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RESUMO

Os inseticidas organofosforados tém sido amplamente utilizados para fins agricolas. No
ambiente, os organofosforados t€ém sido encontrados em diversas matrizes ambientais,
resultando em uma crescente preocupacdo ambiental, dentre estes compostos destaca-se o
Acefato, organofosforado que teve seu registro reavaliado pela ANVISA em 2009, devido
ao seu potencial toxicolégico e carcinogénico. O desenvolvimento deste trabalho buscou
selecionar linhagens de Trichoderma harzianum capazes de estimular a produgdo
enzimatica por Trametes villosa e Pycnoporus sanguineus a fim de promover a diminui¢ao
da toxicidade do Acefato. Primeiramente realizou-se a selecdo das linhagens de T.
harzianum, em seguida fez-se o cultivo misto das linhagens selecionadas de T. harzianum
com Trametes villosa e T. harzianum com Pycnoporus sanguineus para verificar o
potencial de producdo das enzimas, e posteriormente foram realizados os ensaios com
concentracdes de 10% e 50% de Acefato, em seguida realizou-se os teste de toxicidade
para avaliar a reducdo da toxicidade do Acefato. Os resultados obtidos nos experimentos
demonstram que as linhanges de 7. harzianum siao bons produtores de Lignina peroxidase
45 U.mL'l) e Manganés peroxidase (23 UmL'l), as linhagens de T. harzianum foram
capazes de aumentar a producio de Lacase no cultivo com 7. villosa (20,57 UmL™) e que
os fungos avaliados produziram mais enzimas na presenga de 50% de Acefato. Nos testes
de toxicidade, as amostras com 10% de Acefato tratadas pelos fungos indicaram que em
relagc@o ao controle, a associagdo de P. sanguineus e o Trichoderma T47 teve aumento de
94% de Colinesterase, indicando diminuicdo de sua toxicidade, na associacdo de P.
sanguineus € Trichoderma harzianum ALLA2 aumento de 93% e na associacdo entre 7.
villosa e o T. harzianum T39, aumento de 100% de Colinesterase, indicando que os fungos
foram capazes de reduzir a toxicidade do Acefato.

Palavras-chave: Acefato, Biorremediacao, Lacase, Trichoderma harzianum, Trametes
villosa, Pycnoporus saguineus.
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ABSTRACT

The organophosphate insecticides have been widely used for agricultural purposes.
In the environment, organophosphates have been found in various environmental
matrices, resulting in a growing environmental concern, among these compounds
stands out Acephate, organophosphate and was registered by ANVISA reassessed
in 2009, due to their toxicological and carcinogenic potential. The development of
this work sought to select strains of Trichoderma harzianum capable of stimulating
enzyme production by Trametes villosa and Pycnoporus sanguineus to promote the
reduction of toxicity of Acephate. First there was the selection of strains of T.
harzianum then became mixed cropping of selected strains of 7. harzianum with
Trametes villosa and T. harzianum with Pycnoporus sanguineus to determine the
potential production of enzymes, and further tests were carried out with
concentrations of 10% and 50% Acephate then held the toxicity test to assess the
reduction of toxicity of Acephate. The results obtained in the experiments show that
linhanges 7. harzianum are good producers of lignin peroxidase (45 U.mL™") and
manganese peroxidase (23 Uml™), the strains of T. harzianum were able to increase
the production of Laccase in culture with 7. villosa (20.57 Uml'l) and assessed that
the fungi produced more enzymes in the presence of 50% Acephate. In toxicity
tests, the samples with 10% Acephate addressed by the fungi indicated that
compared to control, the association of P. sanguineus and Trichoderma T47
increased by 94% of cholinesterase, indicating a decrease in its toxicity, the
association of P. sanguineus and Trichoderma harzianum ALLA42 increase of 93%
and the association between 7. villosa and T. harzianum T39, an increase of 100%
of cholinesterase, indicating that fungi were able to reduce the toxicity of Acephate

Keywords: Acephate, Bioremediation, Laccase, Trichoderma harzianum, Trametes
villosa, Pycnoporus saguineus.
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1. INTRODUCAO

A qualidade de vida estd intimamente ligada a qualidade ambiental. Ha
algumas décadas, acreditavéd-se na existéncia de uma abundancia infinita de recursos. Hoje,
no entanto € possivel verificar que os recursos naturais sio limitados e que as condi¢des
em que se encontram refletem o descuido e a negligéncia em sua utilizagao.

A expansdao das fronteiras agricolas trouxe beneficios a populagdo e a
economia mundial, mas aliada a oferta de alimentos e a uma produ¢do anual cada vez mais
crescente, observa-se o grande consumo de insumos agricolas (SOUZA, 2006). O mercado
mundial movimenta bilhdes de dodlares, com o comércio de insumos agricolas. Os
agrotoxicos sdo os principais itens comercializados e sdo responsdveis por reduzirem
consideravelmente os prejuizos na producdo causados por insetos, plantas daninhas e
fungos patogénicos (TREVISAN, et al., 2002).

O Brasil tem grande parte de sua economia baseada na atividade agricola e foi
classificado em 2006 como o segundo maior consumidor de agrot6xicos no mundo e
oitavo em uso por drea cultivada (ANVISA, 2006). Esse modelo produtivo resulta em
desequilibrio ambiental, alterando a composicdo da flora e fauna, além de promover a
contaminac¢do dos ecossistemas em todos os niveis.

Neste contexto, a busca de novas técnicas e metodologias que priorizem a
reducdo da disponibilidade destes agrotéxicos no meio € essencial para garantir um
ambiente equilibrado e menos prejudicial a vida em todas as suas esferas. Logo, o estudo
de enzimas flingicas com potencial para aplicacdes ambientais, representa uma alternativa
promissora, pois a origem natural, a ndo-toxicidade, e a facilidade no cultivo dos fungos e
separacdo de suas enzimas tém estimulado uma infinidade de pesquisas sobre sua
aplicabilidade (WIDSTEN & KANDELBAUER, 2008).

Jaques et al. (2009) destacam que os microrganismos utilizados no processo
podem ser isolados do préprio sitio contaminado e comparada a outras tecnologias, a
biorremediacdo pode ser considerada de baixo custo. Além de explorar a diversidade
metabdlica dos microrganismos que convivem com 0s poluentes ha varios anos.

A biorremediac@o € uma alternativa que oferece a possibilidade de eliminar ou
tornar inofensivos varios contaminantes através da atividade bioldgica de plantas ou
microrganismos. Esta técnica pode ser definida como o processo pelo qual os residuos
organicos sdo biologicamente degradados, em condi¢des controladas, para um estado

in6cuo ou em niveis abaixo dos limites de concentracdo estabelecidos pelas legislagoes



vigentes (VIDALI, 2001). E uma técnica que representa baixa toxicidade e proporciona
uma sustentabilidade para o ecossistema, devolvendo ao meio ambiente, compostos menos
téxicos que podem ser reintegrados nos ciclos biogeoquimicos naturais.

De acordo com UETA et al. (2009), a biorremediacdo pode ser considerada
uma alternativa vidvel por explorar a diversidade metabdlica dos microrganismos,
utilizando enzimas que degradam compostos quimicos complexos em substancias mais
simples. Jaques et al. (2009) destacam que nos processos de biorremediacdo pode-se
identificar uma série de processos realizados por microrganismos, capazes de promover a
remediacio de ambientes contaminados, com destaque para os processos de
bioestimulac¢do, bioventilacdo, bioaspersao e bioaumentacao.

A biodegradacdo microbiana por exemplo, corresponde ao mecanismo
primario de eliminacdo dos poluentes organicos do ambiente, sendo de grande
importancia a manuten¢ao de uma comunidade microbiana heterotréfica ativa, o processo
€ baseado em reacdes bioquimicas mediadas por microrganismos e dependem da
presenca de oxigénio como aceptor final de elétrons ou fons organicos alternativos como
aceptores finais de elétrons. Varios sdo os microrganismos degradadores e por isso
diferentes reagdes de transformacao, catalisadas por eles, estdo envolvidas no processo de
degradacao (SILVA & FAY, 2004).

Gaylarde, Bellinaso & Manfio (2005) destacam que cada processo de
biorremediacao € particular. Desta forma, a aplicacdo em diferentes sitios afetados, requer
uma adequagdo e uma andlise integrada dos pardmetros fisicos, quimicos e biolégicos do
local de aplicacdo e das condi¢gdes 6timas dos microrganismos adotados. Neste sentido,
pesquisas tém sido realizadas buscando identificar microrganismos com potencial
biodegradador.

De acordo com Belinasso (2002), nos ultimos anos, os pesquisadores t€ém dado
maior atencdo a obtencdo de consoércios microbianos degradadadores de compostos
recalcitrantes que, comparativamente as culturas puras, t€m se mostrado mais efetivos na
degradacao destes compostos, devido a trés fatores principais: (1) a maior disponibilidade
e variedade de fontes de carbono e energia; (2) pela maior taxa de degradagdo e,
principalmente, (3) pela maior mineraliza¢do destes compostos, verificando a possibilidade
de um processo de biorremediacdo mais efetivo, pois os poluentes t€m maiores chances de
serem completamente eliminados do ambiente, considerando que os produtos de um

organismo podem ser substratos para outros.



2. JUSTIFICATIVA

Os inseticidas organofosforados t€ém sido amplamente utilizados para fins
agricolas ha mais de 40 anos. A utilizacdo desta classe de pesticidas é favorecida sobre os
organoclorados devido a sua capacidade de se degradar mais facilmente no meio ambiente
e a restricoes do uso de organoclorados em diversos paises. No ambiente, os
organofosforados t€m sido encontrados em solos, dguas subterraneas, dguas de superficie,
lagoas e dgua potdvel em diferentes concentracOes e, portanto, hd uma crescente
preocupacdo ambiental com relagdo a estes compostos (DIMITRA & TRIANTAFYLLOS,
2001).

Konstantinou, Dimitra & Triantafyllos (2006), em seu estudo sobre a
contaminagcdo em 4guas superficiais por agrotdxicos, relataram que o uso de agrotoxicos
aumentou drasticamente nas duas ultimas décadas e, como consequéncia, a contaminacao
de vérias matrizes ambientais. De acordo com estes autores, os residuos dos agrotéxicos
podem atingir o ambiente aqudtico através de contato direto com o corpo hidrico, através
de processos de lixiviagdo, pela eliminacdo de embalagens vazias, pela lavagem dos
equipamentos e pelo transporte inadequado destes produtos.

Ao analisarmos o uso crescente dos agrotdxicos, aliado a sua intensidade de
contaminagcdo nas colecdes hidricas, afetando diretamente as dguas para o consumo,
verifica-se a necessidade do estudo de alternativas para tratamento e remog¢do destes
compostos do solo e dos recursos hidricos.

As enzimas produzidas por microrganismos representam uma alternativa viavel
e promissora com capacidade de promover a degradacdo destes compostos recalcitrantes,
transformando-as e, em alguns casos, promovendo a mineralizagdo destes compostos
(BALDRIAN, 2006).

O organofosforado Acefato teve seu registro reavaliado pela ANVISA em
2009, devido ao seu potencial carcinogénico e risco em relacdo a exposicao cronica em
doses baixas, foram propostas algumas alteragdes, quanto ao modo de aplica¢do do produto
e a restricio no uso de algumas culturas (ANVISA, 2010). Assim, o uso de
microrganismos capazes de promover a degradacdo deste composto e a consequente
reducdo de sua toxicidade, representa uma ferramenta tecnolégica que pode contribuir para
minimizar os efeitos adversos destes compostos no meio. Diante do exposto optou-se por
trabalhar com o organofosforado Acefato, a fim de verificar o potencial das enzimas

produzidas pelos fungos Trametes villosa e Pycnoporus sanguineus em degradar o Acefato



e reduzir a sua toxicidade. A escolha dos basidiomicetos levou em consideracdo os dados
da literatura cientifica que relatam o grande potencial deste grupo de microrganismos em
utilizar os compostos recalcitrantes como fonte de carbono e energia.

Nesta perspectiva, além de identificar microrganismos com potencial para
aplicacdo nos processos de biorremediacdo, buscou-se estimular o aumento na producao
enzimatica a fim de tornar o processo vidvel com possibilidades de aplicacdo em grande
escala, trabalhando com o Trichoderma harzianum, um ascomiceto, que t€m sido utilizado
em pesquisas como agente indutor na producao de enzimas, um microrganismo fécil de ser
isolado e cultivado, apresentando vantagens sobre os indutores quimicos que podem ser
téxicos e em alguns casos de alto custo.

Desta forma, a pesquisa envolvendo o processo de biorremediacdo buscou
contribuir com informagdes sobre a producdo enzimadtica de duas linhagens de fungos
Trametes villosa e Pyconoporus sanguineus, bem como o uso de linhagens de
Trichoderma harzianum isolados do solo do Cerrado com potencial para degradar o
agrotoxico Acefato, fornecendo, assim, informagdes que possam contribuir para a
aplicacdo dos processos de biorremediacdo em campo.

O interesse pela biodegradacdo dos agrotéxicos baseia-se na possibilidade de
reducdo da contaminacdo ambiental, bem como reduzir os riscos causados aos seres vivos

devido a sua toxicidade e também pelo potencial carcinogé€nico de alguns compostos.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi promover a reducdo do Acefato por meio dos
fungos Trametes villosa e Pycnoporus sanguineus utilizando associacdes com diferentes
linhagens do ascomiceto Trichoderma harzianum (T34, T39, T47 e ALL42), capazes de

aumentar a producdo de Lacases.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Promover a biotransformacao ou degradacdo do organofosforado Acefato

através da acdo enzimatica das Lacases;

3.2.2 Realizar ensaios com diferentes linhagens de Trichoderma harzianum a

fim de selecionar as linhagens com maior potencial para a producao de Lacases;

3.2.3 Promover associacdes de Trametes villosa com linhagens de Trichoderma
harzianum e associagdes de Pycnoporus sanguineus com linhagens de Trichoderma
harzianum e verificar quais associagdes sdo capazes de apresentar uma melhor producdo

enzimatica.

3.2.4 Determinar a atividade enzimatica de Lacase, Manganés peroxidase e

Lignina peroxidase;

3.2.5 Analisar a degradacdo do Acefato e detectar se houve a formacgdo do seu
metabodlito Metamidofés nas amostras submetidas ao tratamento pelos fungos, através da

andlise em Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG/MS);

3.2.7 Verificar através de teste Colorimétrico os niveis de toxicidade do
Acefato alcangados apds o tratamento com o fungo e se houve a formagao do metabdlito

Metamidofos.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 ACEFATO E METAMIDOFOS

Os agrotéxicos sdo compostos quimicos ou bioldgicos utilizados com a
finalidade de alterar a fauna ou flora local com o intuito de preserva-la da acdo danosa de
seres vivos nocivos (BRASIL, 1989). No Brasil, os agrotéxicos comercializados
correspondem a cerca de 300 principios ativos e duas mil formulacdes comerciais
diferentes e sdo reconhecidos como pesticidas, praguicidas ou defensivos agricolas
(PIVELLLIL, 2009).

De acordo com a acdo e o grupo quimico ao qual pertencem 0s agrotoxicos,
eles sdo classificados em: herbicidas, inseticidas, fungicidas, raticidas, acaricidas,
nematicidas, molusquicidas e fumigantes. Os herbicidas representam a classe de
agrotoxicos mais consumidos no meio rural, tanto no dmbito mundial como no Brasil,
seguidos dos inseticidas e fungicidas (OLIVEIRA-SILVA et al.,, 2001; UETA et al.,
1999).

Os inseticidas organofosforados apresentam em sua constituicdo, um 4tomo
central de fésforo pentavalente ao qual estd ligado um dtomo de oxigénio ou enxofre
mediante dupla ligacdo com propriedades apolares. Estes sdo compostos derivados dos
acidos fosforicos, tiofosforicos ou do 4cido ditiofosférico, contendo védrias combinagdes
de carbono, hidrogénio, oxigénio, fosforo, enxofre e nitrogé€nio, apresentando varios
grupos de acordo com sua estrutura (SUCEN, 2001).

O Acefato (C4H;)NOsPS) ¢é conhecido quimicamente como O,S-
dimethylacetylphosphoramidothioate, n° CAS 30560-19-1 (Figura 1) ¢ um ingrediente
ativo comercializado com mais de 100 tipos de formulagdes, com boas propriedades
inseticidas e acaricidas (RAININA et al., 1996). Possui DLsy oral 1400mg.kg-1 e DLsg
dérmica 10250mg.kg-1 (ANVISA, 2009; ARYSTA LIFE SCIENCE, 2009).

Este composto é empregado na agricultura para o controle de insetos e €
inibidor da enzima aceticolinesterase nas sinapses nervosas, provocando a passagem
continua dos impulsos nervosos, levando o inseto a fadiga e, consequentemente, a morte.

De acordo com a ANVISA (2009) os organofosforados apresentam modo de
acdo semelhante em invertebrados (organismos alvo) e em vertebrados (organismos nao

alvo), inibindo de forma similar a aceticolinesterase.



De acordo com o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA) (2010), o Acefato tem registro para uso no cultivo de algoddo, amendoim,
couve, batata, brdcolis, citros, couve-flor, crisantemo, fumo, meldo, pimenta, repolho
vermelho, rosas, soja e tomate e no tratamento de sementes de algodao e feijao
destinados ao plantio. O produto é considerado um dos dez mais importantes
organofosforados em volume de venda no mundo (MAHAJNA, QUISTAD & CASIDA,
1996).

O Acefato é comercializado sob a forma sélida, com ponto de fusdo situado
entre 81 e 91°C e altamente soluvel em dgua, acetona e etanol. O composto apresenta
classificacdo toxicologica nivel III. No quadro 1 abaixo estdo representadas as principais

propriedades fisicas e quimicas do Acefato.

Quadro 1: Propriedades Fisico-Quimicas do Acefato.

PROPRIEDADES  FISICAS E | VALOR REFERENCIA
QUIMICAS

Peso molecular 183,16 g/mol ANVISA (2009)
Pressao de vapor a 24°C 1,7 x 10° mm Hg ANVISA (2009)
Coeficiente de Particio Octanol — Agua | 0,13 ANVISA (2009)
(kow)

Indice de Vulnerabilidade de Aguas | 1,76 ANVISA (2009)
Subterrianea (GUS)

Coeficiente de Adsor¢io 2 Matéria | 2 mL.g" ANVISA (2009)
Organica (Koc)

Ponto de fusido 82° a 89° Tomlin (1995)

Meia vida em solo (Ty,) 3 dias Milhome et al. (2009)
Meia vida em dgua (T/2) 50 dias Milhome et al. (2009)

A pressao de vapor de um composto organico representa a pressdo a
determinada temperatura em que a fase de vapor (géds) estd em equilibrio com a fase
liquida e ¢ utilizada principalmente no cdlculo da volatilizacao da molécula (SILVA &
FAY, 2004). A pressdo de vapor do Acefato indica que ele € um composto de maior

mobilidade e volatizacdo e, consequentemente, de menor persisténcia.



O Coeficiente de Particio Octanol-Agua indica a relagio da concentracio de
um agrotoxico na fase de n-octanol saturado em dgua e sua concentra¢ao na fase aquosa
saturada em n-octanol. De forma geral, esse coeficiente indica a mobilidade da molécula
organica apds a sua aplicacdo no solo (SILVA & FAY, 2004). Este coeficiente indica
que o composto € pouco adsorvido aos coldides do solo, evidenciando alto potencial de
lixiviagdo.

Para verificar a possibilidade de contaminacdo de 4dgua subterrdnea, pode-se
usar o indice GUS (Indice de Vulnerabilidade de Aguas Subterrineas), que é calculado
por meio dos valores de meia-vida do composto no solo (Ti») e do coeficiente de
adsor¢do a matéria organica do solo (K.).

No ambiente, o Acefato (Figura 1) degrada-se em Metamidofés, conhecido
quimicamente como 0, S - dimetil fosforamidotioato, n.° CAS: 10265-92-6 (Figura 2),
composto organofosforado que também € usado como inseticida e acaricida, caracterizado
pela inibicdo das acetilcolinesterase, enzima essencial na transmissdo dos impulsos
nervosos. O Metamidofés tem registro no MAPA para uso em culturas de algodao,
amendoim, batata, feijao, soja, tomate € um composto altamente téxico, aos mamiferos,

aves e insetos e apresenta classificacdo toxicoldgica nivel I (TREVISAN, 2002).

0 o)

I Il
CH,SP NHCOCH, CH,OPSCH,

|

OCH, NH,

Figura 1: Férmula quimica estrutural do  Figura 2: Férmula quimica estrutural do
Acefato (ANVISA, 2009). Metamidofés (ANVISA, 2009).
O produto também € conhecido comercialmente como Monitor®, Tam®,
Nitofol®, Swipe®, Nuratron®, Vetaron®, Filitox®, Patrole®, Tamanox®, SRA 5172® ou
Tamaron®. A concentragdo do ingrediente ativo varia conforme o fabricante, sendo
comercializado em formulagdes ndo-aquosas concentradas, como concentrados
emulsificantes, granulados e sprays (LIMA et al., 2001).
De acordo com a ANVISA (2009) é um produto altamente téxico aos
mamiferos, aves e insetos. Produz desgaste dos EPI como respirador, 6culos de prote¢do para

quimicos, luvas de borracha e roupa protetora impermedvel.



No quadro 2 estdo representadas as principais propriedades fisicas e quimicas

do Metamidofos.

Quadro 2: Propriedades Fisico-Quimicas do Metamidofés.

PROPRIEDADE FISICO- | VALOR REFERENCIA
QUIMICA

Peso molecular 141,12 g/mol ANVISA (2009)
Pressdo de vapor a 24°C (PV) 3x10™ mmHg | ANVISA (2009)
Coeficiente de Particio Octanol - | -0,8 ANVISA (2009)
Agua (kow)

Indice de Vulnerabilidade de Aguas | 2,18 Milhome et al. (2009)
subterraneas (GUS)

Coeficiente de Adsorcio 2 Matéria | 1 mL.g" Milhome et al. (2009)
Organica (Kqc)

A pressao de vapor indica que, assim como o Acefato, o Metamidofés apresenta
elevada mobilidade e volatilidade, com menor persisténcia no solo. Milhome et al. (2009),
relatam que o Metamidofés € um contaminante em potencial quando considerado o Koy, do
produto. O valor do GUS indica que o produto localiza-se em uma fase de transicao,
podendo contaminar 4guas subterraneas. Ainda segundo estes autores a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) sugere que na andlise preliminar para
verificar o potencial de contaminacdo de dguas subterrdneas devem ser observadas
também, a solubilidade do pesticida em 4gua e o coeficiente de adsor¢ao da matéria
organica do solo, considerando estes critérios tanto para o Acefato como para o
Metamidofés, que sdo considerados contaminantes em potencial. Na Figura 2 €
apresentada a férmula estrutural do Metamidof6s.

Ao buscar monitorar o nivel de residuos de agrotéxicos em alimentos in
natura, a ANVISA criou em 2003 o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos (PARA), responsavel por identificar nos alimentos os residuos de
agrotoxicos que excedem os limites maximos de residuos (LMR) autorizados pela
legislagdo vitgente ou alimentos com residuos de agrotéxicos, cujo o uso nao €

autorizado. Os resultados divulgados ao longo dos anos demonstram que o uso de
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agrotoxicos nao autorizados e a sua presenca acima dos Limites Maximos de Residuos é
frequente.

Os organofosforados Acefato e Metamidofés foram monitorados no Programa
da ANVISA em 2009, e a agéncia encontrou residuos de Acefato em culturas nao
autorizadas de alface, cebola, cenoura, morango e uva, observando-se o uso
indiscriminado do Acefato, sem levar em consideracdo a existéncia ou nao do registro do
produto para determinada cultura (ANVISA, 2009). Ainda de acordo com a ANVISA
estes compostos sao bem absorvidos por todas as vias de exposi¢do em decorréncia da
alta lipossoluibilidade destes produtos, normalmente as vias de exposi¢do compreendem
as vias respiratdria, digestiva e cutanea. Os principais sinais e sintomas de intoxicagao por
Acefato sdo: salivagdo, vOmitos, convulsdes, confusdo mental, caimbras, hipertensao,
colapso respiratério, fraqueza, dentre outros, com destaque para o colapso respiratério,
pois o produto causa alteracdes no diafragma ocasionando parada respiratéria (ANVISA,
2007).

Acefato e Metamidofés tiveram seus registros reavaliados nos ultimos anos,
cujos resultados demonstram que algumas modificagdes no modo de aplicacao do Acefato
em campo devem ser alteradas, bem como sua restricdo para algumas culturas, e a
proibicdo de seu uso para fins domissanitario, os resultados demonstraram o potencial
carcinogénico do produto. Quanto ao inseticida Metamidofés, a ANVISA recomendou a
proibicao de seu uso em atividades agricolas e outras que possibilitem a exposicdo humana

(ANVISA, 2009).

4.2 CONTAMINACAO AMBIENTAL POR AGROTOXICOS

Os danos ambientais causados por agrot6xicos ndo se restringem a
contaminacdo dos alimentos, mas também o ar, o solo e as cole¢des hidricas, podendo
atingir até as dguas subterraneas (PARREIRA, et al. 2001).

Claver et al. (2006) avaliaram a presenca de 44 substancias em daguas
superficiais na bacia do Rio Ebro na Espanha, de acordo com estes autores, a concentragao
e o tipo de agrotéxico encontrado na dgua dependem da estagdo do ano, das propriedades
fisicas e quimicas do composto, sua solubilidade em dgua, a capacidade de ser retido no
solo, sua persisténcia e demais fatores como a topografia do terreno e a frequéncia de

chuvas. Os compostos persistentes possuem k.. alto e permanecem adsorvidos no solo,
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desta forma sdo capazes de contaminar as dguas de superficie facilmente. Compostos com
Ko baixo sdo lixiviados através do solo e sdo capazes de contaminar as dguas subterraneas.

De acordo com Barriuso et al. (1996) a maior transferéncia de agrotéxicos
ocorre através da perda de sedimentos nos processos erosivos, contaminando as colegdes
hidricas, segundo Bortoluzzi et al. (2006), a contamina¢cdo das dguas pode ser atenuada
porque a adsor¢cdo de moléculas pelas cargas constituintes do solo minimizam a
transferéncia dos agrotoxicos para as aguas.

As caracteristicas fisicas e quimicas do Acefato demonstram que 0 mesmo nao
possui elevado potencial para contaminacdo das cole¢des hidricas. Sabe-se também que
quando em contato com as colecdes hidricas estes compostos sdo diluidos, assim, a
identifica¢do de concentracdes muito altas pode ocorrer apds as chuvas, principalmente em
areas proximas ao cultivo de graos e também em ocasides de acidentes no transporte de
produtos, o que pode acarretar o lancamento de grandes quantidades destes produtos no
solo e na dgua.

De acordo com Silva e Fay (2004), nos tltimos anos o interesse na poluicao
potencial causada por agrotéxicos aumentou em decorréncia da grande liberagido destes
compostos no meio ambiente. A persisténcia de alguns compostos durante varios anos no
ecossistema acarreta o acimulo em organismos bioldgicos em concentracdes muito altas
e toxicas e devido aos mecanismos de transporte que podem carrear a distribuicao destes
compostos para areas distantes dos locais de aplicagdo, com consequente contaminagao
do solo, ar e dgua.

Em decorréncia da contaminacdo ambiental, dos efeitos toxicoldgicos do
Acefato, principalmente pela acentuada neurotoxicidade, e das suspeitas de
carcinogenicidade, o uso do Acefato tem sido alvo de restricoes em vérios paises. Em
2003, a Unido Européia publicou documento recomendando aos paises membros a nao
renovarem os registros de produtos que continham o Acefato e a ndo concessdo de novas
autorizagdes de uso, com a proibi¢do do armazenamento e comercializacdo de substancias
que continham Acefato até marco de 2004. Em 2008, a entidade publicou novo documento
mantendo as mesmas orientagdes e proibindo a presenga de residuos de Acefato em
produtos agricolas. A Agéncia Ambiental Americana (USEPA) fixou a dose limite de
0,0012 mg/kg/dia para a ingestao cronica aceitavel deste composto (ANVISA, 2010).

No Brasil, o Ministério da Sadde, através da ANVISA, estabeleceu o LMR de

Acefato em alimentos entre 0,2 e 0,5 mg/Kg com intervalo de seguranca entre 14 e 21 dias,
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dependendo da cultura aplicada. J4 a portaria que estabelece os padrdes de potabilidade
para dgua de consumo humano, ndo especifica o limite aceitdvel de detec¢do do Acefato
em 4guas para consumo humano. Segundo esta portaria, o limite para organofosforados é
de 20% de inibicdo da acetilcolinesterase, para enzimas provenientes de mamiferos
(BRASIL, 2004).

Yen, Lin & Wang (2000) avaliaram a degradagdo e a dissipacdo do Acefato e
do Metamidofés em solo, utilizando amostras de dgua de superficie e concluiram que o
tempo de meia vida do metamidofés varia conforme o pH do meio. Os autores destacam
que a mobilidade de ambos, Acefato e Metamidofés, no solo ndo é muito rapido, fato que
dificulta a contaminagdo de dguas subterranéas em condi¢des normais.

Alexander (1981) apud Silva et al. (1999) destacam que a dissipacdo dos
agrotoxicos no solo depende do tipo de produto aplicado, bem como das condi¢des bidticas
e abidticas do solo. Neste sentido, a degradacao microbiana € responsavel em grande parte
pela degradacdo do produto. Ainda de acordo com estes autores, os estudos sobre a
persisténcia dos agrotéxicos no ambiente apresentam resultados varidveis, porém alguns
destes produtos apresentam permanéncia prolongada e sdo responsdveis por causar

contamina¢do ambiental.

4.3 BIODEGRADACAO DE POLUENTES QUIMICOS POR FUNGOS

Os fungos constituem um importante grupo de microrganismos, que
apresentam atividades diversificadas e podem ser importantes agentes de biodeterioracao,
participando ativamente dos ciclos do carbono e nitrogénio na biosfera, através da
degradacdo dos materiais organicos. Dentre os fungos, os basidiomicetos e,
principalmente, os fungos da decomposi¢do branca, s@o os principais microrganismos
envolvidos no decaimento dos materiais lignocelulésicos (REZENDE et al. 2005). Os
fungos da decomposicdo branca sdo geralmente reconhecidos como os mais promissores
grupos de fungos na degradagdo da lignina, bem como na biorremediacao de xenobidticos
(GADD 2001 apud REZENDE et al. 2005).

De acordo com Pelczar, Chan e Krieg (1997) ha cerca de 25.000 espécies de
basidiomicetos, reconhecidos popularmente por formarem corpos de frutifi cagdo, como
cogumelos e orelha de- Pau, apresentam fase vegetativa denominada micélio formada por

hifas e apresentam como estrutura reprodutiva o basidio.
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JACQUES et al. (2007) relatam que no Brasil, os estudos iniciais utilizando
microrganismos como agentes no processo de biorremediacdo, concentraram-se
inicialmente na degradacdo de compostos aromadticos policiclicos (HAP’s) em solos
contaminados. As pesquisas concetraram-se em dreas urbanas, devido ao uso destes
compostos na produgdo industrial, para fabricacdo de corantes, de fibras sintéticas,
producdo de carvao vegetal e, principalmente, com as atividades relacionadas aos postos de
combustiveis, devido ao vazamento nos tanques subterrdneos que armazenam
combustiveis. Atualmente, as pesquisas nesta area t€ém-se centrado no desenvolvimento de
processos enzimaticos para o tratamento de efluentes (DURAN & ESPOSITO, 2000).

De acordo com Bhatti & Legge (2008), os fungos da decomposi¢do branca
estdo aptos para degradar uma variedade de compostos recalcitrantes. Entre eles cita-se o
tratamento de efluentes industriais de celulose e papel, efluentes té€xteis ricos em corantes e
pigmentos, efluentes provenientes da fabricacdo de azeite, de melago de cana, efluentes
provenientes da fabricacdo de subprodutos da borracha e todo este potencial estd associado
a natureza extracelular e ndo-especifica do sistema enzimatico composto principalmente de
Lignina peroxidase (LiP), Manganés peroxidase (MnP) e Lacase (Lcc).

Ao constatar a habilidade e o potencial destes microrganismos na
biodegradacdo dos compostos de dificil degradacdo, Rezende et al. (2005) desenvolveram
um estudo utilizando os fungos Pleurotus ostreatus e Botryosphaeria rhodina para
verificar o crescimento fungico e a producdo de Lacase em meio de cultura contendo o
agrotoxico Scepter, os resutados indicaram que ambos os fungos conseguiram crescer em
meio sélido contendo o agrotéxico, identificando atividade de Lacase em concentracdes de
até 25% do agrotoéxico.

O potencial de degradacdo dos microrganismos também foi estudado por Gées
(2009) que verificou a degradacio do Acefato por quatro linhagens de bactérias,
Sternotrophomonas maltophilia, Rhodococcus sp, Staphylococcus sp e Pandoreae sp;
todas isoladas a partir de solos agricolas com histérico de aplicacdo do Acefato, a autora
obteve resultados satisfatérios com a degradacao de até 99,24% do Acefato pela bactéria
Rhodococcus.

Cho et al. (2001) utilizaram fungos da decomposi¢do branca para verificar o
potencial destas espécies em remover compostos clorados através da producdo de Lacase e
obtiveram resultados satisfatorios na presenca de até 100 ppm de clorados. Em trés dias de

cultivo os fungos reduziram 60% dos compostos clorados e, apds catorze dias de incubagao
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da cultura de Cerrena unicolor e vinte e um dias de incubagdo para a cultura de
Abortiporus biennis, os clorofendis foram completamente removidos.

De modo geral, Duran et al. (2002) descrevem as Lacases como cupoproteinas,
denominadas de oxidases azul. E uma oxiredutase capaz de catalisar a oxidacdo de vdrios
compostos aromadticos com concomitante reducdo do oxigénio a dgua. Em geral,
apresentam quatro dtomos de cobre que desempenham importante papel nos mecanismos
de acdo da enzima e caracterizam-se pela baixa especificidade ao substrato. O foco no
estudo da Lacase como agente principal no processo de biodegradagdo esta relacionado aos
diferentes estudos que demonstraram o potencial desta enzima na desintoxicacdo de
poluentes ambientais, na remog¢do de corantes, na estabilizacdo do vinho, na transformacado
do papel e na conversdo enzimética de intermedidrios quimicos (DURAN et al., 2002).

As Lacases e Peroxidases Fingicas sdo enzimas consideradas de facil separacao
e purificacdo. Em aplicagOes industriais as Lacases sobressaem-se por nio precisarem da
adicao de perdxido de hidrogénio, necessitando apenas de oxigénio para a catélise, fato que
aumenta o seu potencial para aplicacdes industriais e ambientais com a vantagem de
crescerem em substratos de baixo custo (FLORES et al., 2009). Aliado a estas vantagens
Mayer e Staples (2002), em um artigo de revisdo, destacaram que as Lacases sdo capazes
de degradar a Lignina, na auséncia da Lignina peroxidase e Manganés peroxidase, com
amplo aspecto de oxidacao em diferentes substratos, basicamente em todos que apresentem
caracteristicas semelhantes a um p-difenol.

De forma geral, as Peroxidases sdo enzimas distribuidas amplamente na
natureza, com atividades identificadas em animais, plantas e microrganismos. Estas sdo
enzimas uteis em uma série de aplicagdes industriais e analiticas, cujas aplicagcdes
industriais destacam-se o uso da Lignina peroxidase e da Manganés peroxidase na
descoloragdo de corantes sintéticos, na biorremediagdo de compostos fendlicos, na
industria de celulose, além da aplicacdo destas enzimas como biossensores (REGALADO,
ALMENDAREZ & VAZQUEZ, 2004 ; DURAN & ESPOSITO, 2000).

O potencial das enzimas em degradar uma variedade de compostos arométicos
recalcitrantes e oxidar uma série de compostos aromdticos policiclicos e fendlicos é
reconhecido, restando apenas a otimizacdo da producgdo destas enzimas para viabilizar a
aplicacdo em escala industrial.

De acordo com Flores et al. (2009), varios estudos tém sido realizados com o

intuito de aumentar a produtividade da Lacase e, consequentemente, sua aplicacio em
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grande escala. Alguns indutores quimicos como o etanol, o cobre e a xilidina ja foram
inclusive testados.

Garcia (2008) relata vinte e oito indutores diferentes estudados nos ultimos
anos; De acordo com essa autora, nio existe um otimo indutor de Lacase comum a todos
os fungos, os estudos demonstram uma grande variagdo de indutor conforme o fungo.

Yamanaka et al. (2008) afirmam que a expressdo do sistema enzimédtico
produzido por fungos estd intimamente relacionado as condi¢des de cultivo,
principalmente em relagdo a composicdo do meio de cultivo. Os autores realizaram alguns
ensaios com Trametes villosa e verificaram que a producdo de Lacase ocorreu em todo o
periodo de andlise com maior producdo desta enzima na presenca de cobre. No mesmo
estudo os autores observaram que a producdo de Manganés peroxidase foi melhor na
presenca de 6leo vegetal emulsificado.

Na perspectiva de melhorar a producdo de Lacase, Valeriano et al. (2007)
também verificaram o efeito do etanol e da 2,5 xilidina na produ¢do de Lacase por
Pycnoporus sanguineus. Os resultados indicaram excelentes niveis de producdo enzimética
na presenca de 2,5 xilidina e producdo consideravel na presenca do etanol.

Alguns indutores quimicos empregados sdao toxicos ou de alto custo, logo a
busca de novas estratégias para aumentar a producdo de Lacase, representa uma alternativa
promissora. Algumas pesquisas envolvendo a associacdes com Trichoderma sp t€m sido
realizadas, objetivando aumentar os indices de produgdo de Lacase. O Trichoderma é um
ascomiceto, saprofita, componente ativo da microflora do solo, apresentando crescimento
rapido, fato que facilita o seu uso em grande escala (PERES & MELOQO, 1995).

Howell (2003) descreve os ascomicetos como fungos de ocorréncia mundial,
em que as espécies que nao apresentam fase sexual reconhecida sdo classificadas como
imperfeitas. Elas possuem rdpida taxa de de crescimento com a producdo de intimeros
esporos, em vdrios tons de verde, cor caracteristica do género Trichoderma. Este género
tem sido estudado e utilizado em processos de degradagdo de agrotoxicos € na
biorremediacdo de solos e apresenta um excelente potencial para aplicagdo em vdrias areas
de interesse agricola, industrial e ambiental (ESPOSITO & SILVA, 1998 )

Nos ultimos anos algumas pesquisas tém verificado a capacidade de
crescimento do Trichoderma em meios contendo agrotoxicos, de acordo com Lucon et al.
(2009) os fungos do género Trichoderma estio entre os microrganismos mais resistentes as

toxinas e produtos quimicos naturais sintetizados pelo homem, capazes até mesmo de
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degradar alguns compostos, tais como hidrocarbonetos e pesticidas; Rezende et al. (2005),
relatam que os ascomicentos também apresentam habilidade similar em degradar a lignina,
mas poucos sao os estudos relacionados a este grupo. Colla et al. (2008) isolaram fungos
filamentosos de solos contaminados com herbicidas triazinicos e verificaram que o0s
géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma apresentaram elevada capacidade de
crescimento em meios contendo atrazina.

Baldrian (2004) verificou a inducd@o na produc¢ao de Lacase quando adicionado
o fungo de controle biolégico Trichoderma harzianum no meio de cultura. De acordo com
este autor, a degradacdo de substincias lignoliticas no solo, ocorre quando hd interagdo
entre os fungos da decomposi¢do branca e microrganismos autdctones. Ainda segundo
Baldrian (2006), a indu¢do na producdo de Lacase € o resultado de interagdes
interespecificas provavelmente envolvidas na defesa passiva do contato entre os
microrganismos.

Tokimoto & Komatsu (1979) apud Savoié & Billette (1998) verificaram que
diferentes espécies de Trichoderma causam prejuizos ao crescimento micelial e,
consequentemente, na formacdo do corpo de frutificacdo, mas em condi¢cdes de
temperatura e nutrientes adequados, os fungos podem rejeitar o ataque do Trichoderma
através do seu sistema multienzimatico, indicando maior producio de enzimas na presenca

do Trichoderma.

4.4 METODOS ANALITICOS: CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA
A ESPECTROMETRIA DE MASSAS E TESTE COLORIMETRICO

E cada vez mais frequente o uso de agrotéxicos na agricultura, resultando na
presenca de seus residuos ou de seus metabdlitos em alimentos e em diversas matrizes
ambientais. Assim técnicas que determinem a presenga destes residuos, bem como os
niveis de concentragcdo em diversos substratos, sdo fundamentais nos programas de
monitoramento e controle ambiental.

Pinho et al. (2009) classificam a andlise de residuos de agrotéxicos em cinco
etapas bdsicas: extracdo do(s) analito(s) da matriz, remocao dos co-extrativos (limpeza),
separacdo, identificacdo e quantificacdo do(s) composto(s). Ainda de acordo com estes
autores, a cromatografia gasosa € a mais empregada para compostos voldteis. Esta técnica

permite detectar os agrotoxicos e seus produtos de degradacdo em quantidades inferiores
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aos Limites Mdximos de Residuos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria.

A Cromatografia Gasosa consiste na separacdo dos diferentes componentes de
uma amostra para sua posterior quantificacio e esta pode ser feita em espectrometria de
massa, uma técnica que permite que os compostos sejam identificados e quantificados
(Claver et al., 2006).

De acordo com Hans, Ruud & Odile (2003), a maioria dos organofosforados
podem ser analisados por Cromatografia Gasosa. Os autores relatam que alguns destes
compostos como Acefato, Metamidofés, Monocrotofds e Ometoato sdo muito polares e
termolabéis, em consequéncia, algumas dificuldades sd@o vivenciadas durante as andlises
destes residuos. Dentre os problemas encontrados destacam-se a rdpida deterioracdo de
desempenho do sistema, as perdas do analito na entrada, as diferencas de resposta muito
grande entre pesticidas com a mesma concentragdo em solvente limpo, a seletividade
insuficiente devido a interferéncia da matriz e em decorréncia de todos estes fatores,
repetibilidade pobre.

Devido a utilizagdo dos organofosforados em uma grande variedade de
culturas, estes compostos podem ser encontrados em dguas superficiais e subterraneas
comprometendo as dguas para o consumo humano (GRIZA et al. 2008). Hayama et al.
(2008) descrevem a problematica envolvida na contaminagdo das dguas de consumo por
organofosforados, salientado que estes compostos sao prejudiciais aos animais, inclusive
ao homem, devido a inibi¢cdo de acetilcolinesterase. De acordo com estes autores,
métodos simples e sensiveis devem ser desenvolvidos a fim de determinar a presenca de
organofosforados em &dguas utilizadas para o consumo humano. Eles destacam que na
Uniao Européia a concentracdo de organofosforados em 4guas para consumo humano
nao pode ultrapassar 0,1 ug /L.

Em um contexto geral, diferentes técnicas analiticas tém sido propostas,
estudadas e empregadas para a andlise e quantificacdo de agrotoxicos organosfoforados.
No Quadro 3 sao listados alguns estudos realizados bem como as técnicas empregadas,
podendo-se afirmar que os métodos mais utilizados sdo baseados em técnicas de
Cromatografia em fase Gasosa ou Liquida. Estas técnicas sdo precisas e reprodutivas,
apresentando baixo limite de deteccdo, mas demanda vdrias etapas de preparo da

amostra, exigindo, desta forma, maior tempo de anélise (GOES, 2009).
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Quadro 3: Estudos que utilizaram técnicas de Cromatografia para
identificacdo e quantifica¢dao de organofosforados.
TECNICAS DE CROMATOGRAFIA PARA | REFERENCIA

IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE
ORGANOFOSFORADO EM AGUA E ALIMENTOS

Estudo da presenca de pesticidas em dguas de superficie | Claver et al. (2006)
pela técnica de Cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC/MS)

Monitoramento de poluentes em dguas da Hungria pelas | Maloschik et al. (2006)

técnicas de Cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC/MS) e ELISA

Andlise dos residuos de Acefato e Metamidofés em folhas | Antonious & Snyder
e frutos de tomate cultivados em estufa pela técnica de | (1994)
Cromatografia acoplada ao detector fotométrico de chama

(GC/FPD)

Determinagao de seis pesticidas em planta medicinal pela | Carvalho et al. (2009)
técnica de  Cromatografia  gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC/MS)

Andlise de pesticidas em vegetais e frutas pela técnica de | Asha, Tan & Chai
Cromatografia acoplada ao detector fotométrico de chama | (2008)

(GC/FPD)

Cromatografia de interagdo hidrofilica liquido (HILIC) | Hayama et al. (2008)

para determinacao de organofosforado em dgua

Determinacao de organofosforado em dgua pela técnica de | Ingelse et al. (2001).
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas (LC/MS).

Em contrapartida, outras técnicas vém sendo discutidas e pesquisadas, visando
o desenvolvimento de metodologias que reduzam o tempo de anélise e apresente resultados
precisos e confidveis. Nesta 6tica, SRINIVASAN & LINGAPPA (1984) apud LIMA et al.

(2001) realizaram a determinag¢do do Metamidofés através do teste Colorimétrico a partir
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da inibi¢do das enzimas colinesterases extraidas de plasma sangiiineo, com recuperagoes
entre 82% e 90%.

Griza et al. (2008) também avaliaram a contaminacdo por agrotoxicos
inibidores da acetilcolinesterase utilizando o Kit produzido pela FIOCRUZ. O método é
baseado em preparacdes da enzima acetilcolinesterase capaz de ativar os tionofosforados,
possibilitando o monitoramento de todos os organofosforados e carabamatos presentes na
amostra.

Jardim (2010) também realizou o teste Colorimetrico para verificar a reducdo
da toxicidade do organofosforado Acefato, através dos niveis de inibicdo das enzimas
colinesterases extraidas de plasma sanguineo, com resultados positivos em relacdo a

substancia-teste analisada.
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5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos desenvolvidos neste trabalho foram realizados no laboratério
de Enzimologia e Biocatédlise Ambiental - LENZIBIO — UFG e no Laboratério de Estudos
e Pesquisas Toxico-Farmacoldgicas — NEPET — UFG. A pesquisa foi dividida em duas
etapas: Etapa 1: envolveu o cultivo das linhagens de Trichoderma harzianum com a
selecdao das cepas que produziram maior quantidade de Lacase; o cultivo da associagdes
entre as linhagens selecionadas de Trichoderma harzianum com Trametes villosa e o
cultivo das associagdes entre as linhagens selecionadas de Trichoderma harzianum com
Pycnoporus sanguineus, Etapa 2: cultivo das associa¢des flingicas com Acefato nas
concentracoes de 10% e 50%; andlise das amostras tratadas através da Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas e a realizacio dos testes de toxicidade para

quantificar os niveis de Colinesterase.

ETAPA 1

5.1 ORIGEM DOS FUNGOS

Os fungos utilizados na pesquisa fazem parte da colecio do Laboratério
LENZIBIO, da Universidade Federal de Goids. Os fungos da decomposi¢do branca
testados foram fornecidos pela Fundag¢do Tropical André Tosello (Campinas, SP) e as
linhagens do ascomiceto Trichoderma harzianum isoladas do solo do Cerrado, foram
gentilmente cedidas pelo prof. Dr. Cirano José Ulhoa, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Goids. A identificacao das cepas utilizadas estd relacionada no

Quadro 4.

Quadro 4: Fungos utilizados na pesquisa.

FUNGOS IDENTIFICACAO

Trametes villosa CCT - 5567

Pycnoporus sanguineus | CCT - 4518

Trichoderma harzianum | TO3, TOS8, T13, T34, T39, T47, T50, ALL42.
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5.2 MEIO DE CULTURA

O meio de cultura utilizado para a manuten¢do dos cultivos flingicos e para o
crescimento dos fungos era composto por batata, glicose e dgua (BGA) nas seguintes
proporg¢des: 3,750 g de dgar, 50 mL de caldo de batata, 5 g de glicose e dgua destilada,
totalizando um volume de 250 mL. Para obter o caldo de batata, realizou-se o cozimento
de lkg de batata inglesa em 1 L de 4dgua. O caldo utilizado corresponde a 4gua de
cozimento da batata.

O meio utilizado para os experimentos em meio liquido era composto por

batata, glicose e caldo, correspondendo ao meio BGC.

5.3 MANUTENCAO DOS FUNGOS

O cultivo dos fungos foi realizado em placas de Petri contendo meio de cultura
BGA e os fungos foram repicados trimestralmente, conforme metodologia de Castellani
(1967) descrita a seguir:

Foi realizada a pesagem do édgar e da glicose em balanca analitica. Em seguida,
adicionou-se o caldo de batata e a 4gua destilada em Erlenmeyers com capacidade para 500
mL. Posteriormente, o frasco com o meio de cultura foi autoclavado a 120°C durante 20
minutos. Em seguida, cerca de 15 a 20 mL de meio foram transferidos para as placas de
Petri. Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar e as placas foram
mantidas sob a luz UV durante aproximadamente 30 minutos. Logo, um disco de tamanho
referente a abertura maior de uma ponteira de 1 mL foi inoculado em cada placa, estas, por
sua vez, foram armazenadas em condi¢cdes ambiente durante sete dias para o crescimento
satisfatorio dos fungos. Este tempo foi padronizado durante a realizacdo de todos os

experimentos.
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5.4 CULTIVO EM MEIO LIQUIDO

5.4.1 Selecao das linhagens de Trichoderma harzianum

Todos os experimentos em meio liquido foram realizados sob duas condigdes:
condicdo estdtica e condi¢do de agitacdo. O procedimento de inoculagdo seguiu a
metodologia de Castellani (1967) descrita previamente.

Foi preparado o in6culo dos fungos, que cresceram em placas de Petri durante
sete dias. No sétimo dia de crescimento, foram retirados seis indculos de fungos, na regido
externa de crescimento do fungo, o tamanho destes indculos correspondiam ao tamanho da
abertura maior de uma ponteira de 1 mL. Estes indculos foram adicionados aos
Erlenmeyers de 250 mL com meio de cultura previamente autoclavados. Para cada
linhagem de fungo, foi preparado quatro Erlenmeyers sendo dois frascos para o cultivo em
condicdo estética e dois frascos para o cultivo em condicdo de agitagdo. Para a manutencao
do meio agitado, utilizou-se o agitador orbital (shaker) com programacao rotacional de 120
rotacdes por minuto (rpm) e incubadora DBO para a manuten¢do da condi¢do estética.
Ambos os equipamentos foram programados para manter a temperatura a 28°C durante os
experimentos. Os fungos permaneceram em crescimento nestes frascos, durante 25 dias, a
28°C.

Durante o experimento foi realizada a leitura enzimética das enzimas Lacase,
Lignina Peroxidade e Manganés Peroxidade. Adotou-se como procedimento padrdo, a
leitura de Lacase e Lignina peroxidase a cada cinco dias de cultivo e a leitura de Manganés
peroxidase no 5°, 15° e 25° dia de cultivo, em todas as etapas do trabalho.

Para padronizagdo dos experimentos em meio liquido adotou-se a realizacdo
dos ensaios em duplicata em funcdo da quantidade de experimentos e a0 pouco espago
disponivel nos equipamentos. Estabeleceu-se, também, a retirada de cinco mL de
aliquotas a cada cinco dias, durante os 25 dias dos ensaios, perfazendo um total de cinco

coletas, para dosagem enzimaética.
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5.4.2 Associacdo entre Trametes villosa e Trichoderma harzianum e

associacdo entre Pycnoporus sanguineus e Trichoderma harzianum

Este experimento consistiu no cultivo da cultura mista entre Trametes
villosa e linhagens do ascomiceto Trichoderma harzianum e no cultivo de Pycnoporus
sanguineus com as linhagens do ascomiceto Trichoderma harzianum.

Para a realizacdo deste experimento foram selecionadas quatro cepas que
apresentaram o melhor resultado na produgdo de Lacase, considerando os indices de
producdo e a frequéncia de produgdo durante o periodo de andlise. A escolha da Lacase
como parametro para selecionar as cepas baseou-se em outros estudos que indicam a
Lacase como uma enzima promissora nos processos de biodegradacdo entre eles pode-se
citar o trabalho de Cho et al., 2001; Jardim,2010).

As condigdes de cultivo seguiram os mesmos procedimentos adotados no
item 5.4.1. Para a realizacdo do ensaio foram preparadas as associacdes descritas no

Quadro 5.

Quadro 5: Associagdes entre os fungos.

ASSOCIACOES ENTRE LINHAGENS DO ASCOMICETO
Trichoderma harzianum E OS BASIDIOMICETOS Trametes villosa

E Pycnoporus sanguineus.

Trametes villosa e T34 Pycnoporus sanguineus e T34
Trametes villosa e T39 Pycnoporus sanguineus e T39
Trametes villosa e T47 Pycnoporus sanguineus e T47
Trametes villosa e ALL42 Pycnoporus sanguineus e ALL42

Para o cultivo das culturas mistas foram adicionados aos Erlenmeyers trés
in6culos dos fungos de decomposicdo branca, que cresceram durante os cinco primeiros
dias individualmente. No quinto dia de cultivo, realizou-se a coleta de aliquotas para a
realizacdo da andlise enzimdtica e, neste mesmo dia, apds a retirada do extrato para
andlise, foram adicionados os indculos das cepas de Trichoderma em seus respectivos
Erlenmeyers. Os fungos, entdo, permaneceram em associacdo num periodo de vinte dias.

Todas as cepas foram cultivadas em duplicatas, com o cultivo do grupo

controle, que ndo recebeu Trichoderma harzianum como indutor na producao de Lacase.
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O ensaio em meio liquido ocorreu num periodo de 25 dias. O procedimento adotado para
andlise enzimdtica seguiu o mesmo padrio adotado nos experimentos com cultivo
individual dos fungos.

Esta etapa foi realizada com o objetivo de selecionar as linhagens que
apresentaram maior producdo de Lacase, observou-se também o comportamento da
producdo durante os 25 dias, bem como a viabilidade das cepas, desta forma, foram
selecionadas quatro linhagens para as etapas posteriores, sendo elas: T34, T39, T47 e

ALLA42.

5.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A frequéncia da dosagem enzimética foi definida em funcao da quantidade de
sobrenadante contida nos Erlenmeyers, aproximadamente 190 mL, e da ocorréncia das

enzimas existentes, de acordo com metodologia utilizada por JARDIM (2010).

A atividade enzimdtica da Lacase (Lcc) foi determinada segundo
metodologia de Szklarz et al. (1989-modificado). A oxidagdo do substrato seringaldazina
(es25= 65000 mmol.L"'cm™ ) foi conduzida numa mistura de reacdo que continha 0,6 mL
do sobrenadante dos Erlenmeyers; 0,3 mL do tampao acetato de sdédio 50 mmol. L (pH
5,0) e 0,1 mL de seringaldazina 1,0 mmol.L" preparados em etanol. A reacio foi iniciada
pela adicdo da seringaldazina e a velocidade desta reacdo foi acompanhada por 5
minutos. As leituras da atividade enzimatica foram realizadas em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 525 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida

como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de substrato por minuto.

Para Manganés peroxidase (MnP) a metodologia utilizada foi de Kuwahara et
al. (1984). Os componentes da mistura foram: 0,5mL de sobrenadante dos Erlenmeyers;
0,1 mL de lactato de sédio; 0,2 mL de albumina bovina 0,5%; 0,05 mL de MnSOy4 2,0
mmolL'l; 0,05 mL de solu¢do de H,O, 2,0 mmolL"! em tampao de succinato de sodio 0,2
molL! e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi incubada por 5 minutos a
30°C em banho-maria. A leitura da atividade enzimdtica foi realizada em

espectrofotobmetro em comprimento de onda de 610 nm, sendo &¢;90= 4460 mmol. L'em™.

A atividade da Lignina peroxidase (LiP) foi determinada pela oxidacdo do

alcool veratrilico (g310= 93000 mmol.L'lcm'l). A mistura de reacdo continha 0,6 mL de
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sobrenadante de extrato fungico; 0,2 mL de H,O; 2,0 mmol. L Te 0,2 mL de uma solugdo
de alcool veratrilico 2,0 mmol. L'em tampao tartarato de sodio 0,4 mmol LA reacao
foi determinada pela oxidagdo do dlcool veratrilico em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 310 nm. Todas as andlises foram realizadas em duplicata e os

dados apresentados sao as médias de duas repeti¢des.

Para determinacdo do célculo enzimético, utilizou-se a Equacao 5.1 descrita

por Leonowicz & Grzywnowicz (1981) apud Menezes, Silva e Durrant (2009):

B 10°AE
ERAt

U (5.1

Onde:

£ = coeficiente de extincdo molar de cada substrato, conforme dados da literatura (M'l,
em ™);

AE = Absorbancia em comprimento de onda especifico (nm);

At = tempo da reacdo em minutos;

R= Volume de caldo enzimatico em mL;

Uma unidade U € definida como a quantidade de enzima necessdria para oxidar 1 x mol

de substrato por minuto. O resultado € expresso em U.mL™".

ETAPA 2

Esta etapa do trabalho consistiu no cultivo dos fungos em meio de cultura

contendo as solu¢des de Acefato nas concentracdes determinadas de 10% e 50% de

Acefato.
5.6 AGROTOXICOS

Todos os experimentos envolvendo os agrotéxicos Acefato e Metamidofos,
foram realizados conforme as boas préticas de seguranga e biosseguranca do laboratério

durante a manipulacao destes produtos.
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O produto utilizado para a pesquisa pertence a classe dos organofosforados e
possui nome comercial Orthene 750g®. O agrotdxico € fabricado pela industria japonesa
Arysta Life Science, sob o registro n°02788394 do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA). O produto utilizado foi adquirido por meio de doacdo do
fabricante.

Nos testes de toxicidade, para verificar a formacao do metabodlito Metamidofos,
foi utilizado o ingrediente ativo Metamidofés adquirido comercialmente em revenda de

produtos agropecudrios, na cidade de Goiania.

5.7 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE

O organofosforado Orthene 750g® utilizado na pesquisa é um composto
comercializado em pé soldvel e apresenta em sua constituicdo 750g/Kg de Acefato e
250g/Kg de ingredientes inertes e adjuvantes, resultando em uma concentragdo final de
75% de Acefato. No preparo da solugdo estoque utilizou-se 1 g de Acefato e 1 L de dgua
destilada autoclavada. Desta forma, a solucdo preparada apresentou a concentracdo de
75%. A partir desta concentragdo foram realizadas dilui¢cdes para obter as concentragdes
desejadas (10% e 50%). As determinagdes destas concentracdes foram de acordo com a
metodologia de Jardim (2010) que considerou o uso do agrotéxico Acefato em campo
(10%) e também considerando uma situa¢do de superdosagem do produto durante sua

aplicacdo ou em casos de acidente durante o transporte (50%).

5.8 DEGRADACAO DO AGROTOXICO EM MEIO LIQUIDO NAS
CONCENTRACOES DE 10% E 50% DO ACEFATO.

Para realizar estes ensaios, foram utilizadas as solu¢des do meio de cultura
BGA suplementados com Acefato nas concentragdes de 10% e 50% de Acefato. Para a
realizagdo dos experimentos foram mantidas as mesmas condi¢des de cultivo: condi¢ao
estatica em incubadora DBO a 28°C e em condic¢do de agitacdo (shaker) a 28°C e 120
rpm. Ao final dos ensaios, ou seja, no 25° dia, foram retirados 50 mL de cada Erlenmeyer
para posterior andlise em Cromatografia Gasosa Acoplado a Espectrometria de Massa
(CG/MS) e para a realizacdo dos testes de toxicidade. As amostras foram devidamente

identificadas e armazenadas em tubos falcon e congeladas. O controle abidtico do
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experimento consistiu no meio de cultura suplmentando com agrotéxico nas
concentracdes de 10% e 50% de Acefato sem a presenca do fungo. A determinagdo da
atividade enzimatica foi realizada conforme descrito no item 5.5. Os fungos utilizados

neste experimento correspondem as associagdes descritas no Quadro 5.

5.9 ANALISE DO EXTRATO APOS TRATAMENTO POR FUNGO PELA
TECNICA DE CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA
DE MASSAS.

A cromatografia gasosa € uma técnica que permite identificar e quantificar os
componentes de uma amostra.

Para a extracdo e caracterizacdo do Acefato e para analisar a possivel
formacdo de seu metabdlito foram consultados os trabalhos de Tan e Chai (2008), Ingelse
et al (2001), Kaipper, Madureira e Corseuil (2009) e Carvalho et al. (2009), com a
aquisic@o dos seguintes materiais:

Solventes: os solventes adquiridos para o desenvolvimento da pesquisa
foram diclorometano, acetonitrila, acetato de etila, ciclohexano e acetona, todos com alto
padrdo de pureza, considerados grau HPLC.

Coluna: coluna de silica RTX-5MS de 30 m 0,25mmID.

Padroées: padrao certificado do Acefato, padrao certificado do Metamidofés e
o padrdo interno 1-Cloro-4-fluorobenzeno. Todos os solventes, padrdes e coluna foram
adquiridos da empresa SIGMA.

Equipamento: SHIMADZU GCMS-QP 2010 PLUS do Nicleo de Estudos e
Pesquisas Téxico-farmacologicas — NEPET (UFG).

Para o desenvolvimento das andlises foram determinados os seguintes
parametros de programacdo do GC/MS (Quadro 6), estabelecidos conforme metodologia

de Carvalho et al. (2009).
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Quadro 6: Programacgdo do GC/MS utilizada nas andlises.

PROGRAMACAO DO GC CONFORME METODOLOGIA DE CARVALHO

ET AL.(2009)
Coluna RTX-5MS de 30 m 0,25 mmlID, 0,25 um
Gas carreador Hélio (99,999% de pureza)
Fluxo 1,8 mL/min.

Programacdo da Temperatura | 1 minuto a 60°C, elevando entdo a 300°C na razdo de

da coluna 10°C/min e mantido por 3 min. Atraso do solvente
de 5 Min.

Temperatura do injetor 250°

Volume de inje¢ao 1 uL na modalidade splitless (0.7 minuto).

Temperatura de interface 280°C

Fonte de ionizagdo por impacto de elétron de 70 eV
igualmente mantida em 280°C.

Tons monitorados 136, 142, ¢ 168 m/z

Tempo total de andlise 28 minutos

As solugdes padrio foram preparadas através da utilizacdo dos padrdes
adquiridos comercialmente para posterior injecio no GC/MS, utilizando acetato de etila
como solvente. Os experimentos desenvolvidos nesta etapa foram: inje¢do do composto
padrao do Acefato e do Metamidofés em diferentes concentracdes (0,2 pg; 0,5 pg; 1,0 pg;
5,0 ng e 10 pg) e injecdo das amostras sem Acefato. Posteriormente, preparou-se seis
concentracdes diferentes para a curva de calibragdo. O total de seis concentracdes teve
como objetivo preparar a curva de calibragdo, cujas concentracdes foram: 10 pg/mL, 25
pg/mL, 50 pg/mL, 150 pg/mL, 250 pg/mL e 350 ug/mL de solug¢des contendo o padrao
Acefato e, nas mesmas condicdes, solu¢des contendo o padrao Metamidof6s.

Ap6s a identificagdo dos picos de Acefato e Metamidofés foram realizados os
processos de extragdo. De forma geral, as amostras contendo agrotéxicos nao podem ser
analisadas sem pré-tratamento. A etapa de preparacdo da amostra é necessdria para

extrair os tragos de pesticidas em meio aquoso, trazer os analitos a um nivel de

concentracdo adequada e remové-los de forma que evitem a interferéncia nos
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componentes (limpeza) da matriz antes da andlise cromatogrifica (DIMITRA E
TRIANTAFYLLOS, 2001).
Na perspectiva de obter resultados positivos, realizou-se o processo de extracao

em fase liquida. O processo foi realizado de acordo com as etapas descritas abaixo (Figura
4).

Amostra
*3ml. da amostra

(Centrifuga

*Rotagio durantc minutos
*Separagdo fase sdlidafliquila

Faseliquida
» Adicionau-se5g de Na2504
+{entrifuga durante 1 min.

Separagiode 1 m L da amostra

1ml da amostra + 1 mL de acetona (vortex 30-seg)

Adicaode 2 mL de diclorometano -hexano
(vortex 30 seg.}

Centrifuga durante 30 seg.

1ml de amastra [concentrarlor)

Ressuspensdo da amestra com 100 pl de Acetato
de elila

Andlise em GC/MS

Figura 4: Fluxograma explicativo do processo de extragdo das amostras

analisadas
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5.10 ANALISE DO ACEFATO APOS O TRATAMENTO UTILIZANDO O
TESTE COLORIMETRICO DE IDENTIFICACAO DA COLINESTERASE

Este experimento foi realizado utilizando-se as associacdes que apresentaram
melhor produ¢do enzimdtica quando comparados os valores de produ¢do enzimdtica do
fungo cultivado em cultura mista em relagdo ao fungo cultivado individualmente.

O extrato armazenado destas oito associa¢des foi utilizado nos testes de
toxicidade, como forma de quantificar a reducao da toxicidade do Acefato. A metodologia
utilizada foi desenvolvida conforme Jardim (2010), que desenvolveu seu método baseado
no Kit Bioquimico produzido pela industria Doles® onde a atividade de Colinesterase
sérica € medida in vitro por sistema colorimétrico com metodologia modificada do método
de Dietz.

Para a realizacdo dos testes, utilizou-se o plasma sanguineo de doadores
voluntdrios, sem histérico de contaminacdo por organosfosforados, que apresentaram
valores de Colinesterase dentro dos valores de referéncia. O teste de acetilcolinesterase foi
realizado com o plasma dos doadores e os valores indicados correspondiam ao nivel de
acetilcolinestase para o sexo avaliado.

As concentragdes das substincias teste adotadas seguiram a metodologia de
Jardim (2010) e corresponderam as concentragdes de 75%, 50%, 25% e 12,5%. Tais
concentracdes foram obtidas por meio de diluicdo seriada.

O teste envolveu um conjunto amostral formado por: (1) substincia teste
(solu¢do contendo Acefato tratada por fungos acrescido de plasma sanguineo); (2) teste
referencial (plasma sanguineo); (3) Metamidofés (solucdo contendo Metamidofds
acrescido de plasma sanguineo) e (4) controle da toxicidade (solu¢do contendo Acefato
sem tratamento acrescido de plasma sanguineo). O tempo de exposicdo das amostras
contendo organofosforado foi de 30 minutos antes da realizacao dos ensaios.

As andlises foram realizadas em triplicata com duas repeticdes, perfazendo um

total de seis repeticdes para cada amostra analisada.
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5.11 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos nos experimentos foram tratados estatisticamente por meio de
andlise descritiva e inferencial, utilizando o programa computacional SPSS for Windows
(versao 15.0) com nivel de significancia de 5% (p <0,05).

Nos experimentos realizados na presencao do Acefato, devido ao tamanho da
amostra, foi dispensado o teste de normalidade e considerado os dados das varidveis nao-
normais. Por esta razdo, entdo, foi realizado o teste U (ou Mann Whitney, correspondente
nao paramétrico do teste t) para o tratamento dos dados.

Os dados obtidos nos testes de toxicidade também foram tratados
estatisticamente por meio de andlise descritiva e inferencial, utilizando o programa
computacional SPSS for Windows (versao 15.0), com nivel de significancia de 5% (p
<0,05). Para este conjunto amostral, foi realizada uma Andlise de Varidncia (ANOVA)
para comparacdo das médias obtidas no experimento. Em seguida, foi realizado um teste a
posteriori, Teste de Tukey, para verificar os resultados significativos no conjunto

analisado.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapa 1
6.1 SELECAO DAS LINHAGENS DE Trichoderma harzianum

Nesta secdo serdo apresentados os resultados da selecio das diferentes
linhagens de Trichoderma harzianum cultivados em meio liquido nas condicdes de
agitacdo e estdtica. O valor de produgdo enzimatica no decorrer dos experimentos, com a
respectiva andlise estatistica descritiva desta etapa, encontra-se no apéndice A. Nos
grificos estdo representados os desvios padrao da média de producdo enzimdtica durante

os 25 dias de cultivo, as diferencas representadas indicam a variacdo na producdo das

enzimas nos dias analisados.

6.1.1 Cultivo de Trichoderma harzianum em meio liquido na condi¢do de

agitacao.

As linhagens de Trichoderma harzianum cresceram em meio liquido durante 25
dias, em condicdo de agitagdo, como mostra o grafico da Figura 4, que demonstra a
producdo enzimatica de Lacase entre as diferentes linhagens. Os resultados representam a
média de producdo ao longo dos 25 dias, com determinacdo da produgdo enzimadtica aos
5°, 10°, 15°, 20° e 25 ° dias de cultivo. Os valores demonstram que a producao de enzimas
pelas linhagens de Trichoderma harzianum variou entre as linhagens cultivadas. Nestas

condi¢des a linhagem T39 apresentou os melhores resultados na producao de Lacase.

1.00
0,90 +
0,80 +
0,70 +
0,60 +
0.50 4

0,40 +
0,30 +
0,20
0.10 j
0,00 -
T33 T34 T39 T47 T50

TO3 TOS T13 ATTA2

Atividade Enzimatica UmL-1

Linhagens de Tiiclroderina lrarzianian

Figura 4: Producdo de Lacase pelas diferentes linhagens de Trichoderma

harzianum em condicdo de agitacao.
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Gochev & Krastanov (2007) isolaram diferentes linhagens de Trichoderma de
quatro solos distintos para verificar a producdo de Lacase, associando a produgdo
enzimatica com a descoloracdo do corante violeta cristal. Foram identificadas vinte e trés
linhagens de Trichoderma, destas, quatro foram selecionadas e identificadas como
Trichoderma atroviridae, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei e
Trichoderma virideos. De acordo com os autores, todas apresentaram resultados positivos
na descoloragdo do corante, relacionando a descoloragdo com a producao de Lacase. A
linhagem T. viridae teve a melhor producio com de 2 U.mL™" de Lacase.

A produgdo de Lignina peroxidase apresentou diferencas significativas entre as
linhagens. O grafico da Figura 5 demonstra que a linhagem T39 produziu apenas 0,23

U.mL.", enquanto a linhagem T33 teve uma producio dez vezes maior.

2.50 -
—]
—
E
= 2.00 A+
k=
g 1.50 A
g
=
< 1.00
é
=
- . ' . l
0.00 - . . . . - . . ‘
TO3 Tos T13 T33 T34 T39 T47 T50  ALL42

Linhagens de Triclroderma lvarZianimn

Figura 5: Producdo de Lignina peroxidase pelas diferentes linhagens de

Trichoderma harzianum em condi¢do de agitagdo.

Observa-se que ndo hd um padrdo na producdo das diferentes enzimas, a
producdo varia em quantidade e também entre as linhagens. Neste sentido, a cepa T39
apresentou a melhor produ¢ao de Lacase, enquanto que a cepa T33 teve a melhor producao

de Lignina peroxidase e a cepa T08, a melhor producao de Manganés peroxidase (Figura
6).
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Atividade Enzimatica UinL-1

+.00 A

3,50 4

3,00 4

250 4

2.00 4

L350 A

100 A

250 'j 0.09 0.0%
D00+ T T T T

TO3 TOS T33 T34

T13 T39  T47  T50 ALL42
Linhagens de Tidcirodermea Irarzianann
Figura 6: Producdo de Manganés peroxidase pelas diferentes linhagens de

Trichoderma harzianum em condi¢do de agitagdo.
6.1.2 Cultivo de Trichoderma harzianum em meio liquido na condicao estatica.

O cultivo de Trichoderma harzianum também foi realizado em condicdo
estdtica, desta vez, a linhagem ALLA42 destacou-se na produ¢do enzimatica de Lacase, com
uma média de 3,6 U.mL". Neste cultivo, a linhagem T03 também foi responsdvel pela
menor produgdo de Lacase, assim como no cultivo em condi¢dao de agitacdo. A Figura 7

mostra a producao de enzimas pelas linhagens estudadas.
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Figura 7: Producdo de Lacase pelas diferentes linhagens de Trichoderma

harzianum em condigdo estética.

Os resultados da producdao de Lignina peroxidase em condicdo estatica
demonstraram claramente a influéncia do meio na produgdo de enzimas. Ao compararmos

a cepa T33, foi verificado que em meio agitado ela apresentou uma producdo enzimética
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de 2,36 U.mL" para Lignina peroxidase, enquanto em condi¢do estatica foi a cepa com

menor produgdo de Lignina peroxidase, apenas 0,01 U.mL'l(Figura 8).
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Figura 8: Producdo de Lignina peroxidase pelas diferentes linhagens de

Trichoderma harzianum em condigdo estatica.

O comportamento na producdo de Manganés peroxidase foi semelhante a
producdo de Lacase. Os resultados evidenciaram que nestas condicdes o género em estudo
apresenta melhor produgdo para Manganés peroxidase (Figura 06 e 09). Aguiar, Ferreira &
Monteiro (2010) cultivaram trés linhagens de Pleurotus sp e Trichoderma reesei em
bagaco pré-tratado e vinhaga e verificaram que o Trichoderma reesei produziu Lacase e
Manganés peroxidase em todos os ensaios. Eles observaram também que a atividade de
Manganés peroxidase foi de 1,9 a 4,8 vezes maiores no ascomiceto, em comparacio aos
demais basidiomicetos. Demonstrando que este género tem potencial para a producdo de

Manganés peroxidase.
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Figura 9: Producdo de Manganés peroxidase pelas diferentes linhagens de

Trichoderma harzianum em condicao estdtica.
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Os estudos que buscam identificar linhagens de Trichoderma com potencial
para aplicacdo industrial baseiam-se principalmente no estudo da Lacase, devido ao seu
reconhecido potencial para aplica¢des industriais, na remocao de corantes, no tratamento
de efluentes Kraft e no tratamento de dgua, mas outras enzimas, produzidas pelos fungos,

sdo capazes de atuar na degradacdo de compostos de dificil degradacdo.

6.2 ASSOCIACAO ENTRE AS LINHAGENS SELECIONADAS DE
Trichoderma harzianum E FUNGOS DE DECOMPOSICAO BRANCA

Ap6s o cultivo das linhagens de Trichoderma harzianum (T03, TO8, T13, T34,
T39, T47, T50, ALLA42) em condicdo estdtica e de agitagdo para verificar o potencial de
producdo enzimadtica, selecionou-se quatro linhagens (T34, T39, T47 e ALL42) para
constituirem as associagdes com Trametes villosa e Pycnoporus sanguineus, na escolha das
linhagens foram observados a produ¢do de Lacase durante o experimento € o
comportamento desta producdo no decorrer das andlises. Os resultados descritos a seguir
estdo organizados por espécie. Primeiramente sdo apresentados os resultados obtidos no
cultivo das linhagens de Trichoderma harzianum com Trametes villosa € posteriormente 0s
resultados obtidos no cultivo das linhagens de Trichoderma harzianum com Pycnoporus
sanguineus. Os resultados das andlises com a respectiva estatistica descritiva encontram-se

no Apéndice B.

6.2.1 Cultivo das linhagens de Trichoderma harzianum selecionadas com

Trametes villosa em condi¢do de agitacdo e produgao das enzimas.

Os experimentos foram realizados conforme descrito no item 5.4.1. A Figura 10
ilustra a producdo de Lacase (Lcc), Lignina Peroxidade (LiP) e Manganés peroxidase
(MnP), no periodo de realizagdao do ensaio, que compreendeu 25 dias. Nestas condi¢des a
associacdo entre o Trichoderma harzianum T34 e Trametes villosa produziram a maior
quantidade de Lacase. A grande producdo de Manganés Peroxidade pode ser associada a
presenca do Trichoderma harzianum, visto que nos ensaios com cultura pura, esse mesmo

género apresentou maior producdo da enzima Manganés peroxidase.
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Figura 10: Atividade enzimatica de Trametes villosa em associagdo com as

linhagens de Trichoderma harzianum em condi¢do de agitacao.

Ao comparar a produgdo enzimética das associagdes com o grupo controle, que
correspondeu ao cultivo do Trametes villosa individualmente, verificou-se que o
Trichoderma harzianum foi capaz de induzir a producdo enzimadtica nas associacdes com
T34, apresentando uma producdo cinco vezes maior para a enzima Lacase. Nas demais
associagdes verificou-se um pequeno aumento na producdo enzimdtica de Lacase na
associacdo com T39 e ALL42, e um decréscimo na produgdo, na associagdo com T47.
Observa-se que para estas linhagens o cultivo misto ndo representou diferencas
significativas na producdo de Lacase, a andlise estatistica indicou que nestas condi¢des o
Trichoderma harzianum nao foi um bom indutor na producdo de Lacase.

A andlise do comportamento de producdo de Lacase no decorrer dos
experimentos evidenciou picos de producdo enzimatica diferentes para cada associagdo. A
associacdo com T34 e T47 demonstrou pico de produ¢do no 10° dia de experimento, com
valores correspondentes a 16,19 UmL'e 1,65 U.mL’l, respectivamente. A associagdo com
T39 apresentou maior produgdo no 20° dia, com uma produgdo equivalente a 2,27 U.mL™,
enquanto que a associacdo com ALLA42 apresentou os melhores resultados no 25° dia (1,78
U.mL™).

Foi verificado que a linhagem T39 apresentou a maior produgdo de LiP, com
pico na produgdo no 25° dia de experimento, com uma produgio de 43,91 U.mL™.

A producdo de Manganés peroxidase pode estar relacionada a presenga das

linhagens de Trichoderma harzianum, considerando que nos ensaios para a selecdo das
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linhagens, a producdo de Manganés peroxidase foi expressiva, confirmando o estudo de
Aguiar, Ferreira & Monteiro (2010). Estes autores encontraram maior atividade de
Manganés peroxidase em Trichoderma quando comparado com a producdo desta enzima

por fungos basidiomicetos.

6.2.2 Cultivo das linhagens de Trichoderma harzianum selecionadas com

Trametes villosa em condigdo estética.

Os experimentos em condicdo estitica demonstraram que a producdo
enzimatica € influenciada pela condicao de cultivo. Foi utilizado o mesmo meio de cultura,
temperatura e quantidade de indculos, mas ao variar a condicdo (estdtica/agitacdo),
observou-se maior produ¢do enzimdtica, tanto em relacdo ao controle, quanto em relagao
as associagdes no cultivo realizado em condic¢do estatica. (Figura 11). Vale ressaltar que a
associacdo com T34 produziu a maior quantidade de Lacase em meio agitado, porém
nestas condicdes, a producdo ndo foi significativa, com destaque para a produgdo das

associacdes com T39 e T47, que apresentaram maior producdo nestas condigdes.
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Figura 11: Atividade enzimdtica de Trametes villosa em associacdo com as

linhagens de Trichoderma harzianum em condicao estdtica.

Ao analisar a producdo enzimdtica de Lacase no decorrer dos experimentos
(Figura 11), observou-se que os picos de produgdo sdo tardios em relacdo a condicdo de
agitacdo. Desta vez, as associacdes T34, T47 e ALL42 apresentaram pico de producdo no

15° dia de crescimento, apenas a associacdao T39 teve pico de producdo no 20° dia, os
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resultados indicam melhor producdo nesta condi¢do, porém exigindo maior tempo de
cultivo. J& o grupo controle ndo apresentou diferencas significativas na producado,
mantendo-se constante durante o experimento, com valores de produgdo baixos.

Savoié & Billette (1998) verificaram que o cultivo de Trichoderma sp com o
basidiomiceto Lentinus edodes promoveram aumento em até vinte vezes na producdo de
Lacase nesta espécie. Eles observaram também que a presenca de Trichoderma pode
influenciar no padrao de isoformas das Lacases, decorrente das interacdes entre o
Trichoderma e Lentinus edodes. Nesta associacdo, observou-se que a condi¢do estdtica
favoreceu a producao de Lacase, mas ndo contribui para a produgdo de Lignina peroxidase.
Os valores obtidos foram inferiores a producdo em meio agitado, em que a producio
chegou a 43,91 U.mL"', enquanto que na condicdo estética, os valores ndo ultrapassaram
3,42 U.mL"

Neste ensaio, a produ¢do de Manganés peroxidase foi menor em relacdo a
producdo do ensaio em meio agitado, mas observou-se que em meio agitado a menor
producdo de MnP ocorreu no 5° de cultivo com a producdo de 1,32 U.mL”, entre a
associacdo de T. villosa e o Trichoderma ALLA2, enquanto neste ensaio, a maior producao
ocorreu exatamente no 5° dia pela associacdo de T. villosa e o Trichoderma ALL2, com a

producdo de 23,30 U.mL™.

6.2.3 Cultivo das linhagens selecionadas de Trichoderma harzianum com

Pycnoporus sanguineus em condicao de agitacio e producdo das enzimas.

A associa¢do com Pycnoporus sanguineus nao favoreceu a producao de Lacase.
A producdo do grupo controle durante, os 25 dias de experimento superou em até sete
vezes a producdo da associacdo de P. sanguineus com a linhagem ALL42, associacdo
responsavel pela maior producdo de enzimas, demonstrando que a presenca de
Trichoderma harzianum pode ter provocado inibi¢do na producdo da enzima Lcc (Figura

12).
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Figura 12: Atividade enzimética de Pycnoporus sanguineus em associagdo com

as linhagens de Trichoderma harzianum em condi¢do de agitacdo.

O grupo controle apresentou pico de producdo enzimatica no 20° dia de cultivo,
com uma produgio relevante de 159,69 U.mL™" .

Esta associagdo demonstrou ser favordvel para a produc¢do de Lignina
peroxidase e Manganés peroxidase que, mais uma vez, pode ter a produgdo atribuida a
presenca das linhagens de Trichoderma harzianum, pois os valores obtidos para o grupo
controle sdo muito inferiores em relacdo a associagcdo, confirmando os resultados obtidos

na etapa de selecdo das linhagens.

6.2.4 Cultivo das linhagens selecionadas de Trichoderma harzianum com

Pycnoporus sanguineus em condicao estatica e produgdo de enzimas.

Os resultados demonstram que o cultivo misto de Trichoderma harzianum e P.
sanguineus nao foi favordvel para a produgdo de Lacase tanto na condi¢do de agitacdo,

como na condig¢do estatica (Figura 13).
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Figura 13: Atividade enzimética de Pycnoporus sanguineus em associacdo com

as linhagens de Trichoderma harzianum em condicdo estatica.

Nestes experimentos a producdo de Lacase pelo fungo P. sanguineus foi bem
menor em relacdo a producdo na condi¢do de agitacdo. Enquanto a produg¢do do grupo
controle em meio agitado chegou a 159,69 U.mL", na condi¢cdo estitica a producao
maéxima foi de apenas 7,08 U.mL™.

A producdo de Lignina peroxidase foi menor no cultivo em condi¢do estatica,
com destaque para a associacdo com a linhagem T39. Nos dois cultivos foi a associagdao
que apresentou melhor produgdo de Lignina peroxidase.

A producdo da enzima Manganés peroxidase foi melhor no grupo controle com
a producdo de 8,34 UmL", enquanto na condicdo de agitacdo a associacdo entre P.
sanguineus e T39 chegou a produzir 8,06 U.mL™" .

Os resultados desta etapa permitem concluir que no cultivo da cultura mista, o
basidiomiceto Trametes villosa apresentou os melhores resultados na produ¢do enzimética
de Lacase e que a condi¢d@o estdtica é mais favordvel nesta producdo. Flores et al. (2009)
cultivaram Agaricus bisporus e Pleurotus ostreatus na presenca de Trichoderma e
observaram que nos ensaios utilizando Agaricus bisporus o incremento na produgdo de
Lacase foi consideravelmente maior em relacdo aos ensaios com Pleurotus ostreatus. Os
autores observaram também que o tipo de meio de cultura utilizado influenciou na
producdo enzimatica. Neste trabalho ndo foram realizados ensaios com meio de cultura
diferente, mas observou-se também, que a condi¢do de cultivo agitado/estética influenciou

no padrdo de producao das enzimas.
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Baldrian (2004) observou em seus experimentos que a atividade de Lacase
medida apds cinco dias de experimento correspondeu a 0,71 U e apds a adi¢do de indculos
de Trichoderma harzianum esses valores chegaram a 17 U e 45 U, no 12° e 45° dia de
experimento. Cedeno et al. (2007) verificaram que a associa¢cao entre o fungo da podridao
branca Preurotus ostreatus e Trichoderma longibrachiatum aumentaram de 10 a 18 vezes
a producdo de Lacase. Neste trabalho a presenca do Trichoderma harzianum T39 no
cultivo com T. villosa aumentou em até 13 vezes a producao de Lacase e a linhagem T47

com T. villosa aumentou em até 7 vezes a producdo desta enzima.

Etapa 2

6.3 DEGRADACAO DO ACEFATO EM MEIO LIQUIDO

Os experimentos envolvidos na Etapa 2 foram realizados com as associagdes
fungicas descritas no Quadro 5 em meio de cultura suplementado com Acefato, os
resultados foram representados em graficos somentes nas amostras com producdo
significativa de Lacase pela associacdo em relacao ao grupo controle.

Considerando que a atividade ligninolitica das enzimas estd associada as
condicdes de cultivo, a degradacdo do Acefato foi avaliada em condicdo de agitacdo e
condicdo estdtica. No decorrer dos experimentos, verificou-se o valor do pH nas amostras,
que teve algumas variacdes, mas permaneceu entre 4 € 5.

A caracterizagdo da atividade ligninolitica de basidiomicetos foi realizada por
Gomes et al. (2009), que identificaram que as Lacases apresentam atividade 6tima em pH
3,0 a 3,5 e demonstram-se estaveis em pH de neutro a alcalino. Ainda de acordo com os
autores a atividade 6tima da Lignina peroxidase ficou entre pH 4,5 e 6,0, enquanto a
Manganés peroxidase demonstrou melhores resultados no pH igual a 3,5.

Muhammad et al. (2008) fizeram uma revisdo sobre o potencial biorremediador
de poluentes industriais por basidiomicetos e mostraram que a Lacase, Lignina peroxidase
e Manganés peroxidase sao as principais enzimas envolvidas nos processos de degradacao.
Nesta revisdo, os autores verificaram que a Lacase tem atividade 6tima no pH de 2 a 10, a
Lignina Peroxidade no pH de 2 a 5 e a Manganés peroxidase entre 4 e 7. Esses resultados
demonstram que os valores de pH identificados neste estudo contribuiram para a produgao

de Lcc, Lip e MnP.
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A relacdo carbono/nitrogénio ndo foi avaliada neste estudo, adotando-se um
meio padrdo para o cultivo dos fungos, Machado et al. (2006) avaliaram a influéncia de
diferentes concentragdes de nitrogénio na producdo de enzimas por Trametes villosa e
Pycnoporus sanguineus e observaram que a quantidade de nitrogénio ndo influenciou na
producdo enzimadtica, os autores verificaram também que o cultivo em condicdo de

agitacdo favoreceu a degradacdo.

6.3.1 Degradacdo do Acefato em meio liquido pela associacdo de Trametes

villosa com as linhagens de Trichoderma harzianum na condi¢do de agitacao.

Na tabela 1 sdo apresentados a média de producdo enzimatica durante os 25
dias de cultivo, obtidos para associacdo entre Trametes villosa e as linhagens de
Trichoderma harzianum, na condicdo de agitacdo, na presenca de 10% e 50% de Acefato,
sdo apresentados também, os resultados estatisticos realizados para comparar a produgdo

entre a cultura pura e as associacdes.

Tabela 1: Média da produgdo enzimatica na associagcdo de Trametes villosa com
linhagens de Trichoderma harzianum na presenca de Acefato 10% e 50% em condicdo de

agitacao e teste estatistico U (ou Mann Whitney).

Agitacao Média da Produciio enzimatica (U.mL™")

Lacase Lignina peroxidase Manganés peroxidase

Fungo 10% p 50% p 10% P 50% p 10% p 50% P

T. villosa 1,35 11,09 0,93 0,91 3,56 2,05

T. villosa e

T34

1,45 0564 1,24 1,00 0,81 0,248 3,28 0,083 234 0,564 291 0,386

T. villosa e

T39

1,27 0,772 045 1,00 3,00 0,021 11,93 0,043 2,62 0386 1,72 0,773

T. villosa e
47 1,65 1,00 201 1,00 4,21 0,021 5,15 0,149 2,04 0,248 2,10 0,773
Tvillosa e

961 0248 4,06 1,00 0,76 100 041 0564 275 0,248 1,84 0,773
ALLA42

A producdo de Lacase pelo grupo controle, composto pelo fungo Trametes

N

villosa apresentou diferencas significativas em relagdo a concentracdo do Acefato. Nos
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ensaios com concentragdo de 10% do produto, observou-se uma producao baixa, com pico
de produgio no 10° de cultivo, com produgdo maxima de 2,29 U.mL"

Na concentragdo de 50% a producdo de Lacase aumentou consideravelmente,
com destaque para 10°, 20° e 25° dia. Nestas condicdes, o pico de produgdo ocorreu no 25°
dia.

Nos estudos realizados por Jardim (2010) os valores maximos de producgdo
enzimatica foram 0,29 mL! de LiP na concentracdo de 10% e 0,01 de MnP na
concentracdo de 50%, a maior producdo de Lacase foi obtida na presenca do Acefato 50%
com valor de producdo igual a 6,72U.mL"". Neste ensaio, a maior producdo de Lacase
correspondeu a 20,64 U.mL' na concentracio de 50% de Acefato. Ao comparar a
producdo de Lacase em relagdo a concentracdo, pode-se dizer que o Acefato pode
funcionar com um indutor na produgao de Lacase. No entanto, ndo se observou o mesmo
comportamento para a Lignina peroxidase e Manganés peroxidase que apresentaram
producdo semelhante nas duas concentracdes de Acefato 10% e 50%.

Ao avaliar a atividade ligninolitica de 125 fungos basidiomicetos, Matheus,
Machado & Bononi (2005) verificaram a producdo de Lacase e Manganés peroxidase por
trés linhagens de Trametes villosa. Os pesquisadores observaram que a melhor atividade
enzimatica foi das linhagens de Trametes villosa isolados de solos contaminados com
compostos organoclorados, demonstrando que a eficiéncia na degradacao dos compostos
recalcitrantes pode ser maior, quando os microrganismos sao isolados de sitios
contaminados.

A associacdo entre Trametes villosa e a linhagem T34 ndo influenciou
positivamente a producdo das trés enzimas analisadas, para a Lacase, a producao média
ndo ultrapassou 2,04 U.mL™" na presenca de 10% de Acefato. Considerado a média geral
de produgdo, tanto a Lignina peroxidase como a Manganés peroxidase tiveram menor
producdo em relagdo ao grupo controle, formado pelo cultivo individual do Trametes
villosa.

A associacdo entre Trametes villosa e a linhagem T39 demonstra resultados
positivos para a producao de Lignina peroxidase, nas duas concentra¢des de Acefato, 10%
e 50%. Ambos produziram grande quantidade desta enzima, com producgdo significativa
em relacdo a cultura individual, confirmando o potencial desta linhagem para producdo de

Lignina peroxidase.
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Na concentracio de 50% observa-se um pico de producdo no 10° dia e
posteriormente no 25° ocorre uma retomada na producdo. A produgdo de Lacase ndo
apresentou diferencgas significativas entre o cultivo da cultura pura e a associacdo. Mais
uma vez, a produ¢do de Manganés peroxidase foi menor do que a produgdo do grupo
controle.

Ao considerarmos a associacdo entre Trametes villosa e a linhagem T47 mais
uma vez a enzima Lignina peroxidase sobressai-se em relacdo as demais, no cultivo com
10% de Acefato, a producdo chega a 20,32 U.mL"' no 15° dia e no cultivo com 50% de
Acefato tem-se uma producao de 18,18 U.mL"! no 10° dia, e uma retomada no 25° dia.
Novamente os valores obtidos para a enzima Lacase e Manganés peroxidase, sdo inferiores
a producao do grupo controle.

A associacdo entre Trametes villosa e linhagem ALLA42 apresentou resultados
satisfatorios, no cultivo com 10% de Acefato, a produc¢do de Lacase superou o grupo
controle em todo o periodo do ensaio, com pico de producdo no 10° dia.

O ensaio na presenca de Acefato 50% apresentou melhor produgdo em relacao
as demais associagdes analisadas, porém os valores foram menores do que a producao do
grupo controle. A produgdo de Lignina peroxidase e Manganés peroxidase também foi
menor em relacdo a média do grupo controle.

Os resultados analisados neste grupo indicam que somente a associacao entre
Trametes villosa e a linhagem ALL42 na presenca de 10% de Acefato, apresentou maior
producdo de Lacase em relacdo ao cultivo da cultura pura. O pico de producdo das enzimas
nao obedeceu a um padrdo, observam-se picos distintos entre a cultura pura e a associacao,
e entre as mesmas linhagens em diferentes concentracdes de Acefato. A producdo de
Lignina peroxidase, foi significativa em duas associagdes em relaciao a producdo do grupo
controle, e a producao de Manganés peroxidase em todas as associag¢des, foi menor do que

a produc¢do desta mesma enzima, nos ensaios sem a presenca do Acefato (Etapa 1).

6.3.2 Degradacdo do Acefato em meio liquido pela associacdo de Trametes

villosa e as linhagens de Trichoderma harzianum em condicao estatica.

Na tabela 2 sdo apresentados a média de producdo enzimdtica obtidos para

associacdo entre Trametes villosa e as linhagens de Trichoderma harzianum, na condi¢ao
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estdtica, na presenca de 10% e 50% de Acefato, sdo apresentados também os resultados

estatisticos realizados para comparar a produgdo entre a cultura pura e as associagoes.

Tabela 2: Média da produgdo enzimdtica na associacdo de Trametes villosa
com linhagens de Trichoderma harzianum na presenca de Acefato 10% e 50% em

condicdo estética e teste estatistico U (ou Mann Whitney).

Estatica Média da Producio enzimatica (U.mL™)

Lacase Lignina peroxidase Manganés peroxidase

Fungo 10% P 50% /4 10% /4 50% p 10% p 50% P

Trametes

1,57 0,93 1,03 1,25 1,92
villosa
T. villosa e

T34

1,12 0,386 2,03 0,021 1,04 0564 092 0,149 223 0,386 328 0,773

T. villosa e
39 5,28 0,021 2,67 0,021 1,45 0564 1,67 0,083 141 0,773 2,19 0,773
T. villosa e
47 2,35 0,149 2,19 0,021 1,14 0,073 1,08 0,149 258 0,083 427 0,773
T.villosa e

ALL42

4,69 0,021 3,34 0,021 4,12 0,083 0,72 0,773 1,72 0,564 5,55 0,043

O cultivo de Trametes villosa em condi¢do estdtica na presenca de 10% de
Acefato indicou melhor producdao de Lacase em relacdo ao cultivo em meio agitado.
Observa-se que o pico de produgdo ocorreu no 20° dia, com a producio de 3,1 U.mL™, ao
contrdrio do cultivo em meio agitado cujo pico de producdo ocorreu no 10° dia com a
produgio de 2,29 U.mL™". A producdo de LiP e MnP também foram baixas, com produgio
maxima de 1,3 UmL'e 2,18 U.mL’l, respectivamente.

Machado et al. (2006) verificaram o potencial de Trametes villosa e
Pycnoporus sanguineus em descolorir corantes téxteis utilizados na manufatura do
algodao, e verificaram que o Trametes villosa descoloriu os 28 corantes testados, enquanto
o Pycnoporus sanguineus descoloriu apenas nove. Demonstrando o maior potencial de 7.
villosa para a produgdo de enzimas. Os resultados indicaram que o cultivo em meio agitado
favoreceu a degradacdo, os pesquisadores verificaram também que a concentracdo de

nitrogénio ndo interferiu na atividade lignolitica dos fungos.
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Na associacdo de Trametes villosa com a linhagem T34 observa-se maior
producdo de Lignina peroxidase na presenca de Acefato 10%, com destaque para a

producdo do 25° dia de experimento (Figura 14).
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Figura 14: Atividade enzimética de Trametes villosa em associacdo com T34

na presenca de Acefato 50% em condigdo estatica.

A associacdo de Trametes villosa com a linhagem T39 apresentou bons
resultados para a producdo de Lacase, o pico de produg¢do ndo foi o mesmo nas duas
concentracdes trabalhadas, na presenca de 10% de Acefato observa-se uma produgao
considerdvel de 10,3 U.mL" de Lacase no 25° dia enquanto na presenca de 50% de
Acefato obteve-se a maior producio no 15° dia 3,31 U.mL". Nesta associacdo observa-se
uma producao significativa de Lacase em relagdo ao grupo controle (p<0,05). Nao houve
diferencas significativas entre a producdo de Manganés peroxidase e Lignina peroxidase
em comparagdo ao grupo controle. Para esse mesmo grupo em condi¢do de agitagdo a

producio de Lacase ndo superou 2 U.mL™"' (Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Atividade enzimética de Trametes villosa em associacdo com T 39

na presencga de Acefato 10% em condigdo estatica.
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Figura 16: Atividade enzimaética de Trametes villosa em associacdo com T 39

na presenca de Acefato 50% em condigdo estatica.

Para a associacdo entre Trametes villosa e a linhagem T47 houve diferengas
significativas na producdo de Lacase entre o grupo controle e a associacao, no experimento
com 50% de Acefato (Figura 17). A producdo de Lignina peroxidase e Manganés

peroxidase pela associagdo foi menor em relagao ao grupo controle.
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Figura 17: Atividade enzimatica de Trametes villosa em associagcdo com T 47

na presenga de Acefato 50% em condigdo estatica.

A associacdo de Trametes villosa com a linhagem ALL42 apresentou producao
significativa de Lacase em relacdo ao grupo controle, na presenca de 10% e 50% de
Acefato, os resultados na condicdo estética e de agitacdo indicam que esta linhagem é um

bom indutor para a produgcdo de Lacase e Manganés peroxidase nestas condi¢des (Figura

18).
= 97
ERS
s 1
<
.f.:’ 6 - 6,37] 6,55
\g 5 5,83 @ Lec
E 4] 753 B Lip
E 3] 3.7 O MnP
= 2,84
E
= 1,92
Z 1 [18 030
0,07
< 04 -
5° dia 10° dia 15° dia 20° dia 25° dia

Dias de cultivo

Figura 18: Atividade enzimdtica de Trametes villosa em associagdo com

ALLA4?2 na presenca de Acefato 50% em condigdo estatica.
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6.3.3 Degradacao do Acefato em meio liquido pela associagdo de Pycnoporus

sanguineus € Trichoderma harzianum em condicdo de agitacao.

Na tabela 3 serdo apresentados a média de producdo enzimadtica obtidos para
associacdo entre Pycnoporus sanguineus € as linhagens de Trichoderma, na condicdo de
agitacdo, na presenca de 10% e 50% de Acefato, sdo apresentados também os resultados

estatisticos realizados para comparar a produg@o entre a cultura pura e as associagoes.

Tabela 3: Média da produg¢do enzimdtica na associacdo de Pycnoporus
sanguineus com linhagens de Trichoderma harzianum na presenca de Acefato 10% e 50%

em condicdo de agitacdo e teste estatistico U (ou Mann Whitney).

Agitacio Média da Produciio enzimatica (U.mL™")

Lacase Lignina peroxidase Manganés peroxidase

Fungo 10% P 50% p 10% P 50% P 10% P 50 % /4

P.
5,15 26,14 1,28 1,62 1,85 3,59

sanguineus
P.sanguineus

T34 2,33 0,021 2,77 0,021 224 0,149 3,01 0,564 3,771 0,248 5,80 0,564
e

P.sanguineus
39 0,99 0,021 5,22 0,021 147 0,772 2,54 0,248 2,774 0,149 6,87 0,149
e

P.sanguineus
47 7,66 0,021 22,31 0,564 3,69 0,021 1,83 0,773 1,60 0,386 3,09 0,564
e

P.sanguineus

892 0,043 14,31 0,248 3,85 0,021 1,49 0,773 1,83 0,773 332 0,773
e ALLA2

A associacdo entre Pycnoporus sanguineus e as linhagens de Trichoderma
harzianum na presenca de 10% de Acefato indicam que somente as linhagens de 7.
harzianum T47 e T. harzianum ALL42 foram capazes de aumentar a producdo de Lacase
por P. sanguineus, na presenca de 50% todas as associa¢des produziram menos Lacase do
que o grupo controle.

Na cultura pura com a presenca de Acefato 10%, o pico de produgdo de Lacase
ocorreu no 10° dia, com a producdo de 7,53 U.mL™" ao comparar os experimentos com esta
mesma espécie, sem a presenca do Acefato, observa-se que este mesmo fungo produziu
69,12 U.mL"' de Lacase. Demonstrando que nestas condi¢des o cultivo do fungo sem a

presenca do Acefato é mais favoravel a produgdo de enzimas.
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A producdo de Lignina peroxidase e Manganés peroxidase, apresentaram
variagcdes, nos dias de cultivo analisados, na presenca de 10% de Acefato a maior producdo
de LiP ocorreu no 15° dia com 3,66 U.mL"! e no 5° dia com 3,10 U.mL"! de MnP, o
mesmo comportamento ndo foi observado por Jardim (2010) que obteve produgdo inferior
a 0,16 U.mL . para LiP e 0,13 U.mL'MnP. Estes resultados indicam que a maior
producao de Lip e MnP podem estar relacionados a presenca das linhagens de
Trichoderma harzianum.

A producdo de Lacase por Pycnoporus sanguineus na presenga de 50% de
Acefato apresentou os melhores resultados. A producdo média foi de 26,14 U.mL’,
durante os 25 dias de cultivo, com destaque para o 10° dia que apresentou uma producao
de 47,19 U.mL", nestas mesmas condi¢des de cultivo Jardim (2010) obteve produgdo
maxima igual a 27,03 U.mL.

Na associagcdo entre Pycnoporus sanguineus e a linhagem T34 os melhores
resultados de producdo enzimdtica foram para a Lignina peroxidase e Manganés
peroxidase, ambos com pico de producao no 15° dia.

Na presenca de 50% de Acefato a linhagem T34 apresentou o mesmo
comportamento em relacdo a producdo das enzimas, MnP também teve o pico de producao
no 15° dia, ja a producgao de LiP teve seu pico no 20° dia.

O mesmo comportamento pode ser observado para a associagdo com a
linhagem T39, onde a produgdo de LiP e MnP foi maior do que a produgdo de Lacase, com
pico de produgdo de LiP, também no 15° dia.

Assim como no ensaio com 10% de Acefato esta mesma associacdo ndo teve
producdo de LiP no 20° dia de cultivo, a producdo de Lacase e Manganés peroxidase foi
maior em relacdo a associagdo com 10% de Acefato, mas a média geral de producdo foi
menor do que a produgdo do grupo controle.

A associacdo com a linhagem T47 apresentou resultados significativos para a
producdo da enzima Lacase e Lignina peroxidase, com pico de producdo no 10° e 15° dia
respectivamente. A producdo média das enzimas, foi significativa em relacdo a producao
da cultura de Pycnoporus sanguineus individualmente, indicando que esta linhagem pode

ser utilizada como indutor para as enzimas Lacase e Lignina peroxidase (Figura 19).
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Figura 19: Atividade enzimética de Pycnoporus sanguineus em associagdo com

T47 na presenca de Acefato 10% em condicao de agitacao.

Na presenca de 50% de Acefato a associagdo com a linhagem T47 apresentou
bons resultados para a producdo da enzima Lacase, nestas condi¢des nao houve producao
de Lignina peroxidase no 5° e 15° dia de cultivo, mas a média geral de producao superou a
média de produgdo do grupo controle.

A associagdo com a linhagem ALL42 também apresentou resultados positivos
para a producdo de Lacase e Lignina peroxidase, confirmando o potencial desta linhagem
como agente indutor na producdo de enzimas, visto que, na associacdo com Trametes
villosa esta mesma linhagem também apresentou resultados significativos na producdo de
Lacase e Manganés peroxidase. De forma geral, a associacdo com a linhagem ALL42
sobressai-se em relacdo aos demais, aumentando a producdo de Lacase nos cultivos com a

sua presenca (Figura 20).
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Figura 20: Atividade enzimética de Pycnoporus sanguineus em associagdo com

ALLA?2 na presenca de Acefato 10% em condi¢do de agitagao.
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6.3.4 Degradacao do Acefato em meio liquido pela associagdo de Pycnoporus

sanguineus e as linhagens de Trichoderma harzianum em condicdo estatica.

Na tabela 4 serdo apresentados a média de producdo enzimadtica obtidos para
associacdo entre Pycnoporus sanguineus e as linhagens de Trichoderma, na condi¢do
estdtica, na presenca de 10% e 50% de Acefato, sdo apresentados também os resultados

estatisticos realizados para comparar a produgado entre a cultura pura e as associagoes.

Tabela 4: Média da producdo enzimdtica na associacdo de Pycnoporus
sanguineus com linhagens de Trichoderma harzianum na presenca de Acefato 10% e 50%

em condicdo estdtica e teste estatistico U Mann Whitney.

Estatica Média da Producio enzimatica (U.mL™)

Lacase Lignina peroxidase Manganés peroxidase

Fungo 10% /4 50% /4 10% P 50% P 10% p 50 % P

P. sanguineus 1,61 6,18 1,25 1,13 2.11 3,60

P.sanguineusx

T34 1,57 0,773 1,98 0,020 1,59 0,386 1,03 0,564 3,21 0,38 099 0,386

P.sanguineusx

T39

1,87 0,564 2,56 0,245 094 0,248 4,31 0,021 234 0,773 2,58 0,773

P.sanguineusx

47 1,74 0,773 1,62 0,021 1,69 0386 1,54 038 1,76 0,386 2,15 0,773

P.sanguineusx

1,25 0,059 298 0,248 0,79 0,149 087 1,00 294 0,773 3,40 0,386
ALLA2

Para o fungo Pycnoporus sanguineus a condi¢do estdtica ndo favoreceu a
producdo de Lacase, pois a melhor produgdo ocorreu em condi¢do de agitacao, na presenca
de 10% de Acefato, a producdo médxima de Lacase ocorreu no 15° dia de cultivo com a
producdo de apenas 3,26 U.mL’, enquanto em condicdo de agitacio nesta mesma
concentracdo a producao chegou a 7,53 U.mL™.

A producdo de Manganés peroxidase chegou a 5,54 U.mL" no 15° dia de
cultivo, enquanto no estudo desenvolvido por Jardim (2010) a produ¢do ndo ultrapassou
0,48U.mL". Na presenca de 50% de Acefato, houve maior producio de Lcc, com destaque
para o 20° dia de cultivo, que teve producdo igual a 7,72 U.mL™ , nestas condicdes a

produgio de MnP chegou a 7,33 U.mL™".
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Os resultados da associacdo com a linhagem T34, ndo indicam resultados
positivos para a associacao, observa-se no grafico da Figura 45 e 46 que houve a producao
das trés enzimas, em todos os dias analisados, mas a média de produg¢do nao superou a
producgdo do grupo controle.

Na associacdo com a linhagem T39 observa-se que nao houve a producdo de
LiP no 20° e 25° dia de cultivo na presenca de 10% de Acefato. A producdo de Lacase
também foi inferior a producao do grupo controle.

Na presenca de 50% de Acefato esta foi a tinica associa¢do que produziu maior
quantidade de LiP, quando comparado com a producao do grupo controle.

As associacdes com a linhagem T47 na presenca de 10% e 50% de Acefato,
apresentaram producdo das trés enzimas, em todos os dias analisados, mas a produgdo
também foi menor em relacdo ao grupo controle, indicando que nestas condi¢des o cultivo
individual de Pycnoporus sanguineus € mais favordvel para a producdo das enzimas em
estudo.

A associacdo com a linhagem ALL42 apresentou maior producdo de MnP na
presenca de 10% de Acefato, superando a produc¢do do grupo controle. Na presenga de
50% de Acefato a producdo de Lcc foi considerdavel, mas a média geral de producdo foi
menor do que a producdo do grupo controle. Estes resultados indicam que a linhagem
ALLA42 é um bom indutor na producdo de enzimas, confirmando os resultados encontrados

nos ensaios realizados com Trametes villosa e Pycnoporus sanguineus em meio agitado.

6.4 ANALISE DO ACEFATO APOS TRATAMENTO

Apds os ensaios com as associagdes fungicas na presenca do Acefato foram
realizados dois experimentos diferentes: andlise do extrato apds tratamento por fungo pela
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, com o intuito de
verificar se houve redu¢do do Acefato e ou a formacdo de seu metabdlito, o0 Metamidofés e
andlise do Acefato apds o tratamento utilizando o Teste Colorimétrico de Identificacdo da
Colinesterase.

Para a realizacio desta etapa foram selecionadas as associagcdes que
apresentaram os melhores resultados enzimdticos obtidos na presenca do Acefato, a
selecdo resultou em oito associacdes que apresentaram produgdo significativa de enzimas

em relacdo a producdo do grupo controle. O teste estatistico realizado para comparar a
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producdo enzimdtica, foi o Teste u (Mann Whitney), que compara dois grupos que nao

possui distribuicao normal. O quadro 7 apresenta as associagdes selecionadas.

Quadro 7: Associagdes flingicas com melhor desempenho na producido de

Lacase.

ASSOCIACOES COM MELHOR PRODUCAO ENZIMATICA

Associacao fungica Concentragdo | Condigao de cultivo
de Acefato

Pycnoporus sanguineus e T47 10% Agitacao
Pycnoporus sanguineus e ALL42 10% Agitacao

Trametes villosa e T39 10% Estética

Trametes villosa e ALL42 10% Estatica

Trametes villosa e T34 50% Estética

Trametes villosa e T39 50% Estética

Trametes villosa e T47 50% Estatica

Trametes villosa e ALL42 50% Estética

6.4.1 Andlise do extrato apds tratamento por fungo pela técnica de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Na fase experimental do trabalho algumas dificuldades operacionais foram
vivenciadas, devido a falta de seringa no GC/MS, coluna incompativel com os analitos
analisados e também pela troca do corpo técnico do laboratério, fato que dificultou e
atrasou a realizacdo dos ensaios, mesmo assim varias tentativas foram realizadas a fim de
validar o método.

Diferentes configuracdes foram testadas na programacdo do CG/MS, entre elas:
fluxo de injecdo, programac¢do da temperatura da coluna, temperatura do injetor, volume de
injecdo, temperatura da interface, inclusive os fons monitorados. Porém, todos os ensaios
realizados permitiram apenas a identificacao dos picos do Acefato e do Metamidof6s.

As solucdes injetadas para fazer a curva de calibracio ndo apresentaram

resultados satisfatorios, os resultados expressos através dos cromatogramas nao foram
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suficientes para fazer a curva de calibracdo, os picos formados ndo apresentaram dreas
correspondentes a concentracdo injetada.

Assim foi possivel, apenas identificar os picos do Acefato e do Metamidof6s,
nas solugdes padrao injetadas, as amostras com os respectivos padroes foram preparadas
em acetato de etila e posteriormente injetadas no GC/MS.

Desenvolveu-se a metodologia proposta por Faria et al. (2009) adaptado de
Netherlands (1996a) e Netherlands (1996b) para a andlise dos agrotéxicos por meio de
métodos de multirresiduos. O método adotado mostrou boa recuperacdo dos compostos
injetados, mas ndo foi possivel concluir as andlises devido ao ndo ajuste da metodologia
aos parametros de validacdo. Mesmo assim, optou-se pela injecio das amostras com
resultados significativos na produgdo de enzimas.

Ao injetar as andlises procurou-se verificar a presenca ou auséncia do Acefato e
a possivel formacdo do seu metabdlito Metamidofés nas amostras injetadas. Para esta
observagdo, utilizou-se os picos destes produtos identificados previamente, durante a
injecdo das solugdes padrao de Acefato e Metamidofds, salientando que os experimentos
desenvolvidos nao foram suficientes para quantificar os residuos de agrot6xicos existentes
nas amostras. Eles somente serviram para indicar a presenca ou auséncia e, por inferéncia,
concluir se houve ou ndo a degradacdo dos compostos analisados.

Para a andlise em GC/MS, as amostras passaram pelo processo de extracao,
conforme detalhado no item 5.9 e posteriormente foram injetadas no GC/MS. Todas as
amostras foram preparadas em injetadas em duplicata.

Nos cromatogramas das Figuras 21 e 22 é possivel visualizar os picos do

Acefato e do Metamidof6s, respectivamente.

O cromatograma da Figura 21 indica que o tempo de retencdo do Acefato é de
aproximadamente 12,2 minutos, neste ensaio o ion monitorado para o Acefato
correspondeu ao ion 136 m/z.

Na Figura 22 € possivel visualizar o pico do Metamidofés, com tempo de

retencdo aproximado em 9,3 minutos, o fon monitorado foi 0 94m/z.
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Com o pico de retencdo de cada agrotoxico foi possivel analisar as amostras

tratadas em relacdo a presenca ou auséncia dos compostos analisados, considerando a

formacdo do pico caracteristico de cada produto e comparando as amostras tratadas

microbiologicamente com o grupo controle que nao recebeu o tratamento microbioldgico

(Figuras 23 e 24).
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Figuras 23 e 24: Grupo controle — solu¢ao de Acefato nas concentracdes de 10% e 50%

respectivamente.

A seguir sdo apresentados os cromatogramas das amostras injetadas, onde foi

possivel verificar se houve a formacao de picos caracteristicos dos agrotoxicos analisados.
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Figura 25 e 26: Cromatogramas da associagdo entre P. sanguineus € T47 — 10%.
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Figura 27 e 28: Cromatogramas da associagao entre P. sanguineus e ALL42 — 10%.
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154
130001 6800
il LI JEI:IIEJ HE DD (ﬂﬁj
Al
25 M .
. etamidofos
hetamidofos 251
1] '] 100 11 121 130 (3] y o ) ] ) } !

2l ol oo 1.0 121 131 L] 150

Figura 31 e 32: Cromatogramas da associagdo entre 7. villosa e ALLA42 — 10%.
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Figura 35 e 36: Cromatogramas da associagdo entre 7. villosa e T39 — 50%.
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Figura 37 e 38: Cromatogramas da associa¢do entre 7. villosa e T47 — 50%.
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Figura 39 e 40: Cromatogramas da associagdo entre 7. villosa e ALL42 — 50%.

Observando os cromatogramas das amostras analisadas e comparando-os

com os cromatogramas obtidos na inje¢do do padrdo, pode-se concluir que ndo houve a
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formacdo de picos caracteristicos do Acefato, porém observa-se a formagdo de picos em
diferentes intensidades do metabdlito Metamidofés. Os dados disponiveis ndo permitem
quantificar os niveis de degradacdo do Acefato, visto que, as amostras foram analisadas
apdés o processo de extracdo e como ndo foi possivel fazer a curva de calibragdo, nio
tivemos resultados precisos sobre a taxa de recuperagdo do analito, apds o processo de
extracao.

Diante dos fatos expostos, procedeu-se a realizacio do teste Colorimétrico para
identificacdo da Colinesterase, utilizou-se nestes testes as mesmas amostras selecionadas

para a analise em Cromatografia Gasosa.

6.4.2 Anélise do acefato apds o tratamento utilizando o teste Colorimétrico de

identifica¢do da Colinesterase

O teste de inibicdo da enzima Colinesterase € um teste utilizado para determinar
a Colinesterase sérica no soro ou plasma sanguineo, nestes experimentos foi utilizado o
plasma. O conjunto amostral deste teste compreendeu as oito associagdes fingicas que
apresentaram melhor resultado na produgdo de Lacase (Quadro 07), com seus respectivos
grupo controle e o metabdlito Metamidofés. O teste de Colinesterase sérica foi utilizado
para verificar se houve a reducado da toxicidade nas amostras tratadas por fungos. A andlise
estatistica descritiva encontra-se no Apéndice C.

A metodologia de anélise foi realizada de acordo com Jardim (2010) e baseia-se
no principio de que a Colinesterase sérica encontra-se diminuida, em casos de intoxicacao
por inseticidas organofosforados. Os resultados sdo apresentados de forma comparativa
entre o conjunto amostral (substancia-teste) em quatro concentracdes: 75%, 50%, 25% e
12,5%, adotou-se as mesmas concentragdes utilizadas por Jardim (2010). De acordo com
esta autora a realizacdo do teste em diferentes concentracdes permite encontrar a melhor
dose-resposta para o método, estas concentracdes foram obtidas através de diluicao seriada
considerando as amostras com 10% e 50% de Acefato.

Para verificar a melhor dose resposta nas concentragdes adotadas, fez-se o teste
estatistico ANOVA entre as médias das concentracdes adotadas, considerando os valores
significativos para p < 0,05%. Em seguida, realizou-se o teste de Tukey para determinar

em quais concentragdes as diferencas foram significativas.



61

a) Amostras analisadas com 10% de Acefato

No teste realizado com a associacdo de Pycnoporus sanguineus € O
Trichoderma harzianum T47 foi possivel observar um padrdo no decréscimo na
Colinesterase apenas na concentragao equivalente a 50%, indicando que esta concentracao
apresenta a melhor dose-resposta entre as concentracOes analisadas. As demais
concentracdes ndo exibiram comportamento semelhante. A andlise estatistica indicou
diferencas significativas entre as concentragdes do grupo referéncia. No grafico da Figura

41 é possivel visualizar os resultados.

12

Colinesterase (U.mL-1)

75% 50% 25% 12,5%

Concentracio da substincia teste

‘ O Referéncia B Pycnoporus sanguineus O Grupo controle O Metamidofés‘

Figura 41: Atividade da Colinesterase em amostra tratada pela associacdo

fingica entre P. sanguineus e o Trichoderma harzianum T47.

A associacdo de Pycnoporus sanguineus € o Trichoderma ALL42 demonstrou
um padrido no decréscimo da enzima, com decaimento dos valores no sentido referéncia,
substancia-teste, grupo controle e Metamidofds, nas concentracdes de 75%, 50% e 25%. O
teste  ANOVA indicou diferencas significativas no grupo referéncia, no grupo da
substancia-teste € no grupo controle, no grupo da substincia-teste a maior diferenca estéd
entre a concentragdo de 50% e 12,5%, ja o grupo controle demonstra de forma clara, o
aumento de Colinesterase proporcional ao decréscimo na concentragao da substancia-teste,
nas concentragdes de 50%, 25% e 12,5% (Figura 42). A concentracdo de 75% demonstrou
excelentes resultados com valores de Colinesterase da substancia-teste superior ao grupo
referéncia, demonstrando a degradacao do agrotéxico.

Na concentragdo de 50% € possivel observar diferencgas significativas entre o
grupo que recebeu o tratamento e o grupo ndo tratado com aumento de 94% na atividade

de Colinesterase.
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Colinesterase (U.mL-1)

75% 50% 25% 12,5%

Concentracio da substincia teste

‘ O Referéncia B Pycnoporus sanguineus O Grupo controle O Metamjdofés‘

Figura 42: Atividade da Colinesterase em amostra tratada pela associa¢do

fingica entre P. sanguineus e o Trichoderma harzianum ALL42.

O gréfico da Figura 43 demonstra a associacdo entre Trametes villosa e o
Trichoderma T39, observa-se claramente que nao houve correspondéncia nos resultados
amostrados nas concentragdes de 75% e 25%, onde a atividade de Colinesterase foi maior
no grupo controle do que na substincia-teste tratada, pode-se inferir que essas
concentracdes nao sdo adequadas no que diz respeito a dose-resposta, pois ndo houve
coeréncia entre os valores. Mais uma vez os testes nao indicaram diferencas significativas
para o metabdlito do Acefato. Observa-se que na concentracdo de 12,5% a producdo de

Colinesterase foi nove vezes maior em relacdo a concentracio de 75%. Para esta

associacdo a melhor dose-resposta foi na concentragdo de 25%.

8,20

Colinesterase (U.mL-1)

i

75% 50% 25% 12,5%
Concentracio da Substancia teste

‘ O Referéncia B Trametes villosa O Grupo controle O Metamidof(’)s‘

Figura 43: Atividade da Colinesterase em amostra tratada pela associacdo

fungica entre T. villosa e o Trichoderma harzianum T39.
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A associacdo entre Trametes villosa e o Trichoderma ALLA2 apresentou
correlagdo nas concentracdes de 75% e 25%. Com correspondéncia dos valores no sentido

referéncia, substancia-teste e grupo controle (Figura 44).

12 4

Colinesterase (UmL-1)

75% 50% 25% 12,5%
Concentracéo da Substincia teste

‘ O Referéncia B Trametes villosa O Grupo controle O Metamidofés‘

Figura 44: Atividade da Colinesterase em amostra tratada pela associa¢do

fungica entre T. villosa e o Trichoderma harzianum ALLA42.

Nestes ensaios considerando a presenca de 10% de Acefato os melhores
resultados sdo das amostras com concentragdo de 50%, na associagcdo de P. sanguineus € o
Trichoderma T47, com aumento de 94% de Colinesterase e na associag¢do de P. sanguineus
e Trichoderma harzianum ALL42 com aumento de 93,% de Colinesterase e na associacao
entre Trametes villosa e o Trichoderma harzianum T39, com aumento de 100% de

Colinesterase.
b) Amostras analisadas com 50% de Acefato
Ao analisar o grafico da Figura 45 pode-se afirmar que novamente a

concentracdo de 50% apresentou o melhor resultado dentre as concentracdes da substancia-

teste analisada.
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8,71

4,3

Colinesterase (UmL-1)

50% 25% 12,5%
Concentracio da Substincia teste

‘ O Referéncia B Trametes villosa O Grupo controle O Metamjdofés‘

Figura 45: Atividade da Colinesterase em amostra tratada pela associagdo

fungica entre T. villosa e o Trichoderma harzianum T34.

A associacdo entre Trametes villosa e o Trichoderma harzianum T39

demonstrou melhor resultado na concentracao de 50% (Figura 46).

12

10 A o

Colinesterase (UmL-1)

0,63

75% 50% 25% 12,5%
Concentracio da Substincia teste

‘ O Referéncia B Trametes villosa O Grupo controle O Metamjdofés‘

Figura 46: Atividade da Colinesterase em amostra tratada pela associagdo

fungica entre T. villosa e o Trichoderma harzianum T39.

Na associagdo entre Trametes villosa e o Trichoderma harzianum T4T7 €
possivel observar que houve decréscimo da Colinesterase, mas os valores entre 0o grupo

tratado e a substancia teste ndo diferiram significadamente (Figura 47).
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8,4

3.8

Colinesterase (UmL-1)

25% 12,5%
Concentracio da Substincia teste

‘ O Referéncia B Trametes villosa O Grupo controle O Metamjdofés‘

Figura 47: Atividade da Colinesterase em amostra tratada pela associa¢do

fungica entre T. villosa e o Trichoderma harzianum T47.

Os resultados da associacdo, entre Trametes villosa e o Trichoderma harzianum
ALLA4?2 nao diferiram das demais associagdes, quando considerado a presenca de 50% de
Acefato, de forma geral os valores da substancia-teste e do grupo controle sdo muito
proximos, indicando que nesta concentracdo as enzimas ndo conseguiram degradar o

Acefato (Figura 48).

8,71

4,3

Colinesterase (UmL-1)
W

75% 50% 25% 12,5%
Concentragao da Substancia teste

‘ O Referéncia B Trametes villosa O Grupo controle O Metamidof()s‘

Figura 48: Atividade da Colinesterase em amostra tratada pela associacdo

fingica entre T. villosa e o Trichoderma harzianum ALLA2.

Considerando os resultados apresentados observa-se que na concentracdo de
50% de Acefato o melhor tratamento foi realizado pela associagdo entre 7. villosa e a
linhagem T39, na concentracdo de 75% obteve-se um aumento de Colinesterase

equivalente a 72%, na concentracdo de 50% o aumento correspondeu a 100%, na
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concentracdo de 25% foi de 96% e na concentragcdo de 12,5% o aumento foi equivalente a
98%. Verificando que assim como na concentracdo de 10% de Acefato a melhor dose-
resposta corresponde a concentracdo de 50%.

Os resultados evidenciam que o tratamento microbioldgico reduziu a toxicidade
do Acefato, Ribeiro e Mella (2007) relatam que atividade enzimdica acima de 75% ndo
indica casos de contaminagdo e ou exposi¢cdo, nestes ensaios sete amostras analisadas
apresentaram indices de colinesterase superior a este valor.

O teste de inibicdo da acetilcolinesterase demonstra ser uma eficiente
ferramenta no monitoramento da qualidade ambiental, Hirata, Skortzaru e Narciso (2003)
também utlizaram esta metodologia para avaliar a degradacdo de organofosforados em
funcdo do pH os pesquisadores verificaram grande correlacdo entres os niveis de
colinesterase e o grau de toxicidade.

Estudo semelhante foi desenvolvido por Griza (2008) que avaliou a
contaminac¢do de dguas superficiais utilizando o teste de colinesterase, os resultados destes
estudos comprovam que esta ¢ uma técnica que pode ser aplicada na perspectiva de obter

resultados precisos e confidveis.
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7. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Os resultados obtidos durante o trabalho experimental permitem concluir que a
associacdo de Trichoderma harzianum com Trametes villosa é capaz de aumentar a
producdo de Lacases, aumentando o potencial de aplicagdo deste fungo em grande escala,

na degradagdo de compostos recalcitrantes. Os resultados ainda permitem concluir que:

As linhagens de Trichoderma harzianum sao excelentes produtores das enzimas
Lignina peroxidase e Manganés peroxidase, com destaque para a linhagem T39 que

apresentou resultados excelentes no cultivo em condicao de agitacao;

No cultivo misto sem a presenca do Acefato as associagdes com maior
producdo de Lacase foram as associagdes com 7. villosa com o T. harzianm T34, T. villosa

com 7. harzianum T39, e T. villosa com o T. harzianum T47;

O fungo Pycnoporus sanguineus € um excelente produtor de Lacases,

demonstrando melhor produc¢do no cultivo individual;

Na presenca de Acefato o Trichoderma harzianum T47 e ALL42 sdo os

melhores indutores na produ¢ao de Lacase;

As duas condicdes de cultivo analisadas demonstram que Trametes villosa
apresentou melhores resultados na producdo de Lacase em condi¢do estitica enquanto

Pycnoporus sanguineus teve melhores resultados em condi¢ao de agitagao.

A producdo de Lacase por Trametes villosa e Pycnoporus sanguineus foi

superior na presenca de 50% de Acefato em relagdo a concentracao de 10%;

Nao foi possivel mensurar com exatiddao os niveis de degradacdo do Acefato
devido as dificuldades em realizar a andlise em Cromatografia Gasosa, mas foi possivel
inferir que houve redug¢do do Acefato, devido a auséncia de picos representativos desta

substancia nas amostras analisadas, com a formacao de seu metabdlito;
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As andlises para identificacdo da Colinesterase indicaram que o método é uma
alternativa que pode ser aplicada, os resultados indicaram niveis excelentes de
Colinesterase nas amostras de Pycnoporus sanguineus com 10% de Acefato, nesta
concentracdo a producdo de Lacase foi maior do que na concentragdo de 50% de Acefato,
indicando que a reducdo da toxicidade do Acefato estd relacionada a quantidade de
enzimas presentes no meio, além de demonstrar que a concentracdo de 50% foi a
concentracdo com melhor dose-resposta nos testes realizados.

Os resultados indicaram também que nao houve correspondéncia nos niveis de
Colinesterase em todas as amostras analisadas fato que pode estar relacionado a presenca

do Metabdlito, cujos picos foram identificados nas andlises de GC/MS.

De acordo com os resultados observados recomenda-se:

Aprimorar as técnicas de Cromatografia gasosa a fim de determinar

quantitativamente a degradac¢io do Acefato;

Isolar e purificar as enzimas produzidas por T. harzianum (Lignina peroxidase e
Manganés peroxidase) e verificar o potencial destas enzimas em processos de

biorremediacao;

Estudar o potencial de produgdo de enzimas por microrganismos isolados de

sitios contaminados; a fim de verificar se hd maior producao enzimaética;

Avaliar a aplicabilidade destas enzimas na remo¢ao do Acefato em locais com

histérico de contaminagao do Acefato.
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QUADROS DE VALORES DE PRODUCAO ENZIMATICA NA ETAPA
DE SELECAO DAS LINHAGENS DE Trichoderma harzianm

Quadro A-0O1 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em meio

agitado — Producao de Lacase.

APENDICE - A

Lcc n | Média(UmL") | dp Min Max
T03
5 4 021 0,18 0,01 0,37
10 4 0,23 0,31 0,00 0,69
15 4 0,01 0,02 0,00 0,03
20 4 0,37 0,16 0,18 0,57
25 4 0,24 0,28 0,00 0,52
TO08
5 4 0,61 0,56 0,03 1,38
10 4 1,28 0,59 0,50 1,89
15 4 0,02 0,01 0,02 0,03
20 4 0,18 0,13 0,00 0,30
25 4 0,72 0,44 0,15 1,18
T13
5 4 0,77 0,92 0,00 1,84
10 4 0,84 0,69 0,09 1,66
15 4 0,08 0,03 0,04 0,10
20 4 0,51 0,25 0,28 0,81
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00
T33
5 4 0,61 0,41 0,32 1,22
10 4 0,51 0,32 0,05 0,81
15 4 0,04 0,01 0,03 0,06
20 4 0,27 0,27 0,00 0,59
25 4 0,71 0,29 0,27 0,91
T34
5 4 0,61 0,59 0,00 1,16
10 4 0,16 0,31 0,00 0,62
15 4 0,09 0,06 0,03 0,16
20 4 0,39 0,46 0,00 1,01
25 4 0,05 0,05 0,00 0,11
T39
5 4 1,04 0,35 0,86 1,57
10 4 1,54 0,48 0,91 2,02
15 4 0,04 0,02 0,02 0,07
20 4 0,42 0,34 0,00 0,82
25 4 1,12 0,35 0,84 1,63
T47
5 4 0,70 0,67 0,09 1,43




77

Quadro A-0O1 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em meio

agitado — Producdo de Lacase (continuagio)

10 4 0,28 0,25 0,00 0,55
15 4 0,04 0,05 0,00 0,09
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,13 0,23 0,00 0,47
T50
5 4 0,09 0,14 0,00 0,29
10 4 0,62 0,61 0,00 1,45
15 4 0,03 0,03 0,01 0,06
20 4 0,16 0,33 0,00 0,65
25 4 0,44 0,50 0,00 1,01
ALL42
5 4 1,17 0,31 0,85 1,58
10 4 0,67 0,42 0,36 1,26
15 4 0,04 0,03 0,01 0,07
20 4 0,32 0,29 0,00 0,61
25 4 0,94 0,64 0,25 1,73

n: nimero amostral; dp: desvio padrao



78

Quadro A-02 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em meio

agitado — Producdo de Lignina peroxidase.

LiP n Média(UmL™) DP Min Max
T03
5 4 0,21 0,21 0,00 0,50
10 4 1,19 0,81 0,00 1,79
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
20 4 2,08 3,36 0,00 7,03
25 4 0,01 0,02 0,00 0,04
T08
5 4 0,00 0,00 0,00 0,00
10 4 1,13 0,48 0,54 1,61
15 4 0,40 0,51 0,00 1,08
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,68 0,82 0,00 1,65
T13
5 4 0,46 0,55 0,00 1,22
10 4 0,63 0,66 0,18 1,61
15 4 0,34 0,44 0,00 0,93
20 4 0,87 0,70 0,00 1,72
25 4 0,60 0,70 0,00 1,29
T33
5 4 11,78 13,60 0,00 23,73
10 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00
T34
5 4 0,28 0,26 0,04 0,65
10 4 0,28 0,20 0,07 0,50
15 4 0,69 0,68 0,00 1,61
20 4 2,04 2,09 0,18 4,34
25 4 0,10 0,20 0,00 0,39
T39
5 4 0,08 0,14 0,00 0,29
10 4 0,49 0,97 0,00 1,94
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
20 4 0,24 0,49 0,00 0,97
25 4 0,36 0,56 0,00 1,18
T47
5 4 3,95 4,48 0,11 9,86
10 4 0,98 1,14 0,00 2,19
15 4 1,32 1,54 0,00 2,97
20 4 1,89 2,56 0,00 5,41
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00




Quadro A-02 Selecado de linhagens de Trichoderma harzianum em meio

agitado — Produg@o de Lignina peroxidase

T50
5 4 1,31 0,68 0,47 2,11
10 4 0,96 0,95 0,07 2,29
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,67 0,81 0,00 1,61
ALL42
5 4 0,28 0,29 0,00 0,65
10 4 0,61 0,45 0,11 1,04
15 4 0,16 0,33 0,00 0,65
20 4 1,47 1,65 0,29 3,91
25 4 0,16 0,33 0,00 0,65

n: nimero amostral; dp: desvio padrio
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Quadro A-03 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em meio

agitado — Producao de Manganés peroxidase.

MnP n | Média (UmL™) DP Min Max
T03
5 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 0,46 0,83 0,00 1,70
25 4 1,04 0,24 0,72 1,26
T08
5 4 2,78 3,37 0,00 6,82
15 4 7,36 4,92 1,26 11,39
25 4 1,91 3,14 0,00 6,55
T13
5 4 4,02 4,08 0,00 8,52
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 3,19 5,54 0,00 11,48
T33
5 4 0,07 0,14 0,00 0,27
15 4 1,73 1,58 0,00 3,77
25 4 1,91 2,21 0,00 3,95
T34
5 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 2,83 5,00 0,00 10,31
25 4 0,90 0,38 0,54 1,43
T39
5 4 0,11 0,23 0,00 0,45
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,16 0,32 0,00 0,63
T47
5 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 0,25 0,31 0,00 0,63
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00
T50
5 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 1,39 1,19 0,00 2,87
25 4 2,31 4,62 0,00 9,24
ALL42
5 4 0,02 0,05 0,00 0,09
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 9,93 12,03 0,00 24,30

n: nimero amostral; dp: desvio padrao
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Quadro A-04 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em condi¢ao

estatica— Produgdo de Lacase.

Lec n | Média (UmL") | DP Min Max
T03
5 4 0,23 0,19 0,00 0,45
10 4 0,31 0,36 0,00 0,65
15 4 0,30 0,14 0,09 0,37
20 4 0,73 0,64 0,24 1,66
25 4 0,11 0,22 0,00 0,44
T08
5 4 0,16 0,21 0,00 0,45
10 4 0,09 0,11 0,00 0,25
15 4 0,66 0,38 0,28 1,10
20 4 0,65 0,66 0,00 1,49
25 4 0,33 0,42 0,00 0,87
T13
5 4 0,57 0,21 0,44 0,88
10 4 1,01 0,42 0,54 1,54
15 4 1,50 0,52 0,95 1,98
20 4 0,52 0,54 0,00 1,16
25 4 0,18 0,36 0,00 0,71
T33
5 4 0,47 0,33 0,24 0,95
10 4 0,53 0,52 0,01 1,20
15 4 0,99 0,69 0,32 1,64
20 4 0,93 0,68 0,05 1,65
25 4 0,29 0,20 0,00 0,43
T34
5 4 0,47 0,08 0,39 0,57
10 4 0,99 0,72 0,17 1,85
15 4 0,53 0,44 0,08 1,13
20 4 0,71 0,54 0,26 1,48
25 4 0,49 0,68 0,00 1,46
T39
5 4 0,18 0,19 0,00 0,42
10 4 0,54 0,52 0,00 1,04
15 4 0,78 0,21 0,49 0,97
20 4 0,16 0,15 0,00 0,34
25 4 0,78 0,87 0,04 2,04

n: nimero amostral; dp: desvio padrio
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Quadro A-04 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em condi¢ao

estatica— Produc¢do de Lacase (continuagdo).

T47
5 4 0,30 0,42 0,05 0,92
10 4 1,26 0,49 0,83 1,97
15 4 0,50 0,36 0,07 0,84
20 4 1,15 1,50 0,00 3,15
25 4 0,13 0,27 0,00 0,53
T50
5 4 0,67 0,53 0,00 1,21
10 4 0,81 0,96 0,00 1,90
15 4 0,70 0,48 0,15 1,32
20 4 1,12 0,18 0,92 1,36
25 4 0,46 0,55 0,00 1,12
ALL42
5 4 0,36 0,13 0,17 0,46
10 4 0,99 0,92 0,00 2,22
15 4 1,71 0,57 0,89 2,19
20 4 0,69 0,50 0,17 1,37
25 4 14,26 16,52 4,18 38,73

n: nimero amostral; dp: desvio padrao
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Quadro A-05 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em condi¢dao

estdtica— Produgdo de Lignina peroxidase.

LiP n Média (UmL'l) DP Min Max
T03
5 4 0,03 0,06 0,00 0,11
10 4 7,58 8,75 0,00 15,27
15 4 0,58 0,83 0,00 1,76
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00
T08
5 4 9,73 6,49 0,00 13,30
10 4 0,42 0,34 0,00 0,82
15 4 0,54 0,69 0,00 1,54
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00
T13
5 4 0,00 0,00 0,00 0,00
10 4 0,06 0,11 0,00 0,22
15 4 0,47 0,56 0,00 1,11
20 4 0,76 1,53 0,00 3,05
25 4 0,86 1,72 0,00 3,44
T33
5 4 0,07 0,12 0,00 0,25
10 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00
T34
5 4 0,46 0,45 0,00 0,90
10 4 0,91 0,91 0,00 2,04
15 4 0,68 1,36 0,00 2,72
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 1,98 2,72 0,00 5,77
T39
5 4 0,58 0,50 0,00 1,22
10 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 0,00 0,00 0,00 0,00
20 4 0,00 0,00 0,00 0,00
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00




84

Quadro A-05 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em condi¢ao

estatica— Producgdo de Lignina peroxidase (continuagao).

T47
5 4 0,89 1,14 0,00 2,51
10 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 0,31 0,44 0,00 0,93
20 4 0,74 0,75 0,22 1,83
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00
T50
5 4 4,42 6,34 0,00 13,44
10 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 0,66 0,48 0,00 1,15
20 4 7,49 13,72 0,50 28,06
25 4 1,98 1,36 0,43 3,37
ALL42
5 4 0,00 0,00 0,00 0,00
10 4 0,26 0,41 0,00 0,86
15 4 0,13 0,10 0,00 0,25
20 4 0,31 0,63 0,00 1,25
25 4 1,65 1,57 0,00 3,37

n: nimero amostral; dp: desvio padrao
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Quadro A-06 Selecdo de linhagens de Trichoderma harzianum em condi¢ao

estatica— Produ¢do de Manganés peroxidase

MnP n Média (UmL") | DP Min Max
T03
5 4 1,01 1,53 0,00 3,23
15 4 0,88 0,87 0,00 2,06
25 4 0,90 0,73 0,00 1,79
T08
5 4 1,77 2,09 0,00 4,04
15 4 1,17 0,93 0,00 2,15
25 4 1,64 2,98 0,00 6,10
T13
5 4 0,00 0,00 0,00 0,00
15 4 0,41 0,31 0,00 0,72
25 4 0,63 0,67 0,00 1,52
T33
5 4 0,02 0,05 0,00 0,09
15 4 3,21 1,81 1,88 5,83
25 4 6,19 11,72 | 0,00 23,77
T34
5 4 2,56 3,07 0,00 6,73
15 4 1,15 0,50 0,45 1,61
25 4 3,34 4,52 0,00 9,96
T39
5 4 0,94 1,11 0,00 2,15
15 4 2,02 0,55 1,61 2,78
25 4 5,09 10,18 0,00 20,36
T47
5 4 0,45 0,54 0,00 1,08
15 4 0,97 1,31 0,00 2,78
25 4 1,75 2,00 0,00 4,48
T50
5 4 1,26 0,72 0,36 2,06
15 4 8,95 10,33 0,00 18,03
25 4 0,99 1,56 0,00 3,32
ALL42
5 4 2,67 2,31 0,81 5,83
15 4 2,60 1,13 1,52 4,13
25 4 0,00 0,00 0,00 0,00

n: nimero amostral; dp: desvio padrao
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APENDICE - B

TABELA DE VALORES DE PRODUCAO ENZIMATICA NA ETAPA
DE ASSOCIACAO ENTRE AS LINHAGENS DE TRICHODERMA E OS FUNGOS
BASIDIOMICETOS

Tabela B-1 Produgio média (UmL™") da Associacdo entre T. villosa e as

linhagens de Trichoderma harzianum e analise estatistica - Teste U (ou Mann Whitney).

T.villosa - shaker n Média dp Min Max p

Lce
Controle 4 1,18 0,11 1,10 1,26
T34 4 587 3,16 2,84 8,89 0,064
T39 4 1,51 0,85 0,77 2,59 1,000
T47 4 095 026 0,61 1,19 0,355
ALLA42 4 1,37 025 1,10 1,62 0,481

Total 18 229 242 0,61 8,89
n: nimero amostral; dp: desvio padrao

T.villosa estatica n Média dp Min Max p

Lcc
Controle 4 1,56 0,00 1,56 1,56
T34 4 1,25 0,18 1,03 1,47 0,060
T39 4 797 6,18 4,62 17,23 0,060
T47 4 9,11 498 4,48 13,47 0,060
ALLA42 4 2,14 046 1,70 2,62 0,060
Total 18 4,72 4,87 1,03 17,23

n: nimero amostral; dp: desvio padrio

T.villosa - shaker n Média dp Min Max P

LiP
Controle 4 076 023 0,59 0,92
T34 4 297 3,06 022 5,63 1,000
T39 4 10,21 3,82 6,56 15,02 0,064
T47 4 433 427 035 8,27 0,481
ALLA2 4 075 041 031 1,15 1,000
Total 18 4,14 4,53 0,22 15,02

n: nimero amostral; dp: desvio padrao



T.villosa - estatica n Média dp Min Max p
LiP
Controle 4 039 0,07 034 0,44
T34 4 052 025 026 0,82 0,643
T39 4 065 061 020 1,52 1,000
T47 4 0,74 0,51 0,00 1,11 0,355
ALLA42 4 1,06 048 049 1,61 0,004

Total 18 0,70 0,46 0,00 1,61
n: nimero amostral; dp: desvio padrao

T.villosa - shaker n Média dp Min Max p
MnP

Controle 4 11,12 9,57 4,35 17,89
T34 4 6,82 233 408 9,37 0,643
T39 4 921 2,13 7,26 11,70 1,000
T47 4 10,92 5,87 2,42 15,74 0,643
ALL42 4 6,16 3,77 2,15 9,87 0,355
Total 18 8,59 447 2,15 17,89

n: nimero amostral; dp: desvio padrio

T.villosa - estatica n Média dp Min Max p

MnP

Controle 4 1,28 1,81 0,00 2,56
T34 4 6,10 6,48 0,00 13,95 0,481
T39 4 6,83 8,78 0,00 18,39 0,623
T47 4 330 2,72 0,00 6,55 0,240
ALLA42 4 14,21 1591 3,59 37,58 0,064

Total 18 690 9,31 0,00 37,58

n: nimero amostral; dp: desvio padrio
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Tabela B-2 Produg¢do média (UmL™) da Associacdo entre P. sanguineus e as

linhagens de Trichoderma harzianum e anélise estatistica - Teste U (ou Mann Whitney).

P.sanguineus- shaker n Média dp Min Max p
Lcc

Controle 4 69,12 16,52 57,44 80,80

T34 4 1,14 031 0,87 1,50 0,004
T39 4 041 0,19 021 0,65 0,064
T47 4 757 4,64 345 11,75 0,064
ALLA42 4 9,07 1,00 7,70 990 0,064

Total 18 11,72 21,68 0,21 80,80
n: nimero amostral; dp: desvio padrio

P.sanguineus- estatica n Média dp Min Max p

Lcc
Controle 4 708 0,55 6,69 747
T34 4 1,04 0,20 0,87 1,32 0,064
T39 4 1,57 0,31 1,22 1,91 0,064
T47 4 0,67 051 020 1,15 0,064
ALLA42 4 270 0,88 1,95 3,69 0,064

Total 18 2,11 2,01 0,20 7,47
n: nimero amostral; dp: desvio padrio

P.sanguineus- shaker n Média dp Min Max p
LiP

Controle 4 1,78 0,71 1,28 2,28

T34 4 10,14 593 441 16,37 0,064
T39 4 10,18 1,31 8,27 11,12 0,064
T47 4 13,25 1,79 11,67 15,43 0,064
ALLA42 4 1,36 044 072 1,773 0,643

Total 18 796 554 0,72 16,37
n: nimero amostral; dp: desvio padrio

P.sanguineus- estatica n Média dp Min Max p
LiP

Controle 4 1,02 0,16 0,90 1,13

T34 4 334 2,14 1,49 5,53 0,064
T39 4 12,22 8,78 4,37 20,15 0,064
T47 4 205 096 0,85 2,97 0,355
ALL42 4 1,37 043 0,99 1,84 0,355

Total 18 4,33 5,84 0,85 20,15
n: nimero amostral; dp: desvio padrio




P.sanguineus- shaker n Média dp Min Max p
MnP
Controle 4 0,38 0,54 0,00 0,76
T34 4 099 0,74 0,00 1,75 0,240
T39 4 7,14 6,82 1,08 14,35 0,064
T47 4 255 2,28 0,00 5,02 0,240
ALLA2 4 1,50 1,74 0,00 3,90 0,481
Total 18 2,775 4,01 0,00 14,35
n: nimero amostral; dp: desvio padrio
P.sanguineus- estatica n Média dp Min Max p
MnP
Controle 2 4,17 2,22 2,60 5,74
T34 4 083 096 0,00 1,66 0,057
T39 4 192 1,61 081 4,22 0,159
T47 4 421 346 1,17 7,31 1,000
ALLA2 4 3,63 2,772 0,00 6,59 1,000
Total 18 2,82 2,50 0,00 7,31

n: nimero amostral; dp

: desvio padrao
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APENDICE - C

TABELA DE VALORES DA ENZIMA COLINESTERASE APOS
TRATAMENTO POR ENZIMAS FUNGICAS

Tabela C -1: Andlise estatistica descritiva de P. sanguineus com T47 e teste

ANOVA.
Média
P.sanguineusx T 47 10% n (UmL™) dp Min Max p
Referéncia
75% 6 4,93 1,34 3,30 6,68
50% 6 5,55 1,57 3,61 7,73
25% 6 10,16 3,75 6,27 14,95
12,50% 6 6,70 0,91 5,50 8,04
Total 24 6,84 2,90 3,30 14,95 0,002
Teste
75% 6 5,06 1,24 2,72 6,06
50% 6 4,89 1,16 2,59 5,67
25% 6 2,20 1,21 1,04 4,37
12,50% 6 10,45 3,08 6,48 13,93
Total 24 5,65 3,52 1,04 13,93 <0,001
Acefato
75% 6 4,26 0,94 2,90 5,46
50% 6 2,63 1,30 1,48 4,97
25% 6 3,25 2,63 0,00 6,24
12,50% 6 6,62 0,78 5,50 7,57
Total 24 4,19 2,15 0,00 7,57 0,002
Metabolito
75% 6 0,10 0,23 0,00 0,57
50% 6 0,00 0,00 0,00 0,00
25% 6 0,08 0,13 0,00 0,32
12,50% 6 0,93 0,84 0,17 2,13
Total 24 0,28 0,57 0,00 2,13 0,005

n: nimero amostral; dp: desvio padrdo



Tabela C -2: Teste de Tukey da amostra de P. sanguineusem associacao com T47

Teste Tukey P. sanguineusx T 47 10%

Referéncia p Teste p
75% 50% 0,959 75% 50% 0,998
25% 0,003 25% 0,066
12,50% 0,511 12,50% 0,000
50% 25% 0,008 50% 25% 0,091
12,50% 0,801 12,50% 0,000
25% 12,50% 0,056 25% 12,50% 0,000
Acefato p Metabélito p
75% 50% 0,314 75% 50% 0,981
25% 0,694 25% 1,000
12,50% 0,079 12,50% 0,018
50% 25% 0,905 50% 25% 0,990
12,50% 0,002 12,50% 0,008

25% 12,50% 0,008 25% 12,50% 0,015
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Tabela C -3: Andlise estatistica descritiva de P. sanguineus com ALL42 e teste ANOVA.

Média
P.sanguineusx ALL42 10% n (UmL™) dp Min Max p
Referéncia
75% 6 3,98 1,08 2,67 5,39
50% 6 4,48 1,26 2,92 6,24
25% 6 8,20 3,03 5,06 12,07
12,50% 6 5,41 0,73 4,44 6,49
Total 24 5,52 2,34 2,67 12,07 0,002
Teste
75% 6 4,16 2,23 0,00 6,42
50% 6 3,52 0,78 2,60 4,59
25% 6 5,42 1,46 3,55 7,09
12,50% 6 6,23 0,89 5,30 7,28
Total 24 4,83 1,74 0,00 7,28 0,018
Acefato
75% 6 3,08 0,69 2,23 4,07
50% 6 1,89 1,15 0,49 3,21
25% 6 4,62 1,99 2,64 6,83
12,50% 6 5,62 1,03 4,07 6,97
Total 24 3,80 1,90 0,49 6,97 <0,001
Metabdlito
75% 6 0,46 0,92 0,00 2,29
50% 6 0,00 0,00 0,00 0,00
25% 6 0,06 0,11 0,00 0,26
12,50% 6 0,75 0,68 0,14 1,72
Total 24 0,32 0,62 0,00 2,29 0,109

n: nimero amostral; dp: desvio padrao

Tabela C -4: Teste de Tukey da amostra de P. sanguineus em associagcdo com ALL42.

Teste Tukey - P.sanguineusx ALL 4210%

Referéncia Teste

75% 50% 0,959 75% 50% 0,998
25% 0,003 25% 0,066

12,50% 0,511 12,50% 0,000

50% 25% 0,008 50% 25% 0,091
12,50% 0,801 12,50% 0,000

25% 12,50% 0,056 25% 12,50% 0,000

Acefato Metabdlito p

75% 50% 0,314 75% 50% 0,981
25% 0,694 25% 1,000

12,50% 0,079 12,50% 0,018

50% 25% 0,905 50% 25% 0,990
12,50% 0,002 12,50% 0,008

25% 12,50% 0,008 25% 12,50% 0,015




Tabela C -5: Analise estatistica descritiva de T. villosa com T39 e teste ANOVA.
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Média
T.villosa x T39 10% n (UmL™) dp Min Max p
Referéncia
75% 6 3,98 1,08 2,67 5,39
50% 6 4,48 1,26 2,92 6,24
25% 6 8,20 3,03 5,06 12,07
12,50% 6 5,41 0,73 4,44 6,49
Total 24 5,52 2,34 2,67 12,07 0,002
Teste
75% 6 0,92 1,74 0,00 4,43
50% 6 3,69 1,57 2,54 6,70
25% 6 1,56 2,08 0,00 5,56
12,50% 6 8,38 1,52 6,68 11,12
Total 24 3,64 3,40 0,00 11,12 <0,001
Acefato
75% 6 2,57 1,34 0,00 3,40
50% 6 1,60 1,85 0,00 4,23
25% 6 5,28 1,81 2,99 7,10
12,50% 6 6,17 1,82 4,38 8,29
Total 24 3,90 2,50 0,00 8,29 <0,001
Metabolito
75% 6 0,46 0,93 0,00 2,32
50% 6 0,00 0,00 0,00 0,00
25% 6 0,06 0,11 0,00 0,26
12,50% 6 0,75 0,68 0,14 1,72
Total 24 0,32 0,62 0,00 2,32 0,112

n: nimero amostral; dp: desvio padrao

Tabela C-6: Teste de Tukey da amostra de T. villosa em associacdo com T39.

Teste Tukey - T.villosa x T39 10%

Referéncia p Teste p
75% 50% 0,959 75% 50% 0,055
25% 0,003 25% 0,920
12,50% 0,511 12,50% <0,001
50% 25% 0,008 50% 25% 0,182
12,50% 0,801 12,50% 0,001
25% 12,50% 0,056 25% 12,50% 0,000
Acefato p
75% 50% 0,764
25% 0,057
12,50% 0,008
50% 25% 0,007
12,50% 0,001
25% 12,50% 0,806




Tabela C -7: Analise estatistica descritiva de T. villosa com ALL42 e teste ANOVA.

Média
T.villosa x ALL 2 10% n (UmL™) dp Min Max p
Referéncia
75% 6 4,59 1,26 3,07 6,20
50% 6 5,16 1,45 3,35 7,18
25% 6 9,44 3,48 5,82 13,88
12,50% 6 6,25 0,89 5,11 7,62
Total 24 6,36 2,70 3,07 13,88 0,002
Teste
75% 6 3,27 2,37 0,00 5,64
50% 6 3,83 0,51 3,22 4,64
25% 6 3,94 3,13 0,00 6,63
12,50% 6 9,03 2,23 5,41 11,19
Total 24 5,02 3,19 0,00 11,19 0,001
Acefato
75% 6 2,23 2,07 0,00 5,65
50% 6 3,89 2,17 0,00 5,73
25% 6 2,82 3,01 0,00 5,95
12,50% 6 3,92 4,95 0,00 11,15
Total 24 3,22 3,13 0,00 11,15 0,761
Metabolito
75% 6 0,44 0,85 0,00 2,13
50% 6 0,00 0,00 0,00 0,00
25% 6 0,07 0,12 0,00 0,30
12,50% 6 0,86 0,78 0,16 1,98
Total 24 0,34 0,65 0,00 2,13 0,068

n: nimero amostral; dp: desvio padrdo

Tabela C-8: Teste de Tukey da amostra de 7. villosa em associagdo com ALL42

Teste Tukey - T.villosa x ALL 2 10%

Referéncia p
75% 50% 0,962
25% 0,003
12,50% 0,510
50% 25% 0,008
12,50% 0,791
25% 12,50% 0,060
Teste p
75% 50% 0,974
25% 0,956
12,50% 0,001
50% 25% 1,000

12,50% 0,004
25% 12,50% 0,005
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Tabela C -9: Analise estatistica descritiva de T. villosa com T34 e teste ANOVA

Média
T.villosa x T34 50% n (UmL™) dp Min Max p
Referéncia
75% 6 4,22 1,15 2,83 5,72
50% 6 4,76 1,34 3,10 6,62
25% 6 8,71 3,22 5,38 12,82
12,50% 6 5,74 0,78 4,72 6,89
Total 24 5,86 2,49 2,83 12,82 0,002
Teste
75% 6 3,07 1,01 1,68 4,68
50% 6 2,98 1,25 1,50 4,79
25% 6 3,28 0,37 2,63 3,60
12,50% 6 2,85 0,95 1,46 4,16
Total 24 3,05 0,90 1,46 4,79 0,879
Acefato
75% 6 4,60 3,54 1,40 11,22
50% 6 2,82 0,98 1,15 3,71
25% 6 4,30 0,98 2,95 5,36
12,50% 6 5,47 4,43 0,48 11,54
Total 24 4,30 2,89 0,48 11,54 0,479
Metabolito
75% 6 2,34 1,75 0,06 4,30
50% 6 0,94 0,88 0,14 2,36
25% 6 0,56 0,69 0,00 1,52
12,50% 6 1,54 0,82 0,40 2,56
Total 24 1,35 1,25 0,00 4,30 0,060

n: nimero amostral; dp: desvio padrao

Tabela C-10: Teste de Tukey da amostra de T. villosa em associacdo com T34

Teste Tukey - T.vilosa x T34 50%

Referéncia p
75% 50% 0,958
25% 0,003
12,50% 0,510
50% 25% 0,008
12,50% 0,801
25% 12,50% 0,056




Tabela C - 11: Analise estatistica descritiva de T. villosa com T39 e teste ANOVA

T.villosa x T39 10% n Média dp Min Max p
Referéncia (UmL™)
75% 6 3,98 1,08 2,67 5,39
50% 6 4,48 1,26 2,92 6,24
25% 6 8,20 3,03 5,06 12,07
12,50% 6 5,41 0,73 4,44 6,49
Total 24 5,52 2,34 2,67 12,07 0,002
Teste
75% 6 0,92 1,74 0,00 4,43
50% 6 3,69 1,57 2,54 6,70
25% 6 1,56 2,08 0,00 5,56
12,50% 6 8,38 1,52 6,68 11,12
Total 24 3,64 3,40 0,00 11,12 <0,001
Acefato
75% 6 2,57 1,34 0,00 3,40
50% 6 1,60 1,85 0,00 4,23
25% 6 5,28 1,81 2,99 7,10
12,50% 6 6,17 1,82 4,38 8,29
Total 24 3,90 2,50 0,00 8,29 <0,001
Metabolito
75% 6 0,46 0,93 0,00 2,32
50% 6 0,00 0,00 0,00 0,00
25% 6 0,06 0,11 0,00 0,26
12,50% 6 0,75 0,68 0,14 1,72
Total 24 0,32 0,62 0,00 2,32 0,112

n: nimero amostral; dp: desvio padrao

Tabela C-12: Teste de Tukey da amostra de 7. villosa em associacdo com T39

Teste Tukey - T.villosa x T39 50 %

Referéncia p
50% 0,959
25% 0,003
12,50% 0,511
25% 0,008
12,50% 0,801
12,50% 0,056
Metabolito p
50% 0,098
25% 0,029
12,50% 0,433
25% 0,932
12,50% 0,795
12,50% 0,448




Tabela C - 13: Analise estatistica descritiva de 7. villosa com T47 e teste ANOVA
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T.villosa x T47 50% n Média DP Min Max p
Referéncia (UmL™)
75% 6 4,08 1,11 2,73 5,53
50% 6 4,60 1,30 2,99 6,40
25% 6 8,42 3,11 5,20 12,38
12,50% 6 5,55 0,75 4,56 6,66
Total 24 5,66 2,40 2,73 12,38 0,002
Teste
75% 6 2,87 0,70 1,91 3,72
50% 6 2,94 0,28 2,63 3,38
25% 6 3,60 0,87 2,81 491
12,50% 6 3,89 2,59 1,43 8,64
Total 24 3,32 1,39 1,43 8,64 0,536
Acefato
75% 6 2,66 0,23 2,40 3,01
50% 6 2,40 0,84 1,11 3,51
25% 6 3,82 1,23 2,69 5,82
12,50% 6 3,59 2,38 0,14 6,68
Total 24 3,12 1,45 0,14 6,68 0,257
Metabélito
75% 6 2,46 1,72 0,06 4,15
50% 6 0,91 0,85 0,14 2,29
25% 6 0,54 0,66 0,00 1,47
12,50% 6 1,49 0,79 0,38 2,47
Total 24 1,35 1,26 0,00 4,15 0,033

n: nimero amostral; dp: desvio padrio

Tabela C-14: Teste de Tukey da amostra de 7. villosa em associagdo com T47

Teste Tukey - T.villosa x T47 50 %

Referéncia p
75% 50% 0,958
25% 0,003
12,50% 0,510
50% 25% 0,008
12,50% 0,801
25% 12,50% 0,056
Metabolito P
75% 50% 0,097
25% 0,029
12,50% 0,430
50% 25% 0,931
12,50% 0,797
25% 12,50% 0,448




98

Tabela C - 15: Analise estatistica descritiva de 7. villosa com ALL42 e teste ANOVA

T.villosa x ALL2 50% n Média DP Min Max p
Referéncia (UmL™)
75% 6 5,28 3,04 2,83 11,04
50% 6 4,76 1,34 3,10 6,62
25% 6 8,71 321 5,38 12,81
12,50% 6 5,74 0,78 4,72 6,89
Total 24 6,12 2,69 2,83 12,81 0,037
Teste
75% 6 2,28 0,76 1,27 3,48
50% 6 3,00 0,60 2,00 3,55
25% 6 4,66 1,25 3,01 5,89
12,50% 6 4,70 1,65 2,05 6,78
Total 24 3,66 1,51 1,27 6,78 0,003
Acefato
75% 6 3,17 1,37 1,86 4,87
50% 6 2,82 0,70 1,94 3,64
25% 6 4,37 0,74 3,23 5,30
12,50% 6 5,01 0,53 428 5,76
Total 24 3,84 1,23 1,86 5,76 0,001
Metabdlito
75% 6 2,61 1,82 0,06 4,30
50% 6 0,94 0,88 0,14 2,36
25% 6 0,56 0,69 0,00 1,52
12,50% 6 1,54 0,82 0,40 2,56
Total 24 1,41 1,33 0,00 4,30 0,029

Tabela C-16: Teste de Tukey da amostra de 7. villosa em associacao

n: nimero amostral; dp: desvio padrio

com ALL42

Teste Tukey - T.villosa x ALL2 50%

Referéncia p Acefato p
75% 50% 0,980 75% 50% 0,903
25% 0,084 25% 0,130
12,50% 0,986 12,50% 0,010
50% 25% 0,039 50% 25% 0,034
12,50% 0,888 12,50% 0,002
25% 12,50% 0,157 25% 12,50% 0,602
Teste p Metabélito p
75% 50% 0,697 75% 50% 0,086
25% 0,009 25% 0,026
12,50% 0,008 12,50% 0,394
50% 25% 0,090 50% 25% 0,935
12,50% 0,080 12,50% 0,799
25% 12,50% 1,000 25% 12,50% 0,457




