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Biodegradation of the carbofuran insecticide by Syncephalastrum racemosum
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Resumo

O carbofuran (2,3-di-hidro-2,2-dimetil-benzofuranil-N-metilcarbamato) é um inseticida
pertencente ao grupo dos carbamatos, amplamente utilizado no controle de pragas em culturas
de grande valor comercial, bioacumulavel e extremamente tdxico ao meio ambiente.
Uma alternativa para a remediacdo de 4&reas contaminadas com agrotoxicos
é a biorremediacdo, que consiste na utilizacdo de microrganismos ou suas enzimas para
remover compostos quimicos persistentes. Com isso, 0 objetivo deste estudo foi determinar
a biodegradacdo do carbofuran, empregando o fungo Syncephalastrum racemosum, por meio
da avaliacdo da toleréncia fungica, atividade enzimatica e quantificacdo dos residuos por
espectrofotometria UV-Visivel. Os resultados obtidos demonstraram que o S. racemosum
apresentou melhor capacidade de biodegradacio na concentragcio de 15 pg mL?t de
carbofuran (93,02%), com os valores de IVCM de 21,95 cm dia?, lacase (0,712 U mL™)
e lignina peroxidase (0,005 U mL™), durante 168 h de incubagdo. Assim, a taxa de
degradacdo no intervalo de 25 a 100 pg mL™ apresentou valores de 12,66 a 75,58%,
respectivamente. Com base nestes resultados, o fungo apresenta grande potencial para ser
utilizado na biorremediacdo, minimizando os impactos deste agrotoxico no meio ambiente.
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Abstract

Carbofuran (2.3-dihydro-2.2-dimethyl-benzofuranyl-N-methylcarbamate) is an insecticide
belonging to the group of carbamates, widely used in pest control in crops with great
commercial value, bioaccumulative and extremely toxic to the environment. An alternative to
treat areas contaminated with pesticides is bioremediation, which consists of using
microorganisms or their enzymes to remove persistent chemical compounds. Thus, the
objective of this study was to determine the biodegradation of carbofuran, using the fungus
Syncephalastrum racemosum, by evaluating fungal tolerance, enzymatic activity and
quantifying residues by UV-Visible spectrophotometry. The results obtained showed that
S. racemosum presented best biodegradation capacity at 15 pug mL*carbofuran concentration
(93.02%), with IVCM values of 21.95 cm day™, laccase (0.712 U mL™) and lignin peroxidase
(0.005 U mL™), after 168 h incubation. Thus, the degradation rate in the 25 to 100 pg mL™*
range showed values of 12.66 to 75.58%, respectively. Based on these results, the fungus has
great potential for use in the bioremediation, minimizing the impacts of this pesticide on the
environment.

Keywords: Biodegradation; Carbofuran; Pesticides.

Resumen

El carbofurano (2,3-dihidro-2,2-dimetil-benzofuranil-N-metilcarbamato) es un insecticida que
pertenece al grupo de los carbamatos, ampliamente utilizado en el control de plagas en
cultivos de gran valor comercial, bioacumulativo y extremadamente téxico para medio
ambiente. Una alternativa para la remediacion de &reas contaminadas con pesticidas es la
biorremediacion, que consiste en usar microorganismos 0 sus enzimas para eliminar
compuestos quimicos persistentes. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar la
biodegradacion del carbofurano, utilizando el hongo Syncephalastrum racemosum, a través de
la evaluacion de la tolerancia a los hongos, la actividad enzimatica y la cuantificacion de
residuos por espectrofotometria UV-Visible. Los resultados obtenidos mostraron que
S. racemosum mostrd6 una mejor capacidad de biodegradacion a una concentracién de
15 pg mL? de carbofurano (93.02%), con valores IVCM de 21.95 cm dia?, lacasa
(0.712 U mL1) y lignina peroxidasa (0,005 U mL™), durante 168 h de incubacion.
Por lo tanto, la tasa de degradacion en el rango de 25 a 100 pg mL™* mostr6 valores de
12.66 a 75.58%, respectivamente. En base a estos resultados, el hongo tiene un gran potencial
para su uso en biorremediacion, minimizando los impactos de este pesticida en el medio

ambiente.
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1. Introducéo

Na agricultura moderna, o0s agrotoxicos ocupam uma posicdo de destaque,
com a fungdo aumentar a produtividade agricola e melhorar a relacdo custo-beneficio.
No entanto, a aplicacdo indiscriminada por longos periodos pode levar a disposicéo,
contaminacdo e acumulo de poluentes potencialmente tdxicos no meio ambiente, resultando
em graves efeitos indesejaveis ao ecossistema e a satde publica (Nie et al., 2019).

O carbofuran  (2,3-di-hidro-2,2-dimetil-benzofuranil-N-metilcarbamato) é um
agrotoxico pertencente ao grupo dos carbamatos (Figura 01), de ampla utilizacdo na
agricultura, classificado como inseticida, acaricida, cupincida e nematicida
(Ibrahim & Solpan, 2018). E aplicado ao solo para controle de pragas nas culturas de arroz,
algodao, café, cana-de-acucar, feijdo e milho. O principal mecanismo de acdo é por meio da
inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), provocando o acumulo da acetilcolina, um
mediador quimico da transmissdo dos impulsos nervosos em vertebrados e invertebrados
(Castro-Gutierrez et al., 2017; Popovska-Gorevski et al., 2017; Ruiz-Hidalgo et al., 2016).

Figura 01. Estrutura molecular do carbofuran (C12H15sNO3).
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Devido aos efeitos deletérios e a natureza perigosa do carbofuran, o seu uso foi
proibido em diversos paises da Unifo Européia, Canada, EUA e India. Entretanto no Brasil,
0 consumo ainda ¢ autorizado pelos 6rgdos ambientais e a sua presenga no ambiente deve ser
reduzido a niveis aceitaveis de seguranca desejavel, no ponto de vista ambiental e agricola
(Katembo et al., 2019).

Atualmente existem varios métodos de despoluicdo ambiental do carbofuran, como
oxidagdo com ozonio, fotodegradacdo, processos oxidativos avancados (POASs), filtracdo por
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membrana e adsor¢do. Mas, esses métodos sdo caros, poucos eficientes e dificeis de serem
executados em condigdes ambientais (Abdelhaleem & Chu, 2019).

Entre as estratégias alternativas para a remoc¢do de agrotoxicos de areas impactadas,
tém-se 0 uso de microrganismos que possuem a habilidade de modificar ou decompor
determinados poluentes até a mineralizacdo, obtendo como produto final biomassa, didxido
de carbono (CO.) e agua pela via aerdbica (Dangi et al., 2019). As investigacdes relacionadas
ao uso de fungos e seus metabolitos nos processos de biorremediacdo estdo crescendo a cada
ano, devido ao alto potencial de mecanismos degradativos, biossortivos e de resisténcia
microbiana (Singh et al., 2020).

Com isso, o estudo tem como objetivo avaliar a biodegradagdo do carbofuran,

empregando o fungo Syncephalastrum racemosum, em condicdes laboratoriais.

2. Metodologia

2.1 Reagentes quimicos

O padrdo analitico de carbofuran (2,3-di-hidro-2,2-dimetil-benzofuranil-N-
metilcarbamato, > 99% de pureza) e solventes organicos (cromatografia liquida de alta
eficiéncia - classe HPLC) foram adquiridos da Sigma — Aldrich. Todos os reagentes
empregados foram de grau analitico e todas as solugdes foram preparadas usando &gua

ultrapura, obtida pelo sistema milli-Q da Millipore.

2.2 Microrganismo, condicdes de cultivo e inoculo fungico

O fungo filamentoso utilizado no estudo foi Syncephalastrum racemosum isolado de
solo rizosférico, com cultivo de soja e historico de aplicacdo de agrotdxicos nos ultimos anos.
A cepa pertence a Micoteca do Laboratoério de Biotecnologia Ambiental - LABITEC, mantida
em agar batata-dextrose (PDA) e 1% de glicerinaa 4 £ 0,1 °C para manter a viabilidade.

Nos experimentos de biodegradacdo do carbofuran foram utilizados o meio minimo
proposto por Ma et al. (2017), com modificacdes, contendo por litro: KaHPO4, 0,5 g; NaNOs,
0,5 g; MgS04.7H.0, 0,0125 g; CaCl2.2H,0, 0,005 g; solugdo de traco 10 mL (ZnSO4.7H20,
0,01 g; MnCl2.2H20, 0,003 g; HsBOs, 0,03 g; CoCl..6H20, 0,02 g; CuCl..2H20, 0,001,
NiCl..6H20, 0,002; NaMo00O4.H20, 0,003 g; agua deionizada, 1 L). O pH foi ajustado para
7,0 £ 0,1 e esterilizados em autoclave a 121 + 0,1 °C, durante 20 minutos.




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e824974932, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.4932

O in6culo fangico foi preparado a partir de cultura pura de S. racemosum, ¢
om transferéncia de discos individuais do micélio (7 mm de didmetro) para placas de Petri
contendo agar batata-dextrose e incubadas a 28 + 0,1 °C, por 21 dias.

Apds o periodo de incubacéo, foi realizado o processo de remog¢édo dos esporos com
10 mL de meio mineral estéril, contendo por litro: KoHPO4.3H20, 18,34 g; KH2PO4, 6,0 g;
MgS0..7H20, 0,29; (NH4)2S04, 4,0 g; &gua deionizada, pH 7,0. A suspensdo foi transferida
para erlenmeyeres de 250 mL e agitados por 5 minutos, em agitador horizontal (SPLabor,
Modelo SP-160). Um mililitro de cada suspensao foi transferido para um tubo de centrifuga
(falcon) estéril, contendo 2 mL de solucdo de Tween 80 0,05%, seguido de agitagdo por
5 minutos. Com o auxilio de contagem em cdmara de NeuBauer e microscopio
(Marca Zeiss Axiostar Plus), foi preparada uma suspensao de esporos na concentracdo de

1x10° esporos mL™.
2.3 Ensaio de tolerancia fungica

Os experimentos de crescimento micelial foram realizados em placas de Petri
(90 mm), contendo batata dextrose agar (BDA) suplementado com concentracdes diferentes
de carbofuran (0, 15, 25, 50, 75 e 100 pg mL™t), como Unica fonte de carbono. Apos a adi¢o
de 0,1 mL da suspensdo de esporos flingicos (1x10° mL™1), as placas foram incubadas
a 28 = 0,1 °C durante 7 dias, até esporulagdo abundante. Os ensaios foram realizados em
triplicatas e para cada concentracdo um controle.

A avaliacdo do crescimento foi realizada pela medicéo, a cada 24 horas, registrando-se
o didmetro em milimetros (mm) das coldnias, em posic¢éo ortogonal, durante sete dias, a partir
do momento em que foram colocados os discos de micélio fangico. Os resultados foram
expressos em Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM), conforme a férmula
descrita por Gomes & Pena (2016):

IVeM = Z82

Sendo: IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial (cm dia); D = didmetro médio
atual da coldnia; Da = diametro médio da col6nia do dia anterior; N = ndmero de dias ap6s

a inoculacao.

2.4 Experimentos de biodegradacéo
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Os experimentos de biodegradacdo do carbofuran foram realizados em erlenmeyer de
250 mL, contendo 69,9 mL de meio Ma et al. (2017) com modificagdes, 20,0 mL de
carbofuran com concentragdo final de 15 a 100 pg mL™, 10,0 mL de indculo fingico e 0,1 mL
de solucdo trago, sob condicdes aerobias. Os frascos foram incubados em agitador orbital
a 25+ 0,1 °C (SPLabor, Modelo SP223), 150 xg, durante 7 dias. As amostras foram retiradas
diariamente, centrifugadas a 8.000 xg por 10 min. (Fanem, Modelo 206BL), analisadas

quanto a atividade enzimatica e residuos de carbofuran por espectrofotometria UV-Visivel.

2.4.1 Atividade enziméatica

A atividade da enzima Manganés Peroxidase (MnP) foi determinada pela avaliacdo da
oxidacdo do vermelho de fenol, na presenca de manganés e peroxido de hidrogénio
(Kuwahara et al., 1984). A reacéo foi realizada com 0,5 mL do sobrenadante (obtido através
da centrifugacéo do filtrado - 3.000 xg por 10 min), 0,1 mL de CsHsNaOs 0,25 moL L?,
0,05 mL de MnSQg, 0,2 mL de albumina bovina 0,5%, 0,1 mL de C19H1405S 0,1%, 0,05 mL
de H20, em tampéo succinato de sodio 0,2 moL L (pH 4,5). A reagéo foi interrompida pela
adicido de 0,04 mL de NaOH 2,0 moL L. O monitoramento foi realizado em
espectrofotdbmetro Femto 800 X1, no comprimento de onda de 610 nm, durante 10 minutos.

A atividade da enzima Lacase (Lac.) foi determinada com siringaldazina, como
substrato enzimatico (Szklarz et al., 1989). A mistura da reagdo foi composta de 0,6 mL de
sobrenadante; 0,2 mL de tampdo citrato-fosfato 0,05 moL L* (pH 5,0), 0,1 mL de
siringaldazina 0,1% em etanol e 0,1 mL de agua deionizada. A oxidacdo da siringaldazina até
quinona foi acompanhada por 10 minutos a 525 nm (espectrofotdbmetro Femto 800 XI)

A atividade de Lignina Peroxidase (LiP) foi determinada pelo método modificado de
Tien & Kirk (1984), através da oxidagdo do &lcool veratrilico. A mistura reacional foi
composta por 250 uL de solucdo de alcool veratrilico (4lcool veratrilico 0,008 moL L™ em
tampéo de tartarato 0,1 moL Lt a pH 3,0), 200 uL de H20, 0,002 moL L e 0,5 mL do
sobrenadante. O monitoramento foi realizado em espectrofotémetro Femto 800 XI,
no comprimento de onda de 310 nm, durante 10 minutos.

Todos os resultados de atividade enzimatica foram calculados a partir da formula:

A Absorbancia x 10°

Atividade Enzimatica (U) = <R <t
]
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Em que: A Absorbancia = Absorbancia final — Absorbancia inicial; g = coeficiente de
absorcdo molar; R = volume (mL); 10° = conversdo da medida para litro; t = tempo de reacio

(min.).

2.4.2 Extracdo e quantificacao espectrofotométrica do carbofuran

Aliquotas de 50 mL do meio de cultura foram retiradas a cada 24 horas e submetidas
a centrifugacdo (8.000 xg, 10 min). As células (pellet) e o sobrenadante resultantes foram
separados e submetidos a extracdo liquido-liquido (ELL) com trés aliquotas de 50 mL de
cloroférmio. Os extratos organicos foram combinados, secos com sulfato de sddio anidro
e evaporado a 40 £ 1,0 °C, em evaporador rotativo a vacuo (Solab, Modelo SL-126).
O residuo foi reconstituido em 1 mL de metanol (grau HPLC) e a concentracdo de carbofuran
determinada  por  espectrofotometria  UV-Visivel, segundo  metodologia de
Tamrakar et al. (2007).

O rendimento foi calculado como a porcentagem da quantidade da biodegradacdo ap6s
7 dias de incubagdo (ug mL™), em razdo da concentragdo inicial. Todos os experimentos

foram conduzidos em triplicatas.

2.5 Andlise estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente através de andlise de variancia e teste de
Tukey (p<0,05), utilizando o software Statistica verséo 7.0 (Statsoft).

3. Resultados e Discusséo
O potencial de tolerancia do fungo S. racemosum ao carbofuran foi avaliado pelo

indice da Velocidade de Crescimento Micelial, durante sete dias de incubac&o, sd0 mostrados
na Figura 02.
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Figura 02. IVCM em func&o da concentracéo de carbofuran (15 a 100 pug mL™).
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Fonte: Autor (2020).

O fungo S. racemosum, obteve uma média de velocidade de crescimento entre
8,25 a 21,95 cm dia! (p<0,05), dependendo da concentracio de carbofuran no meio reacional
(Figura 02). No entanto, ap6s os sete dias de avaliacdo foi verificado que concentracdes
superiores a 15 pg mL?, tendem a promover a diminuicdo dos valores de IVCM.
Provavelmente, este fungo ndo esteja adaptado ao agrotoxico em estudo, e a sua presenca
pode ocasionar distdrbios nos processos energéticos, biossintese, divisdo mitética ou baixa
secrecdo de enzimas durante o desenvolvimento celular (Przystas et al., 2018).

O estudo das taxas de crescimento de fungos é muito importante para avaliar
a capacidade de colonizag¢do dos microrganismos. Uma vez que proporciona boa indicagéo da
velocidade, com a qual o fungo, é capaz de colonizar um meio, quando submetido a condi¢des
de contaminacdo ambiental (Nyakundi et al., 2012).

Além das observagdes quanto as alteragfes no crescimento fangico causada pelo
carbofuran, também foi avaliado a presenca de enzimas extracelulares oxidativas envolvidas
na biorremediacdo. Nesta etapa experimental, os ensaios foram realizados na faixa de
concentracdo que apresentou maior valor de IVCM, quanto a producdo de lacase, lignina

peroxidase e manganés peroxidase (Figura 03).




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e824974932, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.4932

Figura 03. Producdo de lacase e lignina peroxidase durante o processo de degradagédo
bioldgica do carbofuran (15 ug mL™).
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Como pode ser observado no Gréafico 02, o S. racemosum apresentou producdo das
enzimas Lac. e LiP na presenca de 15 pg mL™ de carbofuran, com valor maximo de 0,712
e 0,005 U mL, no periodo de 144 e 168 h, respectivamente. Desse modo, pode-se observar
gque 0 mecanismo enzimatico apresentou comportamento nao-linear, em funcéo do tempo de
incubacdo, atingindo produgdo maxima e acentuado decréscimo ao longo do tempo.
A atividade MnP ndo foi detectado nas condicOes testadas, provavelmente pela possivel
inativacdo enzimatica, modificaces fisioldgicas, tipo de substrato ou ndo fazer parte da
manutenc¢éo do sistema fangico.

De modo geral, a presenca da Lac. em maior atividade no pool enzimético é bastante
relevante, devido a baixa especificidade do substrato, catalisando a oxidagdo de compostos
recalcitrantes, com a reducdo concomitante de oxigénio para a &gua como Unico subproduto,
confirmando as potencialidades do fungo em processos de biorremediacédo
(Singh et al., 2020).

Os resultados obtidos para taxa de biodegradacdo do carbofuran foram submetidos
a analise de variancia e comparacdo de médias utilizando o Teste de Tukey (p<0,05), como
mostra a Figura 04.
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Figura 04. Porcentagem de biodegradacdo (%) em diferentes concentragdes de carbofuran.
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A maior taxa de remocio foi obtida para o experimento utilizando 15 pg mL™ de
carbofuran, o qual apresentou reducdo de 93,02% da concentracdo inicial, em 7 dias de
incubacgdo (Figura 04). Corroborando com os resultados de 1IVCM, que consideraram esta
concentra¢do com a melhor adaptabilidade para o crescimento fangico.

No entanto, com o aumento da concentracdo de carbofuran de 25 a 100 pug mL?,
a taxa de biodegradacdo apresentou reducdo de 12,66 a 75,58%, provavelmente por estar se
aproximando do limite de tolerdncia maxima ao contaminante e aumento da inibicdo do seu
crescimento.

A degradacédo do carbofuran por S. racemosum pode ser considerada como eficiente,
principalmente ao comparar 0s resultados obtidos por Salama  (1998)
e Kaur & Balomajumder (2019). No primeiro estudo, o fungo Aspergillus niger apresentou
84,44 % de degradacdo, apds 21 dias de tratamento. No segundo, o Ascochyta sp. foi capaz de
metabolizar 44,57 % de carbofuran, na concentracéo de 70 pug mL™, em 20 dias de incubagéo.

Desse modo, a capacidade de biorremediacdo do fungo S. racemosum pode ainda ser
melhorada em novos estudos visando a indugdo de novas enzimas oxidativas e elucidacéo dos

mecanismos de degradacao do carbofuran.
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4. Consideragdes Finais

A maior eficiéncia de biodegradacio foi obtida no experimento contendo 15 pg mL™*
de carbofuran, IVCM de 21,95 cm dia?, lacase (0,712 U mL™) e lignina peroxidase
(0,005 U mL™), em sete dias de tratamento. Estes resultados obtidos no estudo, sugerem que
0 S. racemosum apresenta caracteristicas promissoras para o desenvolvimento de processos de

biorremediacédo de areas contaminadas com carbofuran.
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