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RESUMO

MONTEIRO, K. B. S. Remocdo do herbicida atrazina por fungos de decomposic¢éo
branca. Dissertacdo de Mestrado. Engenharia do Meio Ambiente — Escola de Engenharia
Civil, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2013. 137f.

Diante da deterioracdo dos recursos hidricos e da crescente necessidade de atender aos
padrdes de qualidade da agua, sdo necessarias alternativas para a remocao de micropoluentes
de ambientes aquaticos. Dentre os micropoluentes, destaca-se a atrazina (ATZ), herbicida da
classe dos triazinicos, classificado como medianamente toxico para o ser humano e altamente
toxico para organismos aquaticos, além de ser um potente disruptor enddcrino e possivel
agente carcinogénico. Processos biotecnoldgicos tém sido utilizados para minimizar os efeitos
toxicos dos poluentes para o ser humano e meio ambiente, cuja finalidade € interacdo entre 0s
micro-organismos e 0s produtos produzidos por eles, como enzimas. O presente estudo
descreve de forma experimental, a remocéo da ATZ na concentracdo de 100 mg.L™* em meio
liquido, utilizando fungos de decomposicdo branca, com vistas a futuras aplicacbes em
tratamento de &guas residuarias ou de abastecimento. Inicialmente, foi testada a tolerancia das
espécies Trametes villosa, Lentinus edodes, Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e
Pleurotus sp., em meio de cultura sélido contendo Batata, Dextrose e Agar (BDA) com
variacdes nutricionais (BDA padrdo, BDA 40% e BDA 0%) e atrazina nas concentracfes de
100 mg.L™ e 500 mg.L™. Posteriormente, foi realizado ensaio com 2,2 —Azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6 — acido sulfénico) diaménia 0,02% (ABTS), para avaliacdo da producéo
de enzimas ligninoliticas. Nessas etapas, 0s micro-organismos apresentaram tolerancia a
toxicidade da atrazina, cresceram em cada condi¢cdo nutricional avaliada com reducdo na
velocidade de crescimento na concentracdo ATZ 500 mg.L’. A morfologia e o
desenvolvimento micelial ndo foram satisfatorios na baixa concentracdo de nutrientes (BDA
0%) quando comparados com os meios BDA padrdo e BDA 40%. Apo6s o periodo de 24 horas
de cultivo, foi observada atividade enzimatica com aparecimento do halo de coloracdo em
torno do in6culo dos micro-organismos em todas as condi¢cdes avaliadas, exceto as espécies
Lentinus edodes e Trametes villosa que apresentaram atividade apds 96 horas, e este Gltimo
somente em meio de cultivo BDA 0%, na auséncia e presenca do herbicida, por isso nédo
foram selecionados para os experimentos da degradacdo da ATZ em meios de cultura liquido.
Os maiores indices de remocdo foram obtidos com as espécies Pleurotus ostreatus e
Pleurotus sp., no meio BD 40% em condig&o estatica (87,5% e 87,3%), respectivamente. Os
menores valores de remoc¢do foram de 47,2% pela espécie Pycnosporus sanguineus e 53,8%
pelo fungo Pleurotus sp. em BD 0%, também na condicdo estatica. A reducdo da
concentracdo da atrazina foi obtida pela atividade enzimética, com destaque para a lacase e
manganés peroxidase, e pelo mecanismo de adsor¢do na biomassa dos micro-organimos. A
concentracdo da atrazina foi determinada por meio do cromatdégrafo gasoso com detector de
massa. Os resultados dos estudos com as espécies Pleurotus sp., Pleurotus ostreatus e
Pycnosporus sanguineus, sob duas condi¢cdes (agitagdo e estatica), apresentaram grande
potencial para serem utilizados na biorremediacdo de meios liquidos contaminados com
atrazina.

Palavras-chave: biorremediacdo,atrazina, enzimas ligninoliticas.



ABTSRACT

MONTEIRO, K. B. S. Removal of herbicide atrazine through rot-white fungi. Master
Dissertation. Environmental Engineering — Civil Engineering School, Federal University of
Goias, 2013. 137 f.

Given the deterioration of water resources and the growing need to meet water quality
standards, alternatives to remove micropollutants from aquatic environments have become
necessary. Among micropollutants, we highlight atrazine (ATZ), from the class of triazine
herbicides, classified as moderately toxic to humans and highly toxic to aquatic organisms, a
potent endocrine disruptor and possibly a carcinogenic. Biotechnological processes have been
utilized to minimize the toxic effects of pollutants on both humans and the environment,
promoting the interaction between micro-organisms and their by-products, such as enzymes.
This study aimed to experimentally describe the removal of ATZ from a final concentration of
100 mg.L™ in liquid culture medium, utilizing rot-white fungi as a future contributor in the
treatment of wastewater or public water supplies. Initially assessed the tolerance of Trametes
villosa, Lentinus edodes, Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus and Pleurotus sp., in
PDA (Potato Dextrose Agar) culture with nutritional variations (PDA test standard, PDA 40%
and PDA 0%) in the presence of atrazine at a concentration of 100 mg. L™ and above an
application value of 500 mg.L™" Next conducted a test 2.2-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) diammonium 0.02% (ABTS) to assess the production of ligninolytic
enzymes. In these stages, the microorganisms showed both tolerance to atrazine toxicity and
growth through each nutritional condition assessed, displaying decrease in growth rate at a
concentration of ATZ500 mg.L™.Morphology and mycelial growth were unsatisfactory at a
low nutrient concentration (PDA 0%) when compared with PDA test standard and PDA 40%.
Following a 24 hour culture period, enzymatic activity was detected through a colored halo
around the microorganisms inoculant across all assessed conditions, except for Lentinus
edodes and Trametes villosa, which showed activity after 96 hours, the latter only in PDA 0%
culture in the presence and absence of herbicide, therefore selected for the ATZ degradation
experiments in liquid culture medium. Pleurotus ostreatus and Pleurotus sp. in PDA 40%
static condition yielded the highest removal concentration indexes.ATZ concentration
decrease was obtained through enzymatic activity, especially that of laccase and manganese
peroxidase, by means of adsorption in the biomass of the microorganisms. Atrazine
concentration was determined by means of gas chromatography/high resolution mass
spectrometry methods. Study results regarding Pleurotus sp., Pleurotus ostreatus and
Pycnosporus sanguineus, under two distinct conditions (agitation and statics), showed their
great potential in the bioremediation of aquatic environments contaminated by atrazine.

Key words: bioremediation, atrazine, ligninolytic enzymes.
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1 INTRODUCAO

Devido aos crescimentos demogréfico e socioecondémico ocorridos nas ultimas
décadas, os indices de poluicdo dos recursos hidricos tém aumentado, ocasionando perda da
qualidade da 4gua no que tange aos parametros fisicos, quimicos e bacteriol6gicos.

A contaminacdo das aguas superficiais e subterrdneas por xenobidticos tem sido um
dos grandes problemas da sociedade moderna e motivo de preocupagédo crescente devido aos
riscos que tais compostos representam a biota e ao ser humano, em razdo de seus efeitos
deletérios associados (MINILLO et al., 2009; PEREIRA; FREITAS, 2012).

A presenca de contaminantes na agua pode causar sérios problemas a salde,
dependendo da sua toxicidade, podem causar graves perturbaces a curto prazo. Além dos
efeitos imediatos, como intoxicacdo e morte, os efeitos crénicos podem ocorrer meses, anos
ou até décadas apds a exposicdo, manifestando-se em varias doencas como canceres,
malformacBes congeénitas, disturbios endocrinos e neuroldgicos (RANGEL; ROSA,
SARCINELLI, 2011; CARNEIRO et al., 2012;).

Os principais poluentes encontrados nos corpos hidricos sao provenientes de acbes
antrépicas na agricultura, inddstria e pecuaria, 0s quais podem restringir o uso maultiplo,
principalmente como matéria-prima na producdo de agua para consumo humano, manutencao
da vida aquética, dessedentacdo de animais e lazer (PHILIPPI JR, 2005).

Entre as atividades responsaveis pela poluicdo destacam-se as praticas agricolas, pela
aplicacdo intensiva de agrotoxicos e fertilizantes (PALMA et al., 2009), segundo dados da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Observatério da Industria dos
Agrotdxicos, divulgados no 2° Seminario sobre Mercado de Agrotoxicos e Regulacéo, realizado
em Brasilia (DF), em abril de 2012, informam que nos ultimos dez anos 0 mercado mundial de
agrotoxicos aumentou 93% e o mercado brasileiro em 190%. Em 2008, o Brasil ultrapassou 0s
Estados Unidos e assumiu o posto de maior consumidor mundial de agrotoxicos, sendo que, dos
produtos comercializados, cerca de 45% sdo herbicidas (ANVISA; UFPr, 2012).

Os herbicidas s@o compostos organicos, quimicamente sintetizados, utilizados para
controle de plantas daninhas. Ambientalmente, s@o classificados como micropoluentes
(JAVARONI; LANDGRAF; REZENDE, 1998).

Inimeros estudos tém identificado problemas de polui¢cdo dos corpos hidricos
decorrentes a lixiviagdo dos herbicidas, entre eles a atrazina, frequentemente detectada como

principal poluente orgéanico das &guas superficiais, subterraneas e de abastecimento publico de



diversos paises (OLIVEIRA; KOSKINEN; FERREIRA,2000; CORREIA; LANGENBACH,
2006; ROCHA, 2011).

A atrazina faz parte da familia das triazinas, amplamente utilizada ha mais de 45 anos
em varios paises, como Argentina, Estados Unidos e Brasil para controle de plantas daninhas
em lavouras de milho, sorgo e cana-de-acucar. A escolha para sua utilizacdo se da a sua
efetividade, acdo prolongada, amplo espectro de acéo e baixo custo (LIMA et al., 2012).

Este herbicida é altamente toxico para organismos aquaticos, atua como um potente
disruptor endocrino e possivel agente carcinogénico (HAYES et al., 2010), por isso é
exigéncia legal o monitoramento da quantidade de atrazina na agua bruta e tratada.

No Brasil, a norma que determina o padrdo de potabilidade da agua para consumo
humano é a Portaria n°® 2914, de 12 de dezembro de 2011, do Ministério da Salde, que
estabeleceu uma concentracdo méxima para atrazina de 2 ug.L™! (BRASIL, 2011).

O Ministério do Meio Ambiente também exige o monitoramento da atrazina nos
mananciais de superficie, pela Resolu¢do do Conselho Nacional do Meio Ambiente n° 357, de
17 de marco de 2005 (CONAMA, 2005) e dos mananciais subterraneos pela Resolucdo n°
396, de abril de 2008 (CONAMA, 2008), estabelecendo também os valores méaximos de 2
ng.L™t. Além disso, a legislacdo determina que os efluentes de qualquer fonte poluidora
somente poderdo ser lancados nos corpos de agua, apds o devido tratamento para ndo causar
efeitos toxicos.

Segundo Tundisi e Tundisi (2006), ha uma necessidade de reversdo do quadro atual de
poluicdo dos corpos de agua para niveis compativeis com a sustentabilidade, em curto, médio
e longo prazos, e esta acdo deve ser urgente, tanto para os grandes centros urbanos como para
0 meio rural, tendo em vista o uso intensivo e desordenado de insumos quimicos na
agricultura e a expansdo urbana e industrial.

A busca de solugdes para remocdo dos micropoluentes € um desafio atual e para
futuras geracgdes, uma vez que os tratamentos convencionais utilizados para obter 4gua dentro
dos padrdes de potabilidade nem sempre sdo eficientes na remogdo de compostos organicos
(BATALHA, 2009). Muitas vezes é necessario 0 uso de tratamentos avancados do ponto de
vista tecnoldgico, aplicagdo de novos produtos quimicos ou novas dosagens para obter
resultados satisfatorios, tornando o processo produtivo oneroso e impraticavel.

Nesse contexto, € necessario encontrar alternativas simples, ecologicamente mais
adequadas e eficazes para o tratamento de aguas contaminadas com moléculas organicas de
dificil degradacdo (PEREIRA; FREITAS, 2012).



A biorremediacdo € uma alternativa tecnolégica promissora para reducdo ou até
remocdo de poluentes de ambientes contaminados. A utilizagdo de fungos para fins
biotecnologicos oferece bons resultados, por serem decompositores por exceléncia e serem
considerados principais micro-organismos degradadores da matéria organica na natureza
(GUIMARAES, 2009; JARDIM, 2010).

Dentre os fungos, os basidiomicetos, principalmente os fungos de decomposicéo
branca, tem-se tornado um grupo interessante para utilizacdo em biorremediacdo de
compostos recalcitrantes em fungdo da capacidade de produzir quantidades significativas de
enzimas ligninoliticas, responsaveis na degradacao da lignina, bem como na biorremediacéo
de xenobioticos (GIMENES, 2011).

2 JUSTIFICATIVA

A contaminacdo de aguas superficiais e subterrdneas representa um problema
socioambiental, pois o potencial hidrico de abastecimento publico pode ser inutilizado e
provocar danos aos seres vivos e ao ecossistema como um todo.

Segundo Finotti et al., (2009), a baixa qualidade da agua dos recursos hidricos é uma
consequéncia que pode ser observada em praticamente todas as cidades do Brasil. No ultimo
século houve um aumento da populacdo urbana brasileira, cujo crescimento se deu de forma
desordenada, com isso provocando aumento na geracdo de residuos soélidos, esgotos
domésticos e industriais, bem como aumento das atividades agropecuarias.

Diante da constante deterioracdo dos recursos hidricos por compostos organicos e da
crescente necessidade de atender aos padrbes de qualidade da agua, cada vez mais exigentes
pelas legislacdes, sdo necessarias varias alternativas para remocao de poluentes das aguas
superficiais, subterraneas e residudrias.

Diversas técnicas fisicas, quimicas e bioldgicas vém sendo desenvolvidas com a
finalidade de transformar os poluentes presentes nas aguas em produtos menos téxicos para o
meio ambiente e para o ser humano. O ideal é que essas tecnicas sejam simples para serem
implementadas em escala industrial a um custo técnico e econdmico viavel (GALVIN et al.,
2005).

Dentre as técnicas desenvolvidas, a aplicagdo de processos biotecnoldgicos

envolvendo, conjuntamente, micro-organismos e/ou enzimas, com o objetivo de solucionar ou



minorar problemas de poluicdo ambiental, tem se tornado crescente (OLIVEIRA et al., 2008).
Esta técnica também chamada de biorremediacdo vem se destacando como uma alternativa
viavel, promissora (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

A potencialidade de se empregar fungos para o tratamento de substancias persistentes
estd relacionada a producdo de grande nimero de enzimas extracelulares e a capacidade
desses micro-organismos de suportar mudancas bruscas na contaminacao de matéria organica,
tolerar grandes variacOes de pH e de temperatura e se adequar a variacbes e escassez de
umidade e de oxigénio, demonstrando que s&o indicadores da viabilidade do processo de
tratamento com reatores fangicos (RODRIGUES, 2006).

Pesquisadores tém demonstrado que a atrazina tem efeitos toxicos em algas, plantas
aquaticas, anfibios, peixes e mamiferos. Devido a toxicidade e a persisténcia da atrazina no
ambiente, a busca de linhagens microbianas capazes de degrada-la é fundamental para o
desenvolvimento de processos de biorremediacdo, como uma ferramenta corretiva para
solucionar problemas decorridos do uso irracional de agrotoxicos (GONZALEZ et al., 2003).

Diante deste contexto, a utilizacdo da biorremediacdo para remocdo de atrazina no
meio liquido, por meio de fungos de decomposicdo branca, pode ser uma alternativa viavel,
podendo contribuir e complementar 0s processos biotecnologicos disponiveis para o

tratamento de &guas superficiais, subterraneas e residuarias.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi o estudo da remocdo da atrazina de meio liquido por
meio de fungos de decomposic¢do branca, avaliando a eficiéncia na reducdo da concentracéo
do herbicida, com vistas a futuras aplicacdes em tratamento de aguas residuarias ou de

abastecimento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar a tolerancia dos fungos Trametes villosa, Pycnosporus sanguineus,
Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp., quanto a presenca do herbicida atrazina

em diferentes meios de cultivo solido;

B) Avaliar e selecionar os fungos Trametes villosa, Pycnosporus sanguineus, Lentinus
edodes, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp., quanto a capacidade de producdo enzimatica na

presenca de atrazina;

C) A partir dos estudos de tolerancia e avaliacdo da capacidade de producdo de
enzimas na presenca da atrazina, monitorar a producdo de Lcc, MnP e LiP, nas fases de

crescimento dos fungos, em meio de cultura liquido, em condicdo estatica e agitacao;

D) Determinar as concentracOes de atrazina nas fases de crescimento dos fungos em

meio liquido e quantificar o percentual de sua remocdo em condicdo estatica e com agitagéo.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serdo abordados os temas: (1) Uso de agrotoxicos e contaminacdo dos
recursos hidricos, (2) Caracteristicas gerais e propriedades fisico-quimicas do herbicida
atrazina (3) Biorremediacdo (4) Aplicacdo dos fungos de decomposicdo branca em
biorremediacdo, dando énfase & importancia da pesquisa na area de saneamento no que diz

respeito a necessidade de remocéo de micropoluentes das aguas.

4.1 USO DE AGROTOXICOS E CONTAMINACAO DOS RECURSOS HIDRICOS

Com o objetivo de aumentar a producdo de alimentos, a partir dos anos 60, foi
introduzido o uso intensivo de agrotdxicos: herbicidas, bactericidas, fungicidas, acaricidas,
parasiticidas, inseticidas etc. O emprego desses agentes quimicos resultou em produtividade,
porém trouxe consequéncias adversas ao homem e ao meio ambiente (UETA et al., 1999).

De acordo com o Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei
7802/1989 (Lei dos Agrotdxicos), agrotdxicos sdo produtos e agentes de processos fisico-
quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las das agdes
danosas de seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 2002).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2003), o uso de agrotoxicos esta entre 0s
principais instrumentos do atual modelo de desenvolvimento da agricultura brasileira; em
consequéncia, com o aumento do volume de vendas e devido aos efeitos adversos que podem
causar, aumenta a preocupagdo com a exposi¢do humana e ambiental a esses produtos.

Segundo Carneiro et al. (2012) o consumo médio de agrotdxicos vem aumentando em
relacdo a area plantada. No Brasil, na safra de 2011, foram plantados 71 milhGes de hectares
de lavoura de soja, milho, algoddo, café, citricos, frutas, eucaliptos, o que corresponde
aproximadamente 853 milhdes de litros de agrotoxicos pulverizados nessas culturas,
representando  uma  média de 12  litros/hectare e  exposicdo  média

ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de agrotoxicos por habitante (IBGE, 2012).



Na safra 2010/2011, o mercado nacional de vendas de agrotdxicos movimentou 936
mil toneladas de produtos. Os herbicidas representaram a maior parte dos produtos utilizados,
cerca de 45% do total de agrotoxicos comercializados (CARNEIRO et al., 2012).

Segundo a Associacdo Brasileira de Saude Coletiva, a cana-de-agucar também teve
aumento importante da area plantada e continua em expansdo progressiva no Brasil,
principalmente nos Estados de Mato Grosso do Sul, Goias, Espirito Santo, Bahia, Mato
Grosso e Minas Gerais (CONAB, 2012). O Estado de Goias estd em terceiro lugar no cenario
nacional em quantidade de usinas de alcool instaladas (CONAB, 2007; CONAB, 2008).

A expansdo da cultura de cana-de-agucar no Pais foi ocasionada principalmente pelo
advento do Programa Nacional do Alcool - PROALCOOL, criado pelo Governo Federal por
meio do Decreto 76.593, de 14/11/1975 (BRASIL,1975). Em poucos anos, as areas plantadas
apresentaram um crescimento expressivo, visando ao atendimento das necessidades do
mercado interno e externo e da politica de combustiveis automotivos, determinando
importantes mudancas no que se refere ao aspecto agroambiental e aumento do uso de
herbicidas para controle das ervas daninhas e limpeza do terreno para plantio (AGUIAR,
2008).

Além da expansdo da agricultura, outros fatores também tém contribuido para o
aumento do uso de agrotoxicos no Brasil: resisténcia crescente das pragas e o0 surgimento de
novas, uso de tecnologias no campo, reducdo dos precos, politicas governamentais de
incentivo ao aumento da produtividade agricola, falta de orientacdo sobre o uso correto dos
produtos, eficiéncia da politica de venda das industrias produtoras entre outros (LONDRES,
2011).

A importancia do uso de agrotdxicos na agricultura é indiscutivel por fazer parte dos
insumos basicos. Portanto, € fundamental a utilizagdo de forma adequada para preservagéo da
qualidade do produto cultivado e dos recursos naturais (ROCHA, 2011).

As atividades agricolas apresentam alto risco de contaminagdo dos sistemas aquaticos,
devido a mobilizacdo dos sedimentos, nutrientes e agrotoxicos pelo escoamento superficial,
provocando problemas ao suprimento de agua potavel por afetar a qualidade das &guas
superficiais e lencdis freaticos (GAMA; OLIVEIRA; CAVALCANTE, 2013).



A protecdo das aguas subterraneas constitui uma prioridade da Politica Ambiental da
Unido Européia, pois uma vez contaminada, seu tratamento torna-se mais dificil do que o
tratamento das aguas superficiais e as consequéncias podem durar décadas, colocando em
risco a salide humana e o desenvolvimento das atividades na industria e agricultura (SILVA et
al., 2012).

A utilizagdo dos agrotoxicos de forma sustentavel ou substituicdo por compostos
menos toxicos para 0 meio bidtico e abidtico devem ser considerados como importantes
medidas de mitigacdo para reduzir os impactos ambientais no solo e agua (SILVA et al.,
2010).

No Brasil, 0 uso de agrotdxicos é regido pela Lei n°® 7.082/1989, o cumprimento da
mesma pelos fabricantes, comerciantes, 6rgaos fiscalizadores e agricultores, pode minimizar
consideravelmente os danos por eles causados (LONDRES, 2011).

O Brasil ocupa posi¢édo de destaque no mercado mundial de agrotoxicos, sendo que o
consumo de herbicidas corresponde a quase metade do volume total de vendas (PINHO et al.,
2004). Dentro desse cenario, a atrazina € um herbicida bastante utilizado, principalmente, no

controle de plantas daninhas associadas a cultura do milho (PEIXOTO et al., 2000).

4.2 CARACTERISTICAS GERAIS E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO
HERBICIDA ATRAZINA

A atrazina, herbicida da classe dos triazinicos, utilizada pela primeira vez em 1953,
sob a forma de suspensdo concentrada, é usada intensivamente no controle de plantas
daninhas, tanto em aplicacdo de pré-emergéncia, logo apdés o plantio, como em pos-
emergéncia, atua na inibicdo da fotossintese (CAMARGO; BISPO; SENE, 2011).

E um produto registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
MAPA, conforme a Lei n° 7.802, de 11 julho de 1989. Autorizado para uso agricola na
aplicacdo das plantas infestantes nas culturas de abacaxi, cana-de-agUcar, milho, pinus,
seringueira, sisal e sorgo, pelo Decreto lei 98.816 de 11/01/1990, ¢ utilizado principalmente
nas culturas de milho e de cana-de-actcar (MENEZES et al., 2012).

Seu nome quimico € 6-chloro-Nj-ethyl-Ny4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine, a
formula bruta CgH14CINs, (BRASIL, 1985). A molécula é formada por um anel aromético
heterociclico clorado e N-alquilado tornando uma molécula de dificil degradacdo no ambiente,

cuja estrutura quimica esta apresentada na Figura 1.



quimicos ou bioquimicos. Alguns micro-organismo,

Figura 1 - Fdrmula estrutural da atrazina
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Fonte: www.anvisa.gov.br/agrotoxicos e toxicologia/ monografias de agrotéxicos/Al14, 2012.

A degradacdo e mineralizacdo da atrazina podem ocorrer por processos fisico-

incluindo diversas bactérias como

espécies de Nocardia, Pseudomonas, Rhizobium e agrobactérias tém demonstrado habilidade

em biodegradar parcial ou totalmente a molécula, levando a formacdo de NH3 e CO2

(BOUQUARD et al.

, 1997; UETA et al., 1999). A Figura 2 apresenta a rota de degragdo da

atrazina por bactérias.

Figura 2 - Rota de degradacdo da atrazina por bactérias
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Fonte: http://www.nature.com/nchembio/journal/v5/n8/images/nchembio.197-F1

Mais de quinze metabdlitos resultantes da degradacdo ja foram identificados e

descritos na literatura, sendo que os principais produtos de degracdo sd@o compostos

hidroxilados e clorados: Desetil atrazina (DEA), Deisopropilatrazina (DIA),


http://aem.asm.org/cgi/content/abstract/63/3/862
http://www.nature.com/nchembio/journal/v5/n8/images/nchembio.197-F1

10

Desetildeiosopropilatrazina (DEDIA), Desetilhidroxiatrazina (DEHA),
Deisopropilhidroxiatrazina (DIHA) e Hidroxiatrazina (HA) o0s quais possuem efeitos
bioldgicos semelhantes aos da atrazina, porém menos toxicos e normalmente estdo presentes
em baixas concentragfes (LEVY et al., 1998; PEREIRA, 2011). As estruturas das moléculas

dos principais produtos de degradacédo estdo apresentadas na Figura 3.

Figura 3 - Estrutura quimica dos principais produtos de degradacao da atrazina
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Fonte: Adaptado de Pereira, 2011.

Segundo Khouri (2011) e informagdes contidas na Ficha de Informacdes de Seguranga
de Produtos Quimicos (FISPQ), este herbicida é classificado pelo Ministério da Satude como
medianamente toxico (Classe Ill) para o ser humano e classificado pelo IBAMA como muito
perigoso para o meio ambiente (Classe II).

A atrazina é altamente toxica para organismos aquaticos, atua como potente disruptor
endécrino em peixes e anfibios quando testado em baixas concentragdo (pg.L™) e em répteis,
aves e mamiferos em doses mais elevadas (HAYES et al., 2010).

Foram examinados os efeitos deste herbicida sobre o desenvolvimento sexual de ras
africanas (Xenopus laevis) em fase de larva e adultos e constatado que, mesmo em baixas
concentragdes, a atrazina induzia ao hermafroditismo, comprometendo o desenvolvimento
sexual de machos e fémeas, podendo contribuir com um fator global de declineo dos anfibios
(HAYES et al., 2002).
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Alguns estudos indicam a atrazina como um possivel agente carcinogénico, por
aumentar a tendéncia de cancer de prostata, bexiga, pulmdo, linfoma ndo-Hodgkin e mieloma
multiplo em seres humanos expostos ao herbicida. A exposicdo humana ocorre
ocupacionalmente na agricultura e inddstria por meio da &gua contaminada ou deriva. Foi
relatada maior incidéncia de tumores mamarios em fémeas de ratos e de linfomas testiculares
em ratos e camundongos, por meio da administracdo oral do herbicida (FREEMAN et al.,
2011; RUSIECKI et al., 2004).

A atrazina também pode afetar o sistema reprodutivo humano, diminuindo a contagem
de espermatozdides e aumentando as taxas de infertilidade (SWAN et al., 2003). Estudos
epidemioldgicos indicam que niveis muito baixos de exposicdo atraves da dgua contaminada
podem interferir no desenvolvimento fetal durante o periodo critico da gravidez (ACUNA et
al., 2009).

Apbs a aplicacdo, a atrazina pode tornar-se um contaminante dos corpos hidricos, por
apresentar alta persisténcia no solo, hidrélise lenta, absor¢cdo moderada & matéria organica e
argila, baixa pressdo de vapor, alto potencial de escoamento, solubilidade baixa para
moderada em &gua (UETA et al., 1999). No Quadro 1 estdo apresentadas suas principais
propriedades fisico-quimicas e ecologicas.

Devido a essas caracteristicas fisico-quimicas e ao alto potencial de contaminar recursos
hidricos, inclusive os sistemas de abastecimento de dgua, 0 Conselho da Unido Europeia, por
meio da Directiva 2004/248/CE do Conselho, de 10 de marco de 2004, proibiu 0 uso deste
herbicida em alguns paises, como é o caso da Franca, Dinamarca, Finlandia, Alemanha,
Austria, Italia e Suica, porém foi concedida a prorrogacio do uso em alguns paises da Europa.

Em Portugal, a atrazina ainda faz parte da lista de produtos com venda autorizada, sendo
comercializada, simples ou em mistura com outros herbicidas, sob varias designacoes
comerciais. Devido ao uso intensivo e a propriedade de mobilidade nos solos, a atrazina € um
dos herbicidas mais frequentemente detectados em &guas de superficie e subterraneas
(CEREJEIRA et al., 2003).

No Sul de Portugal, no periodo de 2004 a 2006, durante a realizacdo de um estudo de
avaliacdo da qualidade da agua, foi encontrado o metobdlito Desetilatrazina (DEA), principal

produto de degradacéo da atrazina, em 60% dos 103 pocos analisados (SILVA et al., 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=12553980&query_hl=5
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QUADRO 1 - Propriedades fisico-quimicas e informacdes ecoldgicas da atrazina

PROPRIEDADES FiSICO-
QUIMICAS e ECOLOGICAS

REFERENCIA

Estado fisico liquido

Forma leitosa

Cor branca a bege

Odor fraco

pH 7 a 8,5 (5% em agua deionizada)

Pressao de vapor

3,85 x 10° mPa a 25°C para o produto

Densidade

1,08 -1,12 g.mL™.

Solubilidade a 25°C
(gL

O produto é miscivel em &gua. Em outros solventes: a
solubilidade do ingrediente ativo atrazina é de 24 em
acetato de etila; 31 em acetona; 28 em diclorometano; 15
em etanol; 4 em tolueno; 0,11 em n-hexano e 8,7 em n-
octanol.

Coeficiente de particdo | 2,5 (25°C).
octano/agua log Kow
Meia vida no ambiente 91 a 180 dias

Bioacumulacéo

O produto pode se bioacumular nos organismos aquaticos

Ecotoxicidade

Toxicidade:

- Peixes: CL(l)so ;96h = 44,53 mg.L™* Brachydanio
rerio.;

- Daphnia similis CE(I)so ;48h = 11,11 mg.L™* ;

- Abelhas (Aphis mellifera ) - DL50 (oral) > 97 g/abelha;
- Aves - DL50 = entre 940 mg.kga 4237 mg.kg™.

Fonte: Ficha de Informacdes de Seguranca de Produtos Quimicos- FISPQ

Apesar de proibido o uso da atrazina na Unido Europeia em 2004, é o herbicida mais

utilizado nos Estados Unidos e provavelmente no mundo. Este produto € frequentemente

encontrado em aguas norte-amercianas, em torno de 80% das amostras analisadas de aguas

superficiais e tratadas. O estudo foi realizado em vinte bacias hidrograficas, entre 2007 e

2008, confirmando a presenca generalizada da atrazina no ambiente, constituindo risco para

0s seres humanos, fauna e ecossistemas (WU et al., 2010).

No Brasil, a atrazina ainda faz parte da lista de produtos com venda autorizada, sendo

comercializada simples ou em mistura com outros herbicidas, sob varias designacoes

comerciais.
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No Estado de Goias € um dos agrotoxicos detectados em daguas superficiais e
subterraneas de regides agricolas. A empresa de Saneamento do Estado de Goids S/A
(SANEAGO) faz o monitoramento da qualidade de agua bruta e tratada, referente aos
compostos organicos, de acordo com as exigéncias e frequéncias determinadas pelas
Legislacdes e em alguns mananciais de superficie foram encontrados residuos de atrazina, mas
sempre abaixo do valor maximo permitido que é de 2 pg.L™, porém o fato de se detectar a
presenca ja serve como indicador para adocdo de medidas preventivas e evitar futuros

impactos com uma gestdo mais adequada dos recursos hidricos (SANEAGO, 2012).

4.3 BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo € uma tecnologia que utiliza 0 metabolismo de micro-organismos
com objetivo de eliminar, transformar ou reduzir o contaminante em produtos menos toxicos.
Os micro-organismos utilizam os poluentes presentes no ambiente como fonte de nutrientes
para 0 seu crescimento os quais podem ser integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais
(COLLA et al., 2008).

Segundo Oliveira (2008), a biorremediacdo pode ser definida como um conjunto de
tecnologias que utilizam processos bioldgicos aplicados a remediacdo de areas contaminadas,
tratamento de compostos organicos toxicos ou efluentes, contendo residuos, que devem ser
eliminados antes da liberacdo no ambiente.

O uso de biorremediacdo para o controle e remocdo de micropoluentes presentes na
agua e solo constitui-se em uma técnica criteriosamente explorada, dentre os inumeros
processos bioldgicos existentes para minimizar 0s impactos ambientais e os efeitos
indesejados promovidos por estes compostos xenobioticos ao homem (LOPEZ et al., 2005).

Desde a década de 40, o processo de biorremediacdo, como técnica de degradacdo de
contaminantes organicos, vem sendo usado na industria de petroleo (MESQUITA, 2004),
apresentando resultados satisfatérios e economicamente vidveis quando comparados a outros
métodos de remocdo de hidrocarbonetos. A aplicacdo de processos biotecnoldgicos
envolvendo micro-organismos, plantas e enzimas tem se tornado crescente (OLIVEIRA et al.,
2008).

Geralmente, 0s micro-organismos utilizados sdo bactérias, fungos filamentosos e
leveduras, que podem ser de ocorréncia natural ou provenientes de bancos de culturas
microbioldgicas (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010). Vaérias pesquisas tém sido
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realizadas com a finalidade de isolar, identificar e selecionar bactérias e fungos capazes de
biodegrar agrotoxicos (SILVA, 2011).

A utilizacdo de micro-organismos no tratamento de ambientes contaminados por
agrotoxicos foi testada por Franco et al. (2003), quando a bactéria Acinetobacter jonhsonii
apresentou potencial remediador de solos contaminados pelos seguintes pesticidas: Diuron,
Iprodione, Propanil, 3,4 Dicloroanilina, Metalaxil, Clorotalonil, Quinclorac, Atrazina e
Paclobutrazol.

Silva et al. (2007) também avaliaram a capacidade degradativa de micro-organismos em
2,4D, herbicida reconhecido como cancerigeno. Os micro-organismos Stenothrophomas
maltophilia e Penicillium sp., bactéria e fungo, respectivamente, apresentaram valores
satisfatorios de degradacéo, além deste Gltimo pertencer a biota natural do solo estudado.

Campos (2009) realizou estudos de remogdo e toxicidade dos pesticidas atrazina e
oxifluorfem utilizando cianobactérias Microcystis novacekii em condi¢des de cultivo e 0s
resultados demonstraram certo potencial para degradacdo da atrazina com médias de remocéo
de 22,2% em 96 horas.

A biodegradacdo parcial do herbicida atrazina também foi relatada por Ueta et al.
(1999), por meio dos fungos Aspergillus fumigatus e Rhizopus stolonifer e das bactérias do
género Rhodocossus, Nocardia, Bacillus e Pseudomonas, em que houve a degradacdo da
atrazina apds 26 dias de incubacdo em meio liquido, sendo a Unica fonte de carbono e
nitrogénio a atrazina na concentracéo de 100 mg.L™ . Wang et al. (2012) também obteve bons
resultados da biodegradacao da atrazina utilizando as bactérias Rhizobium sp e Acinetobacter
sp. com capacidade relativamente elevada de mineralizacéo, cerca de 96% e 99% em 72 h
respectivamente.

Uma das formas de aplicacdo da biorremediacdo utilizando fungos e/ou as enzimas
extracelulares é o uso de reatores bioldgicos. Dentre os biorreatores, 0s mais comuns Sao 0s
filtros bioldgicos anaerobios ou aerobios, o sistema de lodos ativados e suas variagdes e
digestores anaerobios de fluxo ascendente (PEREIRA e FREITAS, 2012).

As vantagens da biorremediacdo sdo: apresenta um baixo custo, pode ser realizada em
temperatura e pressao ambientes, utiliza metabolismos degradativos do préprio ambiente, ndo
ha transferéncia do problema, é segura do ponto de vista ambiental e ha a transformacéo do
contaminante até a mineralizagdo, transformando-o em CO,;, H,O e sais organicos
(GIMENES, 2010; LOPES et al., 2009).
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A biorremediacdo apresenta algumas desvantagens tais como: é um processo lento;
muitos micro-organismos apresentam ser eficazes apenas em condicBes de laboratorio; €
dependente da quantidade de nutrientes disponiveis; exige controle do pH, temperatura,
oxigénio e umidade (KARIGAR; RAO, 2011).

44 APLICACAO DOS FUNGOS DE DECOMPOSICAO BRANCA EM
BIORREMEDIACAO

Os basidiomicetos sdo incluidos taxonomicamente no Filo Basidiomycota do Reino
Fungi e morfologicamente séo caracterizados como fungos que produzem esporos de origem
sexuada em estruturas especializadas chamadas basidios. Popularmente, estes fungos sédo
conhecidos como cogumelos e orelhas-de-pau. Eles desempenham papel fundamental na
ciclagem de nutrientes na natureza, principalmente no ciclo de carbono, por serem excelentes
degradadores de lignina, o segundo polimero mais abundante sobre a terra (SALVI, 2011).

Estes micro-organismos sdo também chamados de fungos de decomposicdo branca,
por degradarem celulose, hemicelulose e lignina, quebrando em moléculas menores CO, e
H,0, a partir dos quais obtém energia para seu crescimento e reproducado, causando perda da
resisténcia da madeira, tornando-a laminada, esponjosa, fibrosa e com uma coloracao branca,
que caracteriza o nome do grupo (GIMENES, 2010).

A biodegradacdo de materiais lignoceluldsicos é um processo natural da reciclagem da
matéria organica e neste processo atua um grupo de enzimas oxidativas que compreendem
duas peroxidases (lignina peroxidase e manganés peroxidase) e uma oxidase (lacase), as
quais, em geral, ndo sdo especificas do substrato, tornando possivel a sua aplicacdo na
biodegradacdo de uma variedade de compostos recalcitrantes como agrotoxicos clorados,
dioxinas e hidrocarbonetos aromaticos (ARANTES; MILAGRES, 2009; AUST, 1995;
MANSUR et al., 2003; ALEXANDRINO et al., 2007; CARVALHO et al., 2009).

Na Suécia e em alguns outros paises da Europa, varios agrotoxicos como o lindano,
atrazina,  diuron, terbutilazina, = metalaxil,  dicloro-difenil-tricloroetano, = gama
hexaclorociclohexano, dieldrin, aldrin, heptacloro, clordano, lindano, mirex, etc foram
biodegradados por meio de fungos de decomposicdo branca, em local onde ocorre
manipulacdo do agrotoxico, evitando contaminagdo de corpos d’agua (DIEZ, 2010).

Os fungos de decomposicdo branca tém apresentado o potencial de descolorir, degradar

e mineralizar os corantes utilizados no processo de fabricacdo de tecidos. Varios estudos tém
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apresentado resultados satisfatorios e o potencial da aplicacdo da biorremediacdo em
tratamento de efluentes das inddstrias téxteis.

Machado et al. (2006) analisaram o potencial dos fungos Trametes villosa e
Pycnoporus sanguineus em biodegradar uma mistura de 28 corantes e 0s resultados deste
estudo demonstraram o excelente desempenho destes micro-organismos em descolorir 0s
efluentes. Miranda et al. (2010) também obteve resultados satisfatorios, com degradagdo de
100% dos corantes testados utilizando Phanerochaete chrysosporum , Lentinus edodes e
Curvularia lunata .

Atualmente a mais importante aplicacdo para celulases e hemicelusases € o bio-
branqueamento da polpa na inddstria de papel, a producao da polpa dissolvida, tratamento de
agua residual e reciclagem de residuos de papel (BORTOLAZZO, 2011).

Estas enzimas lignoliticas estdo sendo utilizadas em varias aplicacBes industriais e
biotecnolodgicas, por serem estaveis e altamente ativas, contribuindo assim para resolver o0s
problemas ambientais (MENEZES; SILVA; DURRANT, 2009).
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5 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos utilizados na execucdo dos experimentos estdo representados no
fluxograma simplificado apresentado na Figura 4.

O trabalho foi realizado utilizando as instalacfes e equipamentos do Laboratério de
Enzimologia e Biocatalise Ambiental da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de
Goiés e do Laboratério Central de Analise de Agua da SANEAGO.

A partir dos objetivos propostos para esta pesquisa, a parte experimental foi
desenvolvida em quatro etapas:

- Etapa 01: consistiu no cultivo de cinco espécies de fungos de decomposicdo branca em
meio de cultura solido, com variagdes nas concentracGes de nutrientes e de atrazina, para
avaliacdo e selecdo pela maior capacidade de adaptacdo e maior taxa de crescimento nas
condicdes testadas.

- Etapa 02: os experimentos foram realizados em meio de cultura solido, nas mesmas
condicdes da etapa anterior, porém com adicdo ABTS (2 —Azino-bis (3- etilbenzotiazolina-6 —
acido sulfonico) diamonia, para avaliacdo qualitativa da producdo de enzimas ligninoliticas
dos fungos na presenca de atrazina e selecdo das espécies para os experimentos no meio de
cultura liquido.

- Etapa 03: realizada em meio de cultura liquido, em condicdo estatica, utilizando trés
fungos selecionados nas etapas anteriores, duas concentragdes do meio de cultura e atrazina na
concentracdo de 100 mg.L™ .

- Etapa 04: realizada em meio de cultura liquido, sob agitacdo, utilizando os mesmos
micro-organismos da etapa trés, na condi¢do nutricional que ocorreu maior producdo de
enzimas.

Nos ensaios em meio liquido foram realizadas analises da concentragdo de atrazina por
método cromatografico e quantificagdo das enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina

peroxidase por método espectrofotométrico.
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Figura 4 - Fluxograma simplificado do roteiro utilizado na realizagio dos experimentos.

v

1° ETAPA: Experimentos em meio de cultura sélido, trés variacdes de nutrientes, cinco espécies de
fungos de decomposicéo branca (Tvi, Le, Ps, Plos, Plsp), duas concentracdes de ATZ

v

\ 4 A 4
BDA padrdo BDA 40% BDA 0%
100mg.L™ 500mg.L* 100mg.L* 500mg.L" 100mg.L™ 500mg.L*

Avaliacéo de duas concentrac@es de atrazina (ATZ)

A, I

2° ETAPA: Experimentos em meio de cultura sélido, trés varia¢des de nutrientes, cinco espécies de
fungos de decomposicéo branca (Tvi, Le, Ps, Plos, Plsp), duas concentragdes de ATZ e ABTS 0,02%

BDA padrdo + ABTS 0,02% BDA 40% + ABTS 0,02% BDA 0% + ABTS 0,02%
100mg.L*t 500mg.L? 100mg.L? 500mg.L* 100mg.L? 500mg.L*

Avaliacdo de duas concentracdes de atrazina (ATZ)

3° ETAPA: Experimentos em meio de cultura liquido, em condicdo estatica, duas variagdes de
nutrientes, trés espécies de fungos selecionados nas etapas anteriores (Ps, Plos, Plsp) e ATZ 100 mg.L™ .

e AN

-1
BD 40% + ATZ 100 mg.L BD 0% + ATZ 100 mg L

N\

4° ETAPA: Experimentos em meio de cultura liquido (BD 40%), sob agitacao, trés espécies de fungos
selecionados nas etapas anteriores (Ps, Plos, Plsp) e ATZ100 mg.L™ .

Legenda:

Tvi (Trametes villosa); Le (Lentinus edodes); Ps (Pycnosporus sanguineus); Plos (Pleurotus
ostreatus); Plsp (Pleurotus sp); ATZ (atrazina); ABTS (2,2 —Azino-bis (3- etilbenzotiazolina-
6 — acido sulfénico) diamoénia; BDA padrdo (Batata, Dextrose e Agar); BD (Batata e

Dextrose).
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5.1 MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizados cinco micro-organismos para realizacdo dos experimentos (Trametes
villosa, Lentinus edodes, Pycnoporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp) que
fazem parte da colecdo do Laboratorio de Enzimologia e Biocatalise Ambiental-FF/UFG, os
quais sdo provenientes da Fundacdo André Tosello, localizada em Campinas-SP e a
Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP (Quadro 2).

As cepas Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp foram devidamente identificadas pela
Divisdo de Recursos Microbianos do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas - DRM/CPQBA - UNICAMP, e sdo pertencentes ao Laboratorio de
Sistematica e Fisiologia Microbiana do Departamento de Ciéncias do Alimento - Faculdade
de Engenharia de Alimentos — FEA/UNICAMP.

QUADRO 2 - Micro-organismos utilizados na Pesquisa

Micro-organismos Identificacdo da cepa Origem
Lentinus edodes CCT - 4519 Fundacdo André Tosello
Pycnoporus sanguineus CCT- 4518 Fundacdo André Tosello
Pleurotus ostreatus sem registro UNICAMP
Pleurotus sp. sem registro UNICAMP
Trametes villosa CCT- 5567 Fundacdo André Tosello

Fonte: Faculdade de Farmacia- UFG - Laboratério de Enzimologia e Biocatéalise Ambiental.

5.2 MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS DURANTE OS EXPERIMENTOS

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados meios de cultura liquidos BD
(Batata e Dextrose) e solidos BDA (Batata, Dextrose e Agar) com variacdes de fonte
nutricional: BDA padrdo, BDA 40% caldo de batata e BDA 0% de caldo de batata. A
composicao dos meios de cultura encontra-se no Quadro 3.

Durante o preparo dos meios de cultura foram adotadas procedimentos de Boas
Praticas de Laboratério (BPL) para manter a integridade e evitar contaminacdo. Os frascos
contendo os meios de cultura foram armazenados na temperatura recomendada pelo fabricante
de 4°C a 30°C e umidade relativa < 60%.
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Ap0s o preparo foi verificado o pH e quando necessario este foi ajustado para 5,5 com

NaOH ou HCI. Posteriormente, foram esterilizados em temperatura de 121°C por 15 minutos,

resfriados até 40°C e transferidos 20 mL para placas de Petri e 200 mL para frascos de

Erlenmeyer, este procedimento foi realizado dentro da cabine de seguranga bioldgica (CBS).

QUADRO 3 - Composicao dos meios de cultura sélido e liquido

Meio sélido
Componentes Meio Meio sélido Meio sélido BDA Meio s6lido BDA | BDA padrao
liquido BDA padréo 40% caldo de 0% caldo de com ABTS
batata batata
Dextrose 2049 209 209 2049 204¢g
Caldo de batata | 200 mL 4,0 g* 1,6 g** Ausente 4,09 *
Agar Ausente 15¢ 159 15¢g 15¢
ABTS Ausente Ausente Ausente Ausente 0,2¢g
Agua destilada | 1000 mL 1000 mL 1000 mL 1000 mL 1000 mL
gsp

* Equivale a 200 g de infusdo de batata. ~ ** Equivale a 80 g de infusdo de batata

5.3 MANUTENCAO DOS MICRO-ORGANISMOS

O cultivo e a manutencdo dos fungos foram realizados em meio BDA, em placas de
Petri com diametro de 9 cm. Os indculos contendo os micro-organismos foram transferidos
sob fluxo laminar para o centro das placas contendo o meio de cultivo. O in6culo é também
chamado de disco, possui 6 mm de didmetro, corresponde a abertura maior de uma ponteira
de 1 mL, este foi retirado da borda da col6nia na placa de Petri, por ser a area de crescimento
ativo (Figura 5).

As placas inoculadas foram incubadas em estufa microbioldgica a 28°C + 2°C, no
escuro por 8 dias, tempo necessario para crescimento satisfatorio dos fungos. Este periodo foi
padronizado durante os experimentos.

Os repiques foram realizados mensalmente e as cepas foram mantidas a 4°C, em tubos

de ensaio com meio BDA padréo inclinado, para preservacéo.
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Figura 5 - Transferéncia do inéculo da area de crescimento ativo da col6nia para o centro da placa
contendo o meio de cultivo.

Fonte: Pesquisa da autora

5.4 PREPARO DA SOLUCAO DE ATRAZINA

A atrazina foi adquirida comercialmente, acompanhada de receita agrondmica com
recomendacdo e observagdo para uso em pesquisa. O nome comercial ¢ PROOF, fabricado
pela inddstria Syngenta Crop Protection, dos Estados Unidos, cujo importador € a Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda, localizada em S&o Paulo, sob o registro n® 02999 do Ministério da
Agricultura e Abastecimento — MAPA.

O agrotodxico é comercializado em forma de suspensdo concentrada com a seguinte
composigao:

- Ingrediente ativo:
6-chloro-N -ethyll-N -isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine......500g/L (50% m/v)
- INgredientes INEIES. .......ccoie i, 600g/L (60% m/v)

Devido a toxicidade do produto foram adotados procedimentos de biosseguranga, com
utilizacdo dos Equipamentos de Protecdo Individual (EPI): luvas, toucas, jalecos com mangas
compridas e mascaras.

Para realizacdo dos experimentos em meio de cultura sélido foram utilizadas duas
concentragdes de atrazina, 100 mg.L™ e 500 mg.L™, estas concentragdes correspondem 50.000
e 250.000 vezes, respectivamente, aos valores maximos permitidos de atrazina, em agua
tratada e bruta (mananciais de superficie e subterrdneo), determinados pelas legislagdes
vigentes do Ministério da Saide e Ministério do Meio Ambiente, que especificam maximo 2
pg.L ™

A solucéo estoque foi preparada utilizando a suspens@o concentrada 50% por meio de

diluicdo, utilizando &gua ultrapura (livre de matéria orgénica, sais e micro-organismos) e
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vidrarias esterilizadas, para obter concentracdo de 10% do ingrediente ativo, a partir da qual
as concentracOes desejadas foram preparadas sob fluxo laminar para manutengdo da condicgéo
estéril necessaria a realizacdo dos experimentos e adicionadas ao meio de cultura antes de sua

solidificacéo.

5.5 EXPERIMENTOS EM MEIO DE CULTURA SOLIDO — ETAPA 01

Os experimentos foram realizados com 0s micro-organismos: Lentinus edodes,
Pycnoporus sanguineus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sp, Trametes villosa, em trés
condigdes nutricionais: (1) BDA — padréo, (2) BDA 40% de caldo de batata, e (3) BDA 0% de
caldo de batata e duas concentragdes de atrazina: 100 mg.L™ e 500 mg.L™, com o objetivo de
avaliar a velocidade do crescimento micelial, desenvolvimento satisfatério dos miceélios e
capacidade de adaptacdo na presenca da atrazina.

Estas condicBes foram determinadas ap6s ensaios preliminares com 0s micro-
organismos acima citados, em meio de cultura sélido (BDA padrdo, BDA 40% e BDA 0%).
Foi verificada a curva de crescimento na auséncia da atrazina e nas concentracdes de 100
mg.L™" e 500 mg.L™" e o aspecto dos micélios.

O caldo de batata fornece aos fungos quantidades de carbono, nitrogénio e sais
minerais para seu desenvolvimento (JARDIM, 2010). Com a reducdo destes nutrientes
utilizando os meios de cultura BDA 40% e BDA 0%, buscou-se avaliar se 0s micro-
organismos iriam suprir as necessidades nutricionais por meio da degradacao da atrazina.

Os ensaios foram realizados em duplicata, até a colonizacdo completa dos fungos ou
por um periodo maximo de 21 dias, incubados a 28°C + 2°C e repetidos trés vezes, em cada
condicdo testada.

Apo6s 24 h de inocula¢do, o tamanho das col6nias foi medido diariamente, como
indicador da taxa de crescimento fangico, e os resultados foram expressos por Velocidade de
Crescimento Radial (VCR mm.dia™).

As medidas foram feitas utilizando paquimetro digital, a partir do centro do disco, em
quatro posicdes distintas e previamente marcadas no fundo da placa de Petri (a, b, c, d)
(Figura 6). Posteriormente, foi calculada a média aritmética, desvio padrdo da media e o

coeficiente de variagdo (CV%).
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Figura 6 - Posicdes pré-definidas para medidas dos raios de crescimento fungico.

Fonte: Pesquisa da autora

O aspecto morfolégico do micélio recebeu duas classificacbes quando comparado ao
grupo-controle: Satisfatdrio (S) quando o aspecto apresentou similaridade ao grupo-controle e
insatisfatorio (I) quando apresentou diferencas tais como: fragilidade, crescimento irregular
dentre outras.

Os fatores VCR (mm.dia™) e aspecto morfoldgico foram utilizados como indicadores
de adaptacéo dos fungos na presenca da ATZ nas concentracdes de 100 mg.L™ e 500 mg.L™" e
na variagdo dos nutrientes dos meios de cultura. Quanto maior a velocidade de crescimento

radial maior o potencial de degradacéo da fonte de carbono.

5.6 EXPERIMENTOS EM MEIO DE CULTURA SOLIDO COM ABTS 0,02% - ETAPA 2

Com o objetivo de selecionar os fungos com maior capacidade de produgdo enzimatica
na presenca de atrazina, foi realizado um ensaio com 0S mesmos micro-organismos, as
mesmas condi¢es e 0os mesmos procedimentos adotados na etapa 01, porém com ajuste do
pH do meio de cultura a 4,5 e com adicdo do substrato ABTS (2,2 —Azino-bis), (3-
etilbenzotiazolina-6 — &cido sulf6nico), diaménia) na concentracdo de 0,02%. Este substrato
evidencia a presenca de enzimas lignoceluloliticas com aparecimento de colorag&o.

A solucdo de ABTS 0,02% foi adicionada ao meio de cultura apos esterilizado e antes
de ser solidificado, sob fluxo laminar utilizando membrana filtrante de 0,22 p para eliminagéo

de possiveis contaminantes presentes na solucéo.
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Os ensaios foram realizados por um periodo maximo de 12 dias ou até a descoloracao
do halo indicador da presenca das enzimas, incubados a 28°C + 2°C. Apoés 24 h de
inoculacdo, foi observado visualmente e medido diariamente o crescimento fungico e do halo

indicador da atividade enzimatica.

5.7 EXPERIMENTOS EM MEIO DE CULTURA LIQUIDO EM CONDIGAO ESTATICA —
ETAPA 03

Os experimentos em meio de cultura liquido, em condicdo estatica, foram realizados
utilizando duas condig¢des nutricionais, uma com o caldo dextrose e batata a 40% e a outra
com caldo dextrose e batata a 0% com adicdo da atrazina na concentragdo de 100 mg.L™ .

Os micro-organismos selecionados para esta etapa foram: Pycnoporus sanguineus,
Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp. A escolha destas condi¢cdes foi baseada nos resultados
obtidos nas etapas anteriores e consistiu na avaliagdo da adaptacdo dos fungos na presenca do
herbicida, velocidade de crescimento, formacdo satisfatoria do micélio e indicativo da
producéo de enzimas.

Foram retirados sete discos de cada espécie fungica, cultivados a 28° C + 2°C, em
meio de cultura BDA padrdo por 8 dias e transferidos para os Erlenmeyers de 250 mL,
contendo 200 mL do meio de cultura preparados conforme item 5.2 e para padronizagdo, 0s

discos foram retirados na mesma disposicéo (Figura 7).

Figura 7 - Padronizacéo da disposicao dos discos retirados de cada espécie de fungo analisado.

—

Fonte: Pesquisa da autora
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Os ensaios foram realizados em duplicata por um periodo de 21 dias, ao abrigo da luz,
mantidos em estufa bacteriolégica com temperatura controlada a 28° C + 2°C. Para cada
experimento, foram utilizados dois grupos de controle, conforme Jardim (2010). Um grupo foi
denominado Controle do Experimento (CE), sem a presenga da atrazina, contendo apenas o
meio de cultura e o fungo. O grupo CE serviu para o controle da atividade enzimatica. O outro
grupo foi nomeado de Controle de Toxicidade (CT), contendo 0 meio de cultura e o herbicida
foi mantido nas mesmas condi¢des apresentadas, mas sem receber o inoculo. O CT serviu
para monitorar a concentragdo da atrazina durante os ensaios.

Os Erlenmeyers foram numerados e codificados para identificacdo e rastreabilidade dos
experimentos conforme descrito no Quadro 4.

Para determinacdo da atividade enzimatica foram retiradas 7 mL de amostra de cada
experimento e do grupo CE, sob fluxo laminar a fim de manter as condigdes estéreis. A
amostragem foi feita de 3 em 3 dias, perfazendo o total de 7 coletas.

As analises foram realizadas utilizando o sobrenadante do meio de cultura, obtido por
centrifugacdo, com forca centrifuga relativa de 257,5 g por 20 minutos. Para este
procedimento, foi utilizada uma centrifuga marca Fanem, modelo 206 BL.

Para quantificacdo da atrazina, foram retiradas 5 mL de amostra no dia da inoculacéo
dos micro-organismos e adic&o da atrazina 100mg.L™ , considerado o tempo inicial (T0). As
demais coletas foram realizadas juntamente com as amostras para analise enzimatica. A
amostragem foi realizada em cada experimento e no grupo CT, perfazendo um total de 8
coletas. As amostras foram identificadas, acidificadas pH < 2, armazenadas sob refrigeracéo e
ao abrigo da luz, pelo prazo méaximo de 14 dias, contando desde a coleta até a fase de extracdo
em cartucho. Apos a extracdo, as amostras foram acondicionadas a -22°C, por um periodo

maximo de 30 dias até 0 momento da analise cromatografica.
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QUADRO 4 - Codificacdo dos experimentos para rastreabilidade dos dados

N° do Descrigio cODIGO

Erlenmeyer

1 Controle do experimento (CE) com o fungo 1 (MC + Ps)
Pycnosporus sanguineus : contendo meio de
cultura e o fungo

2 Controle do experimento (CE) com o fungo 2 (MC + Ps)
Pycnosporus sanguineus : contendo meio de
cultura e o fungo

3 Experimento com Pycnosporus sanguineus: 3 (MC+Ps+ATZ100)
contendo meio de cultura, o fungo e atrazina 100
mg.L™?

4 Experimento com Pycnosporus sanguineus: 4 (MC+Ps+ATZ100)
contendo meio de cultura, o fungo e atrazina 100
mg.L™?

5 Controle do experimento (CE) com o fungo 5 (MC + PLos)
Pleurotus ostreatus : contendo meio de culturae o
fungo

6 Controle do experimento (CE) com o fungo 6 (MC + PLo0s)
Pleurotus ostreatus : contendo meio de culturae o
fungo

7 Experimento com Pleurotus ostreatus: contendo 7 (MC + PLos+ATZ100)
meio de cultura, 0 fungo e atrazina 100 mg.L™

8 Experimento com Pleurotus ostreatus: contendo 8 (MC + PL0os+ATZ100)
meio de cultura, o fungo e atrazina 100 mg.L™

9 Controle do experimento (CE) com o fungo 9 (MC + PLsp)
Pleurotus sp: contendo meio de cultura e o fungo

10 Controle do experimento (CE) com o fungo 10 (MC + PLsp)
Pleurotus sp: contendo meio de cultura e o fungo

11 Experimento com Pleurotus sp: contendo meio de | 11(MC + PLsp+ATZ100)
cultura, o fungo e atrazina 100 mg.L™

12 Experimento com Pleurotus sp: contendo meio de | 12(MC + PLsp+ATZ100)
cultura, o fungo e atrazina 100 mg.L™

CT1 Controle de toxicidade (CT): contendo meio de CT 1 (MC+ ATZ100)
cultura e atrazina 100 mg.L™

CT2 Controle de toxicidade (CT): contendo meio de CT 2 (MC+ ATZ100)

cultura e atrazina 100 mg.L™

Fonte: Pesquisa da autora

Varios parametros de cultivo afetam a producéo e a atividade das enzimas lignoliticas,

tais como disponibilidade de oxigénio, fonte e concentracdo de carbono e nitrogénio, pH e

temperatura, por isso durante o periodo de cultivo foi verificado o pH das amostras e

monitorada a temperatura da estufa de incubacao.
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5.7.1 Determinacao da Biomassa

Ao finalizar os experimentos, foram determinadas as biomassas dos fungos, conforme
proposto por Jardim (2010), por meio de filtracdo com bomba a vacuo dos micélios em papel
de filtro, seguida da secagem do mesmo em estufa a 80°C, até obter peso constante.

O valor da biomassa foi definido pela diferenca de peso do papel de filtro seco e o
peso da biomassa seca. A determinacdo da biomassa teve por objetivo avaliar a atividade

microbiana que pode ser diretamente relacionada a quantidade de biomassa.

5.7.2 Teste de adsorc¢ao

Foi realizado teste de adsorcdo, conforme descrito por Silva (2011), para avaliar se 0s
fungos possuem a capacidade de reduzir a concentracdo do herbicida pelo mecanismo de
adsorcéo na biomassa.

O teste foi realizado nas mesmas condicdes avaliadas nos experimentos em meio
liquido conforme item 5.7. Os fungos foram cultivados em placa de Petri, utilizando BDA
padrdo durante oito dias. Posteriormente, foram transferidos 7 discos para 0 meio de cultura
liquido e incubados a 28°C + 2°C por 14 dias e em seguida a este periodo esterilizados a
121°C por 20 minutos com o objetivo de matar os fungos e eliminar as atividades das
enzimas. Ao resfriar a temperatura ambiente, foi adicionada atrazina na concentragdes de 100
mg.L™" sob fluxo laminar para manter as condicdes de esterilidade. Foram retirados 5 mL de
amostra para avaliar a concentracdo da atrazina no dia da adi¢éo, tempo inicial (TO).

Os frascos foram novamente incubados por 21 dias e ao final deste periodo foram
retirados 5 mL da amostra para analise da concentracdo final da atrazina. Os resultados do
teste de adsorcdo foram expressos em porcentagem de reducdo, pela diferenga da média da
concentragdo inicial da atrazina pela media da concentracdo final. utilizando-se a Equacgéo 1

descrita abaixo:

(Ci -CHx100/Ci (Equacio 1)

Em que:
Ci= média da concentracio inicial da atrazina mg L-!

f =média da concentracio final da atrazina mg.L-!
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5.8 EXPERIMENTOS EM MEIO DE CULTURA LIQUIDO COM AGITACAO — ETAPA
04

Os experimentos em meio de cultura liquido, sob agitacdo, foram realizados seguindo
0s mesmos procedimentos do item 5.7, porém foi escolhido o meio de cultura caldo dextrose e
batata 40%, por ter apresentado melhores resultados nos experimentos na condi¢do estatica.
Os micro-organismos selecionados para esta etapa foram os mesmos utilizados na condicao
estatica: Pycnoporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp.

Os ensaios foram realizados em duplicata por um periodo de 18 dias, ao abrigo da luz,
mantidos em misturador automatico em rotacdo de 120 rpm, com temperatura controlada a
28° C + 2°C.

59 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA NOS EXPERIMENTOS EM
MEIO DE CULTURA LiQUIDO NA CONDICAO ESTATICA E COM AGITACAO

A quantificacdo das enzimas ligninoliticas (lacase, manganés peroxidase e lignina
peroxidades) foi realizada nas fases de crescimento dos fungos em meio de cultura liquido na
condicdo estatica e com agitacao.

Todas as determinacdes de atividade enzimatica foram realizadas em triplicata, para
cada condigéo analisada. Utilizou-se para estes ensaios um espectrofotdometro UV/VIS, marca
HACH e modelo DR 5000.

A atividade da Lacase (Lcc) foi determinada de acordo com Szklarz et al. (1989)
modificado, que consiste na oxidagdo da seringaldazina (Sigma Chemical Company) como
substrato. Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,6 mL do sobrenadante dos Erlenmeyers,
0,3 mL do tampao acetato de sddio 50 mmol.L™ (pH 5,0) e 0,1 mL de seringaldazina 1,0
mmol.L™ preparada em etanol. A reacéo, iniciada pela adicdo da seringaldazina, teve sua
velocidade acompanhada por 5 minutos, em temperatura ambiente. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro em comprimento de onda de 525 nm, sendo (€525nm = 65.000 L.mol™.
cm™). Para o branco, procedeu-se da mesma forma, porém sem o substrato.

O método utilizado para determinagdo da enzima Manganés Peroxidase (MnP) foi de
Kuwahara et al. (1984) apud Jardim (2010). A mistura de reacdo (1,0 mL) foi constituida por
0,5 mL de sobrenadante, 0,1mL de lactato de sddio 0,25M, 0,2mL de albumina bovina 0,5%,
0,05mL de MnSO4 2,0 mmol.L™?, 0,05mL de solugdo de H,0, 2,0 mmol.L™ preparada em
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tampdo de succinato de sédio 0,2 mol.L™* (pH 4,5). O tubo de ensaio contendo a mistura foi
incubado em banho-maria a 30°C durante 5 minutos, com acréscimo de 0,1 mL de vermelho
de fenol 0,1% . A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 0,027 mL de NaOH 0,2 M..

A leitura da atividade enzimética foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 610 nm, sendo (€ 610 nm = 4.460 L.mol™. cm™). O branco foi preparado seguindo
0 mesmo procedimento para as amostras, porém o sobrenadante foi aquecido em micro-ondas
por dez segundos para desnaturacao da proteina.

A determinagéo da atividade da Lignina Peroxidase (LiP) foi feita segundo Tien e Kirk
(1984), onde foram adicionados no tubo de ensaio 0,6 mL da amostra centrifugada, 0,2 mL de
&lcool veratrilico 2 mmol.L™ em tamp#o tartarato de sédio 0,4 mol.L™ pH5,0 e 0,2mL de
H,0, 2,0mmol.L™. A reacéo foi determinada pela oxidag&o do &lcool veratrilico. A leitura foi
realizada em espectrofotobmetro com comprimento de onda de 310 nm, sendo (€ 310nm =
9.300 L.mol™. cm™). O preparo do branco foi semelhante ao das amostras, exceto no final,
quando foram adicionados 0,2 mL de 4gua destilada em vez de 0,2 mL de H,0, 2,0 mmol.L™.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de oxidar 1 umol de substrato por minuto.

As atividades das enzimas foram determinadas, a partir do célculo da meédia das
leituras de absorbancia, conforme descrito por Menezes (2009). Os resultados foram
expressos em U/L.min™ (umoles produto/min.L). Os calculos foram realizados a partir da

Equacéo 2.

UL=AEx10°/€xRxAt (Equacéo 2)
Em que:
A E = Absorbéancia no comprimento de onda especifico;
€ = Coeficiente de extin¢do molar para cada enzima;
R= Quantidade de caldo enzimatico em mL;

At = Tempo de reagdo em minutos.



30

5.10 QUANTIFICACAO DA ATRAZINA

O teor da atrazina foi verificado antes e depois do tratamento com os fungos. Para
separacgdo e quantificacdo foi utilizado cromatdgrafo gasoso com detector de massa (GC/MS)
marca Varian, modelo Saturn 2100 T, com mostrador automatico tipo combi-PAL, com limite
de deteccdo 0,20 pg.L™ e limite de quantificacéo 0,62 pg.L™.

Segue abaixo, no Quadro 5, a descricdo dos parametros e das variaveis inseridas no
cromatografo (GC) para deteccdo da concentracdo de atrazina, as variaveis do detector de
massas (MS) estdo descritas no Quadro 6.

O tempo de retengdo da atrazina € de 10,698 a 11,929 minutos e a identificacéo € por
meio do ion priméario 215-216, o perfil cromatografico deste composto esta apresentado na
Figura 8. A curva de calibragdo é do tipo linear e foi inserida com dez pontos com o
coeficiente r* = 0,9934 (Figura 9).

QUADRO 5 - Parametros e variaveis inseridas no cromatégrafo para deteccédo da concentracdo de ATZ.

Parametros (GC) Variaveis
Tipo de coluna e fase estacionaria | Coluna CPSil8CB-MS, Low bleed, 30 m x 0,25 mm e
0,25 um filme
Forma de injecao Modo: Split/Splitless

Split: Razdo de split: 30L/min tempo: 0,01 min
Splitless: tempo: 0,75 min

Split: Razdo de split: 60L/min tempo: 15 min
Split: Razdo de split: 30L/min tempo: restante

Temperatura do injetor 250°C

Programacdo de temperatura da | Tempo de estabilizacdo: 1 min

coluna 60°C manter 1,53 min

60°C para 130°C na razdo de 28°C/min
130°C para 180°C na razdo de 12°C/min
180°C para 240°C na razao de 7°C/min
240°C para 300°C na razéo de 12°C/min
300°C manter 4 min

Total da corrida 25,77 min

Fluxo da fase movel Fase movel: Hélio

Fluxo constante: 1,0 mL/min

Pressdo pulsante: Nao

Fonte: Pesquisa da autora



QUADRO 6 - Parametros e varidveis do detector de massas para deteccdo da concentracio de ATZ.

Parametros (MS) Variaveis

Tempo de aquisicao Fil/Mul delay: 4,50 min
Tempo de aquisic¢do: 4,5 a 25 min

fon scan range m/z 55a510
Tempo de scan 0,50 segundos por scan
Voltagem multiplier + 1500 mV
Corrente do filamento 10 pA
Target TIC 20000 counts

Fonte: Pesquisa da autora

Figura 8 - Perfil cromatografico da atrazina.
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Figura 9 - Curva de calibracéo da atrazina.
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5.11 EXTRACAO DA ATRAZINA EM FASE SOLIDA

Para extracdo do herbicida atrazina das amostras, foi empregada a técnica de extracao
em fase solida (SPE), utilizando-se cartuchos C18 em tubo de polietileno com capacidade
para 3 mL.

A extragdo consiste na interacdo do analito com a fase estacionaria e com os solventes,
realizado em trés passos: retengdo do analito no material adsorvente com a fase estacionaria,
eluicdo com solvente apropriado (acetato de etila e cloreto de metileno) com forca suficiente
para quebrar a interacdo dos analitos com a fase e por ultimo a concentragdo da amostra para 1
mL. O eluato foi armazenado em frascos de vidro ambar, com capacidade para 2 mL, a -20° C
+ 2°C até o momento das anélises cromatograficas.

No processo de extragdo foi utilizado 1 mL da amostra retirada do experimento no
meio liquido, acidificada com acido cloridrico 1:1 para pH final < 2,0 e transferida para o
cartucho de extracdo. Logo apos este processo, os cartuchos foram eluidos com 3 mL de
acetato de etila e 3 mL de diclorometano, passando pelo suporte contendo sulfato de sodio

PA, com o objetivo de retirar umidade e impurezas presentes na amostra (Figura 10).
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Para evitar os interferentes no processo de extracdo da atrazina, foram utilizados
solventes e reagentes com grau de pureza compativel com as analises por cromatografia.

O desempenho do método foi verificado utilizando o padrdo de controle, que foi
preparado utilizando padréo primario de atrazina da marca Ultra Scientific, acompanhado de
certificado de andlise e pela porcentagem de recuperacdo do padrdo apOs o processo de
extracdo. As contaminagdes provenientes da atmosfera do laboratério, vidrarias, reagentes,
foram controladas com teste do reagente branco, que consiste em uma aliquota de agua
purificada que passa exatamente pelo mesmo procedimento da amostra, incluindo exposigéo a

toda vidraria, equipamento, solventes e reagentes.

Figura 10 — Procedimento da extracdo da atrazina por meio da técnica SPE, a) cartucho de extracao b)
suporte com sulfato de sédio.
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i

Fonte: Pesquisa da autora

5.12 ANALISES ESTATISTICAS

Para a analise dos dados obtidos nos ensaios com o0s meios de cultura sélido e liquido,
foi aplicada a estatistica descritiva e de dispersao (valores maximos, médios e desvio padrao,
coeficiente de variacdo), da Microsoft Excel versdo 97/2000/XP.

Para avaliar a relacdo entre a biomassa e a producdo de enzimas foi aplicado a
correlacdo de Pearson, e posteriormente uma regressao linear simples. Na verificacdo da
remocdo de atrazina entre as espécies dos fungos utilizados bem como a comparagdo entre a

producéo de enzimas foi utilizado o teste t de student e o teste F.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EXPERIMENTOS EM MEIO DE CULTURA SOLIDO — ETAPA 01

A Tabela 1 apresenta a média dos valores de crescimento radial (VCR mm.dia™) e a
classificacdo do aspecto morfolégico do micélio de cada espécie estudada, em diferentes
condigdes nutricionais (BDA padrdao, BDA 40% e BDA 0%) e variagOes na concentracdo da
atrazina 100 mg.L™* e 500 mg.L™ .

Aproximadamente 90% dos resultados das trés repeticdes apresentaram coeficiente de
variacdo baixo (CV%) < 10%, demonstrando repetitividade e reprodutividade dos

experimentos.

Tabela 1 - Crescimento e morfologia dos fungos submetidos a diferentes condigdes nutricionais na
presenca da atrazina (ATZ 100 e ATZ 500) e na auséncia da atrazina (controle).

Fungos Média VCR(mm.dia™) Aspecto morfolégico do micélio
BDA
PADRAO | controle ATZ 100 ATZ500 | controle ATZ 100 ATZ 500
Tvi 15,00 11,25 4,50 S S S
Le 7,50 5,63 3,34 S S S
Ps 6,43 5,00 2,26 S S S
PL sp 4,10 3,20 2,80 S S S
PL os 5,62 4,11 1,90 S S S
Média VCR(mm.dia™) Aspecto morfoldgico do micélio
BDA 40% | controle ATZ 100 ATZ 500 | controle ATZ 100 ATZ 500
Tvi 15,00 15,00 9,00 S S S
Le 7,50 6,43 5,00 S S S
Ps 6,43 5,63 3,19 S S S
PL sp 3,00 3,50 2,30 S S S
PL os 5,00 4,50 2,80 S S S
Média VCR(mm.dia™) Aspecto morfologico do micélio
BDA 0% controle ATZ 100 ATZ 500 | controle ATZ 100 ATZ 500
Tvi 15,00 15,00 6,13 I | |
Le 5,00 5,00 4,09 I | |
Ps 5,63 5,00 3,00 I | |
PL sp 1,90 2,40 1,80 I | |
PL os 3,20 3,20 2,40 I | |

Legenda: VCR: Velocidade de Crescimento Radial; S: Satisfatorio; I: Insatisfatorio; Tvi:
Trametes villosa; Le: Lentinus edodes; Ps: Pycnosporus sanguineus; Plos: Pleurotus
ostreatus; Plsp: Pleurotus sp; ATZ 100: atrazina 100 mg.L™*; ATZ 500: atrazina 500 mg.L™.

Os micro-organismos cresceram em cada condicdo nutricional a que foram
submetidos, porém a morfologia e o desenvolvimento micelial ndo foram satisfatérios no

meio suplementado com dextrose como fonte de carbono (BDA 0%), independente da
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presenca ou auséncia da atrazina, quando comparado ao grupo-controle (Figura 11).
Resultados semelhantes foram verificados em estudos realizados por Jardim (2010) com os
micro-organismos: Trametes versicolor, Trametes villosa, Phanerochaete chrysosporium,
Pycnosporus sanguineus e Lentinus edodes, com BDA 0% nas concentragdes de acefato de
10% e 50%.

Os dados indicam que os meios de cultura contendo somente dextrose e atrazina como
fonte de carbono, nitrogénio e sais minerais foram suficientes para o crescimento, porém
insuficientes para o desenvolvimento satisfatorio do micélio.

Os cinco micro-organismos estudados apresentaram crescimento na presenca da
atrazina, o que sugere, de forma geral, uma adaptacdo a toxicidade do herbicida nas duas
concentracdes avaliadas, porém o crescimento foi reduzido quando comparado com o grupo-
controle. Resultados semelhantes foram obtidos por Guimardes (2009) em estudos com
fungos isolados em sistema de tratamento de efluentes de industria petroquimica, com meios
de cultura suplementados com hidrocarbonetos aromaticos.

Os melhores resultados obtidos com os meios suplementados com atrazina 100 mg.L™
e 500 mg.L™ foram no meio de cultura BDA 40%, os quais apresentaram média VCR
(mm.dia®) maior quando comparado aos meios BDA padrdo e BDA 0%. Os mesmos
demonstraram sofrer maior impacto na velocidade do crescimento na presenca da atrazina 500
mg.L?, indicando que esta concentracdo é um interferente de crescimento, devido a
toxicidade, por isso esta concentracdo nao foi utilizada nos experimentos em meio de cultura
liquido.

Colla et al. (2008) obtiveram VCRs de 1,57 mm.dia™ e 1,28 mm.dia® com fungos
Aspergillus e Penicillium, isolados de solo contaminado com atrazina 50 mg.L™ e atrazina
adicionado de simazina, respectivamente, indicando esses micro-organismos como potenciais
biorremediadores de solos contaminados com herbicidas triazinicos.Os valores da velocidade
de crescimento radial (VCR) apresentados na Tabela 1, variaram de 1,8 mm.dia™a 15 mm.dia’
! evidenciando também a possibilidade de utilizacdo desses fungos em biorremediacéo de

aguas contaminadas com atrazina.
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Figura 11- Aspectos morfoldgicos dos micélios dos fungos no meio de cultura BDA 0% sem adicdo de
atrazina (grupo controle) e com atrazina nas concentracdes de 100mg.L™ e 500mg.L™.

A) Tvi Controle b) BDA 0% ATZ 100  c) BDA 0% ATZ 500

(KW
> . e

-
.

B) Le Controle a) BDA 0%

y A

C) Ps ~ Controle

a) BDA 0% b) BDA 0% ATZ 100 c) BDA 0% ATZ 500

N

—

E)PIsp  Controle a) BDA 0% b) BDA 0% ATZ 100 c) BDA 0% ATZ 500
Legenda: Tvi: Trametes villosa; Le: Lentinus edodes; Ps: Pycnosporus sanguineus; Pl os:
Pleurotus ostreatus; Plsp: Pleurotus sp; ATZ 100: atrazina 100 mg.L™; ATZ 500: atrazina
500 mg.L™.
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6.1.1 Resultados dos experimentos com o fungo Trametes villosa

Os resultados obtidos dos experimentos realizados com a espécie Trametes villosa
estdo apresentados na Figura 12. Este micro-organismo se destaca dos demais pela velocidade
de crescimento diario. Apos 72 horas de incubag&o, ocorreu a colonizagdo de toda a superficie
da placa contendo o meio de cultura, nas trés condi¢des nutricionais testadas, sem adicdo de
atrazina.

A mesma velocidade de crescimento foi observada no meio de cultura BDA 40% e
BDA 0% com adicdo de atrazina 100 mg.L™, demonstrando capacidade de adaptacdo do
micro-organismo ao herbicida nesta concentracdo, ja& 0 mesmo comportamento ndo foi
observado no meio de cultura BDA padrdo com atrazina 100 mg.L™, que levou um tempo
maior, aproximadamente 24 horas, para crescimento total na placa.

As maiores velocidades de crescimento foram observadas no grupo-controle, sem
adicdo de atrazina, observada principalmente no segundo dia de cultivo, no meio BDA 40%,
em seguida nos meios BDA padrdo e BDA 0%. Resultados semelhantes foram obtidos em
estudos realizados com o género Trichoderma por Bordjiba et al. (2001), os quais observaram
que o crescimento do micro-organismo foi inibido na presenga de pesticidas.

Com adicdo de atrazina a 100 mg.L™* e 500 mg.L™ , os melhores resultados foram na
condicéo nutricional BDA 40%. O crescimento foi mais lento nos meios contendo ATZ 500,
principalmente no meio de cultivo BDA padrdo, nesta condi¢do o micro-organismo completou
o0 tamanho total da placa no décimo dia de cultivo e no meio BDA 0% este tempo foi de sete
dias. Estes resultados demonstram que a presenca do herbicida nesta concentracdo interfere no
crescimento independente do meio de cultivo utilizado, porém n&o inibe.

A Figura 13 apresenta o aspecto morfoldgico dos micélios do fungo Trametes villosa,
cultivados nos meios de cultura BDA padrdo e BDA 40%, sem adi¢cdo de atrazina, grupo-
controle, e com adicdo de atrazina nas concentragdes de 100mg.L™ e 500 mg.L™. Observa-se
0 desenvolvimento micelial satisfatorio, nestas condi¢cdes avaliadas, demonstrando mais vez a

capacidade de adaptacdo desta espécie na presenca do herbicida.
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Figura 12 - Grafico do crescimento de Trametes villosa com variagdo dos nutrientes e da concentragéo da
atrazina (ATZ100) e (ATZ500).
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Figura 13 — Desenvolvimento micelial do fungo Trametes villosa nos meios de cultivo BDA padrédo e BDA
40% na presenca da atrazina nas concentracées 100 mg.L ™" e 500 mg.L ™.

Legenda: A) Condicdo nutricional BDA padrdo; B) Condigdo nutricional BDA 40%; (a)
controle (sem adicéo de atrazina); (b) ATZ 100; (c) ATZ 500.
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6.1.2 Resultados dos experimentos com o fungo Lentinus edodes

A Figura 14 apresenta os resultados dos experimentos com o fungo Lentinus edodes.
Nos meios de cultura BDA padrdo e BDA 40%, as velocidades de crescimento do grupo
controle foram semelhantes, aproximadamente em 6 dias de cultivo o micélio fangico
alcancou o tamanho total das placas. No meio de cultura BDA 0% o tempo necessario de
cultivo foi de 9 dias, evidenciando que a reducdo de nutrientes impacta na velocidade de
crescimento radial.

A espécie Lentinus edodes foi capaz de crescer no meio de cultivo contendo somente
dextrose e atrazina como fonte de carbono e nitrogénio, entretanto, a adi¢do de caldo de batata
(BDA 40% e BDA padrdo) possibilitou maior velocidade de crescimento do fungo,
principalmente na condicdo nutricional BDA 40%. No terceiro dia de cultivo apresentou
VCR de 23,30 mm.dia™, no meio BDA 40%, 20,33 mm.dia™ em BDA padréo, enquanto que
no meio BDA 0% o crescimento foi de 17,69 mm.dia™.

Kodama et al. (2001) testaram o crescimento do fungo Penicillium steckii DS6F , em
meio de cultivo contendo apenas simazina como fonte de nutriente e também observaram que
o fungo desenvolveu-se nessa condigcdo, porém com adicdo de extrato de levedura houve
maior crescimento do fungo.

Os melhores resultados da velocidade de crescimento do fungo, com atrazina na
concentracdo de 100 mg.L™, foram obtidos no meio de cultura BDA 40%, no sétimo dia de
cultivo completou o tamanho total das placas, no meio de cultura BDA padrédo este tempo foi
de 8 dias e no meio BDA 0% demorou 9 dias.

Os resultados dos experimentos com atrazina na concentracdo de 500 mg.L™, foram
semelhantes aos obtidos com o micro-organismo Trametes villosa, ou seja, diminuiu a
velocidade do crescimento quando comparada as demais condicGes, principalmente com meio
de cultura BDA padréo, nesta condi¢cdo ndo foi observado o crescimento flngico ap6s o
décimo terceiro dia de cultivo.

Em relacdo ao desenvolvimento micelial, os resultados também foram satisfatorios nos
grupos-controle do meio de cultura BDA padrdo e BDA 40% e com adicdo de atrazina
100mg.L™* e 500 mg.L™ (Figura 15).
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Figura 14 - Grafico do crescimento do micro-organismo Lentinus edodes, com variagao dos nutrientes e de
atrazina 100 mg.L e atrazina 500 mg.L™.
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Figura 15 - Aspecto morfoldgico do micélio de Lentinus edodes no 8° dia de cultivo nos meios de cultivo
BDA padréo e BDA 40% na presenca da atrazina nas concentracdes de 100 mg.L™ e 500 mg.L ™.

Legenda: A) Condicdo nutricional BDA padrdao; B) Condicdo nutricional BDA 40%; (a)
controle (sem adicéo de atrazina); (b) ATZ 100; (c) ATZ 500.
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6.1.3 Resultados dos experimentos com o fungo Pycnosporus sanguineus

O grafico do crescimento do micro-organismo Pycnosporus sanguineus, com variagdo
dos nutrientes e de atrazina (ATZ100 e ATZ 500) esta apresentado na Figura 16. Esta espécie
alcancou o tamanho total das placas no oitavo dia de cultivo nos meios de cultura BDA
padrdo, BDA 40% e BDA 0% sem adicdo da atrazina, evidenciando que a reducdo de
nutrientes ndo teve impacto no crescimento.

N&o houve inibicdo do crescimento deste micro-organismo na presenca do herbicida
nas duas concentracOes testadas (ATZ 100 e ATZ 500), apesar da resposta de crescimento ter
sido diferente. Apresentou melhor VRC na concentracdo de atrazina 100 mg.L™ com
destaque no meio BDA 40%. Resultados semelhantes foram obtidos por Garcia (2006), em
estudos com quatro corantes pertencentes ao grupo azo, utilizados na industria farmacéutica
e/ou alimenticia e seus efeitos no crescimento do fungo Pycnosporus sanguineus, concluiu
gue nenhum dos corantes testados inibiram o crescimento-desenvolvimento micelial,
demonstrando que este micro-organismo tem boa capacidade de adaptacdo em presenca de
compostos xenobioticos.

Na concentracdo atrazina 500mg.L™, nas trés condices nutricionais (BDA padréo,
BDA 40% e BDA 0%) o crescimento foi menor quando comparado ao grupo-controle e ao
grupo com ATZ 100. Durante o periodo de avaliacdo, nesta concentracdo o fungo nao
alcancou o tamanho total das placas, sendo que a melhor condicdo avaliada foi em BDA 40%

e a pior condicédo avaliada foi em BDA padréo.

Figura 16 - Grafico do crescimento do micro-organismo Pycnosporus sanguineus, com variacao dos
nutrientes e de atrazina (ATZ100 e ATZ 500).
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O desenvolvimento do micélio foi satisfatorio na condicdo nutricional BDA padréo e
BDA 40% tanto no grupo-controle como nos grupos com adicdo de atrazina 100 mg.L™ e 500
mg.L™?, porém a concentracéo de 500 mg.L™ interferiu no crescimento do fungo, no vigésimo
dia de cultivo, final do periodo do experimento, ndo apresentou a colonizacdo em toda a
superficie do meio de cultura. O crescimento do fungo ocorreu também no meio de cultivo
BDA 0%, porém o aspecto do micélio fangico foi insatisfatorio no grupo controle e nos
grupos ATZ 100 e ATZ 500 (Figura 17). Os resultados indicam que o fungo recebeu maior
impacto no crescimento e desenvolvimente pela redugdo de nutrientes e ndo pela presenca do

herbicida.

Figura 17- Aspecto morfolégico do micélio do fungo Pycnosporus sanguineus na presenca da atrazina
500 mg.L ™ apés 20 dias de cultivo.

Legenda: A) Condicdo nutricional BDA padrdo; B) Condicdo nutricional BDA 40%; C)
Condicéo nutricional BDA 0%; (a) grupo controle; (b) ATZ 100; (c) ATZ 500.
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6.1.4 Resultados dos experimentos com o fungo Pleurotus ostreatus

Os resultados dos experimentos com a espécie fungica Pleurotus ostreatus estdo
apresentados na Figura 18. O fungo desenvolveu melhor na condicdo maxima de nutricdo
(BDA padrdo), no oitavo dia de cultivo completou o tamanho total das placas. Apresentou
diminuicdo do crescimento com a reducdo de nutrientes, no meio BDA 40% foram
necessarios 10 dias de cultivo para o micélio fangico atingir toda a extengdo da placa e treze
dias no meio de cultivo BDA 0%.

Os melhores resultados obtidos com adicdo de atrazina 100 mg.L™ e 500 mg.L™
foram no meio de cultura BDA 40%, reforcando mais uma vez a escolha desta condigédo
nutricional para os experimentos em meio liquido.

Com relacdo ao desenvolvimento do micélio, os resultados foram satisfatorios no
grupo com meio de cultura BDA padrdo e BDA 40%, porém, durante o periodo de cultivo
com adicdo de atrazina 500 mg.L™, n&o houve crescimento total das placas (Figura 19),
evidenciando que nesta concentragdo o herbicida é um interferente, mas ndo um inibidor do

crescimento.

Figura 18 - Gréfico do crescimento do Pleurotus ostreatus com varia¢do dos nutrientes e de atrazina

(ATZ100 e ATZ 500)
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Figura 19 - Aspecto satisfatorio do micélio de Pleurotus ostreatus e limitagdo do crescimento na presenga
da atrazina 500 mg.L™

Legenda: A) Condicdo nutricional BDA padrdao; B) Condicdo nutricional BDA 40%; (a)
grupo controle; (b) ATZ 100; (c) ATZ 500.

6.1.5 Resultados dos experimentos com o fungo Pleurotus sp

O fungo Pleurotus sp foi a espécie que menos se destacou em relacdo a velocidade de
crescimento radial quando comparada aos outros micro-organismos avaliados (Tabela 1),
sendo considerado micro-organismo de desenvolvimento lento.

As Figuras 20 e 21 apresentam os resultados dos experimentos com a espécie
Pleurotus sp. O comportamento foi semelhante ao Pleurotus ostreatus, ou seja, desenvolveu-
se melhor na condicdo méxima de nutricdo (BDA padrdo), apresentou diminuicdo do
crescimento com reducdo da oferta de nutrientes.

Este micro-organismo foi 0 que apresentou melhores resultados nos meios de cultura
BDA padrdo, BDA 40% e BDA 0% com adicdo de atrazina na concentracdo 100 mg.L™
guando comparados ao grupo-controle e com as demais espécies avaliadas, apresentou maior
velocidade de crescimento, demonstrando que o fungo adaptou-se a toxicidade da atrazina e

utilizou a mesma como fonte de nutriente.



Figura 20 - Gréfico do crescimento do Pleurotus sp, com
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Figura 21 - Resultados do crescimento do Pleurotus sp
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Legenda: A) Condicdo nutricional BDA padréo;

Condicéo nutricional BDA 0%; (a) grupo controle;

com destaque na presenca da ATZ 100 mg.

B) Condicao nutricional BDA 40%; C)
(b) ATZ 100; (c) ATZ 500.
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Com atrazina 500 mg.L™, os melhores resultados obtidos foram em BDA padrio,
posteriormente BDA 40% e por Gltimo BDA 0%. Aparentemente, houve um aumento da
biomassa em BDA 40% com ATZ 500, quando comparado a biomassa no meio BDA 40%
sem adicdo de atrazina, demonstrando mais uma vez a capacidade de adaptagdo do fungo na

presenca do herbida em altas concentragdes (Figura 22).

Figura 22 - Biomassa do fungo Pleurotus sp em meio de cultura BDA 40%

Legenda: (a) grupo controle; (b) grupo contendo atrazina na concentracio de 500 mg.L™

6.2 EXPERIMENTOS EM MEIO DE CULTURA SOLIDO COM ABTS 0,02% - ETAPA 02

Os micro-organismos cresceram em cada condigdo nutricional a que foram
submetidos, pH do meio de cultura a 4,5 e com adi¢do do substrato ABTS (2,2 —Azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6 — acido sulfénico) diamdnia) na concentracdo de 0,02%.

Foi evidenciada a presenca de enzimas lignoceluloliticas com aparecimento de
coloracéo lilas nos meios de cultura contendo caldo de batata (BDA padrdo e BDA 40%) e
coloracédo esverdeada no meio de cultura BDA 0%.

As espécies Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp,
apresentaram os melhores resultados referentes a producéo de enzimas ligninoliticas, por isso

a escolha destes para os ensaios em meio de cultura liquido, etapa 03.
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6.2.1 Avaliacdo da atividade enzimatica dos fungos Trametes villosa e Lentinus edodes

As espécies Trametes villosa e Lentinus edodes apresentaram comportamentos
semelhantes, com crescimento e desenvolvimento micelial satisfatorios nos meios de cultura
contendo ABTS 0,02% (BDA padrdo, BDA 40% e BDA 0%), na presenca da atrazina 100
mg.L™" e 500 mg.L™" . S6 foi evidenciada a atividade enzimatica apds 4 dias de cultivo,
diferindo das demais espécies avaliadas que apresentaram o halo de coloracdo apds 24 horas,
razdo por que ndo foram selecionadas para 0s ensaios em meio de cultura liquido.

Segundo Yamanaka et al. (2008), o fungo Trametes villosa é uma linhagem com
comprovado potencial biotecnolégico para degradacdo de compostos organoclorados e de
corantes téxteis, os resultados obtidos por eles, na quantificacdo de enzimas ligninoliticas
produzidas por Trametes villosa (CCB176) em diferentes condi¢Ges de cultivo, mostraram a
atividade da lacase, durante todo o periodo avaliado, independente da fase de crescimento,
diferindo, assim, dos resultados obtidos neste estudo com o0 micro-organismo Trametes villosa
(CCT - 5567), que produziu enzimas apenas no meio de cultura BDA 0%, com melhores
resultados no grupo sem adi¢do de atrazina, durante o periodo avaliado ndo foi observada

atividade enzimatica nas demais condigdes (Figura23).

Figura 23 - Avaliacdo da atividade enziméatica do Trametes villosa com ABTS 0,02% ap0s 4 dias de cultivo.

Legenda: A) BDA padréo; B) BDA 40%; C) BDA 0%; (a) controle; (b) ATZ 100; (c) ATZ
500.



48

Para a espécie Lentinus edodes, o aparecimento da coloracdo ocorreu nas trés
condicBes nutricionais e na presenca da atrazina 100 mg.L™ e 500 mg.L™ , evidenciando-se
mais nos grupo-controle e em seguida com ATZ 100. A coloracdo mais intensa foi observada
no meio de cultura BDA 40%, apds 6 dias de incubagdo (Figura 24). No grupo-controle, o
tamanho dos halos de coloracdo no meio de cultura BDA padrdo foram menores (26,5 mm)
que nos meios de cultura BDA 40% (34,6 mm) e BDA 0% ( 31,6 mm). O mesmo foi
observado nos grupos contendo atrazina 100 mg.L™, com as seguintes medidas: BDA padréo
(20,5 mm), BDA 40% (30,5 mm) e BDA 0% (26,4 mm).

Figura 24 - Avaliagdo da atividade enzimatica do Lentinus edodes com ABTS 0,02% apds 6 dias de
crescimento.

Legenda: A) BDA padrdo; B) BDA 40%; C) BDA 0% ; (a) controle; (b) ATZ 100; (c) ATZ
500.

6.2.2 Avaliagdo da atividade enzimatica dos fungos Pycnosporus sanguineus, Pleurotus
ostreatus e Pleurotus sp

Foi evidenciado o complexo enzimatico dos fungos Pycnosporus sanguineus,
Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp apos 24 horas de incubagdo em estufa a 28°C + 2°C nos
meios de cultura (BDA padrdo, BDA 40% e BDA 0%) acrescido do substrato ABTS 0,02%

com ajuste do pH a 4,5.
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O aparecimento da coloracdo foi observado nos grupos-controle e com adi¢do de
atrazina 100 mg.L™ e 500 mg.L™, com destaque da espécie Pycnosporus sanguineus que
apos 24 horas de cultivo apresentou o diametro do halo indicador da presenca de enzimas
maior (10,1 mm) que os didmetros das espécies Pleurotus ostreatus (8,2 mm) e Pleurotus sp
(8,2 mm) Figuras 25 e 26.

A coloracdo mais intensa dos halos foi observada nos experimentos com Pycnosporus
sanguineus, principalmente com o meio de cultura BDA 40% com atrazina 500 mg.L™ (28,2
mm), porém os maiores diametros foram observados, em BDA 40% grupo-controle (45 mm) e
atrazina 100 mg.L™ (41,2 mm) . Apés 6 dias de crescimento, a coloracio atingiu o tamanho
total das placas (Figura 27). Resultados semelhantes foram obtidos por Jardim (2010), que
também verificou o aparecimento de forte coloracdo em experimentos realizados com ABTS
0,02% com Pycnosporus sanguineus na presenca de acefato 10% e 50%.

As espécies Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp apresentaram atividade enzimatica nas
trés condicBes nutricionais com ou sem a presenca da atrazina, sendo que a primeira espécie,
tanto no grupo-controle como no grupo contendo atrazina 100 mg.L™, apresentou o didmetro
da coloragdo maior e mais intenso, apds oitovo dia de cultivo, nos meios BDA padréo (40,5
mm) e BDA 40% (41,2 mm), BDA padrdo com ATZ100 (28,8) e BDA 40% com ATZ100
(32,8 mm) quando comparado a espécie Pleurotus sp, BDA padrdo (28,9 mm) e BDA 40%
(27 mm), BDA padrdo com ATZ100 (25,4 mm) e BDA 40% com ATZ100 (25,5 mm), com
destaque de producéo no meio de cultivo BDA 40% (Figura 28).

O género Pleurotus é um produtor natural de lacase e devido a capacidade de produzir
enzimas é agente potencial de digestdo de compostos recalcitrantes (MANTOVANI et al.,
2012).
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Figura 25 - Avaliacdo da atividade enziméatica do Pycnosporus sanguineus com ABTS 0,02% ap6s 24

horas de cultivo.

€

Legenda: A) BDA padrdo; B) BDA 40%; C) BDA 0%; (a) controle; (b) ATZ 100; (c) ATZ

500.

Figura 26 - Avaliacdo da atividade enzimética dos fungos Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp com ABTS

0,02% apds 24 horas de cultivo.

Pleurotus ostreatus

Pleurotus sp

Legenda: A) BDA padréo; B) BDA 40%; C) BDA 0%; (a) controle; (b) ATZ 100; (c) ATZ

500.
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Figura 27 - Avaliacdo da atividade enzimatica do Pycnosporus sanguineus com ABTS 0,02% ap6s 4 dias e
6 dias de cultivo.

4 dias de incubagéo

6 dias de incubagdo

Legenda: A) BDA padréo; B) BDA 40%; C) BDA 0%; (a) controle; (b) ATZ 100; (c) ATZ

500.

Figura 28 - Avaliacdo da atividade enzimética dos fungos Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp com ABTS
0,02% apds 8 dias.

Pleurotus ostreatus

Pleurotus sp

Legenda: A) BDA padréo; B) BDA 40%; C) BDA 0%; (a) controle; (b) ATZ 100; (c) ATZ

500.
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6.3 EXPERIMENTOS EM MEIO DE CULTURA LIQUIDO NA CONDICAO ESTATICAE
SOB AGITACAO - ETAPAS 03 E 04

Os resultados obtidos nos experimentos com 0s micro-organismos Pycnosporus
sanguineus, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp, nos meios de cultura liquido na condigédo
estatica (BD 40% e BD 0%) e sob agitacdo (BD 40%), referentes a producdo de biomassa,
producdo de enzimas, reducdo de concentracdo da atrazina e o teste de adsorcdo serdo
apresentados por espécie e, posteriormente, no item 6.4, serdo apresentadas as correlacGes
entre os resultados de todas as condic6es avaliadas.

A dosagem das enzimas Lacase (Lcc), Lignina peroxidase (LiP) e Manganés
peroxidase (MnP) foi realizada conforme descrito no item 5.9 e para a elaboracdo dos graficos
foi utilizada a média dos valores encontrados.

A quantificacdo da atrazina seguiu o procedimento descrito no item 5.10, sendo
utilizada a média geral dos valores encontrados no grupo-controle de toxicidade (CT) para a
visualizacdo da reducdo da atrazina com vistas a comparacdo com a média dos valores
encontrados na duplicata.

O teste de adsorcdo foi realizado de acordo com o item 5.7.2. Os valores foram
expressos, em porcentagem de reducdo, pela diferenca entre a média inicial (T0) e a média

final apos 21 dias de incubacgédo. Os resultados encontram-se no Apéndice A.

6.3.1 Resultados do micro-organismo Pycnosporus sanguineus

6.3.1.1 Producéo de biomassa pelo micro-organismo Pycnosporus sanguineus nos meios

de cultura BD 0% e BD 40% nas condicdes estatica e sob agitacao

A espécie Pycnosporus sanguineus desenvolveu-se nos meios de cultura liquido, BD
0% BD 40% na condicdo estdtica e sob agitacdo, na presenca e na auséncia de atrazina na
concentracdo de 100 mg.L™. O crescimento e o aspecto morfolégico dos micélios foram
semelhantes nas duas condi¢fes nutricionais avaliadas na condicdo estatica, tanto no grupo-
controle como no grupo contendo atrazina 100 mg.L™ (Figura 29).

Os pesos encontrados dos micélios secos, nos experimentos sem agitacdo, também
foram semelhantes com discreto aumento de peso no grupo-controle. Em baixa condigdo

nutricional BD 0%, o peso seco do grupo-controle foi 0,10g e 0,09 g com ATZ 100, em BD
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40% o peso do grupo-controle foi 0,12g e 0,10g com ATZ 100, demonstrando pouco impacto
da atrazina no desenvolvimento micelial.

A formacéo da biomassa nos estudos em meio de cultura BD 40% sob agitacéo, tanto
no grupo-controle como no grupo contendo o herbicida, foi visivelmente maior quando
comparado ao estudo na condicéo estatica (Figura 30).

O grupo contendo ATZ 100 apresentou peso 29,4% maior que 0 grupo-controle, no
meio de cultivo BD 40% sob agitacdo, indicando que nesta condi¢do o herbicida estimulou o
crescimento do fungo. Resultados semelhantes foram obtidos por Machado et al. (2006), com
observancia de aumento da biomassa do P.sanguineus de aproximadamente 0,5 g superior em
relacdo ao grupo-controle, em estudos com efluente contaminado com corantes téxteis que
promoveram esse estimulo.

Durante os experimentos, observou-se, ainda, o aspecto limpido, transparente e sem

odores do sobrenadante.

Figura 29 - Aspecto morfol6gico dos micélios do fungo Pycnosporus sanguineus nas duas condicdes
nutricionais (BD 0% e BD 40%) sem agitacdo no 12° dia de crescimento.




54

Figura 30 - Biomassa do Pycnosporus sanguineus no meio de cultura BD 0% e BD 40% nas condi¢des
estatica e sob agitacdo com adicdo de atrazina (ATZ100) e sem atrazina (grupo controle).

Biomassa Pycnosporus sanguineus
1,10

0,85

Biomassa ()

6.3.1.2 Atividade enzimatica do Pycnosporus sanguineus em BD 0% em condicao estatica

Os resultados da atividade enzimatica, em condicdo estatica com o meio de cultura
liquido contendo apenas dextrose como fonte de nutriente no grupo-controle, e com adi¢édo de
100 mg.L™" de atrazina no grupo experimental, estdo apresentados nas Figuras 31 e 32,
respectivamente. A maior quantidade de enzimas produzidas foi observada no grupo controle,
ou seja, sem a presenca do herbicida.

Ap6s 21 dias de cultivo, tanto no grupo-controle como no grupo experimental a
enzima que mais se destacou em quantidade foi a manganés peroxidase, com picos (6,68
U.mL? e 5,20 UmL™) nos 3° e 9° dias de cultivo no grupo contendo ATZ 100, e picos (5,05
U.mL? e 8,51 U.mL™) no grupo-controle nos 6° e 12° dias, evidenciando antecipac&o do pico
na presenca do herbicida. O grafico da Figura 33 mostra a producdo da MnP de forma
irregular durante os dias avaliados, verificando-se que, a partir do 15° dia de cultivo, a
producéo desta enzima foi quase inexistente.

A Figura 34 apresenta a baixa producdo de LiP nos dois grupos, porém com melhores
resultados no grupo-controle quando comparado ao grupo contendo o herbicida, com pico
(1,21 U.mL™) no 9° dia de cultivo.

A Lacase foi evidenciada a partir do 6° dia de cultivo e foi detectada até o final do
experimento, nos dois grupos (controle e experimental), com melhores resultados no grupo-

controle, porém com concentragdes inferiores a 0,51 U.mL™ (Figura 35), sendo considerada
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producdo muito baixa. O contrario foi encontrado por Jardim (2010), em que a producéo de
lacase pelo fungo Pycnosporus sanguineus apresentou valores expressivos com pico de 30,74
U.mL? (grupo-controle) e 31,65 U.mL™ na presenca de acefato 10% e producéo de LiP e
MnP quase inexistente.

Durante o periodo de cultivo, foi monitorado o potencial hidrogenidnico do meio de
cultura, que apresentou pouca varia¢do, o pH inicialmente foi 5,5 e a partir do 9° dia de

cultivo diminuiu para 5,0 tanto no grupo-controle como no grupo experimental.

Figura 31- Atividade enzimatica do fungo Pycnosporus sanguineus em condigdo estatica no meio BD 0%

sem adicao de atrazina (grupo-controle).
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Figura 32 - Atividade enzimatica do fungo Pycnosporus sanguineus em condicéo estatica no meio BD 0%

com ATZ100.
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Figura 33 - Producdo de MnP pelo Pycnosporus sanguineus no meio BD 0% em condicéo estatica.
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Figura 34 - Producdo de LiP pelo Pycnosporus sanguineus no meio BD 0% em condicé&o estatica.
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Figura 35 - Produgdo de Lcc pelo Pycnosporus sanguineus no meio BD 0% em condicao estatica.
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6.3.1.3 Reducgdo da concentragdo da atrazina nos experimentos com Pycnosporus
sanguineus em meio de cultura BD 0% em condicao estatica

Durante o periodo de cultivo, foram retiradas amostras do grupo-controle de
toxicidade (CT) e do grupo experimental no dia da inoculagdo (TO) e depois com frequéncia
de 3 em dias, ou seja, nos mesmos dias da amostragem para as analises das enzimas. A média
geral da concentracdo da atrazina do grupo (CT) foi 119,4 mg.L™ (Tabela 2), valor este que
serviu de parametro para comparacdo com os valores encontrados das duplicatas da parte
experimental.

Os resultados da Tabela 3 e Figura 36, mostram as concentracfes da atrazina das
duplicatas e média dos valores, no decorrer dos 21 dias de cultivo. Houve uma reducdo
gradativa do herbicida, no final do experimento foi encontrado 61 mg.L™ de atrazina,
correspondente a 47,2% de remogéo.

A Figura 37 apresenta os cromatogramas da atrazina do grupo CT e do grupo
experimental, tanto no inicio (TO) como no final do experimento. O tempo de retencéo foi o
mesmo 10,701 minutos. A altura dos picos evidenciam a reduc¢do da concentracao da atrazina
no final dos 21 dias de cultivo.

O resultado do teste de adsorcdo demonstrou que o fungo tem a capacidade de reduzir
a quantidade do herbicida pelo mecanismo de adsor¢do na biomassa. A concentragdo inicial
da atrazina foi 121 mg.L™, ap6s vinte e um dias de incubacio foi encontrado a concentracio
de 96,3 mg.L%, corresponde a uma reducéo de 20,4% (Tabela A1 — Apéndice A).

Diante dos resultados, verificou-se que a reducéo total da concentracdo da atrazina nas
condicGes avaliadas deu-se tanto pela atividade enzimatica (26,8%) como pelo mecanismo de
adsorcéo (20,4%).

Tabela 2 - Concentracéo de atrazina do grupo controle de toxicidade (CT) no meio de cultura Batata
Dextrose 0% em condicdo estatica

Dias de cultivo CT1 CT2 Média Média geral ATZ
ATZ (mg.L™) ATZ (mg.L") | ATZ(mg.L™ (mg.L™)
0 118,9 126,1 122,5
3 129,8 132,2 131,0
6 125,7 118,9 122,3
9 116,4 122,8 119,6
12 131,6 100,0 115,8
15 118,4 114,0 116,2
18 101,2 98,4 99,8
21 124,2 132,0 128,1 119,4

Legenda: CT 1: Frasco n® 1 do grupo controle de toxicidade; CT 2: Frasco n° 2 do grupo
controle de toxicidade; ATZ: atrazina
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Tabela 3 - Concentragdo de atrazina no experimento com o fungo Pycnosporus sanguineus (Ps) no meio
de cultura Batata Dextrose 0% em condicdo estética.

Dias de Frasco 3 Frasco 4 Média % Remocio
cultivo | ATZ (mg.L?) ATZ (mg.Lh) | ATZ(mgL?) | 7° ¢

0 119,9 111,0 1155

3 87,0 72,8 79,9

6 72,6 79,0 75,8

9 77,0 79,0 78,0

12 66,0 70,4 68,2

15 70,6 68,4 69,5

18 58,0 66,0 62,0

21 58,0 64,0 61,0 47,2

Legenda: Frasco 3: meio de cultura BD 0% + Ps + ATZ 100; Frasco 4: meio de cultura BD

0% + Ps + ATZ 100; ATZ: atrazina.

Figura 36 - Reducéo da concentracao de atrazina por meio do fungo Pycnosporus sanguineus no meio BD

0% em condicdo estatica.
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Figura 37 — Cromatogramas da atrazina dos experimentos no meio BD 0% sem agitacdo com 0 micro-
organismo Pycnosporus sanguineus
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Legenda: A (Grupo controle de toxicidade); B (Meio de cultura+Ps+ATZ no tempo TO0);
C(Meio de cultura+Ps+ATZ apds 21 dias de cultivo)

6.3.1.4 Atividade enzimtica do Pycnosporus sanguineus em BD 40% em condigéo
estatica

Nas Figuras 38 e 39 estdo representados os valores médios das atividades das enzimas
Lce, MnP e LiP do grupo-controle e do grupo experimental. De forma geral, houve maior
producdo de enzimas no grupo contendo atrazina 100 mg.L™, mostrando que o herbicida
exerceu forte influéncia no desempenho de seu complexo enzimaético.

A producéo de lacase foi praticamente inexistente, porque somente no 6° dia houve um
pico de 0,79 U.mL™ no grupo-controle (Figura 40). Estudos realizados por Vikineswary et al.

(2005), utilizando residuos agroindustriais como meio de cultivo, revelou que o fungo
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Pycnosporus sanguineus € grande produtor de lacase, mas nesta pesquisa em meio de cultivo
BD 40% sem agitacdo os valores encontrados foram abaixo de 0,21 U.mL™.

No 3° dia de cultivo, a enzima que mais se destacou foi a manganés peroxidase, com
pico de 7,21 U.mL™ no grupo experimental e 5,5 U.mL™ no grupo-controle e também nos
demais dias de cultivo esta enzima esteve presente, principalmente no grupo contendo o
herbicida, porém com valores baixos (Figura 41).

Os valores da LiP foram insignificantes no grupo-controle, com pico (0,71 U.mL™) no
3° dia de cultivo e nos demais os resultados ficaram abaixo de 0,23 U.mL™, embora no grupo
contendo ATZ 100, a producdo tenha sido dez vezes maior quando comparada a producéo
sem a presenca do herbicida, com picos 2,37 U.mL™ e 2,42 U.mL™ (Figura 42).

Durante o periodo monitorado, houve alteracdo do pH de forma semelhante no grupo-
controle e no grupo experimental. O pH inicialmente foi 5,5, depois do 3 ao 6° dias de cultivo

diminuiu para 5,0. A partir do 9° dia permaneceu em acido pH 4,0.

Figura 38 - Atividade enzimatica do fungo Pycnosporus sanguineus em condicéo estatica no meio BD 40%
sem adicdo de atrazina (grupo-controle).
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Figura 39 - Atividade enzimatica do fungo Pycnosporus sanguineus em condicédo estatica no meio BD 40%

com ATZ100.
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Figura 40 - Produgdo de Lacase pelo Pycnosporus sanguineus no meio BD 40% em condicao estatica.
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Figura 41 - Producéo de Manganés peroxidase pelo Pycnosporus sanguineus no meio BD 40% em
condicgdo estatica.
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Figura 42 - Producéo de Lignina peroxidase pelo Pycnosporus sanguineus no meio BD 40% em condic&o
estatica.

3,00
275
2,50
2,25
2,00
1,75
1,50
1,25
1,00
0,75
0,50
0,25
0,00

0,62

Atividade enzilatica (U.mL-1)

0,23

3° 6° 9° 12° 15° 18° 21°

Dias de cultivo

—4— CONTROLE (P3+MC) —8— PS+MCHATZ100

6.3.1.5 Reducdo da concentracdo da atrazina nos experimentos com Pycnosporus
sanguineus em meio de cultura BD 40% em condicao estatica

Na condicéo avaliada, a média geral da concentracdo da atrazina do grupo-controle da
toxicidade foi de 110,4 mg.L™ (Tabela 4), que serviu de pardmetro para comparagio com 0s

valores encontrados nas duplicatas.
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A Tabela 5 e Figura 43 apresenta os resultados da concentracdo do herbicida durante o
periodo experimental. No inicio (T0) o valor médio encontrado de atrazina foi 102,3 mg.L™" e
no final detectou-se 14,6 mg.L™ deste composto, demonstrando remogéo total de 85,7% .

Os resultados do teste de adsorgdo (Tabela A 1 — Apéndice A), demonstram que a
reducdo da concentracdo da atrazina no meio de cultivo deu-se também pelo mecanismo de
adsorcéo na biomassa. Inicialmente a média de atrazina foi 110,7 mg.L™ e no final do periodo
de incubacdo o valor foi de 76,2 mg.L'1. Por este mecanismo a remocéo foi 31,2% do valor
total.

Os resultados obtidos indicam que o principal mecanismo de reducdo da concentracao
da atrazina foi a atividade enzimaética, principalmente das enzimas manganés peroxidase e

lignina peroxidase.

Tabela 4 - Concentragdo de atrazina do grupo Controle de Toxidade (CT) no meio de cultura BD 40% em
condicgdo estatica.

Dias de CT1l CT2 Media Meédia geral
cultivo ATZ (mg.L™Y) |ATZ (mg.L™Y)| ATZ (mg.L™?) ATZ (mg.L™?)

0 96,5 100,1 98,3

3 87,9 96,3 92,1

6 117,8 119,8 118,8

9 129,8 131,6 130,7

12 125,9 131,3 128,6

15 94,2 90,8 92,5

18 105,0 102,8 103,9

21 126,0 110,4 118,2 110,4

Legenda: CT 1: Frasco n® 1 do grupo controle de toxicidade; CT 2: Frasco n° 2 do grupo
controle de toxicidade; ATZ: atrazina

Tabela 5 - Concentragdo de atrazina no experimento com o fungo Pycnosporus sanguineus no meio de
cultura Batata Dextrose 40 em condicéo estatica

Dias_ de Frasco 3 Frasco 4 Média % Remocio
cultivo  |ATZ (mg.LY) |ATZ (mg.LY)| ATZ (mg.L?Y 0 ¢

0 104,5 100,1 102,3

3 103,2 79,8 91,5

6 91,2 82,5 86,9

9 79,3 92,7 86,0

12 89,0 71,0 80,0

15 38,6 35,2 36,9

18 29,0 30,0 29,5

21 17,3 11,9 14,6 85,7

Legenda: Frasco 3: meio de cultura BD 40% + Ps + ATZ 100; Frasco 4: meio de cultura BD

40% + Ps + ATZ 100; ATZ: atrazina.
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Figura 43 - Reducéo da concentracdo de atrazina por meio do fungo Pycnosporus sanguineus no meio BD

40% em condicdo estatica.
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6.3.1.6 Atividade enzimatica do Pycnosporus sanguineus em BD 40% sob agitacéo

O fungo Pycnosporus sanguineus apresentou, de forma geral, baixa producao

enzimatica no meio de cultura BD 40% sob agitacdo, inversamente proporcional na formacéo

da biomassa. Esperava-se que em tais condi¢Ges a producdo de enzimas seria melhor quando

comparada com 0s experimentos sem agitacdo. Esse comportamento também foi encontrado

por Jardim (2010) em estudos com Trametes villosa nos ensaios com acefato 50% e por

Rezende et al. (2005) em estudos com Pleurotus ostreatus nos ensaios com o herbicida

imazaquin.

O grupo-controle produziu maior quantidade de enzimas que no grupo experimental

(Figuras 44 e 45), ao contrario do que ocorreu no grupo BD 40% em condicdo estatica.
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Figura 44 - Atividade enzimatica do fungo Pycnosporus sanguineus no meio BD 40% sob agitacao —
grupo-controle.
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Figura 45 - Atividade enzimatica do fungo Pycnosporus sanguineus no meio BD 40% sob agitacdo com
adicdo de ATZ 100.
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O pico de lacase ocorreu no 18° dia de cultivo no grupo sem adicdo de atrazina (2,50
U.mL™), os demais picos ficaram abaixo de 0,50 U.mL™ nos dois grupos (controle e
experimental), conforme apresentado na Figura 46. O meio de cultura tornou-se pigmentado
de cor alaranjada com o passar do tempo e 0 aumento da pigmentacdo coincidiu com o pico de
producéo da lacase. Esta alteracdo da coloragdo coincidente com a producdo de lacase também
foi observada por Garcia (2006) em estudos com P. sanguineus cultivados em meio de
producéo de lacase (MPL) por um periodo de 96 horas, a 28°C sob agitacao.

A producdo da enzima MnP ocorreu somente no grupo-controle, com pico de 2,09
U.mL? no 9° dia de cultivo, sendo que na presenca da atrazina a quantidade produzida foi
insignificante com valores abaixo de 0,11 U.mL™ (Figura 47).

Em presenca da atrazina, a producdo da enzima lignina peroxidase foi maior, sendo no

12° dia o valor do pico 0,62 U.mL™ contra 0,22 U.mL™ do grupo-controle, conforme
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apresentado na Figura 48. Este resultado infere que a atrazina pode exercer a funcdo de
indutor da produgdo da LiP, tanto nesta condicdo como na condi¢do anteriormente
apresentada (BD 40% - estatico).

Durante o experimento, houve mudanc¢a do pH do meio de cultura que, inicialmente,
estava em 5,5, a partir do 3° dia de cultivo baixou para 4,5 e no final do experimento , 18° dia

o valor encontrado foi 4,0.

Figura 46 - Producéo de Lacase pelo Pycnosporus sanguineus em meio BD 40% sob agitacao.
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Figura 47 - Producéo de Manganés peroxidase pelo Pycnosporus sanguineus em meio BD 40% sob
agitacao.
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Figura 48 - Producdo de Lignina peroxidase pelo Pycnosporus sanguineus em meio BD 40% sob agitacao.
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6.3.1.7 Reducdo da concentracdo da atrazina nos experimentos com Pycnosporus
sanguineus em meio de cultura BD 40% sob agitacdo

A Figura 49 apresenta o cromatograma da atrazina do grupo controle de toxicidade,
apos 21 dias de cultivo, o tempo de retencdo foi 10,698 min. A média geral da concentragédo
da atrazina do grupo (CT) foi 107,4 mg.L™* (Tabela 6).

Durante o periodo de cultivo houve redu¢do gradativa do herbicida, com remog¢do mais
acentuada no 6° dia. A Tabela 7 e Figura 50 apresentam o0s resultados da concentracdo da
atrazina durante o experimento, cujo menor valor encontrado foi 28,7 mg.L™ corresponde a
uma reducdo de 72,1%.

A remocao deu-se também pelo mecanismo de adsorcao pela biomassa que contribuiu
com uma diminuicdo do valor total em 40,4%, no inicio do teste de adsorcdo o valor médio da
concentracdo da atrazina foi 120,1 mg.L1 e no final 71,6 mg.L™ (Tabela Al- Apéndice A).

Tabela 6 - Concentracgdo de atrazina no grupo Controle de Toxidade (CT) no meio de cultura BD 40%
sob agitacéo

Dias de CT1 CT2 Média Média geral
cultivo ATZ (mg.LY) | ATZ(mg.L?) | ATZ(mg.L") | ATZ (mg.L?)

0 108,0 122,0 115,0

3 114,0 100,0 107,0

6 94,0 68,8 81,4

9 104,3 115,1 109,7

12 101,0 100,0 100,5

15 122,0 110,8 116,4

18 114,6 129,4 122,0 107,4

Legenda: CT 1: Frasco n® 1 do grupo controle de toxicidade; CT 2: Frasco n° 2 do grupo
controle de toxicidade; ATZ: atrazina
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Tabela 7 - Concentragdo de atrazina no experimento com o fungo Pycnosporus sanguineus no meio de

cultura BD 40% sob agitacéo

Dias de Frasco 3 Frasco 4 Média % Remocio
cultivo | ATZ (mg.L™) | ATZ(mg.L?Y) | ATZ(mgL?) | 7° ¢

0 99,2 106,8 103,0

3 82,7 99,1 90,9

6 63,0 55,4 59,2

9 54,0 62,2 58,1

12 56,0 54,2 55,1

15 39,8 44,4 42,1

18 27,5 29,9 28,7 72,1

Legenda: Frasco 3: meio de cultura BD 40% + Ps + ATZ 100; Frasco 4: meio de cultura BD

40% + Ps + ATZ 100; ATZ: atrazina.

Figura 49 — Cromatograma da atrazina do grupo (CT) ap6s 21 dias de cultivo no meio BD 40% sob

agitacao
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Figura 50 - Reducdo da concentracdo de atrazina por meio do fungo Pycnosporus sanguineus no meio BD
40% sob agitacao.
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6.3.2 Resultados do micro-organismo Pleurotus ostreatus

6.3.2.1 Producdo de biomassa pelo micro-organismo Pleurotus ostreatus nos meios de

cultura BD 0% e BD 40% nas condicOes estatica e sob agitacao

O crescimento e desenvolvimento da biomassa (Figura 51), mostra aumento crescente
no grupo-controle e no grupo experimental diretamente proporcional ao acréscimo de
nutrientes no meio de cultura (BD 0%, BD 40% ) e mudanca para condi¢cdo com agitacao.

Observa-se também que a presenca da atrazina interferiu na formagdo da biomassa,
pois foram apresentados pesos (g) do micélio seco mais baixos quando comparados aos do
grupo-controle, efeito este que pode ser observado principalmente na condicdo estatica, com

menor impacto nos experimentos sob agitacéo.

Figura 51 - Biomassa do Pleurotus ostreatus no meio de cultura BD 0% e BD40% nas condicdes estatica e
sob agitacdo com adicdo de atrazina (ATZ100) e sem atrazina (controle).
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6.3.2.2 Atividade enzimatica do Pleurotus ostreatus em BD 0% em condigéo estatica

A Figura 52 mostra os resultados da atividade enzimatica do fungo Pleurotus
ostreatus, no meio de cultura BD 0% sem adi¢do de atrazina (grupo-controle), dentre as
enzimas presentes a manganés peroxidase e lacase sobressairam em relacdo a lignina
peroxidase, apresentando no 6° dia de cultivo picos de 511 U.mL® e 578 U.mL?,

respectivamente. O mesmo pdde ser observado no grupo experimental, contendo atrazina 100
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mg.L™ , mas com apresentago de picos com valores menores que o grupo-controle Lcc (1,68
u.mL?) e MnP (4,75 U.mL™?) (Figura 53).

A biomassa formada nesta condicdo avaliada, durante o tempo de cultivo, apresentou
relacdo direta com a producdo enzimatica, ou seja, maior biomassa no grupo-controle
produziu maior quantidade de enzimas, menor biomassa no grupo contendo atrazina, menor
atividade enzimatica.

O gréafico da Figura 54 mostra a producdo da Lcc durante os dias avaliados, cuja maior
producéo foi observada no grupo-controle, somente no terceiro dia de cultivo os picos foram
semelhantes (1,00 U.mL™). A partir do décimo oitavo dia de cultivo houve baixa producéo
desta enzima tanto na presenga como na auséncia do herbicida.

A producdo da enzima manganés peroxidase foi baixa nos dois grupos (controle e
experimental), com pico no sexto dia de cultivo 5,11 U.mL™ no grupo controle e 4,75 U.mL™
no experimento contendo atrazina. A partir do 9° dia houve reducdo da producdo enzimatica
nos dois grupos (Figura 55).

A Figura 56 mostra a producdo de LiP, todos os resultados foram menores que 0,29
U.mL™ por isso a producdo desta foi considerada inexistente.

Durante o experimento, monitorado o pH do meio de cultura, foi observada pouca

variacdo: no inicio (TO) foi registrado pH 5,5 e ap6s o0 18° dia diminuiu para pH 5,0.

Figura 52 - Atividade enzimética do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 0% em condicdo estatica
(grupo-controle).
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Figura 53 - Atividade enzimatica do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 0% com ATZ 100
em condicdo estatica
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Figura 54 - Producdo de Lacase pelo Pleurotus ostreatus no meio BD 0% em condicao estatica.
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Figura 55 - Producdo da enzima MnP pelo Pleurotus ostreatus no meio BD 0% em condicé&o estéatica.
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Figura 56 - Producéo da enzima LiP pelo Pleurotus ostreatus no meioBD 0% em condig&o estatica.
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6.3.2.3 Reducdo da concentracdo da atrazina nos experimentos com Pleurotus ostreatus
em meio de cultura BD 0% em condicédo estatica

A média geral da concentracdo da atrazina do grupo controle de toxicidade, no meio
de cultivo BD 0% foi 119,4 mg.L™ (Tabela 2), este valor foi utilizado para comparacao dos
demais valores encontrados no decorrer do experimento.

A Tabela 8 e Figura 57 apresentam os resultados da concentracdo do herbicida durante
o0 periodo do experimento. Inicialmente (TO) a média dos valores da concentracdo de atrazina
foi 125,2 mg.L™ e no final do 21° dia de cultivo foi encontrado 39 mg.L™ de atrazina,
correspondente a 68,8% de reducdo.

O resultado do teste de adsor¢do demonstrou que 0 micro-organismo teve a capacidade
de reduzir em 22,5% a quantidade do herbicida pelo mecanismo de adsor¢édo na biomassa,
inicialmente a concentracéo de atrazina foi 117,1 mg.L™ e no final do experimento, apés 21
dias de incubagio o resultado foi 90,7 mg.L™ (Tabela A 2 — Apéndice A).

Diante dos resultados obtidos, verificou-se que a reducdo da concentracdo da atrazina
nas condicdes avaliadas deu-se principalmente pela atividade enzimatica (48,4%),

provavelmente pela atividade das enzimas manganés peroxidase e lacase.
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Tabela 8 - Concentracgdo de atrazina no experimento com o fungo Pleurotus ostreatus no meio de cultura
(BD 0%) em condicdo estatica.

Dias de cultivo Frasco 7 1 Frasco8 1 Média 1 % Remocao
ATZ(mgL") [|ATZ(mg.L")| ATZ(mg.L")
0 128,0 122,4 125,2
3 94,1 99,1 96,6
6 83,3 83,5 83,4
9 69,0 79,0 74,0
12 65,0 61,0 63,0
15 56,0 74,0 65,0
18 46,8 43,8 45,0
21 35,0 43,0 39,0 68,8

Legenda: Frasco 7: meio de cultura BD 0% + PLos + ATZ 100; Frasco 8: meio de cultura BD
0% + PLos + ATZ 100; ATZ: atrazina.

Figura 57- Reducdo da concentracdo de atrazina por meio do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 0% na
condicdo estatica.
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6.3.2.4 Atividade enzimatica do Pleurotus ostreatus em BD 40% em condicao estatica

O fungo Pleurotus ostreatus apresentou excelentes resultados de produtividade
enzimatica no meio de cultura BD 40%, quando comparados com os resultados em meio BD
0% e com os resultados dos demais micro-organismos utilizados nesta pesquisa.

As Figuras 58 e 59 mostram o perfil da produtividade das enzimas no grupo-controle e
no grupo experimental, respectivamente, onde pode ser observado o predominio da enzima
lacase durante todo o periodo de estudo. As quantidades foram mais relevantes no grupo-
controle apresentando relagdo com a quantidade de biomassa formada que também foi maior

neste grupo.



Figura 58 - Atividade enzimética do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 40% em condicao estatica

(grupo-controle).
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Figura 59 - Atividade enzimatica do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 40% em condicéo estatica com

ATZ 100.
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A producéo da enzima lacase foi semelhante nos dois grupos, sendo crescente durante

0 periodo analisado e reducdo da quantidade a partir do 18° dia de cultivo. Os maiores picos

foram observados no 15° dia (Figura 60), sendo 10,04 U.mL™ no grupo-controle e 7,32

U.mL™ no grupo contendo o herbicida.

Foi evidenciada também pouca producéo da enzima manganés peroxidase (Figura 61),

com picos no grupo-controle de 2,45 U.mL™® e 2,14 UmL™ no 3° e 12° dias de cultivo e

picos menores no grupo contendo atrazina 0,95 U.mL™ e 0,78 U.mL™ no 6° e 12° dias de

cultivo. Desta forma é possivel afirmar que a enzima predominante é a lacase.
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A enzima lignina peroxidase apresentou valores muito pequenos, considerado
inexistente, com resultados abaixo de 0,55 U.mL™ , tanto no grupo-controle como grupo

contendo atrazina (Figura 62).

Durante o periodo de estudo, houve pequena alteracdo do pH do meio de cultura nos

dois grupos, inicialmente 5,5 e a partir do 12° dia diminuiu para 4,5.

Figura 60 - Producéo de Lacase pelo Pleurotus ostreatus no meio BD 40% em condi¢&o estética.
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Figura 61 - Produ¢do de MnP pelo Pleurotus ostreatus no meio BD 40% em condi¢éo estatica.
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Figura 62 - Producéo de LiP pelo Pleurotus ostreatus no meio BD 40% em condicéo estatica.
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6.3.2.5 Reducéo da concentragdo da atrazina nos experimentos com Pleurotus ostreatus
em meio de cultura BD 40% em condic&o estatica

A média da concentracdo da atrazina do grupo CT, no meio de cultivo BD 40% foi
110,4 mg.L™ (Tabela 4), este valor foi utilizado como referéncia para comparacao dos demais
valores encontrados durante o periodo de cultivo.

Houve diminuicdo da concentracdo da atrazina de forma gradativa durante o periodo
do experimento. No inicio (T0) a média da concentracdo de atrazina foi 103,5 mg.L'1 e o
menor valor encontrado 12,9 mg.L™ no 21° dia, correspondente a 87,5% de reducdo (Tabela 9
e Figura 63).

As anélises cromatogréficas foram realizadas com frequéncia de 3 em 3 dias de
cultivo. A Figura 64 apresenta 0s cromatogramas das analises realizadas no dia da
inoculacédo (TO) do grupo controle da toxicidade, do grupo experimental e no final do periodo
de incubacdo. O tempo de retencéo da atrazina foi 10,698 minutos.

A concentracdo inicial da ATZ no inicio de teste de adsorcdo foi 109,0 mg.L™ e no
final 81,0 mg.L™, ocorreu uma diminuic&o de 25,7% do herbicida (Tabela A 2 — Apéndice A)
logo pode-se inferir que o principal mecanismo envolvido na reducdo da quantidade atrazina,
nestas condi¢bes, foi o enzimatico, principalmente pela atividade da lacase que esteve

presente em maior quantidade durante os experimentos.



7

Tabela 9 - Concentracgdo de atrazina no experimento com o fungo Pleurotus ostreatus no meio de cultura
BD 40% em condicdo estatica

Dias de cultivo Frasco 7 1 Frasco8 1 Meédia 1y | % Remocéo
ATZ (mg.L™) ATZ (mg.L™) |ATZ(mg.L™)
0 107,2 99,8 103,5
3 83,1 75,5 78,3
6 53,1 50,3 51,7
9 42,3 49,3 45,8
12 39,7 50,7 45,2
15 22,3 32,3 27,3
18 18,4 16,8 17,6
21 15,7 10,1 12,9 87,5

Legenda: Frasco 7: meio de cultura BD 40% + PLos + ATZ 100; Frasco 8: meio de cultura
BD 40% + PLos + ATZ 100; ATZ: atrazina.

Figura 63 - Reducéo da concentragéo de atrazina por meio do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 40%
na condicao estatica.
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Figura 64- Cromatograma da atrazina no tempo (T0) do grupo CTe grupo experimental e no final do
periodo de incubacédo no meio BD 40% em condi¢ao estatica com o fungo Pleurotus ostreatus.
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Legenda: A (Grupo controle de toxicidade no tempo TO0); B (Meio de cultura+PL0os+ATZ no
tempo T0); C (Meio de cultura+PLos+ATZ apo6s 21 dias de cultivo)

6.3.2.6 Atividade enzimatica do Pleurotus ostreatus em BD 40% sob agitacéo

Em meio de cultura BD 40% sob agitacdo, o fungo Pleurotus ostreatus também
apresentou excelentes resultados de produtividade enzimatica, com predominio da lacase,
semelhante ao encontrado com 0s experimentos no meio de cultura BD 40% em condigéo
estatica. As Figuras 65 e 66 mostram os resultados do grupo-controle e do grupo

experimental, respectivamente.
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As quantidades de enzimas foram mais relevantes no grupo-controle, apresentando
relacdo direta com a quantidade de biomassa formada, exceto no 3° dia em que o pico da
lacase foi 20 vezes maior no grupo contendo atrazina, sugere-se que este herbicida induz a

producéo de Lcc.

Figura 65- Atividade enzimatica do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 40% sob agitagéo (grupo-
controle).
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Figura 66 - Atividade enzimatica do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 40% sob agita¢do com atrazina
100 mg.L™.
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No grafico da Figura 67 é possivel observar o pico da lacase no grupo-controle no 6°
dia 10,6 U.mL™, nos demais dias avaliados percebe-se uma reducdo gradativa da producéo
desta enzima até o 15° dia e no final do experimento nota-se uma tendéncia do aumento da

producdo. Os maiores picos da lacase no grupo com ATZ 100 foram observados nos seis
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primeiros dias de cultivo, 8,0 UmL™ e 8,2 U.mL™ e a partir no 9°dia praticamente nao foi
detectada a presenca desta enzima.

Quanto a enzima manganés peroxidase foi considerada baixa produtividade nos dois
grupos (controle e experimental), porém a maior dosagem foi observada no grupo contendo o
herbicida, com pico 0,87 U.mL™ e 0,16 U.mL™ no grupo-controle, no 6° dia de cultivo. A
partir do 12° dia, praticamente ndo houve a producdo desta enzima (Figura 68).

A producdo de lignina peroxidase foi considerada inexistente nos dois grupos
avaliados, com resultados < 0,23 U.mL™ (Figura 69). Estes dados confirmam que a espécie
Pleurotus ndo produz a enzima lignina peroxidase.

Durante o periodo experimental, foi verificado o potencial hidrogeniénico do meio de
cultivo, inicialmente (TO) o pH estava em 5,5 e no final do experimento (18° dia) o pH do
grupo-controle aumentou para pH 6,0, observando-se que este valor foi encontrado também
no grupo contendo atrazina, a partir do 9° dia de cultivo. Importante ressaltar que este
resultado difere dos demais apresentados nas condi¢Ges anteriores que mostraram uma

diminuicdo do valor do pH.

Figura 67 - Producdo de Lacase pelo Pleurotus ostreatus em BD 40% sob agitagao.
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Figura 68 - Producdo de Manganés peroxidase pelo Pleurotus ostreatus em meio BD 40% sob agitacao.
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Figura 69 - Producéo de Lignina peroxidase pelo Pleurotus ostreatus em meio BD 40% sob agitacgéo.
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6.3.2.7 Reducdo da concentracdo da atrazina nos experimentos com Pleurotus ostreatus

em meio de cultura BD 40% sob agitacéo

A média geral da concentragdo da atrazina do grupo controle de toxicidade foi 107,4

mg.L"}(Tabela 6), este resultado foi utilizado como referéncia para comparagdo dos demais

valores encontrados durante o periodo de cultivo.
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Os resultados da quantificacdo da atrazina durante o periodo experimental (Tabela 10 e

Figura 70) mostram uma reducgdo gradativa da concentracdo do herbicida. A média inicial foi

102,5 mg.L™" e a menor concentragdo, 15,6 mg.L™" de atrazina, foi observada no final do

experimento, valor correspondente a uma reducao 84,8%. O tempo de retencédo da atrazina foi

de 10,698 minutos, nos grupos CT e grupo experimental, tanto no inicio como no final do

periodo de incubacdo (Figura 71).

O principal mecanismo de remocdo do herbicida foi pela acdo das enzimas,

principalmente pela lacase, porém houve remocéo de 49% do valor total pelo mecanismo de

adsorcdo na biomassa (Tabela A 2 — Apéndice A).

Tabela 10 - Concentracdo de atrazina no experimento com o fungo Pleurotus ostreatus no meio de cultura

BD 40% sob agitacio
Dias de cultivo ATFZraEfﬁ;.E'l) ATFZrezfgg.SL'l) ATQ/I (erg;fL‘l) % Remocao
0 107,0 98,0 102,5
3 83,0 90,0 86,5
6 82,3 89,9 86,1
9 61,2 48,4 54,8
12 44,9 49,7 47,3
15 23,1 30,1 26,6
18 13,8 17,4 15,6 84,8

Legenda: Frasco 7: meio de cultura BD 40% + PLos + ATZ 100; Frasco 8: meio de cultura

BD 40% + PLos + ATZ 100; ATZ: atrazina.

Figura 70 - Reducéo da concentracéo de atrazina por meio do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 40%

sob agitacao.
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Figura 71- Cromatograma da atrazina no tempo (T0) do grupo CTe grupo experimental e no final do
periodo de incubacdo no meio BD 40% sob agitacdo com o fungo Pleurotus ostreatus.
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Legenda: A (Grupo controle de toxicidade no tempo T0); B (Meio de cultura+PL0os+ATZ no
tempo TO0); C (Meio de cultura+PLos+ATZ apds 21 dias de cultivo)

6.3.3 Resultados do micro-organismo Pleurotus sp

6.3.3.1 Producéo de biomassa pelo micro-organismo Pleurotus sp nos meios de cultura

BD 0% e BD 40% nas condigdes estatica e sob agitacéo

A formagéo da biomassa na presenca da atrazina 100 mg.L™ nas condigdes avaliadas

foram visivelmente menores que na auséncia do herbicida (Figuras 72 e 73).
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Figura 72- Biomassa do Pleurotus sp nos meios de cultura BD 0% e BD40% nas condigdes estatica e sob
agitacdo com adicdo de atrazina (ATZ100) e sem atrazina (controle).
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Figura 73 - Biomassa do Pleurotus sp no meio de cultura BD 40% em condi¢ao estatica apds 18 dias de
cultivo.
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Legenda: A) Grupo controle B) Grupo com ATZ100.
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A formacdo dos micélios foi semelhante nos dois grupos (controle e experimental),
observando-se, ainda, 0 sobrenadante de aspecto limpido e transparente.

Os maiores pesos (g) dos micélios secos obtidos foram nos experimentos com meio
de cultura BD 40% sob agitacdo e em seguida na condicdo estatica. Os resultados no meio
BD 0% mostram que em baixa condicdo nutricional houve impacto na formacao da biomassa,
sendo necessario o complemento com caldo de batata para melhorar o crescimento e

desenvolvimento.

6.3.3.2 Atividade enzimatica do Pleurotus sp em BD 0% em condicao estatica

No meio de cultura contendo apenas dextrose como fonte de carbono houve impacto
na formacdo da biomassa, porém sem interferéncia na producéo de enzimas, principalmente a
manganés peroxidase que mais se destacou durante o experimento com 0 grupo-controle
(Figura 74).

No grupo contendo atrazina, de modo geral houve uma reducdo da quantidade de
enzimas produzidas, mostrando que o herbicida interferiu ndo sé na formacdo da biomassa,

mas também como inibidor enzimatico (Figura 75).

Figura 74 - Atividade enzimatica do fungo Pleurotus sp no meio BD 0% em condic&o estatica (grupo-
controle).
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Figura 75 - Atividade enzimatica do fungo Pleurotus sp no meio BD 0% em condigao estatica com
atrazina 100 mg.L™
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Os resultados da producao de lacase estdo representados na Figura 76. Os maiores
picos foram observados no grupo-controle 1,07 U.mL™ no 3° dia de cultivo e 0,77 U.mL™ no
12° dia, no grupo contendo atrazina 100mg.L™* o maior pico foi 0,73 U.mL™ , também no 12°
dia, os demais valores foram < 0,43 U.mL™?, valores estes considerados baixos e, ainda assim,
foram os maiores valores de Lcc obtidos neste experimento.

A Figura 77 mostra a producdo da enzima manganés peroxidase do grupo-controle e
do grupo contendo o herbicida, onde pode-se observar que a maior quantidade produzida foi
pelo grupo sem a presenca da atrazina, com pico 12,02 U.mL™ no 12° dia de cultivo e a partir
deste periodo ndo foi detectada a presenca desta enzima.

Quanto a producdo da enzima lignina peroxidase foi considerada insignificante, todos
os valores ficaram abaixo de 0,29 U.mL™ (Figura 78).

No grupo com ATZ 100, o Gnico pico significante foi no 6° dia ( 5,56 U.mL™) , sendo
maior que no grupo-controle (4,57 U.mL™ ) e nos demais dias avaliados pode-se considerar
quase inexistente a MnP que apresentou valores proximos de zero.

Durante o periodo de cultivo, foi monitorado o potencial hidrogeniénico do meio,
praticamente ndo houve mudanca, o pH inicial foi de 5,5 e a partir do 18° dia diminuiu para

5,0 e manteve este valor até o final do experimento.



Figura 76- Producao de Lacase pelo Pleurotus sp no meio BD 0% em condicao estatica.
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Figura 77 - Produgdo de Manganés peroxidase pelo Pleurotus sp no meio BD 0% em condicao estéatica.
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Figura 78 - Produgdo de Lignina peroxidase pelo Pleurotus sp no meio BD 0% em condigao estatica.
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6.3.3.3 Reducdo da concentracdo da atrazina nos experimentos com Pleurotus sp em
meio de cultura BD 0% em condicé&o estatica

A concentracdo da ATZ do grupo controle de toxicidade, no meio de cultivo BD 0%
foi 119,4 mg.L™ (Tabela 2), corresponde a média geral dos resultados obtidos durante o
experimento e serviu de referéncia para comparacdo dos demais resultados encontrados no
periodo experimental.

Na Tabela 11 e Figura 79 estdo apresentados os resultados da quantificacdo da
atrazina. A concentragdo inicial de ATZ foi 112,0 mg.L™" e o menor valor encontrado do
herbicida foi 51,7 mg.L™ no 21° dia de cultivo, correspondente a 53,8% de reducéo. A Figura
80 mostra os cromatogramas e 0 tempo de retencdo da atrazina, em 10,703 minutos, das
analises realizadas no grupo controle de toxicidade (CT) e do grupo experimental, no primeiro
dia de incubacéo (TO).

Os resultados do teste de adsor¢do indicaram que 48,8% da remocédo do total foi pelo
mecanismo de adsorcdo na biomassa. Inicialmente a concentracdo da ATZ foi 126,4 mg.L™ e
no final, apés 21 dias de incubaco o valor encontrado foi 61,7 mg.L™ (Tabela A3 — Apéndice
A).

Tabela 11 - Concentracdo de atrazina no experimento com o fungo Pleurotus sp no meio de cultura BD
0% em condicdo estatica.

Dias de cultivo Frasco 11_1 Frasco 12_1 Media . % Remocio
ATZ (mg.L™) |ATZ(mg.L")| ATZ(mg.L")
0 100,3 123,7 112,0
3 94,0 100,0 97,0
6 86,2 111,8 99,0
9 68,0 74,8 71,4
12 63,8 76,4 70,1
15 65,0 55,4 60,2
18 60,3 57,1 58,7
21 58,3 45,1 51,7 53,8

Legenda: Frasco 11: meio de cultura BD 0% + PLsp + ATZ 100; Frasco 12: meio de cultura
BD 0% + PLsp + ATZ 100; ATZ: atrazina.



Figura 79 - Reducéo da concentracéo de atrazina por meio do fungo Pleurotus sp no meio BD 0% em

condicéo estatica.
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Figura 80- Cromatograma da atrazina do grupo CTe grupo experimental no primeiro dia de inoculacéo
(T0) no meio BD 0% em condic&o estatica com o0 micro-organismo Pleurotus sp.
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tempo TO).
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6.3.3.4 Atividade enzimatica do Pleurotus sp em BD 40% em condicao estatica

O fungo Pleurotus sp apresentou excelentes resultados de produtividade enzimatica no
meio de cultura BD 40% em condicéo estatica, principalmente no grupo contendo o herbicida,
mostrando capacidade de adaptacéo e tolerancia a toxicidade da atrazina.

Os resultados da produtividade de enzimas mostraram-se inversamente proporcionais a
formacdo da biomassa, diferindo dos resultados encontrados nos estudos com o Pleurotus
ostreatus, em que as dosagens das enzimas foram maiores no grupo-controle, apresentando
relacdo direta com a quantidade de biomassa formada.

As Figuras 81 e 82 mostram os resultados das dosagens das enzimas no grupo-controle
e no grupo experimental, nos quais se observa o predominio da enzima lacase durante todo o
periodo de estudo, exceto no terceiro dia e 0 grupo-controle apresentou maior quantidade da
enzima manganés peroxidase.

O grafico da Figura 83 mostra o perfil da producdo Lcc, sendo crescente até o 9° dia,
com pico de 6,17 U.mL™, a partir deste periodo apresentou pequena reduco da quantidade até
0 18° dia de cultivo. No grupo-controle o maior pico encontrado foi 3,95 U.mL™ ja no final do
experimento.

Foi detectada pequena quantidade da enzima manganés peroxidase nos dois grupos
(controle e experimental), com valores < 0,70 U.mL™ durante todo o periodo avaliado, exceto
no 3° dia no qual o grupo-controle apresentou pico de 5,92 U.mL’1 (Figura 84).

A enzima LiP, no grupo-controle e no grupo contendo atrazina, apresentou valores
insignificantes, abaixo de 0,29 U.mL™ (Figura 85).

Durante o periodo de estudo, houve pequena alteracdo do pH do meio de cultura nos
dois grupos. Inicialmente (TO) o pH foi de 5,5, a partir do décimo-segundo dia de cultivo
diminuiu para pH 4,0 (grupo-controle) e pH 4,5 (grupo experimental), diminuicdo esta

possivelmente relacionada a producédo das enzimas ligninoliticas.



91

Figura 81 - Atividade enzimatica do fungo Pleurotus sp no meio BD 40% em condigdo estatica (grupo-

controle).
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Figura 82 - Atividade enzimética do fungo Pleurotus sp no meio BD 40% em condi¢do estatica com ATZ
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Figura 83- Producao de Lacase pelo Pleurotus sp no meio BD 40% em condigdo estatica.
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Figura 84 - Producdo de Manganés peroxidase pelo Pleurotus sp no meio BD 40% em condicéo estatica.
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Figura 85 - Producéo de Lignina peroxidase pelo Pleurotus sp no meio BD 40% em condicéo estatica.

L L
[P

[¥E]
o=t

0,249
0,26

Lh

(=R = N ]
]

=t b bl Bd Bl

Lho oo o

0,10
0,08
0,03
0,03
0,00

At idade enzimatica (U.mL-1)

3 6" 9° 12° 15° 18° 21
Diias de cultive

—#— CONTEROLE (FLsp+hiC) —#— FLsp+hICHATZ100

6.3.3.5 Reducdo da concentracdo da atrazina nos experimentos com Pleurotus sp em
meio de cultura BD 40% em condicgao estatica

A média geral da concentracdo da ATZ do grupo CT, foi de 110,4 mg.L™, valor
adotado como referéncia para comparar os demais resultados do grupo experimental (Tabela
4). Os resultados da quantificacdo da atrazina durante o periodo experimental estdo
apresentados na Tabela 12 e no gréfico da Figura 86, em que se nota uma reducdo gradativa
da concentracdo do herbicida. No primeiro dia de inoculagéo (TO) o valor encontrado da ATZ
foi 99,3 mg.L™, no final do periodo de cultivo, a concentracdo da atrazina foi de 12,6 mg.L™,

correspondente a uma reducdo de 87,3% do valor total. O tempo de retencgdo da atrazina foi de
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10,698 min, pela altura dos picos observa-se a reducdo da concentracdo do herbicida no final

do vigésimo primeiro dia de cultivo (Figura 87).

Por adsorcdo houve uma reducdo de 19,9%, conforme resultados apresentados na

Tabela A3 - Apéndice A, podendo-se inferir que o principal mecanismo de remocdo do

herbicida foi pela acdo das enzimas, principalmente pela atividade da lacase.

Tabela 12 - Concentragéo de atrazina no experimento com o fungo Pleurotus sp no meio de cultura BD
40% em condicao estatica

Dias de Frasco 11 Frasco 12 Média % Remocio
cultivo | ATZ (mgL™) | ATZ(mgLY) | ATZ(mg.L? 0 ¢

0 98,7 99,9 99,3

3 93,4 99,8 96,6

6 56,2 63,6 59,9

9 57,4 59,8 58,6

12 46,1 49,1 47,6

15 23,5 30,3 26,9

18 19,8 27,8 23,8

21 13,9 11,3 12,6 87,3

Legenda: Frasco 11: meio de cultura BD 40% + PLsp + ATZ 100; Frasco 12: meio de cultura
BD 40% + PLsp + ATZ 100; ATZ: atrazina.

Figura 86 - Reducdo da concentracao de atrazina por meio do fungo Pleurotus sp no meio BD 40% em
condicdo estatica.
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Figura 87 - Cromatograma da atrazina do grupo CTe grupo experimental no primeiro e ultimo dia de
inoculacéo (T0) no meio BD 40% em condig&o estatica com o micro-organismo Pleurotus sp.
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Legenda: A (Grupo controle de toxicidade no tempo T0); B (Meio de cultura+PLsp+ATZ no
tempo TO0); C (Meio de cultura+PLsp+ATZ apds 21 dias de cultivo)

6.3.3.6 Atividade enzimatica do Pleurotus sp em BD 40% sob agitacao

A atividade enzimatica do micro-organismo Pleurotus sp, no meio de cultura BD 40%
sob agitacdo em misturador automatico a 120 rpm apresentou bons resultados nos dois grupos
(controle e experimental), com predominio da enzima lacase, porém houve maior producéo
de enzimas ligninoliticas, no meio BD 40% em condicao estatica.

Os resultados do peso seco do micélio (g) do fungo Pleurotus sp foram maiores na
condicdo sob agitacdo quando comparado com 0s resultados na condicdo estatica, tanto no
grupo controle como no grupo contendo atrazina, demonstrando que a formacdo da biomassa

esta inversamente proporcional a producdo enzimatica.
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Os resultados das dosagens das enzimas do grupo-controle e do grupo experimental
podem ser visualizados nas Figuras 88 e 89, respectivamente. Observa-se o predominio da

enzima lacase até o sexto dia de cultivo nos dois grupos.

Figura 88- Atividade enzimatica do fungo Pleurotus sp no meio BD 40% sob agitacao (grupo-controle).
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Figura 89 - Atividade enzimética do fungo Pleurotus sp no meio BD 40% sob agitacdo com ATZ 100.
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A Figura 90 mostra o pico de lacase (5,26 U.mL™) no grupo experimental no 3° dia de
cultivo, sendo maior que no grupo-controle (3,72 U.mL™), mostrando desta forma a
capacidade do herbicida atrazina em induzir a producdo de Lcc. A partir do 12° dia de cultivo,
praticamente ndo houve a producéo desta enzima, os valores foram abaixo de 0,12 U.mL™.

Os resultados da quantificacdo da enzima manganés peroxidase nos dois grupos

(controle e experimental) estdo apresentados na Figura 91. Nota-se que os valores foram
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baixos, com picos de < 0,54 U.mL™, com melhores resultados no 15° dia experimental no
grupo contendo atrazina.

O grafico da Figura 92 apresenta o perfil da producdo da enzima LiP, onde se observa
que o maior valor obtido foi (0,18 U.mL™) , verificado no grupo-controle e contendo atrazina
no meio de cultivo, este valor por ser insignificante, considera-se a producdo da lignina
peroxidase como inexistente.

Durante o experimento, ndo houve variacfes significativas do pH, mas sim valores
proximos entre si. No inicio (TO) foi verificado o pH 5,5 no meio de cultura dos dois grupos
e a partir do 3° dia manteve-se o pH 5,0.

Figura 90 - Producéo de Lacase pelo Pleurotus sp no meio BD 40% sob agitacéo.
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Figura 91 - Producéo de Manganés peroxidase pelo Pleurotus sp no meio BD 40% sob agitacéo.
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Figura 92 - Producéo de Lignina peroxidase pelo Pleurotus sp no meio BD 40% sob agitacao.
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6.3.3.7 Reducdo da concentracdo da atrazina nos experimentos com Pleurotus sp em
meio de cultura BD 40% sob agitacéo

A média da concentracdo do herbicida no grupo CT foi 107,4 mg.L™ (Tabela 6), este
resultado foi utilizado para comparacdo com os demais valores encontrados durante o periodo
de incubacao.

A Tabela 13 e Figura 93 apresentam os resultados da quantificacdo da atrazina.
Inicialmente a concentracdo de atrazina foi de 105,0 mg.L™. A reducio da concentracéo do
herbicida até o 12° dia de cultivo foi lento, apresentou um percentual de remocéo de 21,61%.
A partir deste periodo, houve uma queda maior, no final do experimento, a concentracdo da
ATZ foide 17,0 mg.L™", que corresponde a uma reducéo de 83,8% do valor total. O tempo de
retencdo da atrazina nas analises realizadas foram de 10,690 minutos (Figura 94).

Os resultados do teste de adsor¢do na bioamassa do fungo mostram uma reducdo de
43,8%, da quantidade do herbicida (Tabela A3 - Apéndice A).

Diante dos resultados apresentados, pode-se inferir que os dois mecanismo de remogéo
do herbicida foram importantes nesta condicdo avaliada, diferindo dos resultados obtidos nos

estudos em BD 40% condicdo estatica, em que o fator principal na remocéo foi a atividade
enzimatica.
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Tabela 13 - Concentracdo de atrazina no experimento com o fungo Pleurotus sp no meio de cultura
Batata Dextrose 40% em condicéo agitacéo

Dias de Frasco 11 Frasco 12 Média % Remocio
cultivo |ATZ (mg.LY)| ATZ (mg.L™)| ATZ (mg.L?) | 7 ¢

0 108,0 102,0 105,0

3 94,5 87,5 91,0

6 81,5 85,7 83,6

9 82,9 74,7 78,8

12 79,8 84,8 82,3

15 47,2 46,2 46,7

18 15,5 18,5 17,0 83,8

Legenda: Frasco 11: meio de cultura BD 40% + PLsp + ATZ 100; Frasco 12: meio de cultura
BD 40% + PLsp + ATZ 100; ATZ: atrazina

Figura 93 - Reducé&o da concentracdo de atrazina por meio do fungo Pleurotus sp no meio BD 40% sob

agitacao.
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Figura 94 - Cromatograma da atrazina do grupo CTe grupo experimental no primeiro e Ultimo dia de
inoculacéo (T0) no meio BD 40% sob agitacdo com o micro-organismo Pleurotus sp.

bda_40a_c1_2_5-1-2013.sms TIC Filtered Sample |D: BDA_40A_C1_2
onization Off 55:510 3

Atrazine

Biphenyl, 4 4'-dibromo-

A z
rJJk LJ\.JWM«W__JL_MJWA =

bda_40a_11_t0_5-1-2013.sms TIC Filtered Sample ID: BDA_40A_11_T0

onization Off 55:510

Atrazin

1,1-Biphenyl, 4 4'-dibromo-

 Atrazine

{7TT.1-Biphenyl, 44" dibromo-

T
' 4
I —

......... 2|55|D?|51001ﬁ5 .
minutes

Legenda: A (Grupo controle de toxicidade no tempo TO0); B (Meio de cultura+PLsp+ATZ no
tempo T0); C (Meio de cultura+PLsp+ATZ apobs 21 dias de cultivo)

6.4 CORRELACAO ENTRE AS DIFERENTES CONDICOES AVALIADAS NO
EXPERIMENTO EM MEIO DE CULTURA LIQUIDO COM E SEM AGITACAO.

A Tabela 14 apresenta os resultados com os valores maximos obtidos durante os
ensaios com 0s micro-organismos (Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus
sp ) nos meios de cultura BD 0%, BD 40% na condicdo estatica e BD 40% sob agitacéo,
contendo atrazina 100 mg.L™ , referente & producéo enzimética (lacase, lignina peroxidase e
manganés peroxidase), peso seco da biomassa, percentual total de remocdo da atrazina e

percentual de remocéo da atrazina pelo mecanismo de adsorcéo.
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Tabela 14 - Valores méximos dos resultados obtidos nos experimentos em meio de cultura liquido com e

sem agitacéo.

Resultados do fungo Pycnosporus sanguineus

Meio de cultivo Lcc LiP MnP Peso (g) Remocdo | Remocdo ATZ por
(UmL? | (UmLY | (UmLY) | biomassa total adsorcéo (%)
ATZ (%)
BD 0% (controle) 0,51 1,21 8,51 N e
BD 0% + ATZ100 0,47 0,16 6,68 0,09 47,2 20,4
BD 40% (controle) 0,79 0,71 5,50 N e
BD 40% + ATZ100 0,21 2,42 7,21 0,10 85,7 31,2
BD 40% (controle) - 2,50 0,66 2,09 0,85 | e | e
agitacao
BD 40% + ATZ100 - 0,50 0,69 0,11 1,10 72,1 40,4
agitacdo
Resultados do fungo Pleurotus ostreatu
Meio de cultivo Lcc LiP MnP Peso () Remocdo | Remocdo ATZ por
(UmL™) | (UmL™Y) | (UmL?) | biomassa total adsorg&o (%)
ATZ (%)
BD 0% (controle) 5,78 0,15 5,11 0,34 | e | e
BD 0% + ATZ100 1,68 0,29 4,75 0,13 68,8 22,5
BD 40% (controle) 10,04 0,47 2,45 1,82 | e | e
BD 40% + ATZ100 7,76 0,55 0,95 0,62 87,5 25,7
BD 40% (controle) - 10,6 0,23 0,16 2,11 | e | e
agitacdo
BD 40% + ATZ100 - 8,2 0,22 0,87 1,37 84,8 49,0
agitacdo
Resultados do fungo Pleurotus sp
Meio de cultivo Lcc LiP MnP Peso () Remocédo | Remocéo ATZ por
(UmL™?) | (UmL™Y) | (UmL?) | biomassa total adsorg&o (%)
ATZ (%)
BD 0% (controle) 1,07 0,29 12,02 R e
BD 0% + ATZ100 0,73 0,28 5,56 0,18 53,8 48,8
BD 40% (controle) 3,95 0,26 5,92 1,73 | e | s
BD 40% + ATZ100 6,17 0,29 0,66 1,12 87,3 19,9
BD 40% (controle) - 3,72 0,18 0,51 2,06 | e | e
agitacdo
BD 40% + ATZ100 - 5,26 0,17 0,54 1,85 83,8 43,8

agitacdo

Foram comparadas as trés linhagens cultivadas em meio liquido quanto a producéo de

lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase. Dentre 0s micro-organismos testados, as

espécies Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp, apresentaram os melhores resultados enzimaticos

de lacase nas duas condi¢fes nutricionais (BD 0% e BD 40%) principalmente na condigdo

estatica. Os resultados obtidos por Ruiz et al. (2009) nos experimentos de biodegradacdo do

herbicida atrazina 10 pg.L™, utilizando micro-organismos presentes nos efluentes de filtros de

carvdo com atividade biologica (CAB) realizado em uma instalacdo piloto de tratamento de

agua do tipo FIME , mostrou reducédo de 68% da concentracdo atrazina, por um periodo de 70

dias de estudo.
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A maior atividade enzimatica do fungo Pycnosporus sanguineus deu-se
principalmente pela manganés peroxidase e lignina peroxidase, também na condig&o estéatica.

Na avaliacdo da producdo de enzima em relacdo a biomassa formada, por meio da
correlagdo de Pearson (Tabela 15), foi verificado uma correlagéo positiva para a enzima Lcc e
negativa para MnP e LiP. Isto sugere que na producédo da primeira enzima (Lcc) o crescimento
da biomassa esteve associado com aumentos na producdo de enzima, o mesmo ndo foi
observado para a producdo de manganés peroxidase e lignina peroxidase, 0 que demonstrou
que o crescimento da biomassa néo refletiu na producdo destas enzimas.

Ao analisar as relacBes entre as enzimas verificou-se que quando havia maior

producdo de Lcc observava-se baixos teores na producdo de MnP e LiP e vice-versa.

Tabela 15 - Matriz de correlacdo de Pearson entre a biomassa das espécies dos fungos selecionados para o
estudo e a producéo de enzimas, em negrito correlagéo significativa (p < 0,05).

LCC LIP MNP BIO
LCC | 1.000

LIP | -0.385 1.000

MNP | -0.604 0.294 1.000

BIO | 0.681 -0.389 -0.665 1.000

Onde: BIO - biomassa, Lcc, LiP e MnP- enzimas produzidas pelos espécimes deste estudo

Como o coeficiente de correlacdo de Pearson foi positivo e significativo entre a
biomassa e a enzima Lcc (0,681) um modelo matematico foi elaborado a partir dos dados
destes descritores do experimento, com a exclusdo de sete pares de resultados para um
melhor ajuste da linha de tendéncia. Assim 95,73% da variacdo na producdo da enzima lacase
é explicada pelo aumento na biomassa.

Conforme o modelo definido na Figura 95, a producdo da enzima Lacase é
aproximadamente cinco vezes a biomassa produzida.

LCC =0,180BIO+ 0,053
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Figura 95 - Relagéo entre a producéo de enzima lacase (U.mL™) e a biomassa (g)

25

Concertragao de enzima-ugSml

a 2 4 & 8 10 12

Biomassa-g  fx) = 0,1804625447y + 00520602711
R® = 09573608724

Comparando o percentual de remocdo total da atrazina, pela atividade enzimética e por
adsorcéo, dos trés micro-organismos, pelo teste T e F ndo houve diferenca significativa entre

as taxas de remocéo da atrazina, conforme apresentado nas Tabelas 16 e 17 respectivamente.

Tabela 16 - Matriz das probabilidades (p) do teste T (p < 0,05 -significativo) entre os percentuais de
remocdo total e por adsorcéo de Atrazina.

Ps PLos PLsp
Ps 1
Phos 014 1
e 026 098 1

Onde: PS- Pycnosporus sanguineus; PLos- Pleurotus ostreatus e PLsp - Pleurotus sp.

Tabela 17 - Matriz das probabilidades (p) do teste F (p < 0,05 - significativo) entre os percentuais de
remocdo total e por adsorcéo de Atrazina.

Ps 1
PLos 07 1
i 0% 081 1

Onde: PS- Pycnosporus sanguineus; PLos- Pleurotus ostreatus e PLsp - Pleurotus sp.
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Ao comparar as producdes das enzimas das trés espécies do experimento, por meio dos

testes T e F (Tabela 18), foi verificado que os teores da enzima LiP, apresentou resultados

significativos em relacdo as outras duas, diferenciando-se pela baixa producéo registrada.

Tabela 18 - Matriz de probabilidade (p) teste T e F (p < 0,05 -significativo) entre a producéo de enzimas.
Em negrito relacéo significativa (p < 0,05). Onde: Lcc,LiP e MnP- enzimas produzidas pelos espécimes
deste estudo.

Lcc LiP
Teste F MnP
Lcc
1
LiP
0,000 1
MnP 0,943 0,000 1
Lcc LiP
Teste t MnP
Lcc
1
LiP
0,001 1
MnP 0,990 0,001 1
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos da parte experimental em meio de cultura s6lido com os fungos:
Trametes villosa, Pycnosporus sanguineus, Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus e Pleurotus
sp., demonstraram que 0s micro-organismos foram tolerantes a presenca da atrazina,
indicando potencial para aplicagdo em remediacdo de ambientes contaminados com este
herbicida.

Os fungos Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp foram capazes
de reduzir em 47,2% a 87,5% a concentracdo de atrazina em meio liquido, pela atividade
enzimatica e pelo mecanismo de adsorcéo na biomassa.

Os melhores indices de remoc¢édo da atrazina foram obtidos nos experimentos com o
meio de cultura contendo dextrose e caldo de batata (BD 40%) em condicdo estatica,
proporcionando em vantagem econdmica por consumir menos energia e ser mais facil quanto
a aplicabilidade.

As especies Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp, apresentaram os melhores resultados
enziméaticos de lacase, enquanto as enzimas predominantes nos experimentos com
Pycnosporus sanguineus foram a manganés peroxidase e lignina peroxidase.

Os fungos Trametes villosa, Pycnosporus sanguineus, Lentinus edodes, Pleurotus
ostreatus e Pleurotus sp., sofreram influéncia na velocidade de crescimento na presenca da
atrazina 500 mg.L™* em todas as condic6es nutricionais avaliadas no meio de cultura sélido.

Observou-se que no meio de cultivo contendo apenas dextrose como fonte de carbono
(BDA0%), a morfologia e o desenvolvimento micelial das 5 espécies avaliadas, ndo foram
satisfatorios, independente da presenga ou auséncia da atrazina.

A biomassa produzida pelos fungos Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e
Pleurotus sp, em meio de cultura liquido, foi menor na presenca da atrazina 100 mg.L™
quando comparado ao grupo-controle, exceto no meio BD 40% sob agitacdo, o
Pycnosporus sanguineus apresentou o peso (g) do micélio seco maior que o grupo-
controle.

Comparando o percentual de remocdo total da atrazina, pela atividade enzimatica e por

adsorcéo, dos trés micro-organismos (Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e
Pleurotus sp) pelo teste T e F ndo houve diferenca significativa entre as taxas de remogéo

da atrazina.
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Na avaliacdo da producdo de enzima em relacdo a biomassa formada, foi verificado
uma correlagéo positiva para a enzima Lcc e negativa para MnP e LiP, podendo inferir que
producdo da Lcc e o crescimento da biomassa esteve associado.

Os resultados sob agitagcdo podem ter sido menores devido ao crescimento excessivo

de biomassa que pode comprometer o transporte de nutrientes acarretando prejuizos a
producdo de enzimas catabolicas.

Os resultados mostram que 0s micro-organismos estudados utilizaram também o
herbicida como fonte metabdlica de alimento para 0 seu crescimento, 0 que promoveu a
sua remocao gradativa.

Os indices de remogdo da atrazina demonstraram que a pesquisa se tornou viavel no

estudo de degradacdo de ATZ por meio dos fungos de decomposicdo branca.

8 RECOMENDACOES

As principais recomendag0es deste trabalho séo:
1) Utilizar os fungos Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp, para a
ativacdo biologica do leito de filtros no processo de filtracdo lenta e avaliar a remocgéo do

herbicida atrazina durante o tratamento de agua.

2) Fica evidente a necessidade de quantificar os produtos de degradacdo da atrazina

formados durante a fase de crescimento dos fungos nos estudos no meio liquido.

3) Realizar testes de toxicidade para avaliar os metabdlitos formados.
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APENDICE A

No apéndice A estdo contidas as Tabelas Al a A3 referentes aos resultados obtidos dos
testes de adsorcéo da atrazina nos experimentos realizados em meio de cultura liquido com os
micro-organismos: Pycnosporus sanguineus, Pleurotus ostreatus e Pleurotus sp, em
diferentes condic¢BGes nutricionais (BDA 40% e BDA 0%) em condicdo estatica e com

agitacdo, na presenca da atrazina 100 mg.L™.
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Tabela A 1- Resultados do teste de adsorc¢do do Pycnosporus sanguineus nos meios (BD 0% e BD 40%) na
condicdo estética e agitacdo

Resultados de adsorcdo do Pycnosporus sanguineus nos meios (BD 0% e BD 40%) na condicéo
estatica e agitacao

- media
Condicéo FUNGO ATZ r_ngd_la A.‘TZ media |inicial- |inicio - % de
. inicio | inicio final . . e «
nutricional final final media final | remocao
BD 0% PS1 128 96,4 31,7
BD 0% PS 2 114 1210 96,3 9.3 17,7 24,7 20,4
BD 40% PS1 119,3 77,1 42,2
BD 40% PS 2 102,1 1107 75,3 76,2 26,8 34,5 31,2
BD 40%
agitacio PS1 122,8 77,9 45,0
120,1 71,6
BD 40% PS2 | 117,4 65,3
agitacao ’ ' 52,1 48,5 40,4

Tabela A 2 - Resultados do teste de adsor¢éo do Pleurotus ostreatus nos meios (BD 0% e BD 40%0) na
condic¢do estatica e agitacdo

Resultados de adsor¢éo do Pleurotus ostreatus nos meios (BD 0% e BD 40%) na condicdo estatica

e agitacao
. media inicio

Condicdo |FUNGO ATZ r_ngd_la A.‘TZ media |inicial- |- media % de

. inicio inicio final |.. ) . x
nutricional final final final remocao

0
BD 0% PLOS1 | 1206 171 92,1 90.7 28,5
BD 0% PLOS2| 1135 89,3 24,2 26,4 22,5
BD 40% PLOS 1 105 76,3 28,7
BD 40% PL OS2 113 1090 85,6 81,0 27,4 28,1 25,7
0

BDA0% | plos1| 102 54,0
agitacao 48,0
BD 40% 100,9 51,5
agitacao FLOS2 RS L 50,8 49,4 49,0
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Tabela A 3 - Resultados do teste de adsorcéo do Pleurotus sp nos meios (BD 0% e BD 40%) na condicao
estatica e agitacio

Resultados de adsorcdo do Pleurotus sp nos meios (BD 0% e BD 40%) na condicdo estatica e

agitacao
Condicéo ATZ |média| ATZ |media |inicial- |mediainicio |% de
. FUNGO| . .. . . . . g ~
nutricional inicio | inicio | final |final |final - media final | remocao
BD 0% PLspl | 1278 66,4 61,4
BD 0% PLsp?2 125 1264 63,0 64,7 62,0 61,7 48,8
BD 40% PLspl | 1179 93,8 24,1
BD 40% PLsp2 | 102,9 1104 83,0 88,4 19,9 22,0 19,9
BD 40%
agitacio PLspl | 116,2 65,9 50.3
120,0 67,4
BDA0% | pLsp2 | 1237 68,9
agitacio P ’ ’ 548| 526 438
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