papel de 15 cm de diametro, posteriormente sendo analisadas por cromatografia.

Figura 5. A) fungos cultivados em diferentes meios B) meios de cultura apés 14 dias de

incubagdo, C) processo de filtragdo apos 14 dias de incubagdo para obtengdo do caldo.

Fonte: Batista, 2025

4.4.3 Cromatografia de camada delgada

Os filtrados fungicos, foram examinados por cromatografia em camada delgada,
onde foram utilizadas placas de CCD de 10x10 cm pré- revestidas com gel de silica 60
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Os cromatogramas foram desenvolvidos utilizando etanol
/acetona / dgua (1:1:1) como solventes de arraste, de acordo com Corréa (2013). Nas placas de
silica foram colocadas 20ul de cada solugdo: solucao padrao de glifosato, meio czapek com
glifosato sem inoculo fungico, e as solugdes dos filtrados de acordo com os isolados
selecionados. As amostras das solugdes correram em placa de silica em 10 minutos e em
seguida as placas receberam “banho” de solu¢do de ninidrina com acetona (0,05 g de
ninidrina em 10 ml de acetona), posteriormente colocadas em estufa a 100°C durante 10

minutos.



Figura 6. A) Placa CCD 10x10 B) Placa secando em estufa a 100 °C.

B —————————

Fonte: Batista, 2025
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e identificacio dos fungos isolados da Bacia do Taruma

Com a coleta da agua e isolamento dos fungos em placas de Petri, foi possivel obter
ao fim do trabalho 31 morfotipos, pertencentes a pelo menos 6 géneros (Tabela 1).

Tabela 1. Fungos obtidos com a coleta de 4gua na Bacia Hidrografica do Rio Taruma Agu

Géneros dos fungos Pontos de coleta
isolados 1 2 3 4 5 Total
Acremonium ssp - - - 1 - 1
Aspergillus ssp 7 4 1 - - 12
Paecilomyces ssp 1 - - - 1
Penicillium ssp - 2 1 3 2 8
Trichoderma ssp - 1 - - 1
Trichophyton ssp - 1 - - - 1
N3o identificado - 1 3 2 1 7
Total 8 8 6 6 3 31

Fonte: Batista, 2025

5.2 Avaliacdo de isolados quanto a utilizacdo de glifosato como fonte de carbono e
fosforo

Com a finalidade de avaliar a degradagao do glifosato e sua possivel utilizagdo como
fonte de carbono, foram selecionados 3 isolados fingicos (Aspergillus F2P3, Penicillium
F3P2 e Trichoderma F4P3) que apresentaram melhores resultados nas etapas anteriores, sendo
cultivados em trés diferentes meios czapek: I) meio czapek com baixa concentragdo de
sacarose (2,35 g/L), II) meio contendo baixa concentragdo de sacarose com adi¢cdo de
KH2PO4 e III) meio czapek com baixa concentracdo de sacarose e suplementado com 2,35

g/L de glifosato. Os resultados sdo apresentados no grafico 1.
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Grifico 1. Crescimento dos isolados fungicos (Aspergillus F2P3, Penicillium F3P2 e

Trichoderma FAP3) em meios com baixa concentragdo de sacarose.

[ Czapek M Czapek - kKH2ZPO4 M Czapek - KH2ZPO4 + Glifosato

1|T-‘
18+

|
|

=
o
'
t

P
S
L
t

-
L

Biomassaig /L)
=
T
t
=]

Aspergilius F2P3 Peniciillium F3P2 Trichoderma F4P3

Fonte: Batista, 2025

Todos os isolados apresentaram resultados negativos quando cultivados no meio
czapek com baixa concentragdo de sacarose e suplementado com 2,35 g/L de glifosato, nao
apresentando crescimento. Os meios de cultura I) czapek com baixa concentragdo de sacarose
(2,35 g/L) e II) meio contendo baixa concentragdo de sacarose com adi¢gdo de KH2PO4
apresentaram melhores crescimentos, com resultados mistos quanto a producao de biomassa,
com destaque para Aspergillus F2P3, que apresentou maior producdo em meio contendo baixa
concentracao de sacarose com adi¢ao de KH2PO4.

5.3 Cromatografia em Camada Delgada

Os isolados selecionados para a cromatografia foram Aspergillus F2P3, Penicillium
F3P2 e Trichoderma F4P3, visto que haviam demonstrado maior resisténcia ao herbicida em
testes anteriores. Apds as etapas realizadas para a deteccdo do glifosato nas amostras das
solucdes, ocorreram reagdes entre ninidrina e glifosato, resultando em coloragdo roxa,
evidenciando sua presenca, constatando que os fungos isolados nao apresentaram atividade de

degradacgdo do herbicida.
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Figura 7. Placa CCD 10x10 apds banho com ninidrina, onde: 1- solucdo padrao de glifosato;

2- meio czapek com glifosato sem indculo fungico; 3, 4 e 5- solugdes dos filtrados.

Quanto a identificagdo molecular, visto que os isolados ndo apresentaram resultados
satisfatorios, essa etapa ndo foi realizada, havendo apenas a identificagdo macromorfologica e

micromorfologica, permitindo a identifica¢do a nivel de género dos isolados obtidos.
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6. DISCUSSAO

O estudo possibilitou a obtencao de 31 isolados fungicos da Bacia Hidrografica do
Rio Taruma Acu, dos quais 24 foram identificados, onde 38% correspondem a Aspergillus
ssp, 26% Penicillium ssp, 3,3% Acremonium ssp, Trichoderma ssp e Trichophyton ssp 22,8%
dos isolados nao foram identificados por auséncia de caracteristicas morfoldgicas visiveis. Em
trabalho semelhante, ao isolar fungos da Lagoa do Patinho, afluente do Amazonas, Lima
(2017) isolou fungos dos géneros Aspergillus ssp, Curvularia ssp, Fusarium ssp, Mucor ssp,
Penicillium ssp, Rhizopus ssp e Trichoderma ssp, onde os géneros Aspergillus ssp,
Penicillium ssp e Trichoderma ssp sdo resultados convergentes. Destaque para a utilizagdo
desses géneros nos processos de biorremediagdo como descrito por Pereira (2012) e Corréa
(2013).

Dos 31 fungos testados no screening preliminar, apenas 3 foram selecionados para as
etapas seguintes, ja que apresentaram os melhores resultados. Os fungos foram submetidos ao
ensaio em meio czapek com baixa concentragdo de sacarose (2,35 g/L), adicao de KH2PO4 e
glifosato respectivamente, para avaliar a utilizacdo do herbicida como fontes de carbono ou
fosforo. Os fungos cultivados em meio czapek, sacarose e KH2PO4 apresentaram maior
crescimento em biomassa quando comparados ao meio suplementado com glifosato, visto que
nesse ndo houve crescimento, diferente dos resultados obtidos por Corréa (2013), que utilizou
fungos isolados de solo da floresta Amazonica com historico de utilizacdo do herbicida,
mostrando que fungos do género Penicillium ssp e Aspergillus ssp foram capazes de utilizar o
glifosato como fonte de fosforo, bem como fonte de carbono, dada a biomassa produzida.

Oliveira (2022) também utilizou fungos de solo contaminados com herbicidas para
avaliar sua eficidcia na degradacdo dessas substincias, destacando os géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium com os melhores resultados. A utilizagdo de microrganismos
autoctones nos processos de biorremediacdo torna mais provavel que os mesmos utilizem as
substancias contaminantes como substitui¢do de macronutrientes e micronutrientes, porém, o
inverso também ocorre, logo a pouca concentragdo dessas substancias, reduz as chances de
degradacao e resisténcia pelos microrganismos presentes.

No ambiente aquatico, o glifosato estd presente, porém, em concentragdes nao tao
significativas como presente nos solos que ja possuem longo histérico de utilizagdo do
herbicida, fato que permite propor, que o tempo de exposi¢ao e concentragdao do agrotdxico

influenciam na tolerancia e consumo da substancia pelos isolados, como descrito por
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Conceigdo (2025), que utilizou fungos (Aspergillus, Penicillium e Trichoderma) isolados do
Rio Tocantins para biorremediar afluentes com presenga de Zinco e Niquel.

Portanto, conclui-se que mesmo com o historico de presenca do glifosato nas aguas
do Amazonas, os fungos ndo se mostraram tolerantes sob a presen¢a do herbicida, ndo sendo
capazes de utilizd-lo como substrato, consequentemente sendo inviavel sua utilizagdo nos

processos de biorremediagdo desse agrotoxico.

7. CONCLUSAO

O isolamento e a identificacdo dos fungos da Bacia Hidrografica do Rio Taruma Agu
(AM) resultou em fungos do Filo Ascomycota, especificamente dos géneros, Acremonium,
Paecilomyces, Trichophyton, Penicillium, Trichoderma e Aspergillus, sendo em sua maioria
Penicillium e Aspergillus.

Avaliado o potencial degradador dos isolados identificados em utilizar o herbicida
glifosato como fonte de fosforo e carbono, todos obtiveram resultados negativos quando
cultivados no meio czapek com baixa concentracdo de sacarose e suplementado com 2,35 g/L
de glifosato, ndo apresentando crescimento. Os meios de cultura I) czapek com baixa
concentracdo de sacarose (2,35 g/L) e II) meio contendo baixa concentracao de sacarose com
adicao de KH2PO4 apresentaram melhores crescimentos, com resultados mistos quanto a
producdo de biomassa, com destaque para Aspergillus F2P3, que apresentou maior producgao
em meio com adi¢do de KH2PO4.

A cromatografia de camada delgada apresentou em suas placas de silica a presenga
dos padrdes de glifosato nos filtrados fungicos selecionados, enfatizando a ndo degradacao do
herbicida pelos fungos.

Portanto, o estudo realizado apresenta fungos isolados da Bacia Hidrografica do Rio
Taruma Agu (AM) que ndo possuem capacidade de degradacao do herbicida glifosato, porém,
podem apresentar potencial biotecnoldgico nao explorado, com possibilidade de aplicagdes

em pesquisas futuras para outros fins.
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