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GENERAL ABSTRACT

The increase in agricultural areas has generated the depletion of natural soil
resources. Brazil is considered one of the largest agricultural producers in the
world. With this there is a concern focused on the development of new
technologies aimed at environmental preservation, the reuse of soil waste and
the reduction of the use of fertilizing and pesticides. One of the alternative
methods in Family Agriculture is the use of Efficient Microorganisms (EM),
which are defined as a community of microorganisms naturally found in fertile
soil. The aim was to evaluate the EM and soils (with and without ME treatment)
for their identification and quantification of secondary compounds from the
metabolism of EM isolated by UHPLC-HRMS as well as the identification and
quantification of the elements-soil trace. Three samples of EM manufactured in
biofactories by local farmers, and the soil of three farms were sampled for the
analysis of Al, As, Zn, Cd, Ni and Cu by ICP-OES. The characterization of the
EM solution by UHPLC-HRMS showed secondary metabolites of fungi, such as
aflatoxin G, and patulin. The addition of EM to the soil has contributed to the
increase of microbiological diversity, which acts in the decomposition of organic
matter and increase the amount of nutrients available for plant growth without
the consequences caused by pesticides. However, of the 6 soil samples, with
and without treatment of EM, from 3 farms in the region of Marialva-Brazil, did
not show statistical differences in the amounts of trace-elements, Al (mean
26.85 mg kg '); Cu (mean 4.07 mg kg ), Zn (mean 1.34 mg kg '), As (mean
0.31 mg kg ') and Ni (mean 0.23 mg kg 7). Given these results and the
increasing use of EM by natural agriculture, we emphasize the need for
constant evaluation of these solutions and the impact on the environment. Once
in the present study were demonstrated the presence of toxigenic fungi in ME
and there was no reduction of trace elements with toxic potential for
environmental and human health.

Keywords: Efficient Microorganisms; Pesticides; Natural Agriculture;

Secondary metabolites; Trace elements.



RESUMO GERAL

O Brasil € considerado um dos maiores produtores agricolas do mundo; e o
aumento das areas agricolas tem gerado o esgotamento dos recursos naturais
do solo. Com isso ha uma preocupacao voltada ao desenvolvimento de novas
tecnologias que visem a preservagdo ambiental, o reaproveitamento de
residuos de praguicidas do solo e a diminuigdo do uso destes produtos. Um
dos métodos alternativos na Agricultura Familiar € o uso dos Microrganismos
Eficientes (ME), que sado definidos como uma comunidade de microrganismos
naturalmente encontrados em solo fértil. Diante do exposto, amostras de ME e
solos, com e sem o tratamento destes foram coletados e avaliados quanto a
sua identificacdo e quantificacdo de compostos secundarios provenientes do
metabolismo dos ME isolados por UHPLC-HRMS, bem como a identificagéo e
quantificacdo dos elementos-traco nos solos, com e sem tratamento da solugcao
de ME. Trés amostras de ME, amplamente utilizadas em Marialva, Brasil,
fabricadas por agricultores locais em biofabricas nas proprias lavouras, e o0 solo
de trés propriedades rurais foram amostradas para a analise de Al, As, Zn, Cd,
Ni e Cu por ICP-OES. A caracterizacdo da solucdo de ME por UHPLC-
HRMS apresentou metabdlitos secundarios de fungos, como a aflatoxina G, e
a patulina. A adicdo de ME ao solo tem contribuido para o aumento da
diversidade microbioldgica, que atuam na decomposi¢cdo da matéria organica e
aumentam a quantidade de nutrientes disponiveis para o crescimento da planta
sem as consequéncias causadas pelos praguicidas. No entanto, das 6
amostras de solo, com e sem tratamento de ME, de 3 propriedades rurais da
regidao de Marialva-Brasil, ndo apresentaram diferengcas estatisticas das
quantidades de elementos-traco, Al (média 26,85 mg kg '); Cu (média 4,07 mg
kg "), Zn (média 1,34 mg kg ), As (média 0,31 mg kg ") e Ni (média 0,23 mg
kg ). Frente a estes resultados e ao crescente uso de ME pela agricultura
natural, enfatizamos a necessidade de avaliagao constante destas solugdes e o
impacto no meio ambiente. Uma vez que no presente estudo foram
demonstrados a presenga de fungos toxigénicos e ndo houve redugédo de
elementos tragos com potencial téxico para a saude ambiental e humana.
Palavras-chave: Microrganismos Eficientes; Praguicidas; Agricultura Natural;

Metabdlitos secundarios; Elementos-traco.
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RESUMO:

O Brasil é considerado um dos maiores produtores agricolas do mundo e em
consequencia gera o esgotamento dos recursos naturais do solo. Com isso,
métodos alternativos como o uso dos Microrganismos Eficientes (ME) na
agricultura familiar tem sido utilizado para a biorremediagédo do solo. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar os ME produzidos em trés biofabricas no
municipio de Marialva, Brasil. Além da caracterizagdo microbiologica foi
proposto a identificacdo de compostos provenientes do metabolismo
secundario destes ME por UHPLC-HRMS. O solo com e sem biorremediagao
por ME em trés propriedades rurais foram amostradas para a analise de Al, As,
Zn, Cd, Ni e Cu por ICP-OES. Os ME analisados foram caracterizados como
uma mistura de bactérias e fungos. Foram encontrados Bacilos Gram
Negativos e Bacilos Gram Positivos. Dos fungos foram caracterizados os
géneros Penicillium, Rhizopus e Fusarium. A identificagdo dos ME com
UHPLC-HRMS demonstrou a presenga de metabdlitos secundarios de fungos,
como a aflatoxina G, e a patulina. No entanto, n&o observou-se uma
biorremediacdo do solo quanto a quantificacdo dos elementos-traco. Nao
houve diferenga significativa destes elementos em solo com e sem tratamento
por ME. Tanto no solo tratado como sem tratamento observou-se a presenca
de Al (média 26,85 mg kg '); Cu (média 4,07 mg kg '), Zn (média 1,34 mg kg "
"), As (média 0,31 mg kg ") e Ni (média 0,23 mg kg ). Uma vez que no
presente estudo foi demonstrada a presenga de fungos toxigénicos nos ME
avaliados, enfatizamos a necessidade de um monitoramentos destes e o

impacto no meio ambiente, bem como a biorremediagdo do solo.

Palavras-chave: Microrganismos Eficientes; Praguicidas; Agricultura Natural;

Metabdlitos secundarios; Elementos-traco.

1. Introducgéao
Os MEs sao definidos como uma comunidade de microrganismos que
sdo naturalmente encontrados em solo fértil (Ayan et al., 2022; Sahan et al.,
2021), seu uso é crescente e vem se destacando diante de outras alternativas
viaveis para controle de pragas e otimizagao do plantio na agricultura familiar.
O Brasil € considerado um dos maiores produtores agricolas do mundo.

Entretanto, o aumento da produgédo e o esgotamento de recursos naturais do
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solo, gerou uma preocupacao voltada a criagdo de novas tecnologias que
atendessem a maior demanda da produtividade, preservagdo ambiental,
reaproveitamento de residuos do solo e diminuigdo do uso de praguicidas nas
culturas agricolas (Magalhaes Filho et al., 2021).

Desta forma, ha um crescente aumento na busca de compostos
naturais, biologicos e de menor toxicidade para substituir o uso de
agroquimicos nas aplicagdes agricolas. A agricultura natural é fundamentada a
partir de tecnologias ecoldgicas que nao utilizam produtos quimicos ou esterco
animal e visa produzir alimentos de qualidade com vantagens econO6micas, de
qualidade de vida e com capacidade de produgdo em quantidades
proporcionais ao aumento populacional (Andrade, 2020). Em 1970, o professor
Doutor Teruo Higa de uma Universidade do Japao, iniciou os estudos sobre os
Microrganismos Eficientes (MEs), com o objetivo de melhorar a utilizacdo da
matéria organica na agricultura natural e diminuir o uso substancias quimicas, e
consequentemente, a contaminagdo do solo e alimentos por produtos de
conversao e/ou degradacao (Gomes et al., 2021)

Frente ao crescente uso de ME pela agricultura natural, se faz
necessario a avaliagdo quanto a sua identificacdo de isolados fungicos e
microbianos, bem como a identificacdo de compostos secundarios
provenientes do metabolismo dos microrganismos presentes no ME pelo
método de UHPLC-HRMS, e a identificagdo e quantificacdo dos elementos-

traco dos solos, com e sem tratamento destes com os ME.

2. Material e Métodos
2.1. Obtencao das amostras de Microrganismos Eficientes (MEs)

Os MEs foram obtidos em diferentes propriedades da regido de
Marialva-PR, doadas pelos agricultores. A partir de amostras de arroz cozido
(ME solido), conforme a Tabela 1. As amostras permaneceram refrigeradas a 4

°C até o momento da analise.
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Tabela 1. Amostras de Microrganismos Eficientes (MEs) coletadas no
Municipio de Marialva-Brasil.
Amostras Dados geograficos Periodo da coleta Quantidade
- 23°29'08.0"S
ME1 sdlido 51°45'58.7"0 29/03/2023 119 g
- 23°27'48.3"S
ME2 sdlido 51°47'50.5"0 29/03/2023 950,59
. 23°29'08.0"S
ME1 liquido 51°45'58.7"0 26/04/2023 2L
. 23°27'48.3"S
ME2 liquido 51°47'50.5"0 05/09/2023 2L
- 23°28'17.0"S
MES3 liquido 51°46'11 3"0 06/09/2023 2L

Legenda: ME: Microrganismos eficientes; ME1 sdélido: Amostra 1 de microrganismo eficiente
sélido; ME2 solido: Amostra 2 de microrganismo eficiente sélido; ME1 liquido: Amostra 1 de
microrganismo eficiente liquido; ME2 liquido: Amostra 2 de microrganismo eficiente liquido;
ME3 liquido: Amostra 3 de microrganismo eficiente liquido; S: Dire¢do sul da coordenada
geografica; O: diregcao oeste da coordenada geografica. g: gramas; L: litros.

Fonte: Autoria propria.

2.2. Caracterizacdo dos microrganismos isolados dos MEs de Marialva-
Brasil
2.2.1. Caracterizagao microbiolégica

Primeiramente foi realizado a identificagdo prévia dos microrganismos
que compunham o bioproduto; para isso foram consideradas as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas de isolados do ME sdlido que foram cultivados
em meio de cultura que propuseram ambiente favoravel para o crescimento de
fungos e bactérias de formas distintas.

Para identificagdo de espécies de bactérias, utilizou-se de 10 g de graos
de arroz de ME sélido por placa em meio Agar Triptona de Soja (TSA), depois
foi utilizado 2 mL de Tween 80 1% para retirar os interferentes, dessa solugao
pegou-se 20 pL do liquido de lavagem, espalhado com uma alga de Drigalski, e
deixado por mais 24h em estufa a 35 °C, depois com uma al¢ca descartavel,
uma parte da colénia foi semeado em 16 placas contendo meio Agar Triptona
de Soja (TSA) e incumbadas a 35 °C por 24h. Realizou-se a coloragao de
Gram dos isolados e fez-se a analise microscopica das laminas.

Para o isolamento de fungos, utilizou-se de 10 g de grdos de arroz do
ME sélido por 7 placas em meio Agar Batata Dextrose (BDA, por 7 dias a 25 °C

em incubadora. As colénias foram lavadas com 2 mL de tween 80 1% para
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diminuir a quantidade de interferentes, e re-isolada por mais 7 dias e mantidas
em incubadora a 25 °C. A partir das caracteristicas como a aparéncia de
colénias, forma do micélio, cor e tempo de crescimento, foi realizada a
caracterizagao macroscopica. A caracterizacdo microscopica foi realizada pela
técnica de microcultivo (Ribeiro e Soares, 2005). Os isolados foram vistos sob
um microscopio Olympus e e documentados por um sistema de captura de
imagem. Os isolados foram identificados por meio de caracterizagdo

morfofisiolégica e chaves de identificagcao (Hoog et al., 2000).

2.2.2. Caracterizagao por UHPLC-HRMS dos metabdlitos secundarios de
fungos

Os reagentes foram todosde grau HPLC. A agua ultrapura foiobtida pelo
sistema Milli-Q® em 18,2 MQ/cm (Millipore, Billerica, MA, EUA) para extracéo e
analise cromatografica.

Para a determinacdo dos compostos, aliquotas da solucdo de ME
filtradas em filtro PVDF 0,45 uM (13 mm de diametro, Millex™, Darmstadt,
Alemanha) foram analizados por UHPLC-HRMS utilizando um sistema de
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia Nexera X2 (Shimadzu Europa,
GmbH, Duirburg, Alemanha) equipado com 2 bombas LC-30AD (Duirburg,
Alemanha) e coluna Symmetry C18 (75 x 4,6 mm), mantida a 40 °C, com um
gradiente linear de eluigdo utilizando como solvente agua (0,1% de acido
formico) (A) e acetonitrila (0,1% de acido formico) (B). A separacéo
cromatografica foi efetuada em 20 minutos.

O gradiente utilizado foi: 1 minuto, 95% solvente A e 5% solvente B; 10
minutos, 50% solvente A e 50% solvente B; 12 minutos, 5% solvente A e 95%
solvente B; 13 minutos, 5% solvente A e 95% solvente B; 17 minutos, 95%
solvente A e 5% solvente B e 20 minutos, 95% solvente A e 5% solvente B. O
Fluxo foi mantido em 0,20 mL minutos’ durante toda a separacao
cromatografica.

O espectrometro de massas utilizado foi do tipo Q-tof Impact Il (Bruker,
Alemanha), com fonte de ionizagao do tipo electrospray, operado com modo de
aquisicado AutoMS/MS, onde os 3 ions mais intensos de cada pico
cromatografico foram selecionados, com taxa de aquisicdo de 5 Hz (MS e
MS/MS) e tune do equipamento na faixa de m/z 70 — 1200. O espectro de
massas foi coletado usando modo de ionizagdo ESI positivo e negativo, com
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voltagem do capilar de 4,50 kV; temperatura da fonte 200°C; e fluxo do gas de
dessolvatacdo 8 L minutos™. Os experimentos de varredura de ions-produto
(daughter scan) foram realizados utilizando dissociagao induzida por colisdo
(CID) obtidas utilizando uma rampa de energia de colisdo na faixa de 15 — 40
eV e pressado do gas de colisdo de 3,0610° mBar, na camara de coliso.

O cromatograma de ions e os espectros de MS e MS/MS obtidos foram
visualizados através do software Data Analysis 4.3, comparados com a
literatura e analisados com auxilio de bancos de dados de espectrometria de
massas de acesso livre. A metodologia foi seguida conforme Castro et al.
(2018).

2.3. Amostras de solo em propriedades rurais de Marialva-Brasil

A coleta das amostras de solos foi realizada em outubro de 2023 com
ajuda da equipe de analises de solo do Instituto de Desenvolvimento Rural do
Parana (IDR-PR) de Marialva, PR, em trés propriedades rurais localizadas no
municipio de Marialva, PR de acordo com as coordenadas geograficas
23°29'08.0"S 51°45'58.7"0, 23°27'48.3"S 51°47'50.5"0 e 23°28'17.0"S
51°46'11.3"0.

Em cada propriedade foram retiradas duas aliquotas de solo para
analise, um solo com tratamento de solugdo ME e outro sem tratamento. Estes
foram nomeadas como S1 (sem o tratamento de ME), S2 (com o tratamento de
ME), S3 (sem o tratamento de ME), S4 (com o tratamento de ME), S5 (sem o
tratamento de ME), S6 (com o tratamento de ME). O solo foi retirado uma
profundidade de 0-20 cm e cada amostra com aproximadamente 900 g. As
amostras foram mantidas em embalagem plastica e refrigeradas a 4 °C por 30

dias até digestdo acida em microondas.

2.4. Preparacao das amostras de solo por Digestdo em microondas

O equipamento utilizado foi o Digestor por Microondas modelo DGT 100
Plus da Provecto Analitica de 900 watts (S&o Paulo, Brasil). Foram usadas 2 g
de amostra (em duplicata) em 20 mL de acido nitrico 10% na programacao
passo 1: 02 minutos a 700 W; Passo 2: 12 minutos a 230 W; Passo 3: 08
minutos a 450 W; Passo 4: 20 minutos a 060 W e Passo 5: 05 minutos a 800
W, conforme descrito e orientado pelo fabricante do equipamento. Apds a

extragdo, as amostras foram filtradas em filtro qualitativo com sistema a vacuo,
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ressuspendidas em 20 mL de acido nitrico 10% e armazenada em refrigeracéo
a 4 a 8 °C para analise em Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-OES). Um branco foi usado como controle
negativo, substituindo amostra por 2 g de agua destilada e repetido o processo
de extragcdo (Moreno-Gordaliza et al., 2023, com modificagdes; Salles et al.,
2023).

2.5. Determinagao de elementos-trago por ICP-OES

A anadlise de elementos-trago empregando plasma de argbnio
indutivamente acoplado - ICP-OES (iCAP PRO XP, Thermo Fisher®,
Walthaman, MA USA). Para a analise, foi preparada uma curva de calibragao
de 0,01 a1 mg L™ a partir do padrao multielementar puro contendo: aluminio
(Al), Arsénio (As), Zinco (Zn), Cadmio (Cd), Niquel (Ni),e Cobre (Cu) (Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). Para eliminar o efeito de matriz, foi utilizado uma
solugdo aquosa com 10 % de acido nitrico como branco (Habte et al., 2016;

com modificagdes; Salles et al., 2023)

2.6. Analise estatistica
Os dados obtidos para os elementos trago foram analisados por meio do
programa SAS.agri (Canteri et al., 2001) para analise de variancia, comparados

pelo teste de Tukey (p< 0,05).

3. Resultados e discussao
3.1. Caracterizagdo dos microrganismos isolados dos MEs de Marialva-
Brasil

No isolamento bacteriano, obteve-se 16 isolados caracterizados de
acordo com as caracteristicas das colonias. Ads a obtencéo da cultura pura, foi
realizadas a coloracdo de Fram para evidenciar caracteristicas morfo-titoriais.
Os grupos bacterianos apresentam como sendo cocos e bacilos Gram-
negativos (Figura 1); 8 placas se caracterizaram como bacilos Gram-positivos
(Figura 2).
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Figura 1. Caracteristicas microscopicas das bactérias isoladas de ME sdlido

por microscopia de luz optica.

Legenda: Captura de imagem em microscopia o6ptica comum de cocos e bacilos Gram-
negativos.

Fonte: autoria prépria.

Figura 2. Caracteristicas microscopicas das bactérias isoladas de ME sdlido

por microscopia de luz optica.

Legenda: Captura de imagem em microscopia 6ptica comum de bacilos Gram-positivos.

Fonte: autoria prépria.

Os microrganismos sao comumente utilizados na agricultura para

aumentar a quantidade de nutrientes, enzimas e vitaminas para as plantas, a
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fim de diminuir os impactos de degradacdao e acumulo de residuos no solo
causados pelo uso de agrotoxicos (Assuncgao et al., 2024).

Para a identificagdo de fungos foram considerados as caracteristicas
deaparéncia de colbnias, forma do micélio, cor e tempo de crescimento, a partir
de parametros macroscépicos e microscopicos. Em 3 das 7 placas cultivadas,
identificou-se a presenca dos fungos dos géneros Penicillium, colénia de cor
verde (Figura 3.A), fidlides e conidios com formato de “pincel” (Figura 3.D);
Rhizopus,colbénia de cor preta (Figura 3.B)e esporangio arredondado (Figura
3.E); e Fusarium, coldénia de cor branca com estruturas finas (Figura 3.C)e

conidios septados em formato de meia lua (Figura 3.F).

Figura 3. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas de fungos isolados de
ME sdlido

o %
=

i. ‘I I
L % £ &
i, R :

k ?-,..;

[

Legenda: A: Placa de Petri do género Penicillium; B: Placa de Preti caracteristica do género
Rhizopus; C: Placa de Petri caracteristica do género Fusarium; D: Captura de imagem
microscopica com identificagdo fungica Penicillium; E: Rhizopus; F: Fusarium.

Fonte: Autoria propria.

O género de fungo Penicillium foi identificado no ME, este é classificado
como um microrganismo endofitico, que pode estar no interior da estrutura da
planta e atuar como fonte de compostos bioativos (Bogas et al., 2024),
usualmente utilizado para aumento da producédo de enzimas como as a-
amilase, p-amilase, CMcase e proteases; entretanto a atividade enzimatica é
dependente de fator climatico, umidade do ambiente e pH, pois esta
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diretamente ligada ao crescimento do fungo (Cunha et al., 2016). O fungo
Penicilium também age na degradagao de residuos quimicos acumulados no
solo. Singh e Singh (2016) e Correa et al. (2023) demonstraram que o
Penicillium usa residuos do herbicida glifosato como fonte de energia, fosforo,
nitrogénio e carbono por meio de vias catabodlicas e produz a sarcosina,
produto da degradacéo de glifosato.

O género Rhizopus, que também foi identificado, sdo microrganismos
utilizados na biotecnologia, devido as suas propriedades fermentativas, como
producao de acidos organicos, entre eles, acidos fumarico e latico; producéo
enzimatica (lipase) e em processos de biodegradagao de residuos quimicos,
como praguicidas (Barghini, 2020). Nas lavouras, o Rhizopus age como parte
do mecanismo de defesa da planta, no estimulo do fator de crescimento, no
aumento de nutrientes do solo, remocado de ions metalicos e na remocéo de
polimeros sintéticos e fracionados (Zerpa et al., 2017).

Também foi encontrado o género Fusarium, fungo que atua como
controle biolégico nas lavouras pois sao altamente especificos e patogénicos a
pragas; entretanto, o uso é dependente de diversos fatores e deve ser
controlado, uma vez que é preciso fazer a correta identificacdo da espécie,
concentragao da solugao fungica, época para aplicagdo no solo ou planta e em
qual tipo de planta aplicar, pois ha espécies de Fusarium que causam efeitos
fitopatoldgicos e sao produtores de micotoxinas, que provocam efeitos
adversos a saude humana e animal (Bastos et al., 2017; Prestes et al., 2019).

A presenga destes microrganismos demonstram a variedade genética
dos MEs utilizados na regiao de Marialva-PR, e podem impactar na viabilidade
do solo e produgdo das culturas. A identificacdo de fungos produtores de
micotoxinas foi realizada por UHPLC-HRMS, uma vez que estes metabdlitos

secundarios irdo estar presentes no meio que contém fungos toxigénicos.

3.2 Caracterizagdao dos metabdlitos secundarios produzidos pelos ME por
UHPLC-HRMS

Diante do exposto acima, ap6s a identificagdo macroscopica e
microscopica das espécies fungicas e bacterianas, foi realizada a
caracterizagao dos MEs, frente a composicdo das substancias quimicas
(metabdlitos secundarios) dos microrganismos isolados (Abd-Elsalam et al.,
2023). Para esta técnica, foram pesquisados o0s seguintes compostos:
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Ocratoxinas A, B e C; aflatoxinas B4, By, G1 e Gy; citrinina; esterigmatocistina;
patulina; toxina T2 tetrol; nivalenol; zearalanona; acido latico; auxina;
plantaricina BN; pantetina; sarcosina; colina; quitosana; ergosterol; lacase e
colistina (Guterres et al., 2017; Agriopoulou et al., 2020). Entretanto, os
metabdlitos identificados foram apenas a aflatoxina G,, (Negativo ID:
HMDBO0030475 e Positivo ID:HMDB0030475, Wishart et al., 2013) (Tabela 2;
Figura 4) e a Patulina (HMDB, ID: HMDB0034299, Wishart et al., 2013) (Tabela

2; Figura 5), micotoxinas confirmadas pelo espectro de fragmentagéo.

Tabela 2. Metabdlitos identificados das solu¢cdes de microrganismos eficientes

(ME) provenientes da cidade de Marialva-Parana, de modo positivo e negativo.

Amostra Compostos TB [M+H]+ m/z Erro
| (min) (ppm)
ME Aﬂagzx'”a 7,73 331,0812 331,0812 0,0000

Amostra Compostos TB [M-H]- m/z Erro
(min) (Ppm)

Aflatoxina 271,0239; 299,0180;

VE G, 10,63 329,0667 314,0413: 329 0647 -6,3817
Patulina 7,07 1530193  91:0175;109,0292; -1,3070

153,0195

Legenda: ME: Microrganismo eficiente;TR: Tempo de retengéo; Min: Minuto; ppm: Partes por
milhdo; [M+H]+: Modo de energia de fragmentacdo positivo; [M-H]-: Modo de energia de
fragmentagéo negativo.

Fonte: autoria propria.

A aflatoxina G, € um metabdlito secundario proveniente de fungos dos
género Aspergillus e de algumas espécies de Penicillium, foi detectado no
espectro de fragmentacdo em modo negativo e positivo. E potencialmente
téxica, causando prejuizos econdmicos nas lavouras e efeitos clinicos
negativos em humanos e animais. Essa espécie de fungo esta diretamente
relacionada a contaminagéo da industria alimenticia, principalmente no cultivo
de graos que sdo amplamente utilizados na fabricagao de ragcéo animal (Calvet
et al., 2015; Kobashigawa et al., 2019). A exposicao direta ou indireta causa
intoxicagdes agudas ou crénicas a depender da concentragcdo de aflatoxina e
tempo de exposi¢ao (Katsurayama e Taniwaki, 2017).

A solucao de ME, pode se tornar um produto potencialmente téxico, uma
vez que os fungos identificados produzem metabdlitos secundarios como as

micotoxinas que contaminam alimentos e causam prejuizos a saude humana e
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animal e na economia para a produgao agricola, pois quando contaminados,
esses alimentos ndo podem ser comercializados. E importante ressaltar que o
ME é um produto utilizado na agricultura natural como um possivel substituto
dos praguicidas do tipo fertilizantes que aumentam a quantidade de
microrganismos que favorecem a elevagao da concentragao de nutrientes para
o crescimento das plantas, entretanto, frente aos resultados deste estudo, ha a
necessidade de pesquisas avangadas que assegurem o uso correto deste

bioproduto.

Figura 4. Espectro de fragmentacdo UHPLC-ESI-(-)-Qtof-MS/MS da micotoxina
aflatoxina Gs.
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Fonte: Autoria propria.

A patulina € um metabdlito secundario de fungos do género Penicillium,
e a identificacdo deste composto € um indicativo da presenca desta cepa
fungica na solugdo de ME. Altas concentragdes de patulina causam efeitos
mutagénicos e genotoxicos; e ainda, levam a inflamacg&o intestinal grave e

hepatopatias (Garcia et al., 2019; Zheng et al., 2021).
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Figura 5. Espectro de fragmentacdo UHPLC-ESI-(-)-Qtof-MS/MS da micotoxina
patulina.
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Fonte: Autoria propria.

A deteccdo de micotoxinas na solugdo de ME é um indicativo de que
para o uso do bioproduto na agricultura, é preciso analisar e conhecer os
microrganismos que fazem parte da composi¢cdo, pois quando ocorre a
contaminagao por fungos micotoxigénicos, o produto se torna um risco a saude
dos agricultores e dos consumidores finais dos alimentos que séo cultivados
com ME, uma vez que a via alimentar € a principal causa de intoxicagdo por
micotoxicoses. Finalmente, embora a presenga de microrganismos, como
bactérias foram confirmadas segundo Santos et al. (2020), compostos

caracteristicos de sua presencga nao foram caracterizados.

3.3. Determinacao de Al, As, Zn, Cd, Ni e Cu por ICP-OES

A aplicagdo de ME nos solos para a agricultura natural consiste em,
melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas dos solos;
biorremediar os solos contaminados, neutralizando os metais e os residuos de
praguicidas; adiantar o processo de compostagem de residuos (Andrade,

2020). Para avaliar se ha diminuicdo no conteudo de metais para aplicagao do
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ME, foram coletadas 3 amostras de solo, com e sem o tratamento de ME da

zona rural da regido de Marialva-PR, a fim de comparar a quantidade de

elementos ndo essenciais e potencialmente toxicos (Tabela 3).

Tabela 3. Quantificagdo de elementos-traco dos solos com e sem a solugao de

microrganismos eficientes (ME) de Marialva-Parana.

Média (mg kg ") £DP

Amostras
Al As Zn Cd Ni Cu

S1+ 26,82°+0,81 0,27°+0,12 216°+0,19 ND 0,35°+0,06 3,29°+0,11
S1- 26,77°+0,75 0,44°+0,04 1,78°+0,52 ND 0,30°+0,03 2,58°+0,57
S2+ 27,17°£0,56 0,24°+0,18 1,65°+0,19 ND 0,25°+0,04 4,05°+0,85
S2- 26,77°+0,77 0,35°+0,01 1,08°+0,19 ND 0,22°+0,03 3,57°+1,17
S3+ 26,77°+0,78 0,29°+0,10 1,54°+0,76 ND 0,24°+0,05 4,37°+0,79
S3- 26,77°+0,79 0,29°+0,12 1,265+0,18 ND 0,24°+0,02 5,08°+0,13

mdiat DP  26,85+0,29 0,31+0,06 1,34+026 - 0,23+0,02 4,07+0,45

Legendas: Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica a 5%
de probabilidade; S1+: Amostra de solo com o tratamento de ME; S1-: Amostra de solo sem o
tratamento de ME; S2+: Amostra de solo com o tratamento de ME; S2-: Amostra de solo sem o
tratamento de ME; S3+: Amostra de solo com o tratamento de ME; S3-: Amostra de solo sem o
tratamento de ME; ND: Nao detectado; DP: Desvio padrao; Al: Aluminio; As: Arsénio; Zn: Zinco;
Cd: Cadmio; Ni: Niquel; Cu: Cobre.

Fonte: autoria propria.

Os resultados apresentados demonstraram que nao houve diferenca
estatistica (p< 0,05) entre os solos com e sem o tratamento de ME, isso pode
ser justificado por diversos fatores, como a forma de cultivo de ME coletados, o
clima, pH e tipo de vegetacdo da regido, bem como o tempo de agdo do
bioproduto nas plantacbes, que foi em média 6 meses, relatado pelos
agricultores, donos das propriedades que foram realizados as coletas de solo.

Entretanto, apesar da nao eficacia do bioproduto na neutralizacdo dos
elementos essenciais e ndo essenciais, as quantidades encontradas é um fator
preocupante uma vez que, a deteccdo destes podem causar danos a saude
humana e animal, intoxicagdes e perdas econbmicas significativas de
alimentos.

O aluminio (Al) foi o principal elemento encontrado em ambos os solos,
com e sem tratamento com ME, média 26,85 mg kg-1) isso ocorre devido as

caracteristicas do solo, clima, acidez e tipo de vegetacdo. Este elemento nédo
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essencial para o organismo humano e animal, quando consumido de forma
irregular e em grandes quantidades, pode ser prejudicial levando a casos de
intoxicagdes reprodutivas, imunotoxicidade, entre varias outras anormalidades
(Brylinski et al, 2023). Para as plantas, o Al provoca danos ao sistema radicular
e consequentemente menor desempenho produtivo, e aumenta as
concentragdes de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) a partir do estresse
oxidativo causado pelo processo de toxicidade (Silva et al., 2018).

O Cobre (Cu) apresentou média de 3,28 mg kg™ nas amostras de solo,
seguido do Zinco (Zn), 1,34 mg kg'. Esses elementos sdo considerados
micronutrientes que s&o essenciais a alguns processos fisioldgicos das plantas,
entretanto em altas concentragdes podem interferir no processo de crescimento
vegetal, inibicdo fotossintética, desenvolvimento e diminuicdo da produgédo do
fruto (Tiecher et al., 2016; Cambrollé et al., 2015).

O Arsénio (As) € um composto classificado como contaminante natural,
uma vez que a contaminagdo pode ser devido a decomposicdo de fontes
naturais como rochas e minerais; e a sua concentracao esta diretamente ligada
as caracteristicas do solo (Alonso et al., 2014). Entretanto, também pode ser
detectado apds o uso indiscriminado de praguicidas nas lavouras (Souza et al.,
2016). A ingestao concentrada a longo prazo de As em alimentos, pode causar
danos a saude humana e animal, como canceres de érgaos internos e de pele,
cardiopatias graves, diabetes e disfungao dos sistemas reprodutivos (Singh et
al, 2015). As baixas concentragdes de As detectadas nas amostras de solo
deste estudo (Tabela 5), pode ser justificada devido as caracteristicas do solo
da regidao de Marialva, PR que é classificado como mais aerado, o que
favorece o escorregamento e perda do As no solo (Silva et al., 2020).

O Niquel (Ni) € um elemento importante para o meio ambiente, possui
propriedades benéficas para as plantag¢des, entretanto a quantidade deve ser
monitorada, ja que interfere diretamente na atividade enzimatica do organismo
vegetal (Nawaz et al., 2022; Mellis et al., 2017). Nas amostras analisadas neste
estudo, apresentou média de 0,23 mg kg™ e os solos com o tratamento de ME
nao mostrou diferenca estatistica nas concentracbes que indicasse a
diminuig¢ao da quantidade de Ni no solo.

Por fim, o elemento Cadmio (Cd) nao foi detectado nas amostras de solo
deste estudo; porém, quando detectado, pode ser altamente tdxico, neurotoxico

e cancerigeno, além de prejudicar significativamente as atividades industriais e
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agricolas. E considerado um metal pesado n3o essencial, é resistente e
provoca quadros de intoxicagdo através do acumulo nas plantas que pode ser
de forma natural ou por meio de residuos do uso em excesso de praguicidas
(Jakovljevi¢ et al., 2022; Shaari et al., 2024; Nechytailo et al., 2024).

Embora a literatura demonstra que a presenca de ME reduza a
concentragdo desses elementos do solo, eliminando residuos com potencial
téxico, neste estudo, ndo foram observados a diminuigdo da quantidade de
elementos-tragco no solo, isso pode ser justificado com a forma de fabricagédo da
solucédo de ME, bem como a quantidade de microrganismos presentes no

bioproduto e/ou o tempo insuficiente de acédo da solu¢ao no solo.

4. Concluséao

Esse estudo apresentou informagdes relevantes e de grande impacto
para a agricultura natural sobre o uso de Microrganismos Eficientes (MEs). Os
resultados indicam que, embora o uso de MEs possa contribuir para a
diversidade microbiolégica do solo e a redugdo do uso de praguicidas, é de
suma importancia que ele seja avaliado e monitorado constantemente.

A caracterizacdo de aflatoxina G, e a patulina aborda preocupagdes
sobre a seguranga e o impacto ambiental do uso desses produtos, uma vez
que este pode apresentar caracteristicas toxicas, pois a possibilidade de
proporcionar maior diversidade microbioldgica, aumenta consequentemente a
concentragdo de microrganismos desconhecidos e que nao apresentam
beneficios para a agricultura.

Também foi possivel concluir que os MEs usados para a redugao de
elementos-traco no solo e diminuir a quantidade de residuos gerados pelo uso
de praguicidas, ndo apresentou diferengas estatisticas entre as amostras de
solo com o tratamento de ME e sem o tratamento. Tal fato, deve ser levado em
consideracao e avaliado frente as condigdes de cultivo e aplicacdo nas

lavouras.
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