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Introduciao

A producdo agricola de café Conilon no Estado do Espirito Santo contribui
decisivamente para este setor no Brasil e, logo, para a economia nacional, uma vez que o Pais
representa uma poténcia mundial na exportacdo do produto (Locatelli., 2020; Paula et al.,
2022). O Conselho dos Exportadores de Café do Brasil (2022) relata que 14,7% do total das
receitas das exportagdes dos primeiros 4 meses do ano de 2022 foram referentes a cafés. No
entanto, a atividade tem sido prejudicada pelas altas concentragdes de residuos do agrotoxico
glifosato (GLY) empregados (Peixoto et al., 2021).

Os elevados niveis de residuos de GLY encontrado em produtos agricolas brasileiros
tém levado a embargos por parte da Unido Europeia (UE). A legislacdo do bloco estabelece
um limite méximo de residuo (LMR) de 0,1 mg/kg para o glifosato em alimentos, enquanto a
legislagdo brasileira permite até 1,0 mg/kg para o café e algumas culturas (ANVISA, 2023).
Essa discrepancia normativa impacta negativamente a exportagdo de produtos agricolas
brasileiros, gerando perdas econdmicas (Centanni et al., 2024). Tal situagdo ressalta a
urgéncia de alinhar as praticas agricolas brasileiras aos padrdes internacionais mais rigorosos,
para garantir a competitividade no mercado global e a seguranca alimentar (Metcalfe et al.,
2024).

O GLY ¢ um herbicida aplicado em grandes areas de cultivo para controlar o
crescimento de ervas daninhas e garantir altos rendimentos agricolas. No entanto, o seu uso
indiscriminado e prolongado levanta preocupacdo, visto que suas altas concentragdes tém
trazido possiveis danos ao ambiente e a satde, com a contaminagdo do solo e corpos hidricos
(Maggi et al.,2020; Singh et al., 2020; Tang et al.,2021).

Dentre os caminhos para o enfrentamento dos desafios postos € a busca por
sustentabilidade na agricultura, o processo de biodegradacdo do GLY representa uma
alternativa vidvel e ambientalmente aceita, ja& que utiliza microrganismos para auxiliar a
remoc¢ao do contaminante do ambiente (Souza et al., 2022). Neste contexto, os fungos
filamentosos sdo componentes essenciais da microbiota do solo, desempenhando fungdes
importantes na decomposicdo da matéria organica, na ciclagem dos nutrientes e quebra de
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compostos toxicos, contribuindo para a redugdo dos niveis de glifosato no meio (Chunyan et
al., 2023).

Os biossurfactantes, por sua vez, sdo conhecidos por acelerar a degradacdo de
contaminantes e aumentar sua acessibilidade. Esses compostos, por serem anfipaticos,
possuem a capacidade de reduzir a tensdo superficial e interfacial, facilitando a emulsificagdo.
Isso aumenta a biodisponibilidade dos contaminantes para os microrganismos, promovendo
uma degradagdo mais eficiente e rapida (Barbosa et al., 2022). Espécies produtoras de
biossurfactantes, como Aspergillus niger e Penicillium chrysogenum apresentam aplicagdes
notaveis em multiplos setores devido as suas propriedades surfactantes. Por exemplo, nas
industrias de petrdleo, agricultura, alimentos, cosméticos, farmacéutica, detergentes e no
tratamento de efluentes. Somado a isso, também podendo atuar na recuperacdo de areas
degradadas e na biorremediagdo de poluentes (Chunyan et al. 2023; Demichelli et al., 2020;
Patowary et al., 2022).

Assim, este estudo teve como objetivo isolar fungos filamentosos degradadores de
GLY de areas de plantagdo de café Conilon no Espirito Santo. Em seguida, foi avaliada a
capacidade de produgdo de biossurfactantes nas cepas selecionadas.

Material e Métodos

Amostras de solo foram coletadas em uma plantacdo de café Conilon no sul do ES, em
trés locais: 1) com aplicacdo de GLY comercial; 2) sem GLY; e 3) da rizosfera de erva
daninha resistente a GLY. No laboratoério, 1 g de solo foi homogeneizado em solugdo salina,
diluido e plaqueadas em meio seletivo (BDA, DYGS e Sabouraud - SAB) com 60 mmol L™
de GLY comercial e incubado a 30 °C/72 h. A populacdo foi quantificada, colonias de fungos
filamentosos foram isoladas em cultura pura e estocadas a 4 °C, depois identificadas por
microscopia optica e sequenciamento.

Testes de tolerdncia foram realizados incubando-se os fungos em tubos com agua e
GLY comercial (120, 300 e 480 mmol L") a 30 °C/5 dias. Ao final, foi feita repicagem em
meio BDA e incubagdo a 30 °C/15 dias, analisando-se a ocorréncia ou nao de crescimento.

A producdo de biossurfactante foi avaliada com testes de atividade hemolitica,
atividade emulsificante (Aeo), indice de emulsificacdo (E24) e colapso da gota. Para os trés
ultimos, os isolados foram cultivados em meio base (Cooper et al., 1987) com 1% do
contaminante e 1 mL do indculo.

Para atividade hemolitica (Bicca et al., 1999), os fungos foram cultivados em tubos de
50 mL com 15 mL de meio Czapek-dox (CDB) a 30°C/120 rpm por 72 h. Apo6s isso, 10 pL.
das culturas foram inoculadas em placas de dgar com 5% de sangue de carneiro e incubadas a
30°C/15 dias, observando-se a formag¢ao ou nao de halo de 3-hemolise. O index hemolitico foi
calculado segundo Price et al. (1982): (diametro da colonia + didmetro do halo) / didmetro
total.

Para Aeo, misturou-se 3 mL do cultivo dos fungos em meio base com 2 mL de tolueno
em um tubo de ensaio de 10 mL, seguido de 5 min em agitador tipo vortex. A densidade
optica foi medida a 610 nm (Kreischer et al., 2017) em espectrofotdmetro, e o resultado foi
calculado pela formula: Aeo/A = (AbsA — AbsB), onde AbsA ¢ a absorbancia do analito e
AbsB ¢ a do branco.
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A analise do E24 foi realizada com a mesma solucdo, agitando-se os tubos por 2 min,
seguido de incubagdo a 28 °C/24 h. O valor do indice foi obtido dividindo-se a altura da
camada de emulsdo (AE) formada pela altura total (AT) do liquido, usando-se a formula:
E24=AFE/AT x 100 (Kreischer et al., 2017).

O teste de colapso da gota (Kreicher et al., 2017) foi realizado em placa de Petri,
misturando 8,5 mL de 4dgua destilada com 1 pL de 6leo de soja comercial e adicionando 1 pL
do meio base a superficie da gota. O resultado ¢ expresso pelo tempo necessario para o
espalhamento das gotas

Os testes de degradagdo de GLY foram realizados em um microcosmo adaptado de
Bartha et al. (1965) com um sistema respirométrico fechado. Utilizou-se potes de vidro de
800 mL com 150 g de solo e GLY comercial nas concentra¢des de 0, 2 e 10 mg/kg, € uma
suspensdao de 10® esporos dos isolados. Um copo pléastico com NaOH (0,50 mol L") foi
colocado no centro do pote, e o sistema foi incubado a 30 °C/8 dias. A produgdo de CO>
liberado foi quantificada por titulagdo acido/base.

Resultados e Discussao

A quantificacdo celular das amostras com GLY comercial (60 mmol L™') mostrou
maior contagem microbiana no meio BDA em solo com GLY (Local 1) e na rizosfera de erva
daninha resistente (Local 3), com prevaléncia de fungos filamentosos (Fig. 1). No Local 2,
sem herbicida, a contagem foi menor e sem diferenga entre os meios (Fig. 1). Foram isolados
37 morfotipos de fungos filamentosos.

Figura 1. Concentracdo celular (UFC.mL™") de fungos isolados de trés locais: A) com
aplicagdo de glifosato (GLY); B) sem GLY; e C) da rizosfera de erva daninha resistente a
GLY, inoculados em trés meios de cultura suplementados com GLY (60 mmol L). As barras
representam valores médios + DP (n=3). Letras distintas indicam diferencas estatisticas
significativas entre os isolados.
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Ao avaliar a tolerancia a GLY nos 37 fungos, 28 sobreviveram em 120 mmol L™ GLY
comercial, 27 em 300 mmol L' e 12 em 480 mmol L' (Tab 1). Houve redu¢do da tolerancia
com o aumento da concentracao de glifosato. Os 12 isolados fingicos mais tolerantes foram
identificados por microscopia Optica, sendo a maioria do género Purpureocillium e um
isolado do género Absidia (FSC-9) (Fig. 2).

Tabela 1. Resultados obtidos no teste de tolerancia ao glifosato em diferentes concentracdes™.
FSC: Fungo de solo de cafezal.

Isolados GLY (mmol L") Isolados GLY (mmol L) Isolados GLY (mmol L)
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120 300 480 120 300 480 120 300 480

FSC-1 + + + FSC-14 + + - FSC-26 + + +
FSC-2 + + + FSC-15 + + - FSC-27 + + -
FSC-3 - - - FSC-16 + + + FSC-28 + + +
FSC-4 - - - FSC-17 + + - FSC-29 + + +
FSC-5 - - - FSC-18 + + + FSC-30 - - -
FSC-6 + + - FSC-19 - - - FSC-31 + + +
FSC-7 + + - FSC-20 - - - FSC-32 + + -
FSC-8 - - - FSC-21 + + - FSC-33 + + -
FSC-9 + + + FSC-22 + + - FSC-34 - - -
FSC-10 + + + FSC-23 - - - FSC-35 + + -
FSC-11 + + + FSC-24 + + - FSC-36 + + -
FSC-12 + + - FSC-25 + + - FSC-37 + + +
FSC-13 + -

*Crescimento positivo representado com (+) e inibigdo do crescimento com (-).

Figura 2. Isolados de fungos filamentosos dos géneros Purpureocillium e Absidia (FSC-9)
com maior tolerancia ao glifosato (A esquerda). Morfologia e observagdes microscopicas de P.
lilacinum FSC-1 e Absidia sp. FSC-9 em BDA apo6s 15 dias a 30 °C: (al) P. lilacinum FSC-1;
(a2) Conidiéforos e conidios de P. lilacinum FSC-1; (bl) Absidia sp. FSC-9; (b2)
Conidi6foros e conidios de Absidia sp. FSC-9. Imagens com ampliagdo de 400x (A direita).

Na avaliagdo da atividade hemolitica, todos os isolados do género Purpureocillium
testaram positivo para a producdo de biossurfactantes, com formacao do halo beta-hemolitico
ao redor da coldnia (Fig. 3). O Unico isolado do género Absidia apresentou resultado negativo
(gama-hemolitico) (Fig. 3), conforme detalhado por Carrillo et al. (1996).

Segundo Silva et al. (2017), a atividade hemolitica estd diretamente relacionada a
capacidade dos microrganismos de provocar lise das células sanguineas, permitindo que os
fungos utilizem a hemoglobina como fonte de ferro. Este mecanismo ¢ utilizado como um
teste de triagem para identificar os microrganismos com potencial para a producdo de
biossurfactantes.

Figura 3. Colonias de fungos cultivados em Placas de Petri com 4gar sangue, mostrando halo
com atividade beta- hemolitica (A) e com atividade gama- hemolitica (B).
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Os resultados da analise para medida do index hemolitico permitiram identificar os
isolados FSC-10, 26 e 37 como os que produziram os maiores didmetro de halos, sugerindo
elevado potencial para a produ¢do de biossurfactantes (Fig. 4). A pesquisa realizada por Silva
(2020) identificou fungos com atividade alfa-hemolitica, apresentando index variando de 0,3
cm a 0,5 cm. Em contraste, os fungos do género Purpureocillium no presente trabalho, que
demonstraram predominantemente atividade beta-hemolitica, com indices superiores a 1,0 cm.
Esta diferenca pode ser atribuida a capacidade distinta de produzir biossurfactantes relativas
aos tipos de hemolise. A atividade alfa-hemolitica é parcialmente associada a producao de
biossurfactantes, enquanto a atividade beta-hemolitica esta totalmente ligada a esse processo
de producao (Salazar-Bryam, 2021). Por outro lado, o isolado do género Absidia apresentou
atividade gama-hemolitica (FSC-9), que indica auséncia de lise (Fig. 4).

Figura 4. Didmetro do halo produzido pelos isolados fungicos em ensaio para analise da
atividade hemolitica. As barras representam valores médios + desvio padrdo (n=3). Letras
distintas indicam diferencas estatisticas significativas entre os isolados.
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Testes de indice de emulsificacdo e atividade emulsificante avaliaram a capacidade
dos fungos na formagdo e estabilidade de emulsdes. Na Figura 5, a maioria dos isolados
mostrou indices de emulsificacdo acima de 50%, destacando-se os isolados 26 e 37. Apenas
FSC-9 teve indice abaixo de 50%, indicando incapacidade de produzir biossurfactantes e
confirmando resultados anteriores.
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Figura 5. Indice de emulsificagdo apresentado pelos isolados fiingicos. As barras representam
valores médios + desvio padrao (n=3). Letras distintas indicam diferencas estatisticas
significativas entre os isolados.
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Isolados que apresentam indice de emulsificagdo igual ou superior a 50% sdo
considerados promissores para a produgdo de biossurfactantes (Teixeira et al., 2020). Isso se
deve a capacidade desses microrganismos de emulsionar liquidos ndo misciveis e formar
emulsdes estaveis, uma propriedade de grande interesse biotecnoldgico (Almeida et al., 2020).

Na andlise da atividade emulsificante, os isolados do género Purpureocillium
apresentaram densidade otica superior a 1,0 (Fig. 6), indicando a producdo de biossurfactantes.
Em contraste, o isolado Absidia (FSC-9) teve valor inferior a 1,0. Esses resultados confirmam
os testes de indice de emulsificagdo, refor¢ando a capacidade dos isolados de sintetizar
compostos emulsificantes.

Figura 6. Atividade emulsificante dos isolados fingicos. As barras representam valores
médios + desvio padrao (n=3). Letras distintas indicam diferencas estatisticas significativas
entre os isolados.
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O teste de colapso da gota ¢ um método répido para avaliar a producdo de
biossurfactantes por isolados fingicos. Ele mede a estabilidade interfacial entre 6leo e agua,
indicando a eficiéncia do agente tensoativo. Os resultados mostraram que os fungos do género
Purpureocillium causaram rapida desestabilizacdo da gota em superficies hidrofobicas (Tab.
2), indicando a presenga de biossurfactantes que reduzem a tensao superficial. Em contraste, o
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isolado Absidia nao apresentou espalhamento da gota, refor¢ando auséncia de capacidade de
produgdo de biossurfactantes.

Tabela 2. Resultados do teste de colapso da gota por amostras de meio fermentado pelos
isolados fungicos do género Absidia € Purpureocillium.

Isolados fiingicos Espalhamento da gota Minutos/segundos
FSC 1 ++ 2,0s
FSC 2 ++ 2,0s
FSC9 - 0,0s
FSC 10 ++ 3,0s
FSC 11 ++ 4,0s
FSC 16 ++ 3,5s
FSC 18 ++ 2,0s
FSC 26 ++ 2,0s
FSC 28 ++ 2,5s
FSC 29 ++ 3,5s
FSC 31 ++ 4,0s
FSC 37 ++ 2,0s

Espalhamento total (+ +) ; Sem espalhamento (-); Espalhamento Parcial (+)

Em estudos feitos por Silva (2023), o autor comprova que a técnica do espalhamento
da gota evidencia a existéncia de uma quebra da tensdo superficial quando hé o espalhamento
total ou parcial. Assim, justifica-se que quando o sobrenadante foi adicionado a amostra,
ocorria a redugdo da tensdo superficial e com isso o espalhamento devido ao biossurfactante
produzido.

A biodegradacao do glifosato foi avaliada por microcosmo com o isolado FSC-37 em
meio com 0 mg/kg, 2 mg/kg e 10 mg/kg de glifosato, além de um controle sem fungo. A
respiragdo microbiana, medida pela concentragdo de CO: (Fig. 7), indicou que o isolado
produziu mais CO2 com o aumento da concentragdo de glifosato, sugerindo degradagdo do
herbicida. A concentragdo de 10 mg/kg resultou em maior producdo de CO. comparada a 2
mg/kg, mostrando alta tolerancia do FSC-37 ao glifosato.

Figura 7. Respira¢do microbiana em mg de CO,. As barras representam valores médios +
desvio padrao (n=3). Letras distintas indicam diferengas estatisticas significativas entre os
isolados.
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Os fungos filamentosos do género Purpureocillium demonstraram potencial para a
produgdo de biossurfactantes e biodegradacdo do agrotoxico glifosato. Os resultados sdo
promissores, indicando que esses microrganimos podem ter aplicagcdes biotecnologicas
importantes, especialmente em processos sustentaveis de remediacdo ambiental. Isso sugere
que o uso desses fungos pode contribuir para a redu¢do do impacto ambiental causado por
agrotoxicos, promovendo solucdes ecologicas e eficientes.
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