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RESUMO

No Brasil, a expansado de area plantada de cana-de-acucar, impulsionada pela
demanda crescente do etanol como combustivel que compde a matriz energética
nacional, € acompanhada pelo aumento no consumo de insumos especificos para a
cultura, incluindo os herbicidas. Dentre os herbicidas mais utilizados na agricultura, a
atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina), um herbicida da classe dos
triazinicos, € usada intensivamente no controle de ervas daninhas em pré ou pos-
emergéncia. Devido a sua estrutura quimica representada por um anel triazinico
substituido com cloro, etilamina e isopropilamina, a atrazina se mostra uma
substancia altamente recalcitrante para a degradacdo biolégica no ambiente. A
aplicacéo de fungos para biodegradacéo de substancias quimicas recalcitrantes vem
sendo amplamente estudada. Portanto, o presente estudo teve como objetivo testar
a tolerancia de Candida rugosa INCQS 71011, Lentinula edodes INCQS 40220,
Penicillium simplicissimum INCQS 40211 e Pleurotus ostreatus UFLA ao herbicida
atrazina na concentracdo final de 10 mgL™ e a partir desses resultados, os fungos
que se apresentaram tolerantes foram selecionados e utilizados para os testes de
degradacéao de atrazina e o melhoramento da composi¢cao do meio de cultivo visando
um maior percentual de degradagé&o. Foi constatado que a tolerancia ndo se mostrou
relacionada a degradacdo. Embora todos os fungos estudados tenham se mostrado
tolerantes & presenca de atrazina, somente Pleurotus ostreatus UFLA foi capaz de
degrada-la e produzir a enzima lacase. Nos experimentos de degradacéo, o fungo
Pleurotus ostreatus UFLA avaliado por 15 dias atingiu um percentual maximo de
39% no 15° dia de cultivo, produzindo o0s metabdlitos desetilatrazina e
deisopropilatrazina. A atividade maxima da enzima lacase foi 0,533 U/mL, no entanto
nao foi possivel correlacionar degradacdo e atividade enzimética. ApOs esses
experimentos, foi realizado um planejamento experimental para maximizar a
degradacdo de atrazina. Foi realizado um delineamento fatorial fracionado 2%* com
20 ensaios. Com esses experimentos foi possivel aumentar os niveis de degradacéo
para 65% em 15 dias e aumentar também a diversidade dos metabdlitos formados.
Além de desetilatrazina e deisopropilatrazina, formou-se também
desetilhidroxiatrazina, deisopropilhidroxiatrazina e desetildeisopropilatrazina. Com
base nestes resultados, Pleurotus ostreatus UFLA apresenta grande potencial para
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ser utilizado na biorremediacdo de ambientes contaminados por

minimizando os impactos deste herbicida na saude publica.

atrazina,



ABSTRACT

In Brazil, the expansion of the cultivated area with sugar cane, driven by a
growing demand for ethanol as fuel, is accompanied by an increase in consumption
of specific inputs for the crop, including herbicides. Among the herbicides used in
agriculture, atrazine (2-chloro-4-ethylamine-6-isopropylamine-s-triazina), an herbicide
of the triazine class, is used extensively in weed control in pre or post emergence.
Due to its chemical structure represented by a triazine ring substituted with chlorine,
ethylamine and isopropylamine, atrazine proves to be a highly recalcitrant substance
to biological degradation in the environment. The application of fungi for
biodegradation of recalcitrant chemical substances has been widely studied. In this
study, fungi were selected from the Culture Collection Reference Candida rugosa
INCQS 71011, Lentinula edodes INCQS 40220, Penicillium simplicissimum INCQS
40211 and Pleurotus ostreatus UFLA based on their tolerance to the herbicide
atrazine at a final concentration of 10 mgL™, to perform a comprehensive study of
degradation potential and of the role of ligninolytic enzymes in the process. The
tolerance to the herbicide did not prove to be related to degradation. Although all the
fungi studied have proven to be tolerant to the presence of atrazine, only Pleurotus
ostreatus was capable to degrade it and produce the enzyme laccase. The
degradation of atrazine mediated by Pleurotus ostreatus was monitored for 15 days
and reached a maximum degradation level of 39% on day 15, producing the
metabolites deetthylatrazine and deisopropylatrazine. The maximum activity of
laccase enzyme was 0.533 U/mL and it was not possible to correlate enzyme activity
and degradation. After these experiments, an experimental planning was designed to
maximize the degradation of atrazine. A fractional factorial design 2% was performed
with 20 assays. With these experiments it was possible to increase the levels of
degradation to 65% in 15 days and also to increase the diversity of the metabolites
formed. In addition to deetthylatrazine and deisopropylatrazine, three other products
were also formed deetthylhydroxyatrazine, deisopropylhydroxyatrazine and
deethyldeisopropylatrazine. Based on these results, Pleurotus ostreatus UFLA has
great potential to be used in bioremediation of environments contaminated by

atrazine, minimizing the impact of this herbicide on the public health.
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1. INTRODUCAO
1.1 Saude e Ambiente

O uso de pesticidas tem se difundido muito na agricultura nos ultimos 30 anos,
especialmente no Brasil, que se tornou um dos maiores consumidores desses
produtos xenobioticos, ficando atrds somente do Japdo e dos Estados Unidos
(DAMS, 2006)

Os pesticidas quimicos além de serem utilizados para controle de pragas na
agricultura, também tém sido aplicados no controle de vetores causadores de
doencas (malaria, dengue, etc.) no setor da saude humana (BHATNAGAR et al.,
2001; REKHA et al., 2006).

O uso indiscriminado e intensivo de pesticidas tem sido responsavel pelo
desenvolvimento de resisténcia a estes produtos quimicos por parte das pragas alvo,
resultando na sua utilizacdo em maiores concentracbes e, consequientemente,
causando graves prejuizos a saude publica e ao ambiente (AGNIHOTRI,1999;
ABHILASH& SINGH, 2009).

O risco de efeitos adversos a saude humana relacionados ao uso de pesticidas
depende fundamentalmente do perfil toxicoldégico do produto, do tipo e da
intensidade da exposicdo experimentada pelos individuos e da susceptibilidade da
populacao exposta (DELGADO & PAUMGARTTEN, 2004).

A exposicdo humana aos pesticidas (encontrados em meios como solo, agua,
ar e alimentos) pode ocorrer de diferentes modos, tais como inalacéo, ingestao e
contato com a pele, resultando em problemas de saude agudos e cronicos (REKHA
et al., 2006).

O aumento de incidéncia de cancer, doencas cronicas nos rins, supressao do
sistema imune, esterilidade entre homens e mulheres, disfun¢cdes enddcrinas,
disfuncdes neuroldgicas e comportamentais, principalmente entre criangas, tém sido
atribuidos a envenenamento crénico por pesticidas (AGNIHOTRI, 1999; ABHILASH&
SINGH, 2009).

O Brasil é considerado um dos maiores consumidores de agrotoxicos do

mundo. Segundo o Sistema Nacional de Informac¢des Toxico-Farmacolégicas —



SINITOX no ano de 2009, foram registrados 4056 casos de intoxicacdo humana, por

agente toéxico presente nos agrotoxicos de uso agricola (SINITOX, 2009) (Tabela 1).

Tabela 1 - Casos registrados de intoxicacdo humana, de intoxicacdo animal e
de solicitacdo de informacao por agente toxico no a no de 2009

Witima Humana Animal Infarmagio Total
Agente n® n” n" n® ]

Medicamentos 21682 180 838 22580 27,35
Agrotdwicos!/Uso Agricola 3813 72 171 4056 491
Agrotaricos/Uso Doméstico 2445 249 138 2836 3,43
Produtes Veterindrios 748 147 29 924 1,12
Raticidas 2182 206 77 2465 2,99
Domissanitarics gsge 25 185 10026 12,14
Cosméticos ana e A0 i 147
Produtes Quimicos Industriais 4284 23 172 4546 55
Metais 276 4 3 N 0,38
Drogas de Abuso 4074 7 445 4526 548
Plantas g2z o4 5 1091 1,32
Alimentos ae2 4 22 718 0,87
Animais Peg./Sempentes 2807 28 100 2944 3,57
Animais Peg./Aranhas 3023 10 311 3349 4,06
Animais Feg./Escorpides 8206 4 218 8528 10,33
Oufros Animais Peg./Wenencscs 4337 20 285 4631 5,61
Animais ndo Pegonhentos 347 14 180 33 4,06
Desconhecido 1735 77 5O 1871 2,27
Outro 2570 4 234 2845 3,45

Total 77458 1497 Je11 82566 100

b 93,81 1,81 4,37 100

Fonrte: MS / FIOCRUZ / SINITOX

Sinais convencionais utilizados:
.. Dado numeérico nic disponivel

- Dado numérico igual a zero nao resultante de arrendondamento

A aplicacao inapropriada de pesticida afeta o ecossistema como um todo, por
seus residuos entrarem na teia alimentar e por serem poluentes do solo, ar e aguas
superficiais e subterraneas (ABHILASH & SINGH, 2009). Na Figura 1, é apresentado
0 movimento dos pesticidas apdés serem introduzidos no solo e na agua (HAYES &
LAWS, 1997).



Aplicacdo dos Agrotoxicos
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Figura 1 - Movimento dos agrotoxicos no ambiente po  r caminhos abidticos e
bidticos (Hayes & Laws, 1997).

Sem duavida, a contaminagdo de &guas naturais tem sido um dos grandes
problemas da sociedade moderna. A economia de adgua em processos produtivos
vem ganhando especial atencédo devido ao valor agregado que tem sido atribuido a
este bem, através de principios como consumidor pagador e poluidor pagador,

incorporados em nossa legislacdo (KUNZ et al., 2002).

A aplicacdo de acdes ao ambiente estd claramente incluida na definicdo de
Vigilancia Sanitaria estabelecida pela Lei Organica da Saude (BRASIL, 1990) como
“um conjunto de acfes capaz de eliminar, diminuir, ou prevenir riscos a saude e de
intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producédo e

circulacdo de bens e da prestacdo de servi¢os de interesse da saude”.

No Brasil vem crescendo entre os profissionais da area de saude coletiva o
conhecimento sobre a relacdo entre a categoria ambiente e o padrdo de
saude/doencas das populacdes. A area de saude coletiva incorporou a saude
ambiental entre suas questdes prioritarias, coincidindo com uma maior preocupacao

nos meios académicos com problemas de saude relacionados ao ambiente, além do
3



crescimento e maior visibilidade dos movimentos ecoldgicos (TAMBELLINI &
CAMARA, 2002).

O aumento da conscientizacdo ecologica, iniciado no final do século XX, deixou
claro que o grande desafio da humanidade para as proximas décadas € equilibrar a
producdo de bens e servigcos, crescimento econdmico, igualdade social e
sustentabilidade ambiental (PINTO et al., 2005).

Para prevenir os riscos a salude é necessario conhecimento das possiveis
causas das doencas e 0s mecanismos pelos quais os individuos se defrontam com
0s elementos causais. Este conhecimento pode levar a um processo de
recomendacéo de acdes sanitarias que prevé medidas e atividades fundamentadas
cientificamente para a prevencdo de doencas (TAMBELLINI & CAMARA, 2002).

1.2 Agrotoxicos

A Lei Federal n® 7.802 de 11/07/89, regulamentada através do Decreto 98.816,
no seu Artigo 29, Inciso |, define o termo agrotéxico da seguinte forma:

“Os produtos e os componentes de processos
fisicos, quimicos ou biolégicos destinados ao uso nos
setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas
e também em ambientes urbanos, hidricos e industriais,
cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora e da
fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes,

estimuladores e inibidores do crescimento”.

Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola
(SINDAG), a comercializacéo de defensivos agricolas no Brasil, em 2009, foi de 725
mil toneladas de produtos formulados. As principais classes sao os herbicidas com
59% (429.693 toneladas), seguido por inseticidas e acaricidas com 21% (150.189
toneladas), fungicidas com 12% (89.889 toneladas) e outros com 8% (55.806

toneladas).
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Figura 2 - Comercializagdo de defensivos agricolas no Brasil no ano de 2009
(SINDAG 2009)

No Brasil, a expansédo de area plantada de cana-de-acucar, impulsionada pela
demanda crescente do etanol como matriz energética nacional, € acompanhada pelo
aumento do consumo de insumos especificos para a cultura. Conforme destacam
Armas e colaboradores (2005) os herbicidas compdem a classe de agroquimicos
mais utilizada na cultura de cana-de-acucar. Um estudo realizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostrou que em 2009 a éarea total
plantada era de 9.671.546 hectares, um crescimento de 2,7% em relacdo a 2008.

Dentre os herbicidas mais utilizados na agricultura, a atrazina (2-cloro-4-
etilamina-6-isopropilamina-s-triazina), um herbicida da classe dos triazinicos, é
usada intensivamente no controle de ervas daninhas em pré ou pds emergéncia,

principalmente em culturas de cana-de-agucar, milho, e soja (ANVISA).
1.3 Classificacdo dos Agrotéxicos

Os agrotéxicos podem ser classificados em duas categorias basicas, quanto a
classe quimica que pertencem ou guanto a seu organismo alvo. Quanto a estrutura
quimica sao classificados como: Carbamatos, piretroides, organofosforados,
organoclorados e as triazinas, quanto a sua acdo, sao classificados como:

Inseticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas, etc.
1.3.1 Organoclorados

Os organoclorados sdo compostos organicos que contém o elemento cloro.
Com relagcdo a outros grupos quimicos, estes compostos sdo geralmente menos
toxicos em termos de toxicidade aguda, porém sdo mais persistentes no corpo
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humano e no ambiente, podendo permanecer ativo em longo prazo Os
organoclorados podem ser absorvidos por vias orais, respiratérias ou dérmicas. Com
mecanismo de acao pouco conhecido, estes compostos agem no sistema nervoso
central e periférico. Eles sdo armazenados na gordura do organismo e por iSso sédo

cumulativos e potencialmente teratogénicos, mutagénicos e carcinogénicos.
1.3.2 Organofosforados

Organofosforados sdo compostos organicos a base de fosforo. S&o mais
toxicos que os organoclorados em termos de toxicidade aguda, no entanto, possuem
rapida degradabilidade no ambiente e ndo se acumulam nos tecidos gordurosos
(GOLDMAN & GILMAN, 1990).

Estes compostos séo inibidores de acetilcolinesterase (enzima que torna
possivel a transmissdo de impulsos nervosos no organismo), O que provoca a

alteracdo de glandulas, musculos e sistema nervoso (GOLDMAN & GILMAN, 1990).
1.3.3 Carbamatos

Carbamatos s&o compostos organicos derivados do &cido carbamico
(ARRUDA, 1990). Sdo menos toxicos que os fosforados e mais toxicos que 0s
clorados (contaminacdo aguda), degradam-se relativamente rapido e ndo se
acumulam em tecidos gordurosos. Possuem acdo mais curta que 0S
organofosforados com relacdo a funcdo reguladora da acetilcolinesterase, porém,
varios produtos deste grupo quimico foram banidos em outros paises pelos seus
efeitos cancerigenos (ARRUDA, 1990).

Compostos originarios deste grupo quimico como os ditiocarbamatos, causam

reacoes alérgicas cutaneas e neoplasia em animais de laboratorio.
1.3.4 Piretroides

Possuem estruturas semelhantes as piretrinas, ou seja, ésteres dos acidos

crisantémicos.

Seus efeitos ainda ndo sao totalmente conhecidos, mas alguns autores

afirmam que este grupo € um dos menos toxicos ao homem.
1.3.5 Triazinas

Dentre as classes de herbicidas existentes, as triazinas possuem maior

destaque compondo cerca de 30% da producdo mundial (FERREIRA, 2005).



A classificacdo dos mecanismos de acao dos herbicidas depende do risco de
desenvolvimento de resisténcia pelas espécies alvo. Considerando que os produtos
séo comercializados ha mais de 40 anos, seu mecanismo de agéo tornou-se menos
suscetivel ao desenvolvimento de resisténcia (CHRISTOFFOLET et al., 2004).

As triazinas pertencem ao grupo de herbicidas inibidores do fotosistema II.
Atuam na membrana do cloroplasto em que ocorre a fase luminosa da fotossintese,
mais especificamente no transporte de elétrons (CHRISTOFFOLET et al., 2004). As
plantas que recebem esse tratamento apresentam clorose foliar e tem seu

crescimento inibido.
1.3.5.1 Atrazina

A atrazina [2-cloro-4(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina, CAS N° 1912-24-
9, pertence a classe quimica das triazinas, sua estrutura quimica é representada por
um anel triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina, que a torna
recalcitrante para a degradacao biologica no ambiente (COLLA et al., 2008). A

Figura 3 apresenta a estrutura quimica da atrazina.

A atrazina apresenta baixa solubilidade em agua (33 mg/L a 27<C), porém
solivel em muitos solventes organicos (360 a 183.000 mg/L) (MUDHOO &
GARG,2011). Devido ao baixo coeficiente de particdo octanol-agua, ndo se adsorve
substancialmente ao solo, sendo freglientemente encontrada acima dos niveis
toleraveis pelas agéncias de controle ambiental em aguas superficiais e lencois
freéticos (ABATE & MASINI, 2005; ARMAS et al., 2005).

Cl~. _N<_ _NHCH,CH,
R
NYN
N

HCH(CH,),

Figura 3 - Estrutura quimica da atrazina



Jablonowski e colaboradores (2009) conduziram estudos de persisténcia de
atrazina e passados 22 anos da Ultima aplicacdo deste herbicida ainda foram
detectadas concentracbes em média quatro vezes maiores em subsuperficie
comparado a superficies do solo (0-10 cm), indicando elevado risco de
contaminacdo de aguas subterraneas, mesmo apés 22 anos de exposicdo desse

herbicida.

Segundo a resolugdo CONAMA n ° 357 de 17 de Margo de 2005 (BRASIL,
2005), o limite maximo permitido para atrazina em aguas doces é 2,0 pgL™?, além
disso, a legislacdo determina que os efluentes de qualquer fonte poluidora somente
poderdo ser lancados, direta ou indiretamente, nos corpos de agua, apés o devido
tratamento e o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos
toxicos. Assim, € muito importante encontrar métodos eficientes de degradacéo

dessa substancia.
1.3.5.1.1 Degradacao da atrazina

A degradacéo e mineralizacao da atrazina podem ocorrer por processos fisico-
quimicos ou bioquimicos. Mais de 15 metabdlitos resultantes da degradacdo ja
foram identificados e descritos na literatura (RADOSEVICH et al., 1995).

Os principais produtos de degradacgao da atrazina sdao compostos hidroxilados

e clorados. Séo eles: Desetilatrazina (2-cloro-4-amino-6-isopropilamino-s-triazina -

DEA), Deisopropilatrazina  (2-cloro-4-etilamino-6-amino-s-triazina -  DIA),
Desetildeisopropilatrazina (2-cloro-4,6-amino-s-triazina - DEDIA),
Desetilhidroxiatrazina  (2-hidroxi-4-amino-6-isopropilamino-s-triazina - DEHA),
Deisopropilhidroxiatrazina  (2-hidroxi-4-etilamino-6-amino-s-triazina - DIHA) e

Hidroxiatrazina (2-hidroxi-4- etilamino-6-isopropilamino-s-triazina - HA) (Figura 4).

Segundo Eisler (1989), ha um consenso geral de que os produtos de
degradacdo da atrazina sdo substancialmente menos toxicos e normalmente ndo
estdo presentes no ambiente em concentracdes inibidoras de algas, bactérias,

plantas ou animais.

Solomon e colaboradores (1996) em seus estudos de avaliacdo de risco da
atrazina testaram a toxicidade da atrazina e de quatro de seus produtos de
degradacéo (DEA, DIA, HA e DEDIA). Os autores verificaram que a atrazina € capaz

de inibir mais efetivamente a fotossintese do que qualquer um de seus produtos de
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degradacdo. DEA e DIA se mostraram os metabdlitos mais tdéxicos dos quatro
testados. Em testes de toxicidade com algas azuis, a atrazina apresentou toxicidade
de 7 a 10 vezes maior que a DEA e em testes com algas verdes, a atrazina foi de 4
a 6 vezes mais toxica. Com relacdo ao metabdlito DIA, a atrazina foi 20 a 50 vezes
mais inibitoria a algas azuis e 7 a 13 vezes mais inibitéria a algas verdes. DEDIA e

HA foram considerados neste estudo como nao toxicos a essas algas.

Essa conclusao foi apoiada por um estudo de toxicidade do metabdlito DEA por
macrofitas submersas em que a atrazina produziu uma inibicdo fotossintética com
uma concentracdo 5 vezes maior da concentracdo necessaria para DEA (JONES &
WINCHELL, 1984).

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de verificar os possiveis

danos da atrazina e de seus metabdlitos em animais e seres humanos.

Estudos em seres humanos mostraram que a atrazina € um potente
desregulador enddcrino que aumenta a expressado da enzima aromatase em alguns
tipos de céncer. Esse mecanismo esta envolvido com a inibicdo da enzima
fosfodiesterase pela atrazina ndo havendo degradacdo de cAMP. O aumento nos
niveis de cCAMP ativa a expressdo da enzima aromatase, que age como mediadora
da aromatizacdo de andrégenos em estrogenos, aumentando assim a producdo de
estrogénio (FAN et al., 2007 ) A atrazina também foi associada a um aumento de 8,4
vezes 0s riscos de cancer de prostata em homens que trabalhavam com esse
herbicida em San Gabriel, Lousiana, EUA (MACLENNAN et al., 2002).
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Figura 4 - Principais produtos de degradacado da atr  azina



1.3.5.1.1.1Biodegradacéo de atrazina

A biorremediacao € definida como um processo tecnolédgico pelo qual sistemas
biolégicos séo utilizados para tratar a poluicdo e restaurar a qualidade ambiental,
reduzindo a concentracdo dos poluentes a niveis considerados seguros, por meio da
degradacdo destes compostos. Os sistemas biologicos mais utilizados na
biorremediacdo sdo o0s microbiologicos, principalmente bactérias, fungos
filamentosos e leveduras (DA SILVA & ESPOSITO, 2004).

A biorremediacdo vem sendo desenvolvida visando explorar a diversidade
genética e a versatilidade metabdlica microbiana para a transformacdo de
contaminantes em produtos menos toxicos, que podem ser integrados aos ciclos
biogeoquimicos naturais (UETA et al.,, 1999). Entretanto, a biodegradacdo de
substratos imisciveis em agua € limitada, pela dificuldade da sua utilizacdo pelos
micro-organismos (PARASZKIEWICZ et al., 2002).

No solo, a degradacdo da atrazina € resultado principalmente da atividade
microbiana. Uma grande variedade de micro-organismos € capaz de degradar a
atrazina levando a formacdo e acumulacdo de seus metabolitos
(SCHEUNERT,1992; HICKEY et al.,, 1994), enquanto outros micro-organismos
obtém nutrientes e energia pela completa mineralizacdo da atrazina a diéxido de
carbono e agua, incluindo diversas bactérias como espécies de Nocardia (TOPP et
al., 2000), Pseudomonas (YANZE-KONTCHOU & GSCHWIND, 1994) e
agrobactérias (STRUTHERS et al., 1998).

A degradacédo da atrazina por fungos geralmente segue vias bioquimicas que
envolvem a remocgéo sequencial de substituintes do anel aromatico, iniciando pela
dealquilacdo, primeiro e principal passo da via metabdlica do composto (MOUGIN et
al., 1994; 1997), embora estudos evidenciem a liberacéo de **C em moléculas de
atrazina marcadas na forma de CO,. Tais estudos foram conduzidos usando palha
de trigo pasteurizada como substrato para crescimento, o que torna impossivel
excluir a participacdo também das bactérias (MASAPHY et al., 1996).

Kruger e colaboradores (1993) sugeriram uma rota metabolica de degradacao
de atrazina em solos com C** marcado radioativamente (Figura 5). Esse estudo foi
realizado com amostras de solo sob condigbes saturadas e insaturadas, com

profundidades de até 120 cm. Em amostras de solo saturadas, o metabdlito
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deisopropilatrazina (DIA) mostrou ser o metabdlito menos persistente com meia-vida
igual a 58 dias. Os autores também observaram que a degradacdo microbiana de

atrazina €é mais favorecida a formacdo de desetilatrazina (DEA) do que

deisopropilatrazina (DIA).
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Figura 5 — Rota de degradacé&o de atrazina no solo ( Kruger et al., 1993)

Nos solos que recebem aplicacbes de atrazina, o principal metabdlito
encontrado € geralmente a hidroxiatrazina, composto desclorado, resultante de
reacoes abidticas ou anaerObias, porém outros compostos sdo encontrados em
culturas de fungos e bactérias que ndo possuem enzimas para o0 catabolismo
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completo da molécula, como linhagens de Rhodococcus sp., capazes de catalisar a

remocao de grupos etil e isopropil da molécula da atrazina (BEHKI et al., 1995).

Em estudos envolvendo bactérias, as linhagens de Pseudomonas sp. ADP sao
consideradas referéncias nos estudos das rotas de degradacdo da atrazina. Essas
bactérias possuem genes denominados atzA, atzB, atzC e atzD, que codificam
enzimas responsaveis pela mineralizacdo do composto (MANDELBAUM et al., 1995;
RALEBITSO et al., 2002), conforme representado na Figura 6.
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Figura 6 — Rota de degradacao da atrazina por bacté rias

Estudos relatados por Senesi (1992) mostraram que a adsorgao, retencao e
degradacéo de herbicidas pelo solo € influenciada pelo pH, umidade, capacidade de

troca catibnica e temperatura.
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A biota do solo pode afetar direta ou indiretamente os produtos de degradacao
formados. Um interessante estudo relata o papel das minhocas como organismos
chave que podem afetar significativamente as propriedades fisico-quimicas do solo
e, posteriormente favorecer o desempenho das comunidades microbianas na

degradacdo de moléculas organicas (BINET et al., 2006).

Em estudos de degradacdo da atrazina nos solos, Prata e colaboradores
(2003) conduziram ensaios de sorcao de atrazina sob sistema de cultivo direto e
convencional e também em solo de clima tropical. Os autores mostraram a
hidroxiatrazina como o metabdlito mais importante da atrazina apresentando maior
retencdo que os outros metabdlitos, sendo DEA e HA os produtos de degradacéo
gue mais prevaleceram no solo, embora isso dependa da profundidade do solo e do

periodo de incubacéo.

Mudhoo e Garg (2011) sugerem um mecanismo de degradacdo primario
(abidtico) que provoca a hidrélise da atrazina gerando o metabdlito hidroxiatrazina e
a N-alquilacdo das cadeias laterais da atrazina, produzindo os metabdlitos

desetilatrazina e deisopropilatrazina conforme descrito na Figura 7.

N)§N
/l\ )I\N)\H/\

Atrazina

e SO
N” SN
J\ )\ (o CH(CH,), CaHe /I\NJ\NH e AL A enien,,

Desetllatrazma Deisopropilatrazina Hidroxiatrazina
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Figura 7 — Mecanismo de degradacao primario (abiéti  co) da atrazina (MUDHOO
& GARG,2011)

A hidrdlise quimica da atrazina, seguida de biodegradacéo deve ser a rota mais
importante de desaparecimento do composto (COUTINHO et al., 2005).

Os estudos sobre a degradacéo microbiana de atrazina tém sido direcionados

ao isolamento e a caracterizagao das linhagens de ocorréncia natural em ambientes
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contaminados com esse herbicida. De acordo com Rhine e colaboradores (2003), as
repetidas exposicdoes de atrazina podem aumentar a biodegradacéo, que pode ser
também reforgcada como resultado da limitada disponibilidade de nitrogénio. Silva e
colaboradores (2004) demonstraram a ocorréncia da rapida mineralizacdo da
atrazina por Pseudomonas sp. apés o periodo de aclimatagéo por aproximadamente
28 dias.

Barriuso e Houot (1996) realizaram um estudo comparativo entre a
mineralizacdo de atrazina em solos com a microbiota adaptada (com histérico de
aplicacdo) e nao-adaptada (sem historico de aplicacdo) concluindo que a taxa de
mineralizacao foi sempre inferior na situacdo nao-adaptada. Hang e colaboradores
(2007) avaliaram a mineralizacdo de atrazina em superficie e sub-superficie em
solos com aplicacdes prévias de atrazina. De acordo com os resultados, os autores
sugerem gue 0S micro-organismos responsaveis pela mineralizacdo da atrazina
ficam distribuidos tanto em superficie como em subsuperficie em solos adaptados,
indicando que a aplicacdo frequente de atrazina aumenta a mineralizacdo em sub-

superficie sendo considerado um mecanismo natural de biorremediacéao.
1.4 Biodegradacao de Poluentes Quimicos Recalcitran  tes por Fungos.

A aplicacdo de fungos para biodegradacdo de substéncias quimicas
recalcitrantes vem sendo amplamente estudada (FERREIRA-LEITAO et al., 2008,
BALESTEROS, 2009, BERGSTEN-TORRALBA et al.,, 2009, PASSARINI et al.,
2010, TEIXEIRA et al., 2010). Esse interesse baseia-se na capacidade desses
organismos em degradar diversas moléculas de poluentes orgénicos e outras
substancias toxicas persistentes, como por exemplo: compostos organofosforados,
DDT, dioxinas, pentaclorofenol e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (DA SILVA
et al., 2003a, 2004, MARCIAL et al., 2006, PURNOMO et al., 2008, KRUGENER et
al., 2009, TROVALEST-LEROY et al., 2010).

Alguns exemplos de fungos degradadores de triazinas sédo Aspergillus
fumigatus, Aspergillus ustus, Aspergillus flavipes, Rhizopus stolonifer, Fusarium
moniliforme, Fusarium roseum, Fusarium oxysporum, Penicilium decumbens,
Penicillium janthinellum, Penicillium rugulosum, Penicillium luteum, Phanerochaete

crysosporium e Trichoderma viride (SENE et al., 2010).
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Donelly e colaboradores (1993) testaram a capacidade de nove fungos de
classes diferentes, entre eles: actinomicetos, basideomicetos e fungos micorrizicos,
em degradar dois herbicidas diferentes (atrazina e acido 2,4 diclorofenoxiacético) em
concentracfes distintas de nitrogénio. Neste trabalho, os autores observaram que
nao ha relacdo entre a degradacdo dos herbicidas com as classes dos fungos

(micorrizicos ou de vida livre), embora estes apresentem mecanismos diferentes.

No ambiente, os fungos séo responsaveis pela maioria das transformacdes que
caracterizam as ciclagens de matéria organica. A capacidade dos fungos de adaptar
rapidamente o seu metabolismo a diferentes fontes de carbono e energia € um fator
essencial para a sua sobrevivéncia, além disso, sdo capazes de crescer sob as
condicdes de estresse ambiental que limitam o crescimento bacteriano. E ainda, o
modo de crescimento dos fungos — induzido quimioestaticamente em direcéo a fonte
de carbono organico, através do alongamento e ramificagcdo das hifas — permite a
colonizagdo de grandes areas. Desta forma, o contato superficial com o
contaminante € amplo, aumentando sua biodisponibilidade e, consequentemente,

podendo ter sua biodegradagédo aumentada (DUPONT et al., 1997).

A degradacdo de moléculas complexas por fungos se da através de dois
sistemas enzimaticos, um extracelular, envolvendo enzimas ligninoliticas e outra
intracelular, envolvendo o sistema enziméatico citocromo P-450 monoxigenase e a
epoxido hidrolase (ATLAS & CERNIGLIA, 1995). Também ja foram observadas
enzimas hidroliticas como: amilases, glicoamilases, lipases, pectinases e proteases
envolvidas em processos de biodegradacdo de biopolimeros relativamente simples
pelos fungos (BENNET et al., 2002).

Alguns sistemas enzimaticos, principalmente as oxidorredutases intra e
extracelulares, apresentam acdo mais generalizada. As oxidorredutases
intracelulares, com destaque para o sistema citocromo P450, sdo responsaveis por
reacOes de detoxificacdo de compostos que atingem o interior da célula e defendem
0 organismo do estresse toxicoldgico (EERD et al., 2003).

Alguns fungos da classe dos basidiomicetos, chamados fungos de podridao
branca, sdo capazes de realizar a degradagcédo de materiais lignocelulésicos por meio
de um complexo enzimatico lignocelulolitico extracelular (RAJARATHNAM et al.,
1992).
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Além dos fungos de podriddo branca, outros grupos de fungos também
apresentam capacidade degradativa de pesticidas. Qing e colaboradores (2003)
realizaram a purificagdo e a caracterizacdo de uma hidrolase obtida do fungo
filamentoso Aspergillus niger PY 168, responsavel pela degradacédo de carbamatos,
que sao Iinseticidas desenvolvidos para substituir pesticidas organoclorados.
Similarmente, Liu e colaboradores (2004) realizaram a purificacdo e caracterizagéo
de outra hidrolase responséavel pela degradacdo de pesticidas organofosforados, a
partir de Penicillium lilacinum BP303.

Ja a eficiéncia de fungos néao ligninoliticos, cujo sistema enzimatico envolvido
na degradacdo de compostos xenobidticos € intracelular, tem sido menos avaliada.

Entretanto, alguns estudos vém obtendo resultados promissores com esses fungos.

As leveduras também exibem caracteristicas atraentes quando comparadas
com as bactérias e os fungos filamentosos. Embora seu crescimento nédo seja téo
rapido como o das bactérias, as leveduras podem crescer mais rapido que a maioria
dos fungos filamentosos e, como eles, tém a capacidade para resistir a ambientes
desfavoraveis (PAJOT et al., 2007).

1.5 Enzimas Ligninoliticas

Enzimas sdo proteinas globulares que atuam como catalisadores biologicos
conduzindo as reacfes bioquimicas nas células dos organismos vivos. Estéo

largamente distribuidas na natureza.

Quimicamente, as enzimas contém uma ou mais cadeias de centenas de
aminoacidos numa complexa estrutura tri-dimensional, que € muito importante para
a sua acao. Como em toda a catalise, uma catélise enziméatica € definida como uma
reacdo que aumenta a velocidade de uma reacdo quimica, sem que o catalisador
sofra mudancas em todo o processo. Esta definicdo implica que uma Unica molécula
de enzima é capaz de converter muitas moléculas de substrato durante o seu tempo

de vida.

Segundo Call e Muccke, (1997) as enzimas diferem dos catalisadores quimicos
em muitos aspectos, tais como: Altas taxas de reacgéo; condicdes de reacdo néo
agressivas e baixa especificidade de reacéo.

Muitas vezes, as enzimas responsaveis pela degradacdo de um determinado

composto podem ser induzidas em condi¢cOes especificas e aplicadas para degradar
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outro poluente. Dentre a grande variedade de enzimas, diferentes combinacfes de
lignina peroxidases (EC 1.11.1.14), lacases (EC 1.10.3.2) e manganés peroxidases
(1.11.1.13) constituem a base do sistema enzimatico dos fungos ligninoliticos
(RITTMANN & McCARTY, 2001, MACCHEERONI et al., 2004).

1.5.1 Lignina Peroxidase (LiP) (EC 1.11.1.14)

A LiP é uma glicoproteina portadora de grupo prostético ferro-protoporfirina IX
(heme) exibindo atividade dependente de H,O, que catalisa uma variedade de
compostos fendlicos, ndo fendlicos, hidratos de carbono aromaticos e outros
compostos que sao resistentes ao ataque microbiano (TIEN & KIRK, 1984, GARG &
MODI, 1999). Com massa molar variando entre 38 e 45 kDa, sao muito semelhantes
as peroxidases dependentes de manganés (MnP) em estrutura e funcdo
(KUWAHARA et al., 1984). A especificidade catalitica inerente a cada uma delas
seria resultante de diferencas sutis nos sitos de ligagao aos substratos (CAMERON
et al., 2000, MACCHERONI et al., 2004).

O perfil catalitico da lignina peroxidase é apresentado na Figura 8. O ciclo
reacional é iniciado pela oxidacéo da enzima e do ferro contido no sitio ativo de Fe**
para Fe* por parte do H,O,, gerando &gua e a enzima no seu estado oxidado,
chamado composto |. Nesta condicdo, o &lcool veratrilico ou outro substrato
reduzem o composto | a composto II, forma da enzima que ainda apresenta Fe*".
Uma segunda reducdo por um elétron, efetuada por um substrato que pode ser

novamente o alcool veratrilico, retorna a enzima ao seu estado nativo.

O excesso de H»0,, associado a auséncia de um substrato redutor ocasionam
a oxidacdo do composto Il a composto lll, forma inativa da enzima (POINTING,
2001, MACCHERONI et al., 2004, SILVA & GOMES, 2004).
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Figura 8 — Ciclo catalitico da lignina peroxidase (  LiP) (CAMERON et al., 2000)

Uma das peculiaridades da lignina peroxidase em relacéo a outras peroxidases
€ a sua capacidade de oxidar substratos aromaticos ndo fendlicos, produzindo
radicais cationicos arilicos que convergem para oxidacdes de alcoois benzilicos,
clivagem de ligacbes carbono-carbono, hidroxilacbes, demetilacdes, abertura de
anéis aromaticos e dimeriza¢des ou polimerizacdes entre fendis (PONTING, 2000;
MACCHERONI et al., 2004).

1.5.2 Lacase (EC 1.10.3.2)

Dentre as enzimas extracelulares produzidas por fungos de podriddo branca,
as lacases sdo as mais estudadas (CALL & MUCCKE, 1997, Li et al., 2010,
TEIXEIRA et al., 2010,YUECHUN et al., 2010).

A baixa especificidade destas enzimas permite a sua utilizacdo em varias
aplicacoes, incluindo degradacdo de compostos recalcitrantes e remediacdo de
solos e aguas contaminadas (MAGAN et al., 2009, MAJEU et al., 2010,
POZDNYAKOVA et al., 2010).

As lacases (p-difenol:oxigénio oxidorredutases) sdo glicoproteinas formadas

por 520 e 550 residuos de aminoacidos, exibindo peso molecular médio de 60 a 80
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kDa. Sao chamadas de oxidases multicobre por possuirem 4 atomos de cobre
distribuidos em 3 dominios de seu sitio ativo (T1, T2 e T3), que sao identificados por
densidade eletrdnica. O cobre é coordenado por duas histidinas e uma cisteina, que
se encontra em um arranjo triangular plano. Cada ion de cobre parece desempenhar
um papel importante no mecanismo catalitico (THURSTON, 1994, SOLOMON et al.,
1996). O primeiro sitio, tipo 1 (T1), & responsavel pela cor azul da enzima devido a
méxima absorbancia a 605 nm e € coordenado com a cisteina; o tipo 2 (T2) nédo
exibe sinal no visivel e funciona como aceptor de um elétron e o tipo 3 (T3) incorpora
dois centros de cobre fortemente acoplados, sendo responsavel pela banda a 330
nm e funciona como aceptor de dois elétrons (SOLOMON et al., 1996).
Diferentemente das outras oxidases de cobre, o quarto ligante é substituido pela
fenilalanina. Ela estd organizada em trés dominios arranjados sequliencialmente. A
Figura 9 mostra a estrutura tridimensional da lacase obtida pelo Trametes versicolor.

Figura 9 — Estrutura da lacase de  Trametes versicolor®

As oxidacdes resultantes da atividade das lacases podem ocorrer diretamente,
por interacdo enzima-substrato, quando se trata de compostos fenélicos. Em razéo
do baixo potencial de oxidorredugcdo das enzimas (450-800 mV), as lacases sé&o
incapazes de atuar sobre moléculas arométicas néo-fendlicas. No entanto, em
trabalho realizado com lacases purificadas de Coriolus versicolor, Bourbonnais e
Paice (1990) evidenciaram a atuacao das lacases sobre substratos nao fendlicos,

! Os trés dominios (T1, T2 e T3) estdo mostrados em cores diferentes. Os atomos de cobre sé@o as esferas azuis
e a porcao de hidrato de carbono s&o os modelos em bola e bastdo. A parte cinzenta € o N-terminal e a verde o
C-terminal. O sitio T1 é a esfera isolada (PIONTEK et al., 2002).

19



gquando em presenca de uma molécula mediadora. Os mediadores, substancias de
baixo peso molecular secretadas pelo fungo, quando oxidados pelas lacases séo

capazes de oxidar compostos que nao seriam alvos diretos da enzima.

O fenbmeno da mediacdo (Figura 10) amplia significativamente a gama de
substratos das lacases (MACCHERONI et al., 2004).

O, Lacase Mediador ., Substrato

H,0 Lacase o4 Mediador Substrato

Figura 10 — Mecanismo de reacao lacase-mediador (FA BBRINI et al., 2002)

As lacases apresentam expressao muitas vezes constitutiva, que aliada a
indugdo em presenca de compostos recalcitrantes no meio de crescimento dos
micro-organismos, confirmam as potencialidades destas enzimas como ferramentas
voltadas para a biorremediacdo (GORBATOVA et al., 2006).

A aplicacédo de enzimas livres em ambientes contaminados ainda néo € viavel.
O custo da producao, isolamento e a pouca estabilidade das enzimas nos solos
sugerem que para remocéao efetiva do poluente € necesséria a introdugdo do micro-
organismo produtor da enzima de interesse diretamente no sitio contaminado
(GIANFREDA & RAO, 2004). A resisténcia ao composto recalcitrante € um dos pré-
requisitos bésicos para sua utilizacdo em processos de biorremediacdo; o
crescimento diante de elevadas concentragbes do composto téxico revela se o
micro-organismo dispde de capacidade de se estabelecer com sucesso no material
ou ambiente contaminado (VOGEL, 1996, BONONI, 1998; MEYSAMI & BAHERI,
2003; RIGAS et al., 2003). Dessa forma, a selecdo de micro-organismos capazes de
tolerar altas concentragdes do poluente e com elevada capacidade de producao de

enzimas sdo etapas importantes no processo de biorremediacgao.

Nesse contexto, a tolerancia ao herbicida atrazina por dois fungos
basidiomicetos de podriddo branca, Lentinula edodes INCQS 40220 e Pleurotus

ostreatus UFLA, por uma levedura, Candida rugosa INCQS 71011, e por um fungo
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filamentoso anamérfico, Penicillium simplicissimum INCQS 40211, foi avaliada. Os
fungos que se mostraram tolerantes foram selecionados e utilizados para os testes
de degradacdo de atrazina e melhoramento da composicdo do meio de cultivo

visando um maior percentual de degradacéao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a avaliagdo da degradacéo da atrazina, um

herbicida triazinico por fungos da Colecdo de Micro-organismos de Referéncia do
INCQS/FIOCRUZ Candida rugosa INCQS 71011, Lentinula edodes INCQS 40220,

Penicillium simplicissimum INCQS 40211 e por Pleurotus ostreatus UFLA

proveniente do Setor de Microbiologia Agricola da Universidade Federal de Lavras

(UFLA) e o melhoramento da composicdo do meio de cultivo desses fungos durante

o processo de degradacdo, a fim de estabelecer maiores percentuais de

degradacéo.

2.1 Objetivos Especificos

Avaliar a tolerancia dos fungos Candida rugosa INCQS 71011, Lentinula edodes
INCQS 40220, Penicillium simplicissimum INCQS 40211 e Pleurotus ostreatus

UFLA guanto a presenca do herbicida atrazina;

A partir do estudo de tolerancia a atrazina, monitorar a producdo de enzimas

extracelulares (LiP, MnP e lacase) e realizar testes de degradacéo de atrazina,

Melhorar a composicdo do meio de cultivo para a degradacdo da atrazina pelo

fungo mais eficiente, a fim de obter maiores percentuais de degradacéo;

Avaliar a atividade enzimatica das enzimas envolvidas no processo de
degradacdo com o meio de cultivo melhorado e verificar se existe correlacdo com

0 processo de degradacao;

Quantificacdo do percentual de degradacdo da atrazina e identificacdo dos

produtos formados.
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3. MATERIAIS E METODOS

As atividades de pesquisa foram realizadas no Laboratério de Biocatalise
(LABIC) da Divisao de Catalise e Processos Quimicos (DCAP) do Instituto Nacional

de Tecnologia — INT.

Esse projeto faz parte da continuacdo de estudos realizados em nosso grupo
de pesquisa, quando resultados preliminares mostraram o potencial de Pleurotus
ostreatus UFLA na degradacdo da atrazina em meio estético ao longo de 15 dias,
com formacao do metabdlito desetilatrazina (BALESTEROS, 2009).

Os fungos utilizados no presente trabalho apresentam comprovado potencial
de degradacdo de poluentes orgéanicos, ja tendo sido estudados anteriormente. A
linhagem Candida rugosa INCQS 71011 apresentou importantes resultados de
descoloracdo e detoxificacdo de trés corantes téxteis (vermelho reativo 198, azul
reativo 214 e vermelho reativo 141) quando comparado com a linhagem de
referéncia Lentinula edodes INCQS 40220 (NASCIMENTO, 2008). A linhagem
Penicillium simplicissimum INCQS 40211 apresentou descoloracdo completa dos
corantes V198, A21, A214 e MXC, sendo capaz de reduzir 87% da toxicidade do
corante V198 e 94% de A2l1. A linhagem Pleurotus ostreatus apresentou alto
potencial na producdo de grandes quantidades da enzima lacase, e na eficiéncia de
remocao de cor da mistura de quatro corantes téxteis (TEIXEIRA et al., 2010).

O projeto conta também com a colaboracédo do Setor de Fungos de Referéncia

do Departamento de Microbiologia do INCQS/Fiocruz.
3.1 Fungos e Meios de Cultura

O fungo P. ostreatus UFLA, obtido do Laboratério de Cogumelos Comestiveis
do Setor de Microbiologia Agricola da UFLA — Universidade Federal de Lavras, € 0s
fungos C. rugosa INCQS 71011, L. edodes INCQS 40220, P. simplicissimum INCQS
40211, provenientes da Colecdo de Micro-organismos de Referéncia do INCQS,
foram cultivados em meio de cultura PDA (Agar Batata Dextrose), e preservados a
4C e congelados em glicerol a -70C, procedimento normalmente realizado para os
fungos da Colecéo de Micro-organismos de Referéncia do INCQS/FIOCRUZ.

Para os experimentos de avaliacdo de tolerancia a atrazina pelos fungos foi
utilizado o Meio Nutritivo Basico em pH 6,0, descrito na Tabela 2 (GORBATOVA et
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al., 2006), acrescido de 15% de agar e suplementado com o substrato atrazina. Para

0s experimentos de degradacdo da atrazina foi utilizado um pré-indculo descrito na

Tabela 3, além do Meio Nutritivo Basico.

Tabela 2 - Composicao do Meio Nutritivo Basico. (GO  RBATOVA et al., 2006)

Reagente Concentracao (g/L)
KH,PO,4 0,6
K2HPO4 0,4

ZnS04.7 H0 0,001
FeS0O,.7 H,O 0,0005
MnSO,4 0,05
MgS0O4.7H0O 0,5
CuS0,4.5H,0 0,25
FeS0O,.7H,0 0,005

Tabela 3 - Composicao do pré-indculo utilizado

Reagente Concentracao (g/L)
Glicose 5,0
Peptona 3,0

Extrato de Levedura 5,0

3.2 Avaliacdo da Tolerancia a Atrazina pelos Fungos

Os fungos foram testados quanto a sua tolerancia ao herbicida atrazina na

concentracdo final de 10 mg.L™, conforme reportado em outros trabalhos da

literatura (BENDING et al.,, 2002). Os fungos apo0s serem inoculados, foram

incubados a 28°C por 7 dias. Como controle, as linhagens foram cultivadas sem a
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presenca da atrazina, tendo a glicose como fonte de carbono na mesma

concentragao.

A toleréancia foi determinada pelo crescimento apresentado pelas culturas até o
7° dia de incubac&o. Para isso, ao final dos 7 dias, as colbnias tiveram seu diametro
medido e aquelas que apresentaram colbnias com diametro maior do que 4 cm
foram consideradas tolerantes (DA SILVA et al., 2003b).

As linhagens que se mostraram tolerantes na concentracdo de 10 mgL™,
foram, a partir destes cultivos, avaliados quanto a capacidade de degradacédo de
atrazina.

3.3 Degradacdo de Atrazina pelos Fungos e Analise d o0s Produtos de
Degradacao

Foram inoculados em 50 mL de pré-indculo descrito no item 3.1, trés discos
obtidos da margem da colénia do fungo (5 mm) de cada fungo estudado Candida
rugosa INCQS 71011, Lentinula edodes INCQS 40220, Penicillium simplicissimum
INCQS 40211 e Pleurotus ostreatus UFLA , previamente crescido em PDA por 7 dias
a temperatura de 30°C * 2. A inoculagao procedeu-se por 3 dias a temperatura de
30°C + 2 sob agitacdo (200 rpm). Apés os trés dias de cultivo, foram adicionados
250 mL do Meio Nutritivo Basico descrito no item 3.1 e a atrazina na concentracéo
final de 10 mgL™. Em seguida os frascos foram incubados em meio estatico e sob
agitacao (200 rpm) por 15 dias a 30°C + 2. Amostras foram coletadas em triplicatas a
cada 5 dias a partir do 5° dia de incubacéo, extraidas em cartuchos Oasis® MCX
conforme descrito no item 3.3.1 e analisadas por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) conforme descrito no item 3.3.2.
3.3.1 Extracdo em fase solida

Segundo Lancas (2004), para analisar qualitativa e quantitativamente analitos
de interesse em amostras complexas usando técnicas cromatograficas, € necessario

que seja feita a extragao e o isolamento do composto desejado.

A extracdo em fase solida € uma técnica de separacao liquido-sdlido. Do ponto
de vista pratico, a extracdo em fase solida em sua forma mais simples, pode ser
descrita como uma cromatografia liquida, onde se usa uma pequena coluna aberta,

denominada cartucho de extracdo, que contém a fase sdlida (o correspondente a
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fase estacionaria em cromatografia). O cartucho de extracéo utilizado foi o Oasis®

MCX e a Figura 11 ilustra o aparelho onde foi realizada a extracao.

Figura 11 - Aparelho de extracdo em fase solida (ma rca J.T. Baker)

As etapas de condicionamento e eluicdo do cartucho estdo descritas no
esquema da Figura 12. Antes de iniciar a etapa de extracdo, as amostras foram
acidificadas com acido cloridrico (pH~1,5). Essa etapa inicia-se com o0
condicionamento do cartucho com acetonitrila e adgua. Posteriormente, passa-se a
amostra e condiciona-se novamente o cartucho com acido cloridrico e com
acetonitrila, esse eluato é chamado de solvente de condicionamento. Para a eluicéo,
passa-se acetonitrila com 4% (v/v) de hidroxido de aménio, esse eluato € chamado
solvente de extracao.

Por esse cartucho ser de troca ibnica, faz-se necessario a adicdo de HCI apos
a adicdo da amostra para ativar os sitios que por ventura ndo estejam ligados a
nenhum dos analitos. A segunda adi¢do de acetonitrila € para a retirada de qualquer
residuo da amostra que tenha ficado adsorvido no cartucho e evitar assim uma

interferéncia na andlise por CLAE.
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1. Acetonitrila

2. Agua Ultra Pura
3. Amostra

4. HCI 0,1 mol/L
5. Acetonitrila

CONDICIONAMENTO

v

ELUIGAO > -
Acetonitrila (4% NH4OH)

Figura 12 - Procedimento de extracdo em fase soélida utilizando o cartucho
Oasis “MCX. (BALESTEROS, 2009)

O procedimento de extracéo foi realizado conforme descrito pelo fabricante. A
Unica modificacdo implementada foi a troca do solvente organico de metanol para
acetonitrila. Essa modificagcéo foi realizada em virtude de se utilizar acetonitrila como

solventes dos padrdes.
3.3.2 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Efi  ciéncia

Apds a extracdo em fase solida, o extrato [no préprio solvente de eluicdo ACN
(4% NH4OH)] foi analisado no cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC
10 AT, equipado com detector UV-Vis, autoinjetor, programa de controle e aquisicao
dos dados Class VP 6.1. A coluna utilizada foi a Shimpack C18 (250 x 4,6 mm 4,6
um) e a fase moével utilizada composta de ACN e tampéo fosfato pH 7,2 em um
gradiente de eluicdo segmentado (BALESTEROS, 2009) (Tabela 4).

Tabela 4 - Gradiente de eluicdo para separagcédo de a trazina e derivados com a
coluna shimpack.

Tempo NP Tampao fosfato de sédio
(minutos) Acetonitrila (%) (%)

0-15 0-10 100 - 90

15-45 10-70 90 - 30

45 - 60 70-0 30 - 100

60 - 70 0 100
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3.3.3 Padrbes dos herbicidas

Para monitorar a degradacdo de atrazina e a formacdo de produtos de
degradacéo da atrazina, foram utilizados padrdoes que também foram analisados por
CLAE nas mesmas condicfes descritas acima. Para isso foram preparadas solucdes
concentradas destes compostos. A atrazina (A), desetilatrazina (DEA) e
deisopropilatrzina (DIA) foram solubilizados em acetonitrila.
Deisopropilhidroxiatrazina (DIHA), desetilhidroxiatrazina (DEHA) e
desetildeisopropilatrazina (DEDIA) foram solubilizados em 20% HCI 0,1 mol/L e 80%
acetonitrila, e a hidroxiatrazina (HA) foi solubilizada em 20% HCI 0,1 mol/L e 80%
agua ultra pura. A partir destas solucdes foram preparadas as solugdes de trabalho.

Os padroes de A, (98,4% de pureza), e seus produtos de degradacdo DIA,
(98,0% de pureza), DEA, (98,5% de pureza), HA, (96,0% de pureza), DEDIA, (95,7%
de pureza), foram obtidos da empresa Dr. Ehrenstorfer GmbH, o padrdo DEHA,
(98,7% de pureza) e DIHA, (95,0% de pureza) foram obtidos da empresa Riedel-de-

Haén.
3.3.4 Curva analitica

As curvas analiticas foram preparadas nas concentra¢des de 1,50; 2,50; 5,00;
7,50 e 10,00 mg/L para a atrazina e 1,00; 2,00; 4,00; 6,00 e 8,00 mg/L para DEA,
DIA,DEDIA, DIHA, DEHA e HA. As curvas foram realizadas em triplicatas e as
concentracOes quantificadas a partir delas.

3.3.5 Calculo de recuperacéo

A recuperacdo € obtida pela porcentagem calculada que expressa a
quantidade de analito recuperada em uma matriz fortificada ap6s um procedimento

de extracdo. Determinada pela equacao:

_ massaobtida
massareal

R x100%

Para os calculos de recuperacao foi utilizado o terceiro ponto de cada curva

analitica.
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3.3.6 Andlise por Cromatografia Gasosa Acoplada a E spectrometria de
Massas

Com intuito de se confirmar as estruturas quimicas dos metabdlitos detectados
por CLAE, foi utilizada a técnica da cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro
de massas (CG-EM). Essa andlise complementar foi realizada pela analista do
laboratorio de Quimica Analitica e Metrologia Quimica, na Divisdo de Quimica

Analitica do Instituto Nacional de Tecnologia.

A confirmacéo das estruturas quimicas dos produtos de degradacédo formados
foi realizada em cromatégrafo gasoso de alta resolucdo modelo série 6890N
acoplado a um detector seletivo de massas 5973N Hewlett-Packard (Agilent
Technologies). As condi¢cbes cromatograficas utilizadas foram: coluna capilar de
silica fundida HP-5 (30m x 0,25 mm de diametro interno e 0,25um de espessura de
filme); gas de arraste: hélio a 1 mL/min; volume de injecdo de 1uL no modo splitless;
temperatura do injetor: 280C; temperatura do forno: 70C (2 min) - 25C/min a
150C — 3CT/min até 200C — 8C/min — 280TC (10 min ) — 15C/min — 300C (2,5
min). Condi¢bes do detector de massas: temperatura de interface a 300C; fonte de
ion; 230C; quadrupolo: 150C; elétron multiplicado r a 70 eV, modo Scan e faixa de
massas: 30 a 500 u.m.a. Consulta a biblioteca de espectros de massas da
WileyNist05.

3.4 Determinacao das Atividades Enzimaticas
3.4.1 Lacase

A atividade enzimatica da lacase foi determinada utilizando metodologia
descrita por NIKU-PAVAVOLA e colaboradores (1990), baseada na oxidagdo do
substrato sintético ABTS (2,2'- azino-bis-etilbentiazolina). A composicdo do meio

reacional para a determinacao enzimatica esta descrita na Tabela 5:

Tabela 5 - Composicédo do meio reacional utilizado n  a determinacédo enzimatica
de lacase

Reagente Concentracao Volume (uL)
Tampao Succinato de Sédio pH 4,5 0,2 M 1500
ABTS 3 mM 400
Meio Reacional 100
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A leitura do ensaio foi realizada a 420nm. O branco consistiu do sistema de
reacdo descrito acima, substituindo o meio reacional por 4gua destilada. Aliquotas
de 1 mL foram recolhidas diariamente e todas as leituras foram realizadas em
triplicatas Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de

enzima capaz de oxidar 1umol de ABTS por minuto, considerando ¢ - para 0 ABTS

de 36.000 Mcm™.
3.4.2 Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade enzimatica foi determinada através da reacdo de oxidacdo do
vermelho de fenol na presenca de manganés e peroxido de hidrogénio (KUWAHARA
et al., 1984). O branco consistiu do sistema de reacdo descrito na Tabela 6,
substituindo o meio reacional por 4gua destilada. Aliquotas de 1 mL foram recolhidas
diariamente e todas as leituras foram realizadas em triplicatas Uma unidade de
atividade enzimatica corresponde a formacdao de 21pmol/min do produto,

considerando ¢ = 44.600 Mt ecm™ (YEE et al., 2006). A leitura do ensaio foi realizada

a 610nm.

Tabela 6 - Composi¢do do meio reacional utilizado n  a determinagéo enzimatica
de manganés peroxidase

Reagente Concentracao Volume (uL)
Lactato de Sédio 0,25M 100
Albumina Bovina 0,5% 200

MnSO,4 2,0mM 50

Meio Reacional - 500
Vermelho de Fenol 0,1% 100
H202 2,0mM 500

3.4.3 Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade enzimatica da lignina peroxidase foi determinada através da
oxidacdo do alcool veratrilico a aldeido veratrilico. A quantificagdo do produto
formado foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do aldeido
veratrilico a 310nm, 5 = 9200 M*cm™. (Tien & Kirk, 1984). O branco consistiu do
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sistema de reacdo descrito na Tabela 7, substituindo o meio reacional por agua
destilada. Aliguotas de 1 mL foram recolhidas diariamente e todas as leituras foram
realizadas em triplicatas Uma unidade de atividade enzimatica corresponde a
formacao de 1umol/min do produto.

Tabela 7 - Composi¢do do meio reacional utilizado n  a determinagéo enzimatica
de lignina peroxidase

Reagente Concentracao Volume (mL)
Tampao tartarato de sédio pH 3,0 50 mM 0,5
Alcool Veratrilico 50 mM 0,1
H20, 10 mM 0,1
Meio Reacional - 1,8

Todos os resultados de atividade enzimética foram calculados a partir da

formula:
Atividade enzimética = A ABS * 10°
£ R*t
Onde:

R = Volume (mL)

& = Coeficiente de absorcédo molar
10° = Conversdo da medida para litro
A ABS = Abs final — Abs inicial

T = tempo de reacao (min)

3.5 Testes de Adsorcao

Foram realizados experimentos para verificar se a diminuicdo da concentracao
de atrazina no meio reacional estava realmente relacionada a degradagcdo do

composto estudado e nédo devido ao sequestro do composto pela biomassa.

ApoOs cinco dias, as células dos cultivos sem atrazina, como descrito no item

3.1, foram separadas da fracdo liquida por filtracdo no papel de filtro Whatman n42.
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A fracao liquida foi incubada com atrazina na concentracéo final de 10 mgL™
nas mesmas condicbes de incubacdo descritas no item 3.3. Aliquotas foram

recolhidas apds 2 h e apds 24 h e analisadas no cromatégrafo liquido.

A fracdo solida foi lavada por trés vezes com 100 mL do tampéo de cultivo
(tampao fosfato de sodio 5,0 mM pH: 6,0). As células foram ressuspendidas em 300

mL desse tampé&o e a atrazina (10 mgL™) foi adicionada.

Apéds o tempo de contato de 15 minutos sob agitacdo (200 rpm), recolheu-se a
fracdo liquida e realizou-se a extracdo em fase sélida e posteriormente, analise em

CLAE. O mesmo procedimento foi repetido apds 24 h.

As etapas descritas estao representadas na Figura 13

Pré-inéculo + MNB
(Gorbatova et al., 2006)

Erbeucer Fled

5 dias
30C
b A
Tampao + atrazina T 2 Atrazina
Biomassa microbiana Fracéo liquida
15 minutos 2h
24 h 24 h
—
Andlise em CLAE Cartucho Oasis® MCX

Figura 13 - Esquema representativo das etapas dote  ste de adsor¢ao
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3.6 Maximizacdo da degradacao de atrazina por plan  ejamento estatistico

A maximizacdo da degradacdo do herbicida foi realizada com o fungo que
apresentou os melhores resultados nos testes de degradacédo de atrazina descrito
no item 3.3.

7

Para determinar a importancia de varidveis dentro de um problema, é
necessario montar um experimento anterior a otimizagdo do sistema, e usando 0s
resultados obtidos, retirar a maior quantidade de informacdes. Para tanto, foi
utiizada a técnica de planejamento experimental fatorial fracionado, como
apresentada por MONTGOMERY (2005).

Os componentes do meio de cultivo, utilizados nos testes de degradacgéao de
atrazina, descritos no item 3.3 foram avaliados utilizando a ferramenta estatistica do
planejamento experimental visando o maior percentual de degradacao nas melhores
condicdes reacionais. Foi avaliada a interferéncia de oito variaveis independentes
utilizando um delineamento fatorial fracionado 2%, adicionando-se quatro repetices
no ponto central. As variaveis dependentes selecionadas para este estudo foram a
degradacéo de atrazina, expressa em percentual e atividade enzimatica de lacase,

expressa em UmL™. A estratégia realizada esta esquematizada na Figura 14.

Variaveis em estudo

X1 ZnS0O, Delineamento Fatorial
X2 FeSO, Fracionado

X3 MnSO. —— >

X4 MgSO,

X5 CuSO, 2%* + 4 pontos centrais
X6 Glicose

X7 Peptona

X8 Ext. Levedura

Figura 14 — Estratégia realizada no planejamento fa  torial fracionado 2 &*

Foram testadas as seguintes variaveis independentes: (X;) sulfato de zinco,
(X2) sulfato de ferro, (X3) sulfato de manganés, (X4) sulfato de magnésio, (Xs) sulfato

de cobre, (Xs) glicose, (X7) peptona e (Xg) extrato de levedura.

Nesses novos experimentos, ndo foi realizada a etapa do pré-indculo para que
essas variaveis possam ser também estudadas. As concentracfes dos componentes
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pertencentes ao meio nutritivo basico, foram também avaliados no planejamento
experimental. A Tabela 8 apresenta as concentragbes correspondentes em cada

variavel do delineamento fatorial fracionado 2%*.

Tabela 8 - Variaveis e faixa de concentracdo dos co mponentes do meio de
cultivo

Concentracao (g/L)

Variaveis independentes Cddigo
-1 0 +1
ZnS0Oy X1 0 0,001 0,002
FeSO, X2 0 0,0005 0,001
MnSO,4 X3 0 0,05 0,1
MgSO,4 X4 0 0,5 1,0
CuSO4 Xs 0 0,25 0,5
Glicose Xe 2 5 8
Peptona X7 1 3 5
Extrato de levedura Xs 2 5 8

Para a triagem dos componentes do meio de cultivo, foram realizados 20
ensaios. Esses experimentos foram realizados seguindo a matriz gerada pelo
software Statistica 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) para delineamento fatorial

fracionado 2%* (Tabela 9).

Tabela 9 — Matriz do delineamento fatorial fraciona  do 2%*, mostrando os niveis
do planejamento a cada ensaio

Ensaios X1 X2 X3 X4 Xs Xe X7 Xg
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
3 -1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 +1
4 +1 +1 1 -1 1 1 +1 +1
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Ensaios X1 X2 X3 Xa Xs Xe X7 Xg

5 -1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1
10 +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
12 +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1
13 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
16 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0

X1 —2ZnSO04; Xo- FESOy4; X3 - MNSOy; X4 - MgSOy; Xs - CuSOy; Xs — glicose; X; — peptona; Xs — Extrato de levedura.

Para analise do delineamento estatistico ndo foram levadas em consideracao
as variaveis fisicas como: rotacdo, temperatura, tempo de incubacdo e pH. Essas
variaveis foram estudadas tal como se encontram na literatura, pois geralmente os
efeitos calculados para tais variaveis do planejamento experimental sdo téo
significativos, que podem interferir na significancia dos efeitos dos componentes do
meio de cultivo (TEIXEIRA, 2010). A concentracdo minima de alguns componentes
foi igualada a zero, com a finalidade de retira-las da composi¢cao do meio. A Tabela
10 mostra as concentracfes correspondentes de cada variavel para cada nivel do

planejamento fatorial fracionado 2.
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Tabela 10 — Matriz do planejamento fatorial fracion ado 2%* mostrando a
concentracdo das variaveis em cada ensaio

Ensaios X1 X, X3 Xa Xs Xs X5 Xg
1 0 0 0 0 0 2,0 1,0 2,0
2 0,002 0 0 0 0,5 8,0 5,0 2,0
3 0 0,001 0 0 0,5 8,0 1,0 8,0
4 0,002 0,001 0 0 0 2,0 5,0 8,0
5 0 0 0,1 0 0,5 2,0 5,0 8,0
6 0,002 0 0,1 0 0 8,0 1,0 8,0
7 0 0,001 0,1 0 0 8,0 5,0 2,0
8 0,002 0,001 0,1 0 0,5 2,0 1,0 2,0
9 0 0 0 1,0 0 8,0 5,0 8,0
10 0,002 0 0 1,0 0,5 2,0 1,0 8,0
11 0 0,001 0 1,0 0,5 2,0 5,0 2,0
12 0,002 0,001 0 1,0 0 8,0 1,0 2,0
13 0 0 0,1 1,0 0,5 8,0 1,0 2,0
14 0,002 0 0,1 1,0 0 2,0 5,0 2,0
15 0 0,001 0,1 1,0 0 2,0 1,0 8,0
16 0,002 0,001 0,1 1,0 0,5 8,0 5,0 8,0
17 0,001 0,0005 0,05 0,5 0,25 5,0 3,0 5,0
18 0,001 0,0005 0,05 0,5 0,25 5,0 3,0 5,0
19 0,001 0,0005 0,05 0,5 0,25 5,0 3,0 5,0
20 0,001 0,0005 0,05 0,5 0,25 5,0 3,0 5,0

X1 —2ZnS0y; Xp- FESOy; X3 - MNSOy4; X4 - MgSOy; Xs - CuSOy; Xe — glicose; X; — peptona; Xs — Extrato de levedura.

Nesses experimentos, foram retiradas amostras de cada ensaio a partir do 5°
dia de incubacdo. Essas amostras foram extraidas em cartucho Oasis® MCX e
analisadas em CLAE, conforme descrito no item 3.3. A atividade enzimatica da

enzima lacase também foi avaliada, conforme descrito no item 3.4 para verificacao
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da correlacdo entre atividade enzimatica e percentual de degradacdo. Devido a
grande variabilidade inerente aos bioprocessos que envolvem enzimas e micro-
organismos, foram consideradas significativas as variaveis com p—valores menores
que 10% (p < 0,1).

A Figura 15 apresenta de forma esquematica todas as etapas e metodologias

seguidas durante a execuc¢ao deste trabalho.
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1) SELECAO DOS FUNGOS

MEIO NUTRITIVO BASICO + AGAR
(GORBATOVA et al., 2006)

+ atrazina 7 dias
(10 mglL)

v

30C

>4 cm
Lentinula edodes INCQS 40220
Candida rugosa INCQS 71011
Penicillium simplicissimum INCQS 40211
Pleurotus ostreatus UFLA
2) TESTE DE DEGRADACAO DE ATRAZINA
[ oré-inseuto | MEIO NUTRITIVO BASICO
@- @ (GORBATOVA et al., 2006)
7 dias 3dias 15 dias
e —_—
30C 30T 30C

[Em— [

Andlise em CLAE
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3) DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

* Lacase

> 505
+ O —

. ABTS . A
Aliquota Leitura em espectofotometro (A = 420 nm)

. Manganés Peroxidase

+ ér + H0,

Aliquota Vermelho de fenol Leitura em espectofotdmetro (A = 610 nm)

* Lignina Peroxidase

s — G

Alcool Veratrilico Leitura em espectofotdmetro (A = 310 nm)

Aliquota

4) MELHORAMENTO DO MEIO DE CULTIVO

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: % degradagdo 5 dias. Pareto Chart of Standardzzed Effects; Variable: % degradacao 10 das Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: % degradacio 15 dias
& factors at o levels; MS Residual=32 97057 factors at two levels; MS Residual=57,26299 8 factors at o levels: MS Residuai=206.2519
DV: % degradagéo 5 dias DV: % degradagdo 10 dias DV: % degradacao 15 dias

(S0, 2048 @Feso, : I 1 yaass
@IFes0, 2 008983 (@)t Levedura : Ji216424 (@S0, 1.04389
(znso, 1 6ds0 (pepiona 177852 ©c -go7411

|

\\\\\

®icose 667604 (©)cus0, 721408 (112080, 24853
) Levedura 4585979 (200, 513008 : (4SO, 1549604
(7)Peptona 4342892 (6)Gicose | 248801 : (5)CuSO, - 146053

p=1
‘Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

=1
‘Standardized Effect Estimate (Absolute Value) ‘Standardized Efiect Estimate (Absolute Value)

(a) (b) (€)

Figura 15 — Representacao esquematica das etapas de  scritas na metodologia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Selecao de Fungos Tolerantes ao Herbicida Atraz  ina

Os fungos Candida rugosa INCQS 71011, Lentinula edodes INCQS 40220,
Penicillium simplicissimum INCQS 40211 e Pleurotus ostreatus UFLA foram

avaliados quanto a tolerancia ao herbicida atrazina.

() (d)

Figura 16 - Placas com o crescimento dos fungos aos 15 dias de incubacdao. (a)
Pleurotus ostreatus UFLA (b) Candida rugosa INCQS 71011 (c) Penicillium
simplicissimum INCQS 40211 (d) Lentinula edodes INCQS 40220

Os quatro fungos testados apresentaram coldénias com didmetro superior a 4
cm apoés 7 dias (Figura 16) e nenhuma alteracdo na sua morfologia foi observada,
portanto todos os fungos se mostraram tolerantes ao herbicida atrazina na
concentracdo final de 10 mgL™ e foram selecionados para os estudos de degradacéo

da atrazina em meio liquido.

Fatores de estresse sdo reconhecidos por alterar o desenvolvimento dos
fungos de diversas maneiras, 0 que pode ser evidenciado como mudancas na forma
de crescimento da colbnia, na pigmentacdo e na esporulacdo (CARLILE et al.,
2001). Em trabalho de selecéo de fungos tolerantes ao herbicida linuron, da classe
das feniluréias, Wilkinson e Lucas (1969) observaram, além da inibicdo do
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crescimento, reducdo da esporulacdo e restricdo da mesma a algumas areas
concéntricas em Trichoderma viride cultivado em meio PDA com 100 ppm do
pesticida. Tais observacfes também devem ser levadas em consideragédo durante a
selecdo do fungo, ja que podem interferir na sua capacidade de colonizacéo,

sobrevivéncia e disperséao.

UETA et al., 1999 selecionaram fungos com capacidade de degradar atrazina a
a partir de amostras de solo contaminado com este herbicida e ndo observaram
nenhuma alteracdo na morfologia dos fungos selecionados, corroborando com os

nossos resultados
4.2 Degradacao de Atrazina e Analise dos Produtos d e Degradacéao

No presente estudo, a degradacédo de atrazina foi avaliada sob agitacao (200
rpm) e em meio estatico ao longo de 15 dias No cultivo estatico nao foi observado a
degradacgédo de atrazina por nenhum dos fungos estudados (Figura 17). Embora
nesses perfis cromatograficos tenha aparecido um pico préximo ao tempo de
retencdo referente ao metabdlito hidroxiatrazina, esse pico ndo se refere a esse
metabdlito, pois perfis semelhantes foram encontrados também em todos os

controles.

A Tabela 11 apresenta os tempos de retencdo da atrazina e de seus derivados

com a metodologia utilizada que esta descrita no item 3.3.2.

Tabela 11 - Tempo de retencdo da atrazina e de seus  derivados com a
metodologia utilizada.

A DEA DIA DEDIA DEHA DIHA HA

TR (min) 40,95 31,90 27,40 15,25 19,10 14,45 30,92
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Figura 17 - Perfis cromatogréaficos obtidos por crom atografia liquida de alta
eficiéncia para a avaliacdo da degradacado de atrazi na em meio estatico apés 15
dias de incubacdo. (a) Lentinula edodes INCQS 40220 (b) Candida rugosa
INCQS 71011 (c) Penicillium simplissicimum INCQS 40211 (d) Pleurotus
ostreatus UFLA
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Todos os fungos apresentaram crescimento na presenca da atrazina (10 mgL™)
sob agitacdo, a exemplo do verificado para Mycelia sterilia INBI 2-26 em presenca
do mesmo herbicida na concentracéo de 20 pgmL™ (VASIL'CHENKO et al.,2002).
Tal comportamento provavelmente faz parte da resposta fisiologica ao estresse

ocasionado em funcéo do contato com compostos toxicos.

Segundo Bononi, 1998 a capacidade de crescer na presenca do composto
supostamente téxico é uma caracteristica fundamental para os estudos de

degradacéao, e muitas vezes relacionada a capacidade de detoxificagdo do mesmo.

No estudo sob agitagéo, os fungos C. rugosa INCQS 71011, L. edodes INCQS
40220, P. simplicissimum INCQS 40211 né&o tiveram a capacidade de degradar
atrazina (Figura 18), apesar de apresentarem crescimento na presenca do herbicida
(Figura 19), ao contrario de P. ostreatus UFLA que degradou a atrazina (Figura 20).
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Figura 18 - Perfis cromatogréaficos obtidos por crom atografia liquida de alta
eficiéncia para a avaliacdo da degradacdo de atrazi na em meio agitado (200
rpm) apés 15 dias de incubacgéo. (a) Lentinula edodes INCQS 40220 (b) Candida
rugosa INCQS 71011 (c) Penicillium simplissicimum INCQS 40211

E importante destacar que n&o foi possivel identificar nenhuma diminuicdo na
concentragéo inicial da atrazina no meio de cultivo, ao longo dos 15 dias, nos
experimentos envolvendo os fungos C. rugosa INCQS 71011, L. edodes INCQS
40220, P. simplicissimum INCQS 40211. Este resultado mostra claramente que nao
houve degradacdo da atrazina e também indica que a atrazina ndo foi

significativamente adsorvida na biomassa microbiana.
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Testes de adsorcdo foram realizados conforme descrito no item 3.5 nos
experimentos envolvendo P.ostreatus UFLA. Nesses testes, separamos a fracéo
liquida e a biomassa microbiana e as duas fra¢des foram incubadas com a atrazina
a 10 mgL™* separadamente. Os resultados mostraram que a adsorcdo ocorrida pela
biomassa apos 24 h foi de apenas 2%, enquanto que na incubag¢do com a fracao

liquida apds 24 h ocorreu uma reducédo de 4% na concentracdo inicial de atrazina.

Esses resultados mostram um discreto envolvimento das enzimas
extracelulares atuando no processo de degradacdo de atrazina em 24 h e pouco
sequestro da atrazina pela biomassa, atestando a atividade biolégica envolvida no

processo.

(€) (d)

Figura 19 - Crescimento dos fungos em presenca de a  trazina apés 15 dias sob
agitacdo. (a) Lentinula edodes INCQS 40220 (b) Candida rugosa INCQS 71011
(c) Penicillium simplicissimum INCQS 40211 e (d) Pleurotus ostreatus UFLA

A degradacdo da atrazina foi observada apdés o quinto dia de cultivo sob
agitagao, no experimento envolvendo o fungo P. ostreatus. Houve formag&o de

metabdlitos que apresentaram picos no mesmo tempo de retencdo dos padrdes de
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desetilatrazina (DEA) e deisopropilatrazina (DIA) (Figura 20). Tais picos nao foram

identificados nos controles.

Apods 10 dias de cultivo, 0 mesmo procedimento para analise da atrazina e dos
metabodlitos em CLAE foi realizado. O mesmo perfil de eluicdo foi mantido,
apresentando aumento das areas dos picos referentes aos mesmos metabolitos
encontrados no quinto dia de cultivo, desetilatrazina (DEA) e deisopropilatrazina
(DIA) (Figura 20). Comportamento semelhante foi encontrado apés 15 dias (Figura
20) indicando um aumento gradativo na formacdo desses compostos e uma

degradacéao de atrazina no meio correspondendo a 39% (Figura 21).
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Os resultados obtidos por CG-EM confirmaram a presenca de DEA e DIA
(Figura 22).

bund.

atrazing
150600 14536

100000

DEM
12512

S0E40
Ok
12.224

T i 1911’1 Ii‘l‘-'d’l 11'm n'm 1.1'm 1Ah'l

Figura 22 — Perfil cromatografico obtido por cromat ografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas para a confirmacao dos pro  dutos de degradacéo da
atrazina e formacéo de desetilatrazina (DEA) e deis  opropilatrazina (DIA)

Alguns trabalhos apresentados na literatura descrevem a degradacdo de
atrazina por fungos ligninoliticos. Dentre esses fungos, Pleurotus pulmonarius e
Phanerochaete chrysosporium representam os fungos mais estudados no que
concerne ao metabolismo da atrazina (BENDING et al., 2002, RIBAS et al., 2009,
MAGAN et al., 2009).

Mougin e colaboradores (1994) descreveram a degradacdo de atrazina em
fermentacdo submersa por 16 dias, mediada por Phanerochaete crysosporium BKM-
F-1767. Os autores conseguiram um decréscimo de 48% da concentracdo inicial de

atrazina (2 pupm/L) com a identificacdo de quatro metabolitos formados
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(Hidroxiatrazina - HA, desetilatrazina - DEA, desetilhidroxiatrazina - DEHA e

deisopropilatrazina - DIA).

Bending e colaboradores (2002) estudaram a degradagdo de atrazina na
concentracéo inicial de 10 mg/L pelo fungo Pleurotus ostreatus por fermentacéo
submersa de modo estético, apos o periodo de 42 dias de incubacéo a porcentagem
remanescente de atrazina no meio reacional foi de 84,5%. Entretanto, os metabdlitos
formados nao foram identificados.

Na degradacao da atrazina pelo fungo Pleurotus pulmonarius em fermentacao
submersa sob agitacdo, Masaphy e colaboradores (1996) identificaram os
metabdlitos gerados (DEA, DIA, desetildeisopropilatrazina - DEDIA e
desetildeisopropilhidroxiatrazina). A adicdo de indutores no meio reacional, no caso
0 manganés, foi responsavel por aumentar a taxa de degradacdo de atrazina como

também a atividade enziméatica de oxidases e peroxidades.

4.2.1 Determinacdo da atividade enzimatica nos estu dos preliminares de
degradacgéo de atrazina

No presente trabalho, apesar de apenas o fungo P. ostreatus UFLA ter
apresentado a capacidade de degradar a atrazina, a determinacdo da atividade
enzimatica das enzimas lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase (enzimas
ligninoliticas extracelulares) nos meios de degradacéo de atrazina foi acompanhada

diariamente ao longo de 15 dias para todos os fungos estudados.

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos para a determinac&o das atividades
das enzimas lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase nos meios para

avaliacao da degradacao de atrazina.

Como pode ser visto nesta tabela, os fungos néo apresentaram producao de
enzimas ligninoliticas., contrariamente ao que foi observado em outros estudos. No
caso de L. edodes e P. simplicissimum a produc¢éo de lacase ja foi demonstrada em
estudos anteriores. Lakhtar e colaboradores, 2010 estudaram a degradacdo de
polifendis mediado por L.edodes e observaram que na presenca deste composto a
atividade de lacase foi estimulada obtendo como atividade maxima 1,5 U/mL em 15
dias. Zeng e colaboradores, 2006 observaram que a producdo de lacase por
P.simplicissimum H5 aumentava significativamente quando a fonte de carbono

estava escassa.
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No entanto, em relacdo a C. rugosa, ndo ha estudos anteriores comprovando a

producdo destas enzimas ligninoliticas corroborando com o presente estudo.

P. ostreatus UFLA, que foi o Unico fungo que produziu enzimas ligninoliticas,
produziu apenas lacase, cujos valores nao foram significativos. Na Tabela 12 estao
apresentados os valores determinados para o sétimo dia (0,533 U/mL) e décimo
quinto dia (0,119 U/mL) de cultivo, respectivamente, o maior valor de atividade de

lacase e a atividade no dia de maior degradacao da atrazina (Figura 23).

Contrariando o presente estudo, em estudos prévios realizados pelo nosso
grupo de pesquisa, o fungo P. ostreatus UFLA produziu grandes quantidades da
enzima lacase. A eficiéncia desta enzima no tratamento de remocédo de cor de
guatro corantes téxteis de diferentes classes quimicas foi avaliada e comparada com
uma formulacdo comercial (NOVOZYM 51003). O extrato enzimatico rico em lacase
produzido por P. ostreatus foi mais eficiente na remog¢éao de cor na mistura desses
quatro corantes que a formulacdo comercial com a lacase purificada de Aspergillus
oryzae (NOVOZYM 51003). Esses resultados mostram que a aplicacdo de um pool
ezimatico na biodegradacdo de compostos recalcitrantes, além de menos
dispendioso, pode ser mais eficiente que a aplicacdo de uma enzima comercial
(TEIXEIRA et al., 2010).

Embora a literatura reporte a ocorréncia de atuagcdo de compostos
recalcitrantes como indutores de ligninases (GORBATOVA et al., 2006), somente a
enzima lacase foi identificada no meio reacional contendo o fungo P. ostreatus UFLA
(Tabela 12).
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Tabela 12 - Determinacéo das atividades das enzimas  ligninoliticas nos meios
de cultivos contendo atrazina a 10 mgL ™ ao longo de 15 dias. Atividade
enzimatica expressa em U/mL

Lacase

Fungos Vimt Lignina Peroxidases
7 dias 15 dias Peroxidase

Lentinula edodes - - - R
INCQS 40220

Candida rugosa - - - -
INCQS 71011

Penicillium simplicissimum - - - -
INCQS 40211

Pleurotus ostreatus 0,533 0,119 - -
UFLA

Pozdnyakova e colaboradores (2009) estudaram a habilidade de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) em estimular a producéo de lacase e
peroxidase produzidas pelo fungo Pleurotus ostreatus D1. Esse estudo mostra a
producdo da enzima lacase principalmente entre o 7° e 10° dia de cultivo, enquanto
que a producdo de peroxidase comecou apos 5 a 7 dias de cultivo. A diferenca no
tempo de producédo dessas enzimas pode refletir o envolvimento da peroxidase no
primeiro estagio de degradacdo de HAPs e a lacase atuando na oxidacdo dos
produtos de degradacao. Analisando a Figura 23, podemos observar uma discreta
diferenca entre os niveis de producdo de lacase no meio com e sem atrazina. Este

resultado indica que a atrazina ndo atuou como indutor da producéo de lacase.

Os resultados de degradacdo apresentados na Figura 20 mostram que a
degradagdo de atrazina foi maior no 15° dia ndo mostrando correlagdo com a
atuacao da enzima lacase que foi maior no 7°dia (T abela 12).
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Figura 23 - Atividade enzimatica da enzima lacase p roduzida por Pleurotus
ostreatus ao longo de 15 dias

Lakhtar e colaboradores (2010) estudaram a degradacdo de polifendis por
quatro linhagens diferentes de Lentinula edodes (Le 118, Le 119, Le 120 e Le 121)
crescidas em efluentes de fabrica de azeite e conseguiram relacionar a porcentagem
de degradacdo a maior producdo de lacase, obtendo 75% de degradacdo e

atividade de lacase de 1,5 UmL™ em 15 dias.

Gorbatova e colaboradores (2006) estudaram o efeito de dois indutores de
oxiredutases (siringaldazina e guaiacol) na degradacdo de atrazina por Coriolus
hirsutus, Coriolopsis fulvocinerea, Cerrena maxima e um cultivo misto de Coriolus
hirsutus/Cerrena méaxima e verificaram que a degradagédo de atrazina foi maior nas
culturas onde havia os indutores (77-98% vs 68-74%). Os resultados obtidos

demonstraram uma participacéo efetiva da lacase neste processo.

Karas e colaboradores (2011) estudando a degradacédo de seis diferentes
pesticidas por Phanerochaete chrysosporium DSMZ 6909, Trametes versicolor
DSMZ 11309, Pleurotus ostreatus DSMZ 1020 e Aspergillus niger DSMZ 11167
perceberam a relacdo linear entre enzimas ligninoliticas (manganés peroxidase e
lacase) e degradacdo de pesticidas, porém essa relacdo ndo ocorreu para todos 0s

pesticidas testados evidenciando também o envolvimento de outras enzimas.

A literatura também relata estudos onde ndo existe nenhuma correlacao entre

degradacéo de pesticidas e enzimas ligninoliticas. Hiratsuka e colaboradores (2001)
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relatam que Trametes versicolor IFO 30340 foi capaz de degradar uma série de
herbicidas difenil-éter sem o envolvimento de enzimas ligninoliticas. Porém, enzimas
intracelulares como citocromo P 450 monoxigenase foram responsaveis por mediar

a hidroxilacao inicial desse herbicida.

Magan e colaboradores (2009) estudaram a degradacdo do herbicida atrazina
em solo pelo fungo Trametes versicolor ao longo de 24 semanas e verificaram um

papel pouco expressivo da enzima lacase nesta degradagéo.

HOU et al., (2004) e KAAL et al., (1995) obtiveram resultados contraditérios
com duas linhagens diferentes de P. ostreatus (cepa 32, CIMW 492), indicando que
a expressdo de lacase pode variar dependendo das condi¢cées de crescimento,
composicao do meio de cultivo, fonte de nitrogénio e linhagens do micro-organismo.

Embora o P. ostreatus, nos estudos de degradacgéo no presente estudo, tenha
demonstrado capacidade de degradar a atrazina e produzir lacase; nao foi possivel
correlacionar a producdo desta enzima e a degradagcdo do herbicida. Conforme
apresentado na Figura 23, a atividade enzimatica maxima de lacase ocorreu no 7°

dia e a degradacdo méaxima de atrazina ocorreu no 15°dia (Figura 20).

A nao correlacao entre degradacédo e producéo de lacase ja foi anteriormente
observada para outra linhagem de Pleurotus ostreatus 3004. Em estudos de
degradacdo do corante sintético laranja reativo (RO16), Novotny e colaboradores,
2004 conseguiram degradar 95% do corante em 7 dias e nenhuma atividade para a

enzima lacase foi detectada.

Schitzendibel e colaboradores, 1999 em seus estudos de degradacéo de
HPAs também ndo observaram relagdo entre producdo de enzimas extracelulares e

degradacéo.

Assim sendo, estes resultados reforcam a escolha do P. ostreatus UFLA para
0S estudos posteriores de otimizagdo do meio de cultivo e maximizagdo da
degradacéo de atrazina.

4.2.2 Maximizagdo da degradacao de atrazina por pla nejamento estatistico

Nesse estudo, foram realizados 20 ensaios com diferentes concentracdes de
cada componente do meio de cultivo de acordo com o obtido na matriz gerada pelo
software Statistica (Tabela 9). Esse estudo nas concentragdes dos componentes do
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meio de cultivo permitiu aumentar a porcentagem de degradacdo de atrazina, e

também a variedade dos metabdlitos formados.

A Figura 24 apresenta os percentuais de degradacédo de atrazina nos diferentes
ensaios. Diferentes resultados foram encontrados em funcdo da variacdo das

concentracfes dos componentes do meio de cultivo.

Analisando a figura, pode-se observar que o maior percentual de degradacéao
ocorreu no ensaio 12, quando foi conseguida uma degradacdo de 65% em apenas
15 dias. Nesse ensaio, foi possivel aumentar em 1,7 vezes o percentual de
degradacdo de atrazina inicialmente obtido (39%), e observar a formacdo de
metabolitos ndo detectados nos experimentos anteriores. Além da formagdo de DEA
e DIA, também foi constatada a formacao de DIHA, DEDIA e DEHA (Tabela 13).

Tabela 13 — Percentual de degradacao de atrazinae seus metabdlitos formados
para os resultados mais expressivos apés o planejam ento experimental

Ensaios Degradacao (%) Metabolitos Formados
1 36 DIA, DEA
4 56 DIHA, DEDIA, DIA, HA, DEA
12 65 DIHA, DEDIA, DEHA, DIA, DEA
13 34 DIA, HA, DEA, MNI*
16 22 DEHA, DEA, MNI*

*MNI — metabdlitos nado identificados
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utilizados no planejamento fatorial fracionado para otimizacdo da degradacao
de atrazina

A formacdo de uma maior variedade de metabdlitos foi verificada quando
comparada com o estudo de degradacdo anterior (Tabela 13), mesmo nos ensaios
onde os niveis de degradacdo ndo foram elevados, como no caso dos ensaios 13 e
16, em que foram alcancados percentuais de degradagéo de atrazina de 34% e
22%, respectivamente, em 20 dias. Dentre os metabdlitos obtidos nos ensaios 13 e
16, verificou-se a presenca de DIA, HA e DEA. Adicionalmente, ocorreu também a
formacao de picos com intensidades significativas em tempos de retencao diferentes
dos padrbes disponiveis (DIA, DIHA, DEDIA, DEA, DEHA e HA), indicando a
formacdo de metabolitos diferentes daqueles considerados como principais produtos

da degradacao de atrazina pela literatura (Tabela 13).

O meio de cultivo utilizado no ensaio 4 promoveu 56% de degradacéo de
atrazina ao final de 20 dias com formacgédo dos metabdlitos DIHA, DEDIA, DIA, HA e
DEA. Este € um percentual de degradacdo bastante elevado quando comparado
com outros resultados da literatura (BENDING et al., 2002, RIBAS et al., 2009).

Nas condi¢cbes de cultivo utilizadas no ensaio 1 foi possivel obter 36% de
degradacgéo de atrazina ao final de 10 dias (Figura 24). Esse resultado merece ser
destacado, pois nesse ensaio todos os componentes utilizados no meio de cultivo

estavam na menor concentracao estabelecida no planejamento fatorial (nivel -1,
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Tabela 8 e Tabela 9).

A Tabela 14 apresenta a comparagdao de alguns estudos de degradacao de
atrazina por fungos, mostrando as condi¢cdes de cada estudo e os metabolitos

formados.

O melhor resultado obtido no presente estudo em relagdo a degradacdo de
atrazina esta apresentado no ensaio 12 (65% de degradacdo em 15 dias com a
formacao dos metabdlitos DEA, DIA, DEHA, DIHA e DEDIA).

No ensaio anterior, embora so tenha ocorrido a formacao dos metabolitos DEA
e DIA, estes foram formados em concentracdes capazes de serem detectados por
CG-EM. Os metabolitos formados apds o planejamento experimental (DEA, DIA,
DEHA, DIHA e DEDIA) ndo puderam ser confirmados nas analises por CG-EM, pois

as baixas concentracfes obtidas néo foram detectadas.

E relevante destacar também o elevado percentual de degradacéo de atrazina
obtido no presente trabalho (ensaio 12), além do curto espaco de tempo e
diversidade de metabdlitos produzidos que extremamente significativos aos
comparados em estudos anteriores descritos na literatura (MASAPHY et al., 1993,
MOUGIN et al., 1994; BENDING et al., 2002, RIBAS et al., 2009).
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Tabela 14 - Comparacao dos estudos de degradacédo de

atrazina descritos na

literatura
Tempo Metabdlitos Degradacéao
Fungos Utilizados ) Concentracéo Referéncia
(dias) formados (%)
Phanerochaete HA, DEA,
crhysosporium 16 — 48 (MOUGIN et al.,
m
M DEHA e DIA 1994)
BKM-F-1767
Pleurotus N.I* (BENDING et al.,
42 10 mg/L 15,5
ostreatus 2002)
DEA, DIA, DEDIA
e 2-cloro-4-
etilamino-6-(1-
Pleurotus o . (MASAPHY etal.,
25 20 mg/L hidroxisopropil) 50
pulmonaris , 1993)
amino-1,3,5
triazina
Lentinula N.I* (RIBAS etal.,
30 10 pg/mL 26
edodes 2009)
Agaricus N.I* (RIBAS etal.,
30 10 pg/mL 35
subrufescens 2009)
Pleurotus
15 10 mg/L DEA e DIA 39 Neste trabalho
ostreatus
Pleurotus DIHA, DEDIA,
15 10 mg/L 65 Neste trabalho
ostreatus DEHA, DIA e DEA

* N.| — Nao identificado

Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa Statistica 7.0. Os valores

do teste t-student (t cac) € as variaveis estatisticamente significativas no nivel de

significancia de 10% estao apresentados nos diagramas de Pareto (Figura 25).

Na Figura 25, as letras a, b, ¢ e d estdo relacionadas ao percentual de

degradacgéo da atrazina ao final de 5, 10, 15, e 20 dias, respectivamente. De acordo

com p-valor estabelecido, representado no diagrama de Pareto pela linha vermelha,
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as variaveis estatisticamente significativas apresentam diferentes comportamentos

ao longo do periodo de estudo, conforme esperado.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: % degradacao 5 dias
8 factors at two levels; MS Residual=32,97057
DV: % degradacao 5 dias
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Figura 25 - Diagrama de Pareto construido através d
degradacdo da atrazina dos 20 ensaios. (a) 5 dias d
cultivo, (c) 15 dias de cultivo e (d) 20 dias de cu  Itivo

Para uma melhor avaliacdo dos resultados apresentados no diagrama de
Pareto, os efeitos das varidveis e outros dados da analise estatistica estdo
apresentados nas Tabela 15 e Tabela 16, respectivamente para 5 ou 10 dias de
cultivos. Os resultados referentes a 15 e 20 dias de cultivo ndo estao apresentados

pois nenhuma das varidveis foi estatisticamente significativa.
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Tabela 15 — Estimativas por ponto, por intervalo e testes de hipbteses para os
efeitos apés 5 dias de cultivo. Em vermelho as vari  aveis estatisticamente
significativas

L ) N Estimativas por intervalo (90%)
Variaveis Efeitos Erro Padrao t calcr p-valor** _ _ _
L. inferior L. superior

Média 16,14 1,28 12,57 0,00 13,83 18,44
Sulfato de Zinco -4,72 2,87 -1,64 0,12 -9,88 0,43
Sulfato de Ferro 5,76 2,87 2,00 0,06 0,61 10,92
Sulfato de Manganés 6,45 2,87 2,24 0,04 1,30 11,65
Sulfato de Magnésio -4,654 2,870 -1,61 0,13 -9,80 0,50
Sulfato de Cobre 2,69 2,87 0,93 0,36 -2,46 7,84
Glicose -1,91 2,87 -0,66 0,51 -7,07 3,23
Peptona 1,24 2,87 0,43 0,67 -3,90 6,40
Extrato de Levedura 1,31 2,87 0,45 0,65 -3,83 6,47

*tcalc € 0 valor encontrado no teste T-student do programa Statistica 7.0.

**p-valor € a probabilidade de significancia do teste de hipéteses realizado pelo programa Statistica 7.0.

Se p-valor for menor que o nivel de significancia (a), este é estatisticamente significativo.

No presente trabalho, a = 0,1.

Tabela 16 - Estimativas por ponto, por intervalo e testes de hipdteses para 0s
efeitos apos 10 dias de cultivo. Em vermelho as var iaveis estatisticamente
significativas

o . . Estimativas por intervalo (90%)
Variaveis Efeitos Erro Padrao t calc* p-valor** _ _ _
L. inferior L. superior

Média 24,50 1,69 14,48 0,00 21,46 27,54
Sulfato de Zinco -1,94 3,78 -0,51 0,61 -8,73 4,85
Sulfato de Ferro 9,95 3,78 2,63 0,02 3,16 16,75
Sulfato de Manganés -4,97 3,78 -1,31 0,21 -11,76 1,82
Sulfato de Magnésio -4,29 3,78 -1,13 0,28 -11,09 2,49
Sulfato de Cobre -2,73 3,78 -0,72 0,48 -9,52 4,06
Glicose -0,94 3,78 -0,25 0,81 -7,73 5,85
Peptona -6,71 3,78 -1,77 0,10 -13,51 0,08
Extrato de Levedura -8,19 3,78 -2,16 0,05 -14,98 -1,39

*tcalc € 0 valor encontrado no teste T-student do programa Statistica 7.0.

**p-valor é a probabilidade de significancia do teste de hipoteses realizado pelo programa Statistica 7.0.

Se p-valor for menor que o nivel de significancia (a), este é estatisticamente significativo.

No presente trabalho, a = 0,1.

De acordo com a Tabela 15, as variaveis independentes sulfato de manganés e
sulfato de ferro se mostraram estatisticamente significativas (p-valor encontrado

menor que o nivel de significancia a = 0,1). Essas varidveis apresentaram efeitos
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positivos, indicando a importancia destes componentes no meio de cultivo e
sugerindo a sua utilizagdo em nivel +1.

O percentual de degradacao de atrazina no meio de cultivo utilizado no ensaio
7 em 5 dias de cultivo foi de 30% (Figura 24). Esse experimento exemplifica a
significancia estatistica dos componentes sulfato de manganés e sulfato de ferro em
suas maiores concentracdes (nivel +1). Sugerindo que a concentracdo destes
componentes pode ser maior que 0,1 e 0,001, respectivamente, em experimentos
futuros.

Ja na andlise dos dados obtidos na degradacdo em 10 dias (Tabela 16), a
variavel independente extrato de levedura, foi estatisticamente significativa. Porém
neste caso, essa variavel apresentou efeito negativo, sugerindo que nos
experimentos futuros, a concentracdo de extrato de levedura utilizada seja menor
que 2g/L (nivel -1).

Em paralelo e de forma complementar aos estudos de degradacé&o, avaliou-se
a atividade da enzima lacase em todos os 20 meios estudados. A Figura 26
apresenta as atividades enzimaticas da enzima lacase nos diferentes ensaios em 3
6, 10, 15 e 20 dias.

1,4
1,2

0,8 -
0,6 -
0,4 1
0,2 -

0 1 1

Atividade enzimatica (U/mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Ensaios

3 dias W 6 dias O 10 dias O 15 dias @ 20 dias|

Figura 26 — Determinacdo da atividade enzimética pa ra a enzima lacase nos
diferentes ensaios

O meio de cultivo empregado no ensaio 11 apresentou maiores resultados de
atividade enzimética para a lacase (1,4 U/mL) (Figura 26). Embora o maior

percentual de degradacéo da atrazina tenha sido encontrado no ensaio 12 (65% em
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15 dias), os 59% de degradacdo encontrados no ensaio 11, apdés 20 dias, sao

extremamente significativos.

No presente trabalho os ensaios que produziram maiores concentracdoes de
lacase ndo foram os que apresentaram os melhores resultados de degradacéo de
atrazina, indicando que um sistema enzimatico ou metabdlico mais complexo

participa da degradacgéo de atrazina.

A atividade enzimatica da lacase, mesmo apés o melhoramento do meio de
cultivo, que visava maior degradacdo da atrazina, mostrou-se baixa. Estudos
posteriores serdo realizados com esse mesmo meio de cultivo, porém sem atrazina.
Também serdo realizados estudos para avaliagdo do possivel envolvimento de

enzimas intracelulares no processo de degradacao.

Outros estudos de producdo de lacase podem também utilizar o nivel -1
(Tabela 8 e Tabela 9) como o nivel maximo de concentracdo numa futura otimizacao
visando o aumento da atividade. Novos estudos objetivam um aumento da producao
dessa enzima para uma possivel aplicacdo direta deste biocatalisador na

degradacéao do herbicida atrazina.

Os resultados obtidos nesta dissertacdo demonstram o potencial do fungo
Pleurotus ostreatus UFLA em degradar o herbicida atrazina, com formacdo de
metabdlitos que também véo sendo consumidos ao longo do tempo. Estudos mais
minuciosos serao realizados com intuito de se inferir sobre a possivel rota fungica

utilizada para a metabolizacdo deste composto.

Pleurotus ostreatus UFLA sera depositado na Colecdo de Fungos de
Referéncia do INCQS, ficando assim disponivel para estudos posteriores nesta area

de biorremediacéo.

Estudos nesta area apresentam grande importancia a vigilancia sanitaria, uma
vez que a pratica mundial indiscriminada do uso de agrotéxicos por longos periodos,
vem trazendo preocupagfes aos envolvidos com saude publica e sustentabilidade

dos recursos naturais, em consequéncia da contaminacao ocupacional e ambiental.
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5. CONCLUSAO

Apesar dos fungos avaliados Candida rugosa INCQS 71011, Lentinula edodes
INCQS 40220, Penicillium simplicissimum INCQS 40211 e Pleurotus ostreatus UFLA
terem se mostrado tolerantes ao herbicida atrazina, somente Pleurotus ostreatus
UFLA foi capaz de realizar a degradacao de atrazina em meio liquido, e na avaliacdo

das enzimas envolvidas, somente a enzima lacase foi detectada.

Nenhuma correlacdo entre a degradacédo de atrazina e a producéo de lacase
pdde ser feita, uma vez que a atividade de lacase ndo mostrou niveis significativos e

nao ocorreu no mesmo intervalo do maior percentual de degradacéo.

Com o planejamento experimental, que objetivou maiores niveis de degradacéo
de atrazina, foi possivel obter 65% de degradacao de atrazina (ensaio 12). Havendo
um aumento de 1,7 vezes em relagcdo aos experimentos anteriores (39%). Verificou-
se também uma maior diversidade nos metabdlitos formados, além de DEA e DIA,
também foram gerados DIHA, DEDIA e DEHA.

Além do melhor percentual de degradacdo encontrado (65%, ensaio 12, 15
dias), outros resultados de degradacdo também se mostraram bastante relevantes,
tais como: 56% (ensaio 4, 20 dias), 59% (ensaio 11, 20 dias) e 46% (ensaio 5, 20
dias). Apresentando niveis de degradacao superiores aos encontrados na maioria

dos estudos previamente descritos na literatura.

A adsorgéo da atrazina ao micélio fangico mostrou-se insignificante, indicando

a capacidade e a eficiéncia de P. ostreatus UFLA na degradacao deste herbicida.

Assim, o presente estudo demonstra um elevado potencial do fungo
filamentoso Pleurotus ostreatus UFLA, para utillizagdo em processos de

biorremediagao.
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6. PERSPECTIVAS

* Realizar um estudo complementar com analises de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) para identificacdo dos
produtos de degradacdo néo esperados, ou seja, aqueles dos quais 0s

padrées ndo estavam disponiveis durante a realizacao deste trabalho;

» Complementar os experimentos de otimizagcdo do meio de cultivo para a
degradacgédo da atrazina realizando um delineamento composto central
rotacional (DCCR);

* Realizar os estudos de toxicidade nos metabdélitos formados;

* Realizar estudos para a otimizagdo do meio de cultivo dos fungos para a
producdo de lacase e avaliar a utilizacdo de lacase diretamente na
degradacéao do herbicida atrazina.
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ANEXO 1

Curvas Analiticas

Figura 27 - Curvas analiticas utilizadas para deter

da atrazina e de seus metabdlitos formados no proce
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ANEXO 2

Recuperacéo
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Figura 28 - Porcentagem de recuperacdo obtida para
analisados ap0s extracdo em cartuchos Oasis MCX.
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