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RESUMO

Diante da deterioracdo dos recursos hidricos e da crescente necessidade de atender aos padrdes de qualidade
da &gua, sdo necessarias alternativas para a remoc¢do de micropoluentes de ambientes aquaticos. Dentre os
micropoluentes, destaca-se a atrazina (ATZ), herbicida da classe dos triazinicos, classificado como
medianamente téxico para o ser humano e altamente toxico para organismos aquaticos, além de ser um potente
disruptor enddcrino e possivel agente carcinogénico. Processos biotecnolégicos tém sido utilizados para
minimizar os efeitos toxicos dos poluentes para o ser humano e meio ambiente, cuja finalidade é interagdo
entre 0s micro-organismos e os produtos produzidos por eles, como enzimas. O presente estudo descreve de
forma experimental, a remogéo da ATZ na concentracdo de 100 mg.L™ em meio liquido contendo caldo de
batata e dextrose 40%, utilizando o fungo Pleurotus ostreatus, com vistas a futuras aplicacdes em tratamento
de aguas residuarias ou de abastecimento. O indice de remocdo da atrazina foi de 87,5%. A reducdo da
concentracdo da atrazina foi obtida pela atividade enzimatica, com destaque para a lacase e manganés
peroxidase, e pelo mecanismo de adsor¢cdo na biomassa dos micro-organimos. A concentracdo da atrazina foi
determinada por meio do cromatdgrafo gasoso com detector de massa. Os resultados dos estudos com a
espécie Pleurotus ostreatus, sob duas condi¢es (agitacdo e estatica), apresentaram grande potencial para
serem utilizados na biorremediacédo de meios liquidos contaminados com atrazina.

PALAVRAS-CHAVE: Biorremediacdo, atrazina, enzimas ligninoliticas, Pleurotus ostreatus.

INTRODUGAO

Devido aos crescimentos demografico e socioeconémico 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 bacterioldgicos (MINILLO et al., 2009; PEREIRA; FREITAS, 2012).

Os principais poluentes encontrados nos corpos hidricos sdo provenientes de agdes antropicas na agricultura,
indUstria e pecuéria, os quais podem restringir o uso multiplo, principalmente como matéria-prima na
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producdo de agua para consumo humano, manutencdo da vida aquatica, dessedentacdo de animais e lazer
(PHILIPPI JR, 2005).

Entre as atividades responséveis pela polui¢do destacam-se as préaticas agricolas, pela aplicagdo intensiva de
agrotdxicos e fertilizantes (PALMA et al., 2009). Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
e do Observatorio da Industria dos Agrotdxicos, informam que nos Gltimos dez anos o mercado mundial de
agrotoxicos aumentou 93% e o mercado brasileiro em 190%. Em 2008, o Brasil ultrapassou os 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).

Inimeros estudos tém identificado problemas de polui¢do dos corpos hidricos decorrentes a lixiviacdo dos
herbicidas, entre eles a atrazina, frequentemente detectada como principal poluente organico das aguas
superficiais, subterrdneas e de abastecimento puablico de diversos paises (OLIVEIRA; KOSKINEN;
FERREIRA,2000; CORREIA; LANGENBACH, 2006; ROCHA, 2011).

A atrazina faz parte da familia das triazinas, amplamente utilizada hd mais de 45 anos em vérios 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 d& a sua efetividade, acdo prolongada, amplo espectro de agéo e baixo
custo (LIMA et al., 2012). Este herbicida é altamente toxico para organismos aquaticos, atua como um potente
disruptor enddcrino e possivel agente carcinogénico (HAYES et al., 2010), por isso é exigéncia legal do
Ministério da Saude e do Meio Ambiente 0 monitoramento da quantidade de atrazina na agua bruta e tratada,
por meio da Portaria n® 2914/MS ( 12/12/ 2011) e pelas Resolugbes do Conselho Nacional do Meio
Ambiente-CONAMA n° 357 (17/03/e 2005) e CONAMA n°396(03/04/2008).

Segundo Tundisi e Tundisi (2006), ha uma necessidade de reversdo do quadro atual de poluicdo dos corpos de
&gua 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 o meio rural, tendo em vista 0 uso intensivo e
desordenado de insumos quimicos na agricultura e a expansao urbana e industrial.

A busca de solucdes para remocdo dos micropoluentes é um desafio atual e para futuras geragdes, uma vez que
0s tratamentos convencionais utilizados para obter agua dentro dos padrdes de potabilidade nem sempre séo
eficientes na remogdo de compostos organicos (BATALHA, 2009). Muitas vezes é necessario 0 uso de
tratamentos avancados do ponto de vista tecnologico, aplicagdo de novos produtos quimicos ou novas
dosagens para obter resultados satisfatorios, tornando o processo produtivo oneroso e impraticavel. Nesse
contexto, é necessario encontrar alternativas simples, ecologicamente mais adequadas e eficazes para o
tratamento de &guas contaminadas com moléculas organicas de dificil degradacdo (PEREIRA; FREITAS,
2012).

A utilizacdo de fungos para fins biotecnolégicos 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
decomposicdo branca, tem-se tornado um grupo interessante para utilizacdo em biorremedia¢do de compostos
recalcitrantes em fungdo da capacidade de produzir quantidades significativas de enzimas ligninoliticas,
responsaveis na degradacdo da lignina, bem como na biorremediacdo de xenobidticos (GIMENES, 2011).

O objetivo deste trabalho foi o estudo da remocéo da atrazina (ATZ) do meio liquido, utilizando as enzimas
ligninoliticas produzidas pelo fungo Pleurotus ostreatus, avaliando a eficiéncia na reducdo da concentracéo do
herbicida, com vistas a futuras aplicacbes em tratamento de aguas residuarias ou de abastecimento.

METODOLOGIA UTILIZADA
Cultivo e manutencao do Pleurotus ostreatus

O cultivo e a manutencdo do fungo foi realizado em placas de petri contendo meio de cultura solido (Agar,
Batata e Dextrose- BDA),incubadas em estufa microbioldgica a 28°C + 2°C, por 8 dias.
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Experimentos em meio de cultura liquido em condigéo estatica e sob agitagéo

Foram retirados sete discos da cultura de Pleurotus ostreatus, cultivados a 28° C + 2°C em meio de cultura
solido (BDA) e transferidos para os Erlenmeyers de 250 mL, contendo 200 mL do meio de cultura liquido BD
(dextrose e batata a 40%, sendo 20 g de dextrose e 1,6 g de caldo de batata. L™), com adicio da atrazina na
concentracdo de 100 mg.L™(ATZ 100). Os experimentos foram realizados em condigdo estatica e com
agitagdo. Os ensaios foram feitos em duplicata por um periodo de 21 dias, mantidos a temperatura de 28° C +
2°C, em estufa bacterioldgica (condigdo estatica) e em misturador automatico em rotagdo de 120 rpm (sob
agitacao).

Para cada experimento foram utilizados dois grupos de controle: um grupo denominado Controle do
Experimento (CE), sem a presenca da atrazina, contendo apenas 0 meio de cultura e o fungo, que serviu para o
monitorar a atividade enzimatica. O outro grupo foi nomeado de Controle de Toxicidade (CT), contendo o
meio de cultura e o herbicida, mantido nas mesmas condi¢cfes apresentadas, mas sem receber o fungo, este
grupo serviu para monitorar a concentra¢do da atrazina durante os ensaios.

Quantificacdo das enzimas ligninoliticas

Foi quantificado as seguintes enzimas ligninoliticas (lacase, manganés peroxidase e lignino peroxidase) por
meio da metodologia espectrofotométrica, utilizando o espectrofotdometro UV/VIS, marca HACH modelo DR
5000. A atividade da Lacase (Lcc) foi determinada de acordo com Szklarz et al. (1989) modificado. O método
utilizado para determinacdo da enzima Manganés Peroxidase (MnP) foi de Kuwahara et al. (1984). A
determinag&o da atividade da Lignina Peroxidase (LiP) foi feita segundo Tien e Kirk (1984). As atividades das
enzimas foram determinadas, a partir do calculo da média 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 Equacdo 1. As andlises foram realizadas em triplicata, utilizando o sobrenadante do
meio de cultura, obtido por centrifugacdo, com forca centrifuga relativa de 257,5 g por 20 minutos.

UL=AEx10°/€xRxAt equacio(l)
Em que:
A E = Absorbancia no comprimento de onda especifico;
€ = Coeficiente de extin¢do molar para cada enzima;
R= Quantidade de caldo enzimatico em mL;
At = Tempo de reacdo em minutos.

Determinag¢&o da concentragdo da atrazina

Foi empregada a técnica de extragcdo em fase soélida (SPE), utilizando-se cartuchos C18 em tubo de polietileno
com capacidade para 3 mL. No processo de extracdo foi utilizado 1 mL da amostra retirada do experimento no
meio liquido, acidificada com 4acido cloridrico 1:1 para pH final < 2,0 e transferida para o cartucho de
extracdo. Logo apds este processo, os cartuchos foram eluidos com 3 mL de acetato de etila e 3 mL de
diclorometano, passando pelo suporte contendo sulfato de sédio PA, com o objetivo de retirar umidade e
impurezas presentes na amostra e posteriormente a amostra foi concentrada utilizando o equipamento marca
TECNALcom auxilio do gas nitrogénio analitico.

Para determinagdo da concentracdo da atrazina foi utilizado cromatégrafo gasoso com detector de massa
(GC/MS) marca Varian, modelo Saturn 2100 T, com amostrador automatico tipo combi-PAL, com limite de
deteccdo 0,20 pg.L™ e limite de quantificagdo 0,62 pg.L™. Coluna CPSil8CB-MS.

Teste de adsorcéo

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 perfodo esterilizados a 121°C por 20 minutos. Foi adicionada atrazina na concentracdo de 100 mg.L™ e
retirados 5 mL de amostra para avaliar a concentracdo da ATZ no dia da adi¢8o, tempo inicial (T0). Os
frascos foram incubados por 21 dias e ao final deste periodo foram retirados 5 mL da amostra para analise da
concentragdo final da atrazina. Os resultados do teste de adsorgdo foram expressos em porcentagem de
reducdo, pela diferenga da média da concentracdo inicial da atrazina pela média da concentragdo final.
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RESULTADOS OBTIDOS

A Figura 01 mostra o perfil da produtividade das enzimas no grupo-controle e no grupo experimental, nas
duas condicdes avaliadas (estatico e com agitacdo) , onde pode ser observado o predominio da enzima lacase
durante todo o periodo de estudo, sendo mais relevantes no grupo-controle. Na condicdo estatica os maiores
picos foram observados no 15° dia, sendo 10,04 U.mL™ no grupo-controle e 7,32 U.mL™ no grupo contendo o
herbicida, ja na condigdo sob agitacdo é possivel observar o pico da lacase no grupo-controle no 6° dia 10,6
U.mL™, nos demais dias avaliados percebe-se uma reducéo gradativa da produco 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 sob agitacdo foram observados nos seis primeiros dias de cultivo, 8,0 UmL™" e 82 U.mL™" e a
partir no 9°dia praticamente ndo foi detectada a presenca desta enzima. 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
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Figura 01 - Atividade enzimatica do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD 40% em condicéo estatica e
sob agitacéo dos grupos de controle e dos grupos contendo ATZ 100

A média da concentragio da atrazina do grupo CT, no meio de cultivo BD 40% foi 110,4 mg.L™, na condigdo
estatica e 107,4 mg.L™" sob agitacdo. Estes valores foram utilizados como referéncia para comparagdo dos
demais valores encontrados durante o periodo de cultivo. Houve diminuicdo da concentragdo da atrazina de
forma gradativa durante o periodo do experimento. A média do valor encontrado no final do experimento foi
de 12,9 mg.L™" que correspondente a 87,5% de reducdo na condicdo estatica e 15,6 mg.L™ sob agitacéo tendo
uma reducéo 84,8%, conforme Figura 02 e cromatogramas das Figuras 03 e 04.

A concentracdo inicial da ATZ no inicio de teste de adsor¢do na condico estatica foi 109,0 mg.L™ e no final
81,0 mg.L™, ocorreu uma diminuicéo de 25,7% e sob agitacdo houve uma reducdo de 49%, logo pode-se
inferir que o principal mecanismo envolvido na reducdo da quantidade atrazina, nestas condicbes, foi o
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enzimatico, principalmente pela atividade da lacase que esteve presente em maior quantidade durante os

ABES

experimentos.
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Condicdo sob agitacdo
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Figura 02 - Reducédo da concentracdo de atrazina por meio do fungo Pleurotus ostreatus no meio BD
40% na condicao estatica e sob agitacao.
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Figura 031- Cromatograma da atrazina no tempo (T0) do grupo CTe grupo experimental e no final do
periodo de incubagdo no meio BD 40% em condicgao estatica com o fungo Pleurotus ostreatus.
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Figura 04- Cromatograma da atrazina no tempo (T0O) do grupo CTe grupo experimental e no final do
periodo de incubagdo no meio BD 40% sob agitagdo com o fungo Pleurotus ostreatus.
Legenda: A (Grupo controle de toxicidade no tempo TO0); B (Meio de cultura+PLos+ATZ no tempo TO0);
C (Meio de cultura+PLos+ATZ apds 21 dias de cultivo)

ABES — Associacédo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5




Congresso Brasileiro de B
EBE ﬁ Engenharia anitaria e fimbiental
Y a B de Dutubra de 2015 | Rio de Janeiro | A) ABES

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

O fungo Pleurotus ostreatus foi capaz de reduzir em 84,8 a 87,5% a concentracdo de atrazina em meio
liquido, pela atividade enzimatica e pelo mecanismo de adsor¢do na biomassa. Os melhores indices de
remocdo da atrazina foram obtidos nos experimentos em condicdo estatica, proporcionando em vantagem
econdmica por consumir menos energia e ser mais facil quanto a aplicabilidade.

Os melhores resultados enziméticos foi pela lacase, enzima predominante nos experimentos e a menor
quantidade observada foi a manganés peroxidase, sendo que a lignina peroxidase foi considerado ausente
devido a quantidade insignificante detectada.

Os resultados sob agitacdo podem ter sido menores devido ao crescimento excessivo de biomassa que pode
comprometer o transporte de nutrientes acarretando prejuizos a producéao de enzimas catabdlicas.

Os indices de remocdo da atrazina demonstraram que a pesquisa se tornou viavel no estudo de degradacéo de
ATZ por meio dos fungos de decomposi¢do branca.
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