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RESUMO

O presente trabalho compara a eficiéncia na redugdo da
toxicidade de lixiviado proveniente de aterro sanitdrio
apdés o emprego do processo de micorremediagdo
utilizando os fungos Candida spp. e Trichophyton spp.
por meio de bioensaios com semente de Allium cepa.
Para o tratamento do lixiviado foram montadas
unidades experimentais com diferentes concentragdes
de lixiviado que foram inoculados com os fungos
selecionados e incubados. Apds a incubagdo foi
realizado os bioensaios utilizando o extrato liquido para

inocular 10 sementes de Allium cepa em placas de Petri.
Posteriormente fez-se o calculo dos indices de analise
macroscépica. A partir dos resultados, constatou-se que
a levedura Candida spp. apresentou melhores resultados
de redugdo da toxicidade em todas as unidades
experimentais. Concluindo que entre os géneros
analisados, a levedura Candida spp. se mostra mais
eficiente podendo ser promissora para a redu¢do da
toxicidade de lixiviado de aterro sanitario.
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EVALUATION OF THE BIOREMEDIATION POTENTIAL OF CANDIDA spp. AND
TRICHOPHYTON spp. FUNGI IN THE TREATMENT OF LEACHATE FROM A LANDFILL

ABSTRACT

This study compares the efficiency in reducing the
toxicity of leachate from a landfill after the application
of mycoremediation processes using Candida spp. and
Trichophyton spp. fungi through bioassays with Allium
cepa seeds. Experimental units were set up for leachate
treatment with varying concentrations, inoculated with
the selected fungi, and incubated. After incubation,
bioassays were conducted using the liquid extract to

inoculate ten Allium cepa seeds on Petri dishes.
Subsequently, macroscopic analysis indices were
calculated. The results revealed that Candida spp. yeast
showed superior toxicity reduction results in all
experimental units. In conclusion, among the analyzed
genera, Candida spp. yeast demonstrates greater
efficiency and holds promise for reducing the toxicity of
landfill leachate.

Palavras chave: Mycoremediation, Bioassay, Allium cepa.
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1 INTRODUCAO

Os desafios envolvendo os residuos solidos urbanos (RSU) comecam nos padrées de
producdao e comercializacdo, onde os produtos sdo fabricados visando um consumo exagerado,
sendo rapidamente incorporados nos habitos da sociedade, causando um maior descarte pela
obsolescéncia de uso, e consequentemente gerando quantidades consideraveis de rejeitos
(SIQUEIRA; MORAES, 2009). A gestdo adequada de RSU tem como objetivo proteger a saude da
populacdo, promover a qualidade ambiental, desenvolver a sustentabilidade e fornecer suporte
para a produtividade econdmica, assim é de suma importancia conhecer e tratar os poluentes
gerados na degradacdo de RSU (NASCIMENTO et al., 2015).

Segundo SNIS (2021) aterros sanitarios sdo instalacdes que possuem controle técnico e
operacional para evitar que residuos e seus efluentes (liquidos e gasosos) causem danos a saude
publica e ao meio ambiente, sendo a principal disposi¢do final adequada utilizada no Brasil. O
efluente liquido gerado na degradagao dos residuos se denomina lixiviado. O lixiviado é gerado
por fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos, possuindo como caracteristicas a cor escura 0 mau
cheiro e a elevada Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) (PRADO, 2023). Dentre a composicdo
do lixiviado constam altas concentracdes de matéria organica, macrocomponentes inorganicos,
metais toxicos e compostos organicos xenobidticos que dependem dos estagios de decomposicao
da matéria organica, da composigao dos residuos, das condi¢des ambientais, da idade e modo de
operacado do aterro, entre outros, tornando a composicdo desse efluente complexa, téxica e de
dificil tratamento (ROCHA e LODI, 2022; ANDRADE, 2022; RIBEIRO, MENDES, 2018).

A caracterizagao fisico-quimica do lixiviado de aterro sanitario, apesar de inferir sobre sua
composi¢ao toxica, ndo associa o efeito conjunto das substancias interagindo no efluente e seu
impacto direto sobre o meio ambiente. Para complementar a andlise dos efeitos téxicos do
lixiviado é necessario realizar bioensaios que visam predizer o impacto potencial de um agente
toxico ao ambiente (FRANCO et al., 2018). Esta técnica utiliza organismos bioldgicos
(bioindicadores) para o reconhecimento das condicdes da amostra que se deseja estimar a
toxicidade. Dentre os organismos passiveis de uso, plantas superiores, mais especificamente a
Allium cepa (cebola) possui diversas aplicagdes no monitoramento e detec¢do de contaminantes,
avaliando a fitotoxicidade de um composto por meio da inibicdo da germinacdo e do crescimento
radicular das sementes (SOMMAGGIO, 2016; LELES, 2017; OLIVEIRA, 2021).

A biorremediagao é uma técnica que envolve o uso de microrganismos para remover ou
biodegradar substancias nocivas em compostos nao téxicos ao meio ambiente, com aplicabilidade
recomendada pelo ambito cientifico como alternativa vidvel para o tratamento de contaminantes.
Segunda Perna (2018) a selecdo de organismos capazes de transformar os poluentes alvos é de
suma importancia para a eficiéncia da biorremediagao.

A micorremediacdo é uma alternativa ecossustentavel que utiliza fungos e/ou seus
produtos metabdlicos para remediar ou reduzir o potencial poluidor de contaminantes. Técnica
essa que apresenta diversas possibilidades de aplicacdo em areas contaminadas por compostos
toxicos, devida as caracteristicas fungicas, como: a capacidade de adaptagdo em meios com
presenca de compostos téxicos recalcitrantes, a presenca de um sistema enzimatico extracelular
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eficiente, a forma de crescimento vegetativo que permite contato direto com o poluente, e a sua
baixa especificidade de substrato (BENEVIDES e MARINHO, 2015; KAO, 2023).

Algumas pesquisas relacionam a micorremediagao com as caracteristicas fisico-quimicas do
lixiviado, esses trabalhos foram de suma importancia para esse novo eixo de investigacdo, uma vez
qgue a micorremediagdo obteve alta eficiéncia na remogao de poluentes organicos e inorganicos. A
relacdo entre a micorremediacdo e os compostos tdxicos do lixiviado teve inicio recentemente
com os estudos de Hassan et al. (2020) que avaliou a eficiéncia fungica na remog¢do de metais e
metaloides, Siracusa, et al. (2020) com a avaliacdo do fungo Lambertella sp na reducdo de
nitrogénio total, carbono organico total e cloreto e nos estudos de Ikechi-Nwogu, Akpan, (2022)
que utilizaram o fungo Lentinus squarrosulus Mount para reducdo das propriedades fisico-
guimicas e carga microbiana do lixiviado.

Os fungos dos géneros Candida e Tricophyton, tém se destacados em estudos de
biorremediacdo. Muitas espécies de levedura da Candida spp. produzem biossurfactantes, sendo
aplicados para micorremediar petréleo, 6leo motor, metais toxicos e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs) (SOARES et al., 2011; DURVAL, 2017). Algumas espécies do fungo filamentoso
Trichophyton spp se mostraram eficientes na biorremediagdo de corantes azo téxteis e
pentaclorofenol (SANTOS, 2023).

A partir do exposto, este trabalho tem como objetivo comparar os resultados da reducao
da toxicidade do lixiviado proveniente de aterro sanitdrio apés o emprego do processo de
micorremediacdo utilizando os fungos Candida spp. e Tricophyton spp. por meio de bioensaios
com semente de Allium cepa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento e sele¢ao de fungos autdctones

Com a finalidade de isolar e selecionar fungos autéctones para o processo de
micorremediagao foi coletada amostra de lixiviado bruto advindo das canalizagdes das células do
aterro sanitdrio do municipio de Londrina, localizado no distrito de Maravilha (CTR — Maravilha).

As etapas realizadas para a selecdo de fungos seguiram a metodologia de Silva et al. (2011)
com adaptagdes, onde se realizou a diluigdo em série, diluindo o lixiviado em solugao salina na
propor¢do 1:10, obtendo as diluicdes 10, 102 e 1073. Esse procedimento foi realizado em
duplicata. Em seguida, utilizando a técnica de espalhamento, adicionou-se 0,1 mL de cada uma das
diluicdes em placas de Petri contendo Agar Sabouraud acrescido de Cloranfenicol, sendo
incubadas por 4 dias.

Os fungos de maior incidéncia foram selecionados para o isolamento em col6nias gigantes
em agar Sabourald e incubados durante 04 dias, para posteriormente realizar a identificagdo
flngica utilizando as caracteristicas macro e microscdpicas das colOnias. A identificacdo foi
baseada no guia de identificagdo de fungos, Larone’s medically important fungi: A guide to
identification, de Walsh et al. (2018). Apds a identificacdo dos fungos selecionados, as amostras
foram transferidas para o meio Sabouraud inclinado em tubos de ensaios. Na Figura 1, pode-se
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observar um exemplo representativo do processo realizado para o isolamento e selecao de fungos
autoctones.
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Figura 1: Esquema representativo do procedimento realizado para o isolamento e sele¢do de fungos autéctones

2.2 Preparagdo do indculo e etapa de micorremediagdo

Foram selecionados dois fungos, sendo uma levedura e um fungo filamentoso. A levedura é

semelhante a Candida spp. e o fungo filamentoso é semelhante a Trichophyton spp. Na Figura 2
ilustra-se os procedimentos realizados para a etapa de micorremediacao
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Figura 2: Procedimento realizado para a montagem das unidades experimentais (UEs) para o processo de
micorremediagdo.
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Para a preparacdo do indculo, cada cepa de fungo teve uma porcdo de massa que cresceu
no tubo de ensaio em meio inclinado retirada e transferida para 10 mL de meio liquido MA2
(Malte 2% e Peptona 0,2%), sendo incubados em shaker por 04 dias. Para a etapa de
micorremediagdo foi utilizada a metodologia proposta no trabalho de Bonassa (2021), com
modifica¢cdes, onde foram montadas unidades experimentais (UEs) em erlenmeyers de 250 mL
contendo meio liquido com diferentes concentracdes de lixiviado (0%, 10%, 25%, 50% e 100%). O
volume final de meio liquido em cada erlenmeyer foi de 100 mL, sendo 0% preparado somente
com meio liquido MA2 (Malte 2% e Peptona 0,2%), 100% preparado somente com o lixiviado e as
demais concentragdes com 10 mL, 25 mL e 50 mL de lixiviado acrescido de 90 mL, 75 mL e 50 mL
de meio liquido MA2 (Malte 2% e Peptona 0,2%), respectivamente. Cada uma das UEs foi
inoculada com 1 mL do indculo preparado, sendo incubadas por 07 dias.

Depois de transcorrido o periodo de incubacdo realizou-se a filtracdo do meio liquido que
foi utilizado nos ensaios de toxicidade por meio de filtracdo a vacuo utilizando papel filtro. Os
extratos filtrados foram submetidos a testes de toxicidade com Allium cepa e a massa celular
retida no papel filtro foi colocada em estufa a 80°C para determinacao da massa seca. Apds esse
procedimento as amostras foram pesadas para obtencdo do peso seco (massa celular).

2.3 Ensaios de toxicidade com Allium cepa

Para essa etapa seguiu-se as metodologias de Bagur-Gonzdles et al. (2011), Sommaggio
(2016), Silva; Tofolo (2017) e Leles (2017), utilizando a semente de Allium cepa (cebola) como
bioindicador. Apds a obtengdo dos extratos liquidos, iniciou-se a montagem das UE em placas de
Petri, contendo papel filtro em formato circular, posicionadas no interior das placas de Petri
expostas a luz ultravioleta por 15 minutos na capela de fluxo laminar para esterilizagao.

Em cada placa, devidamente identificada, foram adicionadas 10 sementes de Allium cepa
sobre o papel filtro estéril e 2 mL de amostra de extrato liquido obtido apds filtragdao do meio
liquido. As placas foram incubadas no escuro por 6 dias (144 horas), para a germinacdo das
sementes e crescimento das radiculas.

As analises macroscépicas foram realizadas apds o periodo de incubacdo das sementes de
Allium cepa, conforme as etapas seguintes: (i) Quantificagdo das sementes germinadas; (ii)
Medicdo do tamanho das raizes; (iii) Registro de possiveis alteracdes nas raizes (morfologia —
formato, textura, comprimento, espessura e mudanca de cor); (iiii) Determinacdo dos indices
macroscopicos. As equagdes 1, 2, 3, 4 e 5 foram utilizadas para os calculos dos indices
macroscopicos.

numero de sementes germinadas com amostra

GRS = * 100 (1)

numero de sementes germinadas no controle negativo

Onde: GRS é a germinagao relativa das sementes.
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Comprimento médio da radicula com amostra

CRR = : — : — 100 (2)
Comprimento médio da radicula no controle negativo
Onde: CRR é a germinacdo relativa das sementes.
GRS*CRR
IG = ———— (3)
100

Onde: IG é o indice de germinagao.

IGN = Germ x—Germ controle (4)

Germ controle

Onde: IGN é o indice de germinagao residual normalizado, Germ x é a porcentagem média de
sementes germinadas em cada amostra e Germ controle é a porcentagem de sementes
germinadas no controle.

Along x—Along controle

IER =

(5)

Along controle

Onde: IER é o indice de alongamento radical residual normalizado, Along x é o comprimento
médio da radicula das sementes germinadas em cada amostra e Along controle é o comprimento
médio da radicula das sementes germinadas no controle.

Segundo a metodologia de Bagur-Gonzales et al. (2011), os indices de IGN e IER sdo
classificados por meio de diferentes niveis de toxicidade, como mostra Quadro 1.

Quadro 1: Niveis de toxicidade considerando os indices de germinagdo.

indices Nivel de toxicidade
Maior que O Hormese
0a-0.25 Toxicidade Baixa
-0.25a-0.5 Toxicidade Moderada
-0.5a-0.75 Toxicidade Alta
-0.75a-1.0 Toxicidade muito Alta

A hormese corresponde a baixas concentragdes de contaminante, nao significando que
este ndo seja prejudicial aos organismos presentes no meio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O lixiviado utilizado neste estudo possuia pH de 8,24 e condutividade elétrica de 24,74 uS
sendo considerado um lixiviado estabilizado (DANTAS, 2021).
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As caracteristicas das col6nias analisadas para a identificacdo dos fungos estdo
apresentadas na Tabela 1 e na Figura 3.

Tabela 1: Caracteristicas macro e microscopicas das colonias fungicas selecionadas.

Género Caracteristicas Macroscdpicas Caracteristicas Microscdépicas
Coloragao ambar, tamanho pequeno . .
. ¢ ’ ) Peq ’ Levedura - possui pseudo-hifas com
Candida aspecto seco, bordas irregulares e e
. blastoconidios alongados
superficie rugosa.
Coloragdo branca, tamanho médio, Fungo filamentoso — possui hifas
Trichophyton aspecto Algodonoso, bordas inteiras e cenociticas e reproducdo assexuada
superficie lisa. com presenca de conididéfaro oval.
Candida spp. Trichopyton spp.

£
()
)

2

by ]

,f.~ T AN

) 'ﬁ" B4 J/

Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas

Macroscopicas Microscopicas Macroscopicas Microscopicas
Figura 3: Caracteristicas macro e microscopicas das col6nias flingicas selecionadas.

Segundo Tramontini (2013) fungos que formam pseudo-hifas possuem um crescimento
radial diferenciado que possibilita um maior contato com o poluente, podendo acelerar a
degradacdo de matéria organica e consequentemente reduzir os compostos presentes no meio.

Durante o experimento a levedura semelhante ao género Candida apresentou um bom
desenvolvimento fungico. Sua massa celular teve seu apice na UE-10% indicando que o fungo foi
habil em degradar a matéria organica presente no lixiviado e a UE-50% possui o menor valor de
massa celular, indicando que em altas concentragdes de lixiviado a levedura apresenta inibi¢ao no
seu crescimento. Nao foi possivel quantificar a UE-100%, para esse género. O fungo filamentoso
Trichophyton spp. possui um alto valor de massa celular na UE-0%, indicando que o meio foi
propicio para o desenvolvimento fungico, e a UE-100% possui o menor valor de massa celular,
indicando que o desenvolvimento do fungo filamentoso é prejudicado em altas concentracdes de
lixiviado. Na Figura 03 é possivel observar as massas celulares de cada fungo nas UEs.
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Figura 4: Comparativo da massa celular apds o processo de micorremediag¢do entre os géneros Candida e
Trichophyton.

Analisando a Figura 4 é possivel averiguar que o fungo Trichophyton spp. possui maior
massa celular do que a levedura Candida spp. em todas as UEs. Devido a diferencas estruturais,
onde fungos filamentosos sdo multicelulares (formacdo de micélios) e leveduras sdo unicelulares,
a massa celular de fungos filamentosos é maior do que de leveduras, ndo sendo um indicativo de
melhor eficiéncia ou desenvolvimento. A Figura 4 exibe como as diferentes concentracdes de
lixiviado influenciam no crescimento flungico de cada género, visto que quanto maior a
concentragao do efluente menor é a massa celular fungica.

Na Tabela 2 podem-se visualizar os indices calculados a partir dos resultados dos testes de
toxicidade apds o processo de micorremediagao.

Table 2: indices macroscépicos calculados a partir dos resultados dos testes de toxicidade das unidades
experimentais (UEs)

Candida spp Trichophyton spp

Unidade | GRS IG CRR IGN IER | GRS IG CRR IGN IER
Experimental | (%) (%) (%) (%) (%) | (%) (%) (%) (%) (%)

0% 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 |100,00 100,00 100,00 0,00 | 0,00
10% 106,32 165,92 156,06 0,66 0,56 | 71,43 42,37 59,32
25% 87,55 159,54 182,22 0,60 0,82 | 21,43 2,19 10,23

50% 18,76 14,89 79,37 -0,21 | 0,00 0,00 0,00
100% 6,25 4,25 68,03 -0,32 | 0,00 0,00 0,00

(GRS) = Germinagdo relativa das sementes; (CRR) = Crescimento relativo da radicula; (IG) = indice de germinac3o;
(IGN) = indice de germinagdo residual normalizado; (IER) = indice de alongamento radical residual normalizado.

Hormese Toxicidade baixa Toxicidade moderada  [JToxicidade alta  [lloxicidade muito alta
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Conforme os indices macroscopicos apresentados na Tabela 2 verifica-se que para a
levedura Candida spp. o valor de GRS para a UE-10% é maior do que a UE-0%, indicando que a
porcentagem de germinacdo da UE com concentracdo de 10% de lixiviado é maior do que a UE
sem lixiviado (0%). A UE-25% também apresenta bons valores de GRS. As UE 50 e 100% possuem
os piores valores de GRS, assim como de IG. As UE 10 e 25% possuem indices de CRR maiores do
gue a UE-0%, indicando que nas concentragdes 10 e 25% de lixiviado obteve-se um crescimento
radicular melhor do que na concentracdo 0%. As UE 50 e 100% possuem valores de CRR menores
do que a UE-0%, mas ainda sdo resultados positivos. Analisando os indices GRS, IG e CRR para as
UE 50 e 100% ha um indicativo de que a concentragdo alta de lixiviado inibiu a germinagao das
sementes, mas nao seu crescimento, ou seja, as sementes de Allium cepa que conseguiram
germinar nestas concentragdes obtiveram um bom crescimento radicular.

Os indices IGN e IER classificam as UE 10 e 25% como hormese (baixas concentracbes de
poluentes, ndo significando que ndo seja prejudicial aos organismos presentes no meio). As UE 50
e 100% sao classificadas como toxicidade muito alta pelo indice IGN e toxicidade baixa e
moderada, respectivamente, pelo indice IER.

A levedura do género Candida é empregada para tratar diversos poluentes, como corantes,
petréleo, aguas residuais, hidrocarbonetos aromadticos policiclicos (HAPs) e metais toxicos
(SOARES et al., 2011; DURVAL, 2017).

Os autores Camargo e Corso (2002) utilizaram algumas espécies do género Candida para
realizar a biosorcdo de corante amaranto obtendo uma reduc¢do do corante em niveis superiores a
90% para as espécies Candida catenulata e Candida Kefyr. O trabalho realizado pelos autores
Amorim et al. (2014) indica que a levedura do género Candida lipolytica é um bom agente
remediador de 6leo motor e de poluentes ambientais gerados pela industria de petrdleo. A autora
Marinho (2009) estudou a eficiéncia da levedura Candida oleophila de remover a carga organica, o
teor de polifendis totais e a toxicidade da dgua residuaria da producdo de azeite, com remocdo de
50, 83 e superior a 50%, respectivamente, revelando que a levedura possui boas capacidades
depurativas e de reducdo de toxicidade. Estas pesquisas corroboram com o presente estudo
evidenciando a versatilidade e o alto potencial remediador da levedura Candida spp.

Estudos mostram que algumas espécies de Trichopyton spp sdo eficientes remediadores de
corantes azo e pentaclorofenol, porém esse género fungico ainda é pouco estudado (SANTOS,
2023).

Verifica-se na Tabela 2 que para o fungo filamentoso Trichophyton spp. o indice GRS possui
um bom resultado na UE-10% e um resultado mediano no indice CRR, indicando que apesar das
sementes germinares neste meio, pode ter ocorrido a inibi¢ao do crescimento radicular. As UE 50
e 100% nao apresentam germinacao de sementes, sendo um indicativo de que o meio continua
muito toxico.

Os indices IGN e IER classificam as UE 25, 50 e 100% como toxicidade muito alta e a UE-
10% é classificada como toxicidade alta pelo indice IGN e moderada pelo indice IER. Na Figura 5
apresenta-se a comparagao entre os niveis de toxicidade das UEs inoculadas com a levedura do
género Candida e com o fungo filamentoso do género Trichophyton.
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Figura 5: Comparativo dos niveis de toxicidade das unidades experimentais (UE) inoculadas com os fungos dos
géneros Candida e Trichophyton, apds o processo de micorremediagdo.

Conforme os indices macroscépicos expostos e analisando na Figura 04 é possivel perceber
gue a levedura Candida spp. apresenta os melhores resultados em todas as UEs, indicando que a
levedura é mais eficiente como organismo remediador da toxicidade de lixiviado proveniente de
aterro sanitario do que o fungo filamentoso de género Trichophyton spp.

4 CONCLUSAO

Por meio das analises de massa celular fungica verifica-se que a levedura Candida spp. foi
capaz de se desenvolver na UE-10%. Observou-se também o crescimento fungico nas diferentes
concentragoes de lixiviado, onde quanto maior a concentragao do efluente, menor a massa celular
flngica, indicando que altas concentracdes de lixiviado influenciam no crescimento fungico dos
géneros estudados neste trabalho.

Pelo teste de toxicidade com a Allium cepa (cebola) constatou-se que a levedura foi capaz
de reduzir a toxicidade do lixiviado no nivel de hormese nas concentracbes mais baixas de
lixiviado. Comparando ambos os fungos, a levedura do género Candida se mostrou mais eficiente
na remediacdo da toxicidade de lixiviado proveniente de aterro sanitario do que o fungo
filamentoso Trichophyton spp.
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