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RESUMO

Inicialmente, foi desenvolvido experimento em casa-de-vegetaghc com dois tipos de solo,
arenoso ¢ argiloso, com o objetive de avaliar o efeito dos herbicidas diuron e pyrithiobac-
sodium-sodium na microbiota do selo. Doses de diuron e pyrithiobac-sodium de 0, 1, 2,
4 e 8 vezes a dose recomendada para o campo foram aplicadas sobre plantas de aigodéao,
cv 1AC 23. Amostras de solos foram coletadas periodicamente para levantamento das
populacdes de fungoes, bactérias e actinomicetos, determinacfio do pH e selecio de fungos
no solo com a mais alta dose dos herbicidas. Houve diferenca entre a biota dos solos para
ambos os herbicidas. A populacio de fungos e bactérias diminuiu com ¢ acréscime das
doses aplicadas a de actinomicetos aumentou para ¢ solo argiloso e reduziu para o
arenoso quando se utilizou o diuron. Para o pyrithiobac-sodium ocorreu aumento da
populacido de fungos, reducdo do niimero de bactérias e, em relacgio aos actinomicetos, a
populacio diminuiu no solo arenoso com o aumente das deses. No solo argiloso, apenas
na dose recomendada apresentou crescimento de actinomicetos, havendo reducéo com as
demais doses. Os 106 fungos isolados foram utilizados em experimentos para selecdo de
linhagens resistentes a concentracbes elevadas dos herbicidas, utilizando meio sblido
suplementado com concentragdes crescentes dos herbicidas especificados. Em paralelo,
realizou-se a selecio com 24 linhagens de fungos basidiomicetos utilizando, também,
meio solido com elevadas doses dos herbicidas como fonte de carbono. No total, treze
fungos foram selecionados {Pleurotus sp (BCCB 507), Pleurotus sp (CCB 068), Pleurotus sp
016, Agarucus campestris, Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 e os isclados de
solo DP24e, DP240, DRP02n, DRP0O2e, SP16a, SRP17g, SRP17c e SRP20e). Esses fungos
foram incubados em meio liquido de minerais por trés dias. Apés os trés dias, adicionou-
se 25 pgml-® de diuron ou 10 pgml-! de pyrithicbac-sodium ao frasco de cultura e
incubou-se por 14 dias. As atividades ligninoliticas e porcentagem de degradacfo foram
analisadas, quando se utilizou diuron como fonte de carbonoe, as linhagens Pleurotfus sp
(CCB 068} (85,63%;}, Pleurotus sp (BCCB 507) (64,30%), Pleurctus sp 016 {62,06%) ¢ os
isolades de sole SRP17¢ {71,08%), SRP17g (69,42%), ¢ SRP20e (66,38%) apresentaram as
mais altas porcentagens de degradagio. Manganés-peroxidase foi a enzima predominante
produzida por todas as linhagens. Quando se utilizou pyrithicbac-sodium, somente trés
linhagens foram capazes de degrada-lo: Plewrotus sp (CCB 068) {61,35%), Agaricus
Campestris (37,86%) e Fleurotus sp (BCCB 507} (16,10%). A MnP foi também a enzima
predominante. Considerando ambos os herbicidas, a linthagern FPleurotus sp {CCB 068) foi
a melhor de todas as testadas. E importante mencionar que as mais altas atividades
enzimaticas foram produzidas por essa linhagem, independentemente do herbicida. Com
os resultados de degradacio e de atividade enzimatica mais expressives, foram
selecionadas quatro linhagens: Pleurotus sp (BCCB 507), SRP17¢, Pleurotus sp (CCB 068)
e Ag. Campesiris; nas trés primeiras se utilizou diuron como fonte de carbono; e nas duas
altimas, pyrithicbac-sodium. Esses fungos cresceram em concentragbes diferentes de
diuron (25 pg.ml! e 35 pg.ml-Y) e pyrithiobac-sodium (10 pg.mL-! 20 ng.mL1}, sendo
incubados por 30 dias, determinando-se também a porcentagem de degradacio. Quando
se utilizou diuron, a mais alta porcentagem de degradacéio foi obtida no sobrenadante da
linhagem SRP17c¢ (35 pgmly} (84,74%), seguida da linhagem SRP17¢ (25 pg.mL-l)
{73,46%) e Pleurotus sp (CCB 068) (35 pg.mlL-t) {55,11%). Para o pyrithicbac-sodium, a
melhor porcentagem de degradacio foi obtida no sobrenadante da linhagem Pleurotfus sp
(CCB 068) (20 pg.mL-1} (94,61%), seguido da linhagem Pleurotus sp {CCB 068){(10 ng.ml-1)
(86,42%) e Ag. Campestris (10 pg.mL-!} {53,36%). De acordo com a identificagio realizada
para o fungo isolade de solo SRP17¢, sugere-se que pertenca ao género Rhizopus.
Palavras-chave: Diuron, Pyrithiocbac-sodium, biodegradacéo, enzimas ligninoliticas.
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ABSTRACT

Pyrithiobac-sodium is a post-emergence herbicide for early application, registered for broadleaves
control in cotton crops. Diuron is a phenylurea used for weed control on non-crop areas and
selectively on crops such as cotton, sugarcane, citrus and pineapple. At present, this herbicide is one
of the most used in Brazil. Experiments were carried out in green-house, in order to evalnate the
effect of these two compounds on the soil biota. Such compounds were applied in 0, 2, 4 and 8
times above the recommended rate, and cotton JAC 23 was used. Cotion was planted in sandy and
clay soils. Soil samples were collected periodically, until 70 and 135 days after application for
pyrithiobac-sodium and diuron, respectively. Counting of fungi, actinomycete and bacteria
population was realized, and also soil pH variation and several fungi strains selectively isolated
from soil samples previously treated with the higher concentration of diuron and pyrithiobac-
sodium. The biota showed be different regarding the two soil types. To the sandy soil, the increase
of pyrithiobac-sodium rate reduced the actinomycete population. To clay soil, only the
recommended rate increased the number of actinomycete, with reduction for higher rates. In both
soils the fungi population increased with the increase of the herbicide rate, occurring the opposite
for the bacteria population. For the both of soils treated with diuron, the fungi and bacteria
population reduced with the increase of the herbicide rate, and actinomycete population increased in
the clay soil and was reduced in the sandy soil. The pH increased gradually during the time in both
of the soils studied. A total of 106 strains were isolated, of which 8 were selected for further
evaluation of potential pesticides degradation on the highest levels of these two compounds: DP24e,
DP24o, DRP0O2n, DRP02¢ SP16a, SRP 17¢, SRP17g and SRP20e. Twenty-four ligninolytic white-
rot fungi were also used in the preliminary screen. A solid medium containing 1x, 10x or 100x of
the pesticides dosages indicated for fielding application was used as carbon sources. Five strains
were selected: Pleuromus sp BCCB 507, Pleurotus sp CCB 068, Pleurotus sp. 016, Agaricus
campestris, Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, These fungi were grown in liquid medium
containing minerals and yeast extract for three days when 235 pg mL™ of diuron or 10 pg mL" of
pyrithiobac-sodium were added in the culiure flasks, and the cultivators were carried out for up tol4
days. Samples were collected and the supernatants were used for the determination of ligninolytic
activities (by spectrophotometric assays) and degradation (by HPLC). When diuron was used,
highest degradation were observed by the strains Pleurotus sp CCB 068 (85,63%), Pleurotus sp
BCCB 507 (64,30%), Pleurotus sp.016 (62,06%), and the soil-isolated SRP17¢ (71,08%), SRP17g
{(69,42%) and SRP20¢ (66,38%). MnP was the predominant enzyme produced by all strains. When
Pyrithibac-sodium was used for as carbon source in the medium only three strains were able to
degrade it: Pleurotus. sp. CCB 068 (61,35%), Ag. campestris (37 86%) and Pleurotus sp BCCB 507
{16,105%);, MnP was also the predominant ligninolytic enzyme produced. A new selection of the
best strains was carried out based on the levels of herbicides degradation, and also regarding the
ligninolytic activities produced by the fungi. The four strains selected were cultivated for 3, 6,9, 12,
15, 20, 25 and 30 days in the diuron (25 pg mL" ¢ 35 ug mL™) or pyrithiobac-sodium (10 pg mL"
20 pg mL"). Herbicides degradation measured by HPLC, varied with each strain. Highest
degradation of diuron (84,74%) was detected by the strain SRP17¢ 35 ng mL", followed by strain
SRP17c 25 pg mL" (73,46%) and Pleurotus sp (CCB 068) 35 ug mL™ (55,11%). The greatest
degradation of pirythicbac-sodium (94,61%) was observed with Pleurotus sp (CCB 068) 20 pg ml”
!, followed by strain Pleurotus sp (CCB 068) 10 pg mL™ (86,42%) and also for Ag. Campestris 10
ng mL"' (53,36%). The strain identification SRP17c suggests that this strain belongs to the
Rhizopus Class.

Key-words: Diuron, Pyrithiobac-sodium, biodegradation, lygninolitic enzymes.
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Introducac

1. INTRODUCAO

Anualmente, a populagge mundial distancia-se do aumento da
produgdo agricola e, conseqlientemente, € imperativo a elevacéo global da
producéo de alimentos. A escassez de alimentos leva néo somente a ma
nutricao ¢ fome, mas também & instabilidade social, econdmica e politica.
Uma alternativa viavel para suprir a previsivel crise na agricultura €
aumentar a producdo por area, embora esse meio possa causar sérias
conseqliéncias ambientais (KENAWY, 1992 apud PRADO et al., 2002).

O emprego de agrotdxicos tornou-se parte integrante da agricultura
moderna e tem permitido aumentar a produtividade agricola levando ao
aumento qualitativo e quantitativo da produgiao de alimentos. Esse
procedimento tem-se tornado uma pratica estabelecida pelos agricultores
em todo o mundo, através da qual permite-se controlar ou erradicar, em
muitos paises, alguns vetores de doencas endémicas transmissiveis
(MUNNHECK, 1978; KUMAR et al, 1996).

Os métodos atuais utilizados para aumentar a producao agricola
nao garantem alta qualidade do meio ambiente. Assim, para o aumento da
producao séo necessarios o uso de herbicidas, inseticidas, fungicidas e
controle de predadores. Dessa maneira, o uso de agrotdéxicos na
agricultura, principalmente os herbicidas, por serem os compostos mais
utilizados no mundo, € preocupante, visto que esses produtos sao
reconhecidos causadores de impactos prejudiciais ao ambiente {PRADC e
AIROLDI, 2002}.

Os herbicidas sao compostos xenobidticos de diversos grupos
quimicos, que apresentam agdo sobre plantas daninhas, e cuja eficacia
estd relacionada as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do solo
(ROQUE, 2000). Eles tém sido utilizados globalmente em diversas culturas
agricolas de importancia econdmica, como o algodéo por exemplo. Para seu
cultivo, os herbicidas diuron (3-{3,4 diclorofenil}l,1-dimetil uréia),

1
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pyrithiobac-sodium, sédio 2-cloro-6-[{4,6-dimetoxipirimidina-2
yljthio]benzoato e outros agrtbxicos sdo aplicados em grande escala. O uso
indiscriminado desses agrotéxicos pode afetar ¢ meio, contaminando o

solo, a agua, além de causar fitotoxicidade em plantas nao-alvo.

A trajetéria dos herbicidas no ecossistema edafico € dependente de
varios mecanismos abidticos, tais como degradacao fotoquimica, adsorcéo
por elementos do solo, absorcao pelas plantas ou lixiviacéo, sendo também

governado em larga escala pela degradacéo efetuada pelos microrganismos
existentes (AISLABIE et al., 1995).

A maioria dos microrganismos degrada moléculas complexas de
herbicidas via cometabolismo, ou seja, utilizam outras fontes de carbono e
energia para o crescimento e sobrevivéncia e, nesse processo, degradam
enzimaticamente os herbicidas. Entretanto, algumas espécies conseguem
utilizar essas moléculas como fonte de carbono e energia, o que pode ser
considerado uma vantagem para a degradagao desses compostos em
ambientes com baixa concentracdo de carbono, tipo de degradacao

conhecida como catabolismo (SETTE, 2001).

Os fungos, importantes componentes da microbiota do solo,
apresentam atividade degradativa de amplo espectro, podendo secretar
grande diversidade de enzimas extracelulares, o que os tornam capazes de

metabolizar moléculas recalcitrantes, incluindo os herbicidas.

No grupo dos basidiomicetos lignoceluloliticos encontramos
organismos que atuam como importantes decompositores, sendo os
principais responsaveis pela reciclagem do carbono nos ecossistemas.
Degradam os componentes da madeira, celulose, hemicelulose e lignina a
partir dos quais obtém energia para seu crescimento e reproducéo. Esses
microrganismos s3o os unicos conhecidos com a capacidade de
metabolizar completamente a molécula de lignina a gas carbdnico e agua,
sendo os maiores responsaveis pela degradacéo dos tecidos vegetais (KIRK,
1987).
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A habilidade dos fungos de decomposicdo branca em degradar a
lignina, polimero complexo e heterogéneo, mostra a baixa especificidade
dos substratos das enzimas extracelulares produzidas por esses fungos,
que sao capazes de degradar amplo espectro de organopoluentes

recalcitrante ao meio ambiente, incluindc os herbicidas.

Uma vez conhecidos os problemas causados pelos herbicidas ao
meic ambiente e considerando o potencial enzimatico dos fungos
basidiomicetos (ligninoliticos} e dos provaveis fungos isolados de solo,
capazes de degradar herbicidas, foram tracados para este estudo os

seguintes objetivos:

%  Selecionar fungos Basidiomicetos, da colecao de cultura
do Laboratdrio de Sistematica e Fisiologia Microbiana, da Faculdade
de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, que tenham capacidade

para degradar os herbicidas diuron e pyritithiobac-sodium.

g

% Verificar o comportamento de fungos, bactérias e
actinomicetos em solos argilosos e arenosos, onde foram aplicadas
diferentes dosagens dos herbicidas diuron e pyrithiobac-sodium e

plantada a variedade de algodao IAC 23;

»

% Isolar fungos dos solos arenosos e argilosos tratados

com diuron e pyrithiobac-sodium;

¢ Detectar os sistemas enzimaticos envolvidos na
degradacao de diuron e pyrithiobac-sodium, principalmente aquelas
enzimas ligninoliticas;

%+ Avaliar fungos da classe Basidiomicetos e isolados de

solo quanto ao potencial de degradacdo dos herbicidas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGROTOXICOS

Os agrotéxicos, siio compostos quimicos organicos, em sua maijoria
sintéticos, formulados para controlar ou erradicar, de maneira geralmente
seletiva, plantas e animais considerados daninhos em uma cultura
agricola ou criacdo animal (FRIGHETTO, 1997). Esses compostos possuem
toxicidade seletiva para grupos de organismos especificos, mas também
podem ser toxicos para espécies nao-alvo e apresentar efeito acumulativo
ao longo da cadeia alimentar. Ac mesmo tempo em que o emprego de
agrotéxicos trouxe beneficios para a populacéo, colaborou também para
ampliar um problema ambiental, ou seja, a poluicédo (TIMBRELL, 1989
apud SETTE, 2001).

Muitas vezes, parte da poluicdo ambiental é resultante da aplicacao
em doses nac recomendadas, ou seja, superdosagens. Qutras vezes,
solucbes aquosas de agrotéxicos oriundas da lavagem de tanques de
estocagem ou dos equipamentos utilizados para aplicagio, sdo langadas no
ambiente pelos aplicadores sem o menor critério {CHEN e MULCAHNDANI,
1998). Esses produtos apresentarac um periodo variavel de persisténcia no
ambiente, ap0s o contato com o solo, podendo-se ligar aos seus
constituintes através de interacdes fisicas ou quimicas com intensidade
variavel, ou, quando solubilizados, podem ficar incorporados aocs corpos

d’agua subterraneos (KIM et al., 1997)

A populacdo mundial cresce cerca de 2% a cada ano. Essa taxa de
crescimento significa que 93 milhdes de pessoas adicionais por anc devem
ser providas de alimentos. A populacdo cresce enquanto as terras
adequadas para a agricultura estéo diminuindo, principalmente, devido a
erosao do solo. A necessidade de elevar o suprimento global de alimentos,
diante do aumento da populacdo e a diminuicdo das terras adequadas
para a agricultura, mostra a importancia da agricultura intensiva e

sustentavel. Os agrotdéxicos tém sido parte integrante dessa agricultura
4
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desde a revolucdo verde na Asia nos anos 70 (SOMASUNDARAM e COATS,
1901).

Os paises que tinham a agricultura como principal base de
sustentacio econémica - Africa, Asia e América Latina - sofreram fortes
pressées de oOrgaos financiadores internacionais para adquirir essas
substancias quimicas. A alegacdo era que os agrotéxicos garantiriam a
producédo de alimentos para combater a fome. Com o inofensivo nome de
“defensivos agricolas”, eram incluidos compulsoriamente, juntamente com
adubos e fertilizantes quimicos, nos financiamentos agricolas. Sua
utilizacdo na agricultura nacional em larga escala ocorreu a partir da

década de 70 (ARAUJO et al., 2000).

O mercado mundial de agrotéxicos movimenta atualmente US$ 30
bilhées; e de fertilizantes, US$ 50 bilhdes. O Brasil é o 3°. maior
consumidor de agrotéxicos e movimenta US$ 2,5 bilhdes. Entre os
agrotéxicos, os herbicidas representam a maior parcela, tanto em ambito
mundial como no Brasil, sendo 78% de todos os produtos utilizados em
culturas agricolas (FRIGHETTO, 1997). Calcula-se que somente 0,1%
atinge o alvo especifico, enquanto os restantes 99,9% da aplicacfo tem
potencial para agir em diferentes compartimentos ambientais tais como o

solo, aguas residuais e subterraneas (UETA et al., 2003).

Os agrotoxicos, de todos os compostos que atingem o solo
intencionalmente, merecem atencgao especial, pois seu desaparecimento,
persisténcia e transformacao indicam sua eficdcia como produto € seu
perigo potencial para a microbiota, a qualidade do ambiente e a vida no
planeta (FAY et al., 1997).

Os agrotoxicos, considerados xenobidticos, sdo sintetizados pelo
homem, nao tendo semelhancas com os compostos quimicos naturais e,
portanto, estranhos aos sistemas biologicos. Esses compostos sédo, muitas
vezes, recalcitrantes, ou seja, resistentes a mineralizacéo, podendo causar

reacdes adversas aos seres vivos (REZENDE et al., 2002).
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Freqlientemente, aplicacbes macigas em vastas dareas de
monoculturas agricolas estao associadas as contaminagdes ambientais e
aos problemas para a satide humana (KUMAR et al., 1996). O acimulo de
agrotdxicos na biosfera pode criar um “stress” ecologico, resultando na
contaminacéo de recursos naturais e acumulacic nos diferentes niveis
troficos da cadeia alimentar, sendo extremamente prejudicial aos seres
vivos nos niveis mais altos, incluindo o homem (GOLOVLELA et al., 1992).
Além disso, diversos agrotoxicos apresentam persisténcia no sclo e podem
alcancar facilmente os lencdis freaticos, devido a grande mobilidade das

moléculas.

Os agrotoxicos sao constituidos por uma ou varias substancias
quimicas, destinadas a prevenir ou controlar insetos, doencgas de plantas,
plantas daninhas, fungos, nematdides, roedores, entre outros. Também
podem ser utilizados como reguladores do crescimento, desfolhantes e
dessecantes. Ao mesmo tempo em que o emprego de pesticidas trouxe
beneficios para a populagdo, colaborou também para ampliar um
problema ambiental, ou seja, a poluicdo (RODRIGUES e ALMEIDA, 1998)

2.2 BIODEGRADACAO DE AGROTOXICOS

Por muitas décadas, os produtos gquimicos industriais vém sendo
despejados no meio ambiente, em grande escala. Muitos desses produtos
sao rapidamente degradados por microrganismos presentes no solo € na
agua. Contudo, um numero significante de moléculas persistem e
acumiutlam-se no meio ambiente, sendo degradadas de forma mais lenta
(HIGSON, 1991}.

A biodegradacdo de agrotéxicos ocorre na maioria dos solos, sendo
os fatores de maior importancia a disponibilidade do composto e a
presenca de microrganismos aptos a degrada-los. A disponibilidade &

dependente de fatores como propriedades fisicas e quimicas, tanto do

&
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composto como do solo. Dentre as propriedades do composto estéo a
solubilidade em Agua, alcalinidade e radicais reativos, entre outros. Entre
as propriedades do solo, a quantidade e tipos de coldides sdo de grande
importancia na adsorgdo do composto as particulas sélidas presentes
{(MONTEIRQ, 2001).

A importancia das populagdes microbianas presentes no sole na
degradagdo dos pesticidas & bastante conhecida. Segundo CRIPPS e
ROBERTS {1978), tem-se observado que os agrotoxicos sfo suscetiveis a
biodegradagéo, podendo ser degradados e utilizados pelos microrganismos
do solo em sua busca por energia. No ambiente onde os agrotéxicos séo
aplicados ha, geralmente, diferentes tipos de microrganismos, sendec

bactérias, fungos e actinomicetos os principais encontrados no solo.

Segundo KAUFMAN e EDWARDS (1982), a participac¢ao microbiana
na degradacdo de agrotéxicos no solo, em geral, envolve a utilizacdo de
sistemas enzimaticos que, bioquimicamente, transformam o agrotdxico em
nutriente e em fonte de energia para o microrganismo. As enzimas sao
compostos organicos complexXos que aceleram reagdes quimicas sem se
tornarem parte dos produtos finais, governando as reagdes de degradacao
dos pesticidas e tendo como fungéo complexar nutrientes para as células
microbianas. Podem ser intracelulares necessitandoc que o produto seja
absorvido, ou extracelulares, em que s8o secretadas ou liberadas pelos
microrganismos, para a solugdo do solo circunvizinha de onde se

encontram e assim, podendo reagir com as moléculas de agrotoxicos.

KAUFMAN e EDWARDS (1982) observaram que, sob condi¢des de
campo, a degradacio parece depender de fatores como: modo de acéo do
agrotéxico, dose, freqiiéncia € tempo decorrido entre aplicagoes, sistema de
cultivo, sobrevivéncia de uma populagdo enriquecida, complexidade da
reacac metabélica envolvida, comportamento fisico-quimico do agrotoxico
no solo e condicbes ambientais existentes na época em que o agrotéxico

estiver presente no solo.
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O processo de biodegradacio ideal resulta na mineralizacdo do
composte, com formagdo de COz, Ha0O, NOs, e outros compostos

inorganicos de ocorréncia comum no ambiente (MONTEIRO, 1996).

Os microrganismos do sole, principalmente bactérias e fungos, t€ém
sido relatados como principais degradadores de agrotéxicos. A tecnologia
que utiliza microrganismos para o tratamento de éareas poluidas &

denominada biorremediacdo (PARSEK et al., 1995).

De acordo com BOLLAG (1996}, a biorremediacdo € o termo
utilizado para descrever um fendémeno natural: a decomposigédo microbiana
de produtos orgamicos. Essa tecnologia permite o tratamento de éreas
contaminadas, pelo uso de células ou produtos celulares para a limpeza
desses ambientes. Os microrganismos sdo capazes de incluir muitos
compostos em suas vias metabédlicas e transforma-los, parcial ou
totalmente, diminuindo a toxicidade, ou eliminando-o através de
mineralizacio até CO2 e dgua. A biorremediacao pode também se utilizar
de plantas, capazes de retirar do solo compostos téxicos através de seus
sistemas enzimaticos, processo denominado fitorremediacio (REZENDE,
2002).

Tecnologias avanc¢adas tais como o uso de sistemas biolégicos de
tratamento para reduzir ou destruir residuos perigosos séoc vistas como
opgdc para a descontaminacio do ambiente. Um dos campos mais
promissores da biotecnologia que visa ao emprego dos microrganismos,
direciona-se para a remedia¢cao de locais contaminados pelo uso de
agrotoxicos. Uma vez que microrganismos presentes nos solos sdo capazes
de degradar e mineralizar agrotéxicos, pode-se desenvolver biorremediacgéo
de sitios contaminados, empregando-se microrganismos selecionados
(UETA et al., 2003).

A Dbiorremediagdo tem por objetive inocular o solo com
microrganismos com capacidade de metabolizar os residuos toxicos
presentes no ambiente. Essa técnica vem sendo desenvolvida visando

explorar a diversidade genética ¢ a versatilidade metabélica microbiana
3
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para transformar contaminantes em produtos menos téxicos que podem
ser integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais. Estudos elaborados
com base no usoc de microrganismos para degradar compostos quimicos
sao descritos freglientemente na literatura, bem como a degradagao total
ou parcial de agrotoxicos por populagbes microbianas naturais presentes
em solos (UETA et al., 2003).

Isolamento, caracterizacdo e identificagdo de microrganismos com
habilidade em metabolizar materiais quimicos potencialmente téxicos €
essencial para a biorremediacio como medida mitigadora nos problemas

decorrentes do uso irracional de agrotoxicos (UETA et al., 2003).

Tentativas para se aplicar processos de biorremediagio em solos
contaminados, por simples adicio desses microrganismos ao solo, por
meio de um processo conhecido como bioaumento ou bicampliacao nao
vem alcancando o sucesso esperado. A incorporacac de nutrientes ao solo
ou outra manipulacdo da area, denominada biocestimulacdo, para
promover o crescimento microbiano tem apresentado sucesso limitado (US
Geological Survey) apud (UETA et al., 2003).

Pesquisadores tém estudado diversas maneiras para desenvolver
um sistema de liberacéo controlada de microrganismos, semelhante aos
empregados na industria de medicamentos, como modelo a ser aplicado
em processos de biorremediacdo. Através do emprego de conhecimentos da
tecnologia farmacéutica, pretende-se incorporar os microrganismos de
interesse aos sistemas de liberacdo controlada ou sustentada. Assim, estéo
sendo adaptadas microcapsulas, uso de matrizes poliméricas como
derivados de alginato, amido ou ainda celulose. As microcapsulas poderao
entao ser lancadas em sitios contaminados permitinde a biorremediacéo

do solo e conseqgliente protecdo dos aqgtiiferos (UETA et al., 2003).
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2.3 DIURON

2.3.1 Caracterizacio

O diuron 3-{3,4-diclorofenil) 1,1-dimetilureia (Figura 2.1) herbicida
do grupo das feniluréias, ¢ indicado para o controle de plantas daninhas
em pré e poOs-emergéncia. No Brasil, & utilizado para as culturas de
algoddo, abacaxi, alfafa, alho, cebola, mandioca, banana, batata, cacau,
café, cha, cana-de-ac¢licar, citros, videira, pimenta do reino, seringueira,
para areas ndo cultivadas como os canais de irrigagdo e drenagem,
ferrovias € rodovias (RODRIGUES ¢ ALMEIDA, 1998).

¢ _cH
| HC
-< >.~ ~<CH3
Cl

Figura 2.1: Férmula estrutural do diuron, 3-(3,4-diclorofenil) 1,1-
dimetiluréia.

Nas plantas suscetiveis, tem-se como mecanismo de agao a inibicéo
da reacdo de Hill durante a fotossintese, causando a clorose seguida de
necrose das folhas. Esse herbicida é adsorvido pelos coléides do solo,
sendo pouco lixividvel em solos argilosos, mas lixividvel nos arenosos
(RODRIGUES e ALMEIDA, 1998).

O consumo anual de diuron nos Estados Unidos € de
aproximadamente de 1,8 x 106 kg de ingrediente ativo, sendo classificado
como o terceiro herbicida mais perigoso para os lencois de agua
(SCRIBNER et al, 2000). O diuron é degradado sob condigbes aerdbicas
pelos microrganismos, que realizam N-dimetilacdo do grupo uréia e,
posteriormente, a hidrélise podendo transformar-se nos seguintes

metabdlitos, N-{3,4-diclorofenil)-N-metilureia (DCPMU)}, 3,4-dicloro-
10
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fenilureia {DCPU)} e 3,4-dicloroanilina (DCA) (DALTON et al., 1966). Sob

condi¢bes anaerdbia, ocorre a formacfo do produto declorinade N™-(3-

clorofenil)-N-metilureia (mCPMU). O preoduto téxico, mutagénice e
potencialmente carcinogénico de condensagcdc do DCA, 3,34,4™-
tetracloroazobenzeno, também é um metabdlito potencial do diuron
(FIELD et al., 1997). A trajetéria de degradagdo do diuron e seus

metabolitos, € mostrada na figura 2.2.

Diuron

0
I
QNH,.,C__N/CHS cl NH,
- -
H
ci

Cl

N'- {3,4 - Diclorofenil] - N - metilureia
{DCPMU]J
O

;

Cl NH—C—N_
H
Cl 3,4 - Diclorofenilureia {DCPU]

4 - Dicloroanilina
(DCA]

Figura 2.2: Trajetéria da degradacdo do diuron por microrganismos
aerobicos (SCRIBNER et al, 2000}.
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2.3.2 Impacto ambiental do diuron

O diuron, quando aplicado nas doses recomendadas, apresenta
persisténcia média no solo de quatro a oito meses, dependendo do tipo de
solo e das condic¢des climaticas. Quando aplicado em doses altas, persiste
no solo por mais de um ano ¢, em doses esterilizantes, podem manifestar
sintomas de fitctoxicidade por alguns anos. Sua degradac¢ac €, sobretudo,
microbiana, sendo sensivel & fotodecomposicao e, moderadamente, a
volatilizacdo quando exposto na superficie do terreno por varios dias, sob
condicdes de temperatura alta e baixa umidade {RODRIGUES e ALMEIDA,
1998; WEED SCIENCE SOCIETY OF AMERICA, 2002).

O principal fator responsavel pela persisténcia e fitotoxicidade do
diuron no solo é a adsorcdo (ROQUE, 2000). PAL et al. (1985}, verificando
o papel da adsorcéo no destino e comportamento do herbicida, observaram
que as maiores taxas de adsorcdo encontravam-se relacionadas aos altos
teores de argila e de matéria orgénica em solos com alta capacidade de
troca cationica. A adsor¢éo do herbicida foi investigada em solo argiloso
com 0,6 e 3,0 mg.kg! de diuron e umidade de 35% e de 62%, por
GAILLARDON (1996). Segundo o pesquisador, apds o primeiro dia, houve
adsorcdo de 50% do produto e, durante o restante do periodo de

experimento (9 semanas), pouco foi dessorvido.

FERNANDEZ-PEREZ et al. (1999), pesquisaram formulagdo de
uma base de alginato-betonita-diuron para obter liberacdo controlada do
herbicida. Essa formulacdo aumenta o tempo de vida do herbicida, reduz
o risco de lixiviacBo na aplicacdo e torna-se mais segura para o usuario e
os organismos nao-alvo. Deduziram também, que o uso desse tipo de
formulagdo poderia reduzir a possibilidade do diuron alcangar e

contaminar os lencdis de agua.

Em estudo comparativo do efeito téxico do diuron livre €
imobilizado em silica gel na atividade microbiana do solo observou-se que,

o diuron imobilizado apresentou efeito téxico menor do que o herbicida
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livre, com a vantagem de que a imobilizacde minimiza a perda por
lixiviacdo € escoamento (PRADO et al., 2002).

Os herbicidas, por serem largamente utilizados na agricultura,
podem causar sérios efeitos prejudiciais ao ecossistema, devido ao seu
efeito téxico a organismos n&o alvo. Os habitantes aquéticos estao
particularmente sujeitos a esse tipo de contaminacgéo, devido a lixiviacéo e

ao escoamento de agua a partir de areas tratadas (BRETAUD et al., 2000).

BRETAUD et al. (2000} estudaram o efeito dos herbicidas
carbofuron, diuron e nicosulfuron em diferentes concentracdes, quanto a
atividade de acetilcolinesterase {(AChE) no cérebro ¢ nos musculos da
espinha dorsal em “goldfish” (Carassius auratus); verificaram a inibicao da
AChE nestes peixes, quando expostos a concentracgdes subletais dos trés
herbicidas. A mibicdo da AChE pode afetar a locomocéo e o equilibrio do

organismo exposto.

SUMPONO et al. {2003) verificaram o efeito de diuron em bactérias
aquaticas, em pequeno lago de tratamento de aguas residuais em escala-
piloto, dando €nfase a Aeromonas spp, por serem consideradas bactérias
indicadoras do estado higiénico da dgua. Apdés a contaminacgdo com
diuron, ocorreu aumento das bactérias totais, das bactérias cultivadas
(em 30 vezes) e Aeromonas spp, por um periodo de duas semanas,
voltando, posteriormente, para os valores iniciais. A gquantidade de
bactérias cultivaveis relativo a bactéria total foi de 0,2% no controle e 1,2%
na lagoa tratada, enquanto a porcentagem de Aeromonas spp relativo a
bactéria cultivavel diminuiu de 6% a 10% para 2%. Os resultados sugerem
que o diuron mantém o desenvolvimento de bactérias cultivaveis, devido &
nova fonte de carbono derivada da decomposicdo de microrganismos
fotossintéticos que foram inativados pelo diuron; porém, essa nova fonte

de carbono néo favorece especificamente o crescimento de Aeromonas spp.
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2.3.3 Degradaciao microbiana do diuron

Sob condigbes aerébicas, os microrganismos realizam sucessivas
demetilacées do grupo uréia, pertencente a molécula de diuron e,
posteriormente, a hidrélise, dando origem a anilina clorada (CULLINGTON
e WALKER, 1999).

Os fungos de solo tém demonstrado possuir alta atividade em
contato com as feniluréias, o que ocasionalmente leva & degradacdo do
diuron (TILLMANNS et al., 1978). O diuron transformado pelos fungos, na
maioria das vezes, tem degradacdo incompleta. TIXIER et al. (2000],
realizaram estudo guantitativo de biodegradacio utilizando trés linhagens
fangicas - Beauvaria bassiana, Cunninghamella elegans e Mortierella
isabellina - resultados de selegdo em que foram escolhidas as mais
eficientes para a degradacio do diuron. Constatou-se pelo estudo de
toxicidade dos derivados do diuron, resultado da N-demetilacdo do
herbicida, que os produtos obtidos da degradacao, N-3,4-diclorofenil-N'-
metilureia e 3,4-dicloroanilina podem apresentar maior toxicidade aos
organismos nao-alvo do que o proprio herbicida. A taxa de
desaparecimento do herbicida e a formagao desses metabdlitos dependem

do microrganismo utilizado.

VEROUMSIA et al. {1996) selecionaram 90 fungos isolados de solo
para estudar a biodegradagéo de trés feniluréias: clorotoluron, diuron e
isoproturon. No total, as linhagens degradaram 4%, 7% e 11% de
clorotoluron, diuron e isoproturon, respectivamente, em taxa igual ou
superior a 50%. Taxas diferenciadas de degradacdo foram encontradas
para diferentes espécies: Alternaria alternata, Pestalotia palarum,
Trichoderma harzianium, Aspergillus sp., Penicilium sp., Ascochyta
imperfecta € Cunninghamella echinulato. O microrganismo Rhizoctonia
solani degradou mais de 70% dos trés herbicidas e Sporothrix cyanescens
foi capaz de degradar somente o diuron, em 50%. Em outro trabatho,
KHADANI et al. {1999) selecionaram 100 linhagens de micomicetes
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(Ascomicetes, Basidiomicetes e Leveduras) do solo, para estudar a
biodegradacio das trés feniluréias (clorotoluron, diuron e isoproturonj e
obtiveram 17 linhagens que degradaram o isoproturon acima de 50%:
somente quatro para ¢ diuron e duas para o clorotoluron no mesmo nivel.
Os melhores resultados foram obtidos com a linhagem Bjerkandera
adusta, que apresentou taxa de degradag¢io de 98% para o clorotoluron,
92% para o diuron e 88% para o isoproturon; a linhagem Oxysporus sp,

com 76%, 64% e 56% de degradacéo para os respectivos herbicidas.

WIDEHEM et al. (2002) isolaram e caracterizaram a linhagem de
bactéria, Arthrobacter sp N2, isolada de solo contaminado com diuren por
varios anos, a qual foi capaz de transformar, quantitativamente, diuron em

3.4 dicloroanilina.

Os herbicidas diuron, metalaxil, atrazina e terbutilazina foram
submetidos a estudos de biodegradacgio com nove espécies de fungos de
degradacdo branca, verificando-se correlacéo significativa e positiva entre
a taxa de degradacdo e os diferentes herbicidas {acima de 90%). As
maiores taxas de degradacdo foram obtidas pelas espécies Corioleus
versicolor, Hypholoma fasciculare e Stereum hirsutum. Apos 42 dias, a
degradacao maxima do diuron e terbutilazina foi superior a 86%, e a do
metalaxil foi inferior a 44% (BENDING et al., 2002).

A degradacac primaria do diuron em aerobiose, produz 3,4,-
dicloroanilina (3,4,-DCA]} e 3',3,4',4-tetracloroazobenzenc (TCAB) (CRIPPS e
ROBERTS, 1978; HERNANDEZ et al., 1984). Sob condi¢des de
anaerobiose, a remocdo da molécula de cloro, na posicdo para do anel
aromatico, converte o diuron a 3-(3-clorofenil}-1,1-dimetiluréia (ATTAWAY
et al., 1982; STEPP et al., 1985).
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2.4 PYRITHIOBAC-SODIUM

O pyrithiobac-sodium, s6dio 2-cloro-6-[{4,6-dimetoxipirimidin-2-ilj
tio] benzoato (Figura 2.3), herbicida do grupoe pyrirnidyl carboxi € utilizado
na cultura de algodédo, sendo indicado para o controle em pés-emergéncia
precoce de plantas daninhas de folhas largas. Tem como mecanismo de
acao a inibigcdo da enzima acetolactato sintetase {ALS) ou acetohidroxido
acido sintetase (AHAS), chave no processc de biossintese dos aminoacidos
vanila, leucina e isoleucina. Esses aminoacidos sdo essenciais para o
crescimento e desenvolvimento da planta, a inibicdo de sua sintese € letal
para varias espécies de plantas {BURGOS et al, 2001). Nas plantas
sensiveis, a morte dos tecidos meristeméticos ocorre logo, seguida por
necrose lenta acompanhada por leve clorose. A morte completa das plantas

daninhas pode demorar algumas semanas {(RODRIGUES e ALMEIDA,
1998).

¢l CO,Na OCH,
oCH,
Figara 2.3: Formula estrutural do pyrithiobac-sodium.

O pyrithiobac-sodium ¢é fracamente acido com pK. de 2,34 e
solubilidade de 705 g L-'! {2M) a pH 7 {duPont Agricultural Products, 1993).
O valor do pKa. representa o pH no qual o grupo funcional carboxil, o sitio
ativo do pyrithiobac, tem 50% de probabilidade de ser dissociado em
solugdo aquosa. O pyrithiobac se comporta como um anion carregado
isoladamente em scolugbes de solo com valores de pH maior que 5
(MATOCHA et al., 1998).

O pyrithiobac-sodium tem baixa adsorc¢éo e alta mobilidade no solo,
baixa volatilidade e, em exposi¢géo continua, ocorre fotodegradacéo ficando

o produto com meia-vida de uma semana.
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A degradacdo do pyrithiobac no solo ocorre lentamente e,
sobretudo, por degradag&o microbiana, sendo estimada vida meédia de 60
dias, quando se utiliza a dose recomendada, de 70 a 140 g ha? de
ingrediente ativo, segundo DuPont Agricultural Products (1993};
RODRIGUES e ALMEIDA, 1998, WEED SCIENCE SOCIETY OF AMERICA,
2002).

MATOCHA et al. (1998) estudaram a sorcdo do pyrithichac em
quatro sorventes diferentes (betonita, caolinita, goetita sintética e turfa de
Michigan), que foram empregados para comparacdoc, € quatro tipos de
solos provenientes do Texas, com ampla faixa de variacdo das
propriedades fisicas ¢ quimicas. Foram utilizadas concentragbes do
herbicida encontradas em campo, e verificou-se que o pyrithiobac foi
fortemente sorvido pela turfa, revelando que a fragdo de matéria organica
influenciou significativamente na sor¢do. A caolinita apresentou rmaior
densidade de sorcdo do que a betonita. O pyrithiobac foi pouco sorvido
pelos quatro solos, o que foi atribuido a repulsdo do herbicida em solos

predominantemente alcalinos e carregados negativamente.

Avaliou-se a mobilidade do pyrithiobac comparando-se com a de
tracos de bromo {Br}, em quatro tipos de solos representativos das regides
onde € plantado algodéo, usando colunas intactas para simular condigdes
de campo (MATOCHA et al.,1999}. Os estudos confirmaram a alta
mobilidade do herbicida em solos alcalinos e solos carregados
predominantemente, com cargas negativas, atestando que a mobilidade do
pyrithiobac foi influenciada pelo tipo de solo e pelo processo de fluxo

preferencial quando lixiviado através de colunas de solo intactas.

Realizou-se experimento de campo para verificar o efeito de
pyrithiobac, levado pelo vento, para plantagées de milho e sorgo. A
producédo de milho foi reduzida na faixa de 11% a 84% e a de sorgo, de
33% a 94%. Essa variacdo na producéo foi dependente do tempo e da dose
de pyrithiobac aplicada. Os resultados revelaram que pode ocorrer

significativa perda da producédo de milhe e sorge gue € dependente da
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quantidade de vento e do estagio de crescimento dessas plantas
(GHOSHEH et al., 2002).

NAIDU et al. (1998) estudaram o metabolismo do pyrithiobac no
algodao para determinar a grandeza e natureza do residuo e estabelecer a
trajetéria metabélica do herbidida. A concentracéo de pyrithiobac diminuiu
rapidamente nas folhas, de 1,2 ug mL-!, na amostra analisada no dia do
tratamento, para 0,01 pg mL? guando a amostra foi coletada com 30 dias
do tratamento. Nas folhas coletadas apés 62 dias nao foi detectado residuo
quantificavel de pyrithiobac. Os principais metabélitos identificados nas
folhas foram O-desmetil pyrithicbac-sodium (Figura 2.4A} e seu conjugado
de glicose (Figura 2.4B). Nac se observou evidéncia de hidroxilacéo ou
clivagem dos anéis de pirimidina e fenil, nem detectado residuo radicativo

na semente de algoddo madura e no linter.

o Cl
1 G} @
CO,Ma - COH
P

(A) (B)

Figura 2.4: Metabolitos do Pyrithiobac-sodium; A. O-desmetil pyrithiobac-
sodium; B. conjugado de glicose (DuPont Agricultural
Products).
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2.5 FUNGOS

Os fungos sfo organismos eucaridticos nao fotossintéticos. Com
algumas excegbes, possuem parede celular, diferentemente das células
animais. Esses microrganismos obtém seu alimento por absor¢fo e nao
possuem clorofila, formam esporos, que s@o dispersos por corrente de ar.
0O Reino Fungi inclui atualmente quatro Filos: Chytridiomicota,
Zygomycota, Ascomycota € Basidiomycota. OQutros organismos,
tradicionalmente conhecidos como fungos, foram classificades como

Protistas € no Reino Stramenopila (ALEXOPOULOS et al., 1996).

Os fungos produzem um micélio bem desenvolvido constituido de
hifas septadas ou cenociticas. Em muitos fungos € conhecido somente o
estagio assexuado, chamados fungos imperfeitos ou anamorfos. Os que
apresentam o estagio sexuado sAc chamados fungos perfeitos ou
telemorfos. A reprodugdo assexuada ocorre por meio de brotamento,
fragmentacéo € producdo de esporangiésporos ou conidios. A reproducéo
sexuada culmina na producao de zigosporos, ascoésporos ou basidiésporos
(ALEXOPOULOQOS et al., 1996).

Os basidiomicetos, fungos causadores da podriddo branca da
madeira, tém sido estudados como tipicamente ligninoliticos, por terem a
capacidade de degradar substancias complexas como a lignina, devido a
acéo de suas enzimas extracelulares, produzidas durante o metabolismo
secundéario, como consequiéncia da limitacdo de nutrientes. Esses fungos
podem degradar também wum amplo espectro de organopoluentes
ambientais recalcitrantes, como os agrotoxicos, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs), dioxinas, furanos, etc., constituindo desta
maneira, Um grupo promissor para aplicagao em processos biotecnolégicos
visando & despoluicdo ambiental {FRATILA-APACHITEI et al., 1999;
REZENDE et al., 2001).

O sistema enzimatico extracelular dos basidiomicetos, composto

por enzimas como a Lignina Peroxidase (LiP}, Manganés Peroxidase (MnP),
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lacase e outras peroxidases, catalizam reacdes que clivam grande numero
de compostos téxicos, devide & alta inespecificidade apresentada por esse
sistema. Os compostos toxicos usualmente nao sde mineralizados, porém
suas transformacbes em metabblitos menos téxicos ou nac-idxicos €
importante fator para a utilizagdc de microrganismos em processos de
biorremediacao (KOLLER et al., 2001).

2.6 ESTRUTURA DA LIGNINA

A lignina € um composto polimérico, formado por unidades de
fenilpropano interligadas por ligacdes alqui-aril, alquil-alquil ou arii-aril,

constituindo uma macromolécula irregular, que confere rigidez e forma aos

tecidos vegetais. E sintetizada pelas plantas através da catdlise de
peroxidases. A proporcdo relativa aos alcoois cinamilicos precursores
(cumarilico, coniferilico e sinapilico} varia de acordo com o tecido vegetal,

idade, clima e luz solar, etc (KIRK et al., 1981). A figura 2.5 apresenta um

modelo de estrutura quimica da lignina segundo SAKAKABARA (1983}
apud LEONOWICZ et al., {1999).

A importancia fisioldégica da biodegradacgdo da lignina € a destruicdo
da matriz poliaromatica, para que os microrganismos tenham acesso aos
substratos de real importancia a nutricio desses organismos, ou seja, a
celulose e hemicelulose (FIELD et al., 1993). Os fungos basidiomicetos,
causadores da decomposicdo branca, tém sido intensivamente estudados
por serem tipicamente ligninoliticos e constituirem grupo promissor para a
aplicagdo na biorremediagao de xenobiéticos (GLENN e GOLD, 1983;
FIELD et al., {1993); HIGUCHI, 1990; RODRIGUEZ et al., 1998).

Entretanto, outros microrganismos produtores de enzimas
ligninoliticas, como ascomicetos, fungos de solo, actinomiceto e algumas

bactérias (DEKKER et al., 2001) também devem ser investigados.
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Figura 2.5: Estrutura quimica provavel da lignina (LEE, 1997).

2.7 ENZIMAS LIGNINOLITICAS E MICRORGANISMOS
PRODUTORES

Varios sao os microrganismos descritos na literatura que possuem

a habilidade de degradar compostos poluentes e recalcitrantes,
encontrados no ambiente, sendo os mais estudados os fungos de
decomposigdo branca (BAVUTTI, 2002). A degradachc da lignina por
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fungos basidiomicetos é considerada um processo oxidativo ndo-especifico,
pela agdo das enzimas lignina-peroxidase, manganés-peroxidase e outras
peroxidases, as quais dependem do perdxido de hidrogénio, ou da lacase,
gue por sua vez, € dependente de moléculas de oxigénio (KIRK ¢ FARREL,
1987).

Existem varios exemplos de fungos basidiomicetos degradadores de
lignina: Phanerochaete sordida, Pleurotus ostreatus, Trametes hirsuta,
Fumalia gallica, Phlebia brevipora, entre outros. No entanto, o fungo
Phanerochaete chrysosporium tem sido modelo para o estudo de eucariotos
ligninoliticos, por sua habilidade em degradar poluentes, o qual esta
relacionadoe com sua capacidade em degradar a lignina, um polimero
vegetal que resiste a metabolizacao por diferentes microrganismos
(REZENDE, 2002; MATHIAS et al., 1993).

Por ser uma macromolécula insolivel, os passos iniciais da
biodegradagac devem ser extracelulares. A etapa final da mineralizacdo da
lignina € realizada no interior das hifas fungicas; portanto, as reagodes
extracelulares devem “quebrar” a lignina em fragmentos pequenos capazes
de se difundir através das hifas e cruzar as membranas celulares.
Evidéncias quimicas e fisioloégicas mostram que a degradacédo da lignina,
bem como sua biossintese sfo, predominantemente, oxidativas, embora
reacdes de reducdo possam, também participar desses processos (CHEN ¢
CHANG, 1985; BAVUTTI, 2002).

As diferencas estruturais e quimicas no substrato nao-homogéneo
da lignina conduzem a especializacdo na producdo das enzimas
ligninoliticas pelos microrganismos capazes de degrada-las. De acordo com
a producdo dessas enzimas, os fungos de decomposicio branca sao
divididos em cinco grupos (TOUR et al., 1995; CLEMENTE et al., 2001;
CLEMENTE, 2002).

1. Fungos produtores de LiP, MnP e lacase, ex. Phanerochaete
chrysosporium, Coriolos vesicolor e Phlepia radiata. ©O

Phanerochaete chrysosporium esta neste grupo desde que a
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produgéo de lacase foi reportada (ANDER et al., 1980
ERIKSOON et al., 1983). Entretanto, esse fungc néoc ¢
considerado produtor de lacase. Todos colonizam madeiras

deciduas, e somente P. radiata degrada coniferas.

2. Fungos produtores de MnP e lacase, nfo secretam niveis
detectaveis de LiP. Séo potentes degradadores de lignina, ex.
Dichomitus squalens e o fungo comestivel Lentinula edodes

pertencem a €sse grupo.

3. Fungos produtores de LiP e um tipo de fenoloxidase, sendo
a lacase a fenoloxidase mais produzida. Colonizam madeira
dura, exceto a Phlebia tremellosus, que também degrada

coniferas.

4. Fungos produtores apenas de LiP sao degradadores de
madeiras duras. Ex. Bjerkandera adusta, Daedaleopsis confrasa,

Phallus impudicus e Polyporus varius.

S. Os fungos do 1ltimo grupo ndo possuem o sistema
enzimatico completamente caracterizado. Fomes lgnosus e
Trametes cingulata sdo de degradacdo branca, mas nao foram

detectadas quaisquer das enzimas em seus meios de cultura.

Aparentemente, os fungos de decomposicdo branca degradam a
lignina por diversas combinacbdes de peroxidases e oxidases. A degradacio
da lignina por fungos que secretam, sobretudo LiP, envolvem,
provavelmente, diferentes mediadores, opostos aos fungos que secretam
MnP e lacase. Os fungos também podem expressar diferentes producoes de

enzimas em culturas agitadas e estacionarias (TOUR et al., 19935).

O grupo das enzimas fenoloxidases inclui, principalmente, trés
tipos de enzimas: peroxidases, lacases e tirosinase. As peroxidases ¢
lacases estdo diretamente envolvidas na degradagdo da lignina e
compostos  com estruturas  semelhantes, sendo produzidas

extracelularmente, enquanto a tirosinase € produzida intracelularmente,
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nao possuindo importante papel na degradacéo desses compostos
(SZKLARZ et al., 1989)}.

2.7.1 Peroxidases

As peroxidases s@o hemoproteinas, produzidas principalmente por
microrganismos e plantas, as quais catalisam reacdes na presenga de
peréxido de hidrogénio. Podem ser dependentes ou nao do manganés
presente no meio (SZKLARZ et al., 1989) e desempenham papel importante
durante a degradacédo da lignina, diminuindo a concentragao de perdxido
de hidrogénio do meio, evitando assim a toxicidade para a célula
(S8ZKLARZ e LEONOWICZ, 1986).

Lignina-peroxidase (LiP; EC 1.11.1.7)

Anteriormente conhecida como ligninase, € uma heme peroxidase
com alto potencial redox e pH 6timo de atividade baixa. E capaz de oxidar
anéis aromaticos metoxilados sem a presencga de um grupo fenélico livre,
gerando radicais catibnicos que podem reagir posteriormente por
diferentes vias metabdlicas, incluindo o rompimento de ligagdo Co- Cg, com

conseqiente ruptura do anel aromatico (BONNEN et al., 1994).

Essa enzima foi isolada por TIEN e KIRK (1983} e por GLENN et al.,
(1983), trabalhando independentemente. E uma glicoproteina, contendo
20% a 30% de aciicar, ferro como grupo prostético e requer perdxido de
hidrogénio para sua atividade catalitica (HATKKA, 1994; REDDY e
D’SOUZA, 1994). A LiP é produzida por quase todos os fungos de
decomposicdo branca. Juntamente com outras enzimas, é considerada a
maior constituinte do sistema que degrada lignina em Phanerochaete
chrysosporium (GLENN et al., 1983; TIEN e KIRK, 1983). Sua massa molar
é de aproximadamente 38 — 43 KDa, apresentando ponto isoelétrico entre

3,2 — 4,0 e pH 6timo de atividade préximo a 3,0.
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Diversas isoenzimas ja foram isoladas do fungo de decomposicéo
branca Phanerochaete chrysosporium, sendo sua producdo regulada
geneticamente em condigbes limitantes de nitrogénio e carbono. Sua
produgdo ocorre durante o metabolismo secundério, em resposta a falta
desses nutrientes. Na presenca de tais nutrientes, ocorre completa
repressao de sua sintese (REDDY, 1993; REDDY e D’SOUZA, 1994).

A LiP catalisa grande variedade de compostos modelos de lignina e
poluentes aromaticos, na presenca de HoOz (BUSWELL e ODIER, 1987;
HIGUCHI, 1990; VALLI e GOLD, 1991). Essas reacdes incluem oxidac¢ao do
alcool benzilico, quebra das cadeias laterais, reacbes de abertura de anéis
aromaticos, demetilacées e descloracbes oxidativas. Todas essas reacdes
s&o compativeis com o mecanismo envolvido na degradacédo nao-especifica
desta enzima (RENGANATHAN e GOLD, 1986; KIRK ¢ FARREL, 1987).

O mecanismo de atuagao da LiP se da através de oxidacgdo pela
abstragiao de um elétron da molécula de lignina e compestos semelhantes
a sua estrutura, resultando na formacao de radicais catibnicos (Figura
2.6). Posteriormente, através de uma série de reacdes nao-enzimaticas, os
radicais dao origem a uma variedade de produtos finais (HIGUCHI, 1990;
REDDY e D’'SOUZA, 1994).

O alcool veratrilico, metabélito produzido por diversos fungos de
decomposicio branca sob condicoes ligninoliticas, desempenha papel
importante no ciclo catalitico dessa enzima. Atua como agente redutor da
enzima e, aparentemente, a protege da inativacdo por excesso de HyO»
(TIEN e KIRK, 1983; WARIISHI ¢ GOLD, 1990; FIELD et al., 1993).

Atualmente, existe interesse crescente no estudo dessa enzima e
também dos fungos que a produzem, devido ao seu potencial de aplicacao
industrial em processos de descontaminacdo de ambientes (ERIKSSON,
1990). As enzimas oxidativas possuem importante papel na
descontaminacdo de efluentes e solo (CAMERON et al., 2000).
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Figura 2.6: Ciclo catalitico da lignina peroxidase (CAMERON et al., 2000).

Manganés-peroxidase (MnP; EC 1.11.1.13)

Essa enzima € outra heme peroxidase, porém com alta
especificidade por Mn (I) como seu substrato redutor (GLENN e GOLD,
1985). O ion Mn (Ill) forma um complexo com Acidos organicos que se
difunde oxidando ocutros materiais. O potencial redox dessa enzima é
menor do que o da lignina peroxidase e, conseqientemente, pode nao
oxidar modelos de lignina nao-fenélicos. Os substratos fenodlicos séo
oxidados a radicais fenéxi, que podem reagir, posteriormente, por
desmetilagédo, clivagem da ligacdo alquil-fenil, clivagem da ligac@o C,- Cg,
ou ainda oxidacéo do C, (REID, 1995). O peréxido de hidrogénio produzido
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pode ser utilizado como co-substrato para a LiP e outras peroxidases

oxidando compostos modelo de lignina {(PASZCZYNSKI et al., 1985).

A MnP foi isclada, pela primeira vez, de culturas de P
chrysosporium (KUWAHARA et al.,1984}. E uma glicoproteina com ferro
como grupo prostético, ¢ depende de HyO, para sua atividade. Seu ponto
isoelétrico € de aproximadamente 4,2 — 4,9, massa molar entre 45 — 47
KDa, e o ciclo catalitico semelhante ao da LiP {GLENN e GOLD, 1985;
PASZCZYNSKI et al., 1985). A MnP é produzida simultaneamente com a
LiP, durante o metabolismo secundario, e regulada pelas concentracgoes de

nitrogénio e carbono no meio de cultura (BUSWELL e ODIER, 1987).

As MnPs participam de reagdes de despolimerizacdo de
cloroligninas, desmetilacdo de lignina, deslignificacéo e branqueamento de
polpa (LACKNER et al., 1991; WARIISHI et al., 1991; PEREZ e JEFFTIES,
1992; PAICE et al., 1993).

A oxidacao de lignina e outros compostos fenbélicos por MnP é
dependente de ions de manganés (GLENN e GOLD, 1985; PASZCZYNSKY
et al., 1985; GOLD et al., 1989). Como mostrado na figura 2.7, a reducio
primaria do substrato no ciclo catalitico de MnP é Mn (I}, que
eficientemente reduz os compostos | e II, gerando Mn (lII}, que oxida o
substrato organico. Acidos organicos, como oxalato e malonato, sio
secretados por Phanerochaete chrysosporium (WARISH et al.,, 1992),
estimulam a reagdo de MnP por estabilizar Mn (IIl) e, assim, podem
difundir-se para catalisar a oxidacio via um elétron de compostos
fenodlicos, gerando radicais fenéx (GLENN e GOLD, 1985; GLENN et al,
1986; GOLD et al., 1989; WARIISH et al., 1989; WARIISH et al., 1992).
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Figura 2.7: Ciclo catalitico da manganés peroxidase (CAMERON et al,
2000).

2.7.2 Polifenol oxidases (Fenoloxidases)

As fenoloxidases sfdo oxiredutases que catalisam a oxidagdo de
compostos fendlicos, subdivididas em duas classes - tirosinases e lacases —
e ambas reagem com oxigénio (JOVILET et al., 1998; CHEVALIER et al.,
1999). Sao capazes de transformar compostos aromaticos, metabdlitos da

degradacéo de lignina e taninos (TAGGER et al, 1998).

As fenoloxidases possuem também a capacidade de polimerizar os
mondémeros resultantes da degradacdo da lignina, propriedade utilizada a

polimerizacéo de polifenéis na sintese de compostos organicos. Essas
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enzimas séoc aplicadas na destoxificacdo ambiental € no biobranqueamento

de efluente nas indistrias de polpa e papel (TAGGER et al., 1998).

Lacase {Benzenediol: oxigénio oxidoredutase EC 1.10.3.2)

A Jacase € uma polifenoloxidase descoberta em exsudatos de Rhus
vernicifera, arvore japonesa, {YOSHIDA, 1883) e, subseqlientemente, foi
demonstrada, também, como uma enzima fangica (BERTRAND, 1896;
LABORDE, 1896). E uma glicoproteina que contém cobre em seu sitio
ativo, nao requer HyO2 para sua atividade, e catalisa a redugao de O para
H20 (Figura 2.8) (THURSTON, 1994). Essa enzima é produzida por todos
os fungos de decomposicéo branca (SZKLARZ et al., 1989), com excegdo de
P. chrysosporium (KIRK e FARRELL, 1987). Entretanto, sob condicéo
especial, o P. chrysosporium foi capaz de produzi-la {SRINIVASAN et al.,
1995). As formas constitutiva e induzida sdo conhecidas, ¢ a forma

induzida geralmente apresenta maior atividade {LEONOWICZ et al., 1985).

¢ <

1 LACASE
5 +% O » 2 + H,O

CHO OCH, CHy OCH,

(-]
OH O
2,6-dimetoxi-4-alil-difencl semiquinona

Figuara 2.8: Mecanismo de oxidagdo proposte para Lacase
(SUGUMARAN e BOLTON, 1998).
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Em geral, a lacase apresenta quatro atomos de cobre, distribuidos
emn diferentes sitios de ligacéo e classificados em trés tipos: cobre tipo 1, 2,
3 sendo diferenciados por propriedades especificas, com importante papel
no mecanismo catalitico da enzima (McGUIRL e DOOLEY, 1999). De
acordo com CALL e MUCKE (1997}, o cobre 1 e o 2 estio envolvidos na
captura e transferéncia do elétron. O cobre 2 ¢ o 3 estao envolvidos na
ligagdo com o oxigénio. Compostos fendlicos sfo amplamente distribuidos
na natureza e sua oxidacdo € importante em processos como, oxidacio
celular, protecao da parede celular, corpo de frutificagdo, processamento
de sucos e vinhos, deslignificagdo de polpa, descontaminacéo de solos €
aguas poluidas (XU, 1996; SMITH et al., 1997).

A lacase catalisa a oxidacéo via transferéncia de um elétron de
radicais fendis para radicais fenoxila. A especificidade da enzima ao
substrato oxidado depende da origem da lacase. Assim, lacases de
diferentes fungos podem oxidar diversos substratos, inclusive em varios
pHs. Algumas lacases apresentam pH 64timo entre 2,5-3,5, enquanto
outras mostram atividade 6tima em pH neutro, 6-7, (RINGLING e VAN
ALFEN, 1993}. A funcao fisiolégica dessa enzima nao € clara e seu papel
na biodegradacdo da lignina é incerto, uma vez que pode causar
polimerizacdo da lignina, dependendo das condigbes (GOLD e ALIC, 1993;
THURSTON, 1994). Assim, propos-se que a lacase tem papel na redugéo
da toxicidade dos compostos fendlicos por reagbes de polimerizacio
(BOLLAG et al., 1988).

A lacase oxida diversos substratos, corantes fenélicos, fenéis,
clorofenéis, HAPs, organofosforados e dimeros modelo de lignina
(CHIVUKULA e RENGANATHAN, 1995).

2.7.3 Enzimas produtoras de peréxido de hidrogénio

A secrecao de Hx0» coincide com o principio da atividade

ligninolitica. Os fungos de decomposic¢ao branca produzem uma variedade
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de oxidases capazes de gerar Hy02, presumivelmente, para utilizar
emperoxidases extracelulares durante a degradacdo da macromolécula de
lignina.

Uma das enzimas que geram HzO: € intracelular e idiofasica: aril
alcool oxigenase (AAO}. Essa enzima oxida &lcoois aromaticos para
aldeidos e esses a acidos, com simultanea reducdo de O para HoOz em
culturas de fungos de degradagac branca: 7. versocolor, P. sajor-caju, P.
ostrearus, P. eryngii e B. adusta {de JONG et al.,, 1994; EVANS et al.,
1994).

AAQO n#o € o Unico sistema enzimatico de fungos de decomposicéo
branca disponivel para produzir H202 extracelular. Outras oxidases
extracelulares e intracelulares sadc conhecidas por fornecerem H202. A
enzima extracelular glioxal-oxidase & produtora de Hx02 (GOLD e ALIC,
1993). A MnP também pode gerar H20:2 quando catalisa a oxidacdo de
NAD(P)H (ASADA et al, 1986).

Diversas enzimas intracelulares que produzem H20: tém sido
reportadas incluindo glicose-l-oxidase, piranose-oxidase, metanol-oxidase
e acil-COA-oxidase {GREENE e GOULD, 1984; KELLEY e REDDY, 1988;
VOLC e ERIKSSON, 1988, ERIKSSON e NISHIDA, 1988; VOLC et al,
1991).

A enzima alcool veratrilico-oxidase também parece estar envolvida
na producdo de Hz0;, além de prevenir a polimerizagao dos compostos
fenélicos, reduzindo assim a massa molar dos lignosulfonados solaveis
gerados durante a degradacdo da lignina (GUILLEN et al, 1992;
MARZULLO et al., 1995).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 HERBICIDAS UTILIZADOS

Os herbicidas utilizados foram Diuron 5008SC na formulagao de
suspenséo concentrada com 500 g L-! de ingrediente ativo, cedido pela
empresa Millenia Agro Ciéncia S.A., Londrina (PR), e Pyrithiobac-sodium
na formulacdo concentrado soltivel com 280 g L1 de ingrediente ativo,
nome comercial Staple 280CS, cedido pela empresa IHARABRAS S.A.,
Sorocaba (SP). Estas empresas forneceram também o padrao diuron com

08,10% de pureza e o padrac pyrithiobac-sodium com 98,6% de pureza

3.2 EXPERIMENTO EM CASA-DE-VEGETACAO

Os experimentos foram desenvolvidos em casa de vegetacdo do
Centro de Graos ¢ Fibras do Instituto Agrondémico de Campinas, IAC.
Utilizou-se dois tipos de solos, arenoso e argiloso, provenientes das
Estacbes Experimentais do IAC, localizadas, respectivamente, em
Pindorama e Ribeirao Preto (SP).

O solo foi coletado até uma profundidade de 20 cm com pa reta,
tomando-se ¢ cuidado, em cada ponto de coleta, afastar com pé os
detritos, evitando pontos proximos a cupinzeiros, formigueiros, casas,
estradas, estrume, depodsitos de adubo ou manchas no solo (RAWJ et al.,
1996). Amostras de 300 g de terra foram transferidas para caixas de
papeléo, visando a posterior analises de solo. A anélise de fertilidade de

cada solo é apresentada na tabela 3.1.

Os solos foram secos ao ar, peneirados e, apds os resultados das
andlises de fertilidade, adubados, segundo recomendacéo de SILVA {1996),
e colocados em vasos de aluminio. O solo de Ribeirdoc Preto, proveniente de
area agricola, e os dois de Pindorama, extraidos de mata e pastagem, nao

precisaram ser corrigidos devide ao nivel de saturacho de bases para
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ambos os solos ser superior a 60%, nivel considerado adequado para a

cultura do algodoeiro.

As adubagtes fosfatada e potassica foram feitas de acordo com a
necessidade da cultura de algodoeiro, segundo a recomendacao de SILVA
(1996).

Tabela 3.1: Analise de fertilidade do solo de amostras coletadas na
camada de 0-20 cm, nas estacdes experimentais do IAC,
localizadas em Ribeirdo Preto € Pindorama

P Materia pH K+ Caz Mg= H-AFE 8B CIC
Mg dm-> Organica CaCl: emol dm-3
Locat gdm=s
Diuron 25 10,0 5.6 0,23 1,8 08 14 283 423 6690
Pindorama
farenoso) — i hae 26 31,0 58 032 53 12 1,6 682 842 81,00
sodiam
Ribeirao Diuron 23 38,0 5,1 0,19 4,6 1,5 4,0 629 10,29 61,13
Preto
argiloso
{ ) Pyrithiobac- 18 36,0 53 0,16 6,7 1.6 4,0 846 12,46 67,90
sodivm

P-fosforo; K*-potassio; Ca*2- célcio; Mgr-magnésio; H*Al*3- acidez total; SB- soma
de bases; CTC- capacidade de troca de cations; V- saturacao de bases.

O solo adubado foi colocado em vasos, irrigado e semeadas dez
sementes de algodao Gossipium hirsuntum (variedade IAC 23) em cada
vaso. Oito dias apds a germinacéo, foi feito o desbaste permanecendo trés

plantas por vaso.

Nesse experimento, foram avaliados os efeitos dos herbicidas
diuron e pyrithiobac-sodium sobre a populagio de microrganismos
presentes em tais solos. Os produtos foram aplicados com pulverizador
costal a pressao constante de 2 kgf cm? & base de COp, dotado de barra
com quatro bicos do tipo leque. Os herbicidas foram aplicados nas doses

indicadas para a cultura do algodoeiro e em, duas, quatro ¢ oito vezes a
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dosagem recomendada, sendo incluido também, tratamento-testemunha.

Na tabela 3.2 sfo apresentadas as doses aplicadas de cada herbicida.

Tabela 3.2: Doses aplicadas de diuron e pyrithiobac-sodium em
experimento com solo argiloso € arenoso

Herbicida 0 p- 4 2X 4X 8X
Diuron (L hal) 0 24 48 96 19,2
Pyrithiobac-sodium (mL ha-ly ¢ 0,25 0,50 1,0 2,0

O diuron foi aplicado em pré-emergéneia no dia seguinte
asemeadura € o pyrithiobac-sodium, em pés-emergéncia da cultura
algodoeira, quando as plantas apresentaram quatro folhas verdadeiras. Os
vasos foram dispostos em delineamento experimental em blocos ac acaso
com quatro repeticdes e cinco tratamentos para o solo argiloso, e cinco
repeticbes € cinco tratamentos para o© arenoso, sendo cada parcela

constituida por um vaso.

Antes e logo apds a aplicagido dos produtos, bem como
periodicamente, realizaram-se amostragens dos solos. Para o experimento
com diuron, as amostras foram coletadas a cada catorze dias até 135 dias;
para o experimento com o pyrithiobac-sodium, a coleta foi a cada sete dias
até 70 dias.

3.3 ESTUDO COMPORTAMENTAL DOS MICRORGANISMOS
DURANTE O EXPERIMENTO NA CASA DE VEGETACAO

A cada catorze dias para o diuron e sete dias para o pyrithiobac ~
sodium, foram coletados 30 g de solos de cada tratamento, peneirados em
malhas de 2 mm, homogeneizados e colocados em sacos plasticos. Sub-

amostras de 1 g foram retiradas para quantificar a populagie de
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microrganismos presentes no solo e, subamostras de 10 cm?® foram

retiradas para realizar as determinagées de pH.

Para a contagem de microrganismos, 1 g de amostra dos solos,
previamente tratados com herbicidas diuron e pyrithiobac-sodium, foi
adicionado a 9,0 mL de dgua destilada esterilizada. A suspensao de solo foi
submetida & agitagdo de 4,92 x g e apdés uma hora foram realizadas
diluicdes sucessivas {102, 103, 104,10 ), das quais tomadas aliquotas de
100 ul para inoculacdo nos meios de cultivo apropriados para bactérias,
fungos e actinomicetos. No intuito de aumentar a precisdo das contagens,
duas placas por diluigio foram submetidas & inoculagéo. As placas foram
incubadas na posicdo invertida a 30 °C por dois dias para as bactérias,
cinco dias para os fungos e dez dias para os actinomicetos. Apos esses
dias de incubacao foi realizada a contagem dos microrganismos. Os fungos
crescidos nas placas com a maior concentracdo de herbicida, oito vezes a
concentracdo do campe, foram isolados para testes posteriores de
degradacdo. As medidas de pH foram realizadas como descritas abaixo,

segundo método desenvolvido por RALJ et al. (1987).
1- Transferir 10 cm?® de terra para frasco plastico de 80 mL.

2- Adicionar 25 mL de solugido de CaCl; 0,01M e aguardar 15

minutos para o molhamento completo da amostra.

3- Agitar durante cinco minutos em agitador com hélices
individuais
4- Calibrar o aparelho com as solug¢des-tampéo de pH 7,0 e 4,0.

S5- Apds um periodo de 30 minutos, necessario para o equilibrio e
decantacdo da suspens@o, ler sem agitacgdo o pH em CaCl: 0,01M,
tomando-se o cuidado de encostar o bulbo do eletrodo de vidro mno
sedimento; o eletrodo de referéncia deve permanecer no sobreanadante,

porém com a ponta salina imersa.

Os meios utilizados para inocular os microrganismos foram: Plate
Count Agar (PCA)] para bactérias, Batata Dexirose Agar (BDA) mais
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antibidtico tetraciclina para fungos e Meio Agar Mineral com adicéo do
antifungico ciclohexamida LABEDA e SHEARER, {19590} para actinomicetos
descritc na tabela 3.3.

Tabela 3.3: Composicio do Meio Agar Mineral para actinomicetos, pH
final de 7,3 em 1.000 mL de Agua destilada

Composto Concentracéo (g}

KNQO3 1,0
K:HPO4 0,5
MgSO4 0,5
NaCL 0,5
FeSQ0s« 0,01
Agar difco 1,5% 20,0

Microelementos 1,0 mL

Microelementos

CuS04.5H.0 1,0
MnCly.2H20 1,25
ZnS04.7H20 0,24

Os meios citados acima foram esterilizados a 121 °C por 15
minutos e adicionado 1 mL do antibiético tetraciclina (0,1%), previamente
esterilizado em membrana millipore {0,22 yum}, para cada 100 mL de meio
BDA; e 50 ug mL-! do antifiingico ciclohexamida (actidiona 0,1%]) no meio

agar mineral.

Durante o periodo de incubacéo, os fungos isolados de solo foram
transferidos para placas de BDA-Difco para purificacdo dos isolados.
Todas as culturas foram mantidas em tubos inclinados contendo BDA-
Difco e, antes de qualquer teste, reativadas por inoculacido em placas e

incubadas em meio BDA-Difco por cinco dias.
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3.4 TRIAGEM DOS ISOLADOS FﬁN_GICOS DO SOLO COM
POTENCIAL DE DEGRADACAO DOS HERBICIDAS
DIURON E PYRITHIOBAC-SODIUM

Os fungos isolados do solo foram testados quante a sua resisténcia
a aplicagdo de alta dose dos herbicidas diuron (3325 pg mLll) e
pyrithiobac-sodium {217,2 pug mL!). Foram utilizadas placas com o meio
BDA-difco, onde foram feitos quatro pocos com dimensdes iguais, sendo o
herbicida adicionado nos pogos e, no centro da placa foi inoculado o fungo.
Apés a inoculacdo, as placas foram incubadas em estufa a 30 °C por sete
a dez dias. Os resultados do crescimento foram comparados com o

crescimento em placas-controle sem a adigao de herbicida.

3.5 SELECAO DOS FUNGOS LIGNINOLITICOS

Foram também utilizadas 24 linhagens de fungos da classe de
basidiomicetos pertencentes a Colegcdo de Culturas do Laboratério de
Sistematica e Fisiologia Microbiana da Faculdade de Engenharia de
Alimentos, UNICAMP. Utilizaram-se as seguintes linhagens: Pleurotus
ostreatus (POS 98/33, origem Sao Roque), Pleurotus ostreatus (POS 98/37,
origem Sao Paulo), Pleurotus ostreatus { POS 98/36, origem Brasilia) e
Pleurotus sajor — caju {(PSC 94/03), doadas pela area de Biotecnologia e
Microbiologia Agricola da Faculdade de Ciéncias Agrondémicas da
Universidade Estadual Paulista - Campus de Botucatu - SP; Pleurotus
ostreatusroseus Sing. (CCB 016), origem Sao Paulo); Pleurotus sp (CCB
068), origem Mogi das Cruzes; Pleurotus flabellatus (CCB 394}, origem
Ribeirdo Grande; Fleurotus c¢f flabelatus (CCB 396), origem Ribeirao
Grande, Pleurotus sp (CCB 507), origem Ribeirdao Pires; Pleurotus sp (CCB
517), origem Ilha do Cardoso; Pleurotus sp “‘Florida” (CCB 001); Pleurotus
ostreaturoseus (CCB 440), doadas pela Colecdo de Culturas de

Basidiomicetos da Sec@o de Micologia e Liquenologia do Instituto de
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Botanica; Pleurotus sp (origem Tailandia), doada pelo Departamento de
Fitopatologia da Escola de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade
de Sao Paulo ~ Campus de Piracicaba - SP; Pleurotus sp Florida (BPF spj,
Pleurotus sp 016 (BSC 016); Pleurotus sp P1 (BPP1); Pleurotus ostreatus
(BPO); Pleurotus sajor — caju 020 { BPSC 20); Pleurotus sajor — caju 020
(BPSC 020M); Agaricus campestris, shimej (BS); Phanerochaete
chrysosporium ATCC 24725 (BPC); Lentinus edodes (shiitake MP 310j);
(BMSP 310), Lentinus edodes (shiitake MOA) (BSMOA]} e H2 (BH 2j.

3.6 MANUTENCAO DAS LINHAGENS

As linhagens foram conservadas em camara fria a 16 °C, em tubos

inclinados contendo meio batata-dextrose- agar (BDA -~ difco).

As linhagens foram reativadas em placa de Petri com meio BDA,
incubadas durante sete dias em estufa a 30 °C, obtendo-se dessa maneira

o maximo crescimento micelial.

3.7 SELECAO DAS LINHAGENS EM MEIO SGLIDO

Para a selecao das melhores linhagens da classe de Basidiomicetos,
realizou-se teste de crescimento e resisténcia com niveis crescentes de
concentracdoes dos herbicidas. Nesse experimento foram utilizados os
herbicidas comerciais Diuron 500 SC e pyrithiobac-sodium (Staple
280CS), no meio base de sais com a adi¢cdo de 1,5% de agar, como mostra
a tabela 3.4.

O pH do meio foi ajustado para 5,0, sendo esterilizado a 121 °C por
15 minutos. Apés a esterilizagio, adicionou-se 1,0 mL da vitamina tiamina

a 0,1% para cada 1.000 ml de meio-base.

Nos tubos com 20 ml do meioc ligquido base, adicionaram-se
diferentes concentragdées dos herbicidas. Para ¢ diurcon, com dosagem

comercial de 2,4 L hai, utilizaram concentracbes de 33,25 pg mL-?
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(corresponde a 1X a dose de campo), 332,5 ug mL-! (10X) e 3.325 pg mL-?
(100X) e para o pyrithiobac-sodium, cuja dosagem comercial foi de 250 mL
hal utilizaram-se as concentragdes de 2,17 pg mb-! (corresponde a 1X a

dose de campo), 21,72 yg mL-* (10X) € 217,2 ug mL-1 (100X).

Tabela 3.4: Composicdo do meio liquido base em 1.000 mL de agua

destilada
Composiciao Concentracio {g)
{(NH4)}oHPO4 0,5
KH2PO4 0,8
KoHPO4 0,3
MgS04.7H0 0,004
MnSO4 0,005
CaCl; 2H>0 0,055

Extrato de levedura 0,2

Os meios com as diferentes concentracoes dos herbicidas foram
vertidos em placas de Petri e, apds solidificagdo, cortados em quadrados de

1,0 cm x 1,0 cm.

Foramn preparadas, também, placas contendo somente o meio BDA,
inoculando-se no centro, os fungos e nas extremidades, colocando-se trés
guadrados retirados das placas contendo meio BDA e o herbicida (1,0 cm x
1,0 cm), eqidistantes sobre a superficie. As placas foram colocadas em
estufa a 30 °C, sendo avaliadas diariamente durante sete dias. Foram

utilizadas placas-controle sem adi¢édo do herbicida para cada linhagem:.

Para a classificacao dos microrganismos resistentes aos herbicidas,
foi necessario que néo se observasse o desenvolvimento de zonas de

inibicio em volta dos quadrados.

Apés a padronizacdo, todas as linhagens de basidiomicetos foram

testadas quante a sua resisténcia de crescimento em relagdo aos
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herbicidas diuron e pyrithiobac-sodium. As linhagens que apresentaram

zona de inibicdo forarn descartadas.

3.8 EXPERIMENTOS DE  BIODEGRADABILIDADE DO
DIURON E PYRITHIOBAC-SODIUM

3.8.1 Microrganismos selecionados

Os fungos utilizados neste experimento resultaram da selegdo
realizada com os Basidiomicetos da colecao de cultura do Laboratério de
Sisteméatica e Fisiologia Microbiana da UNICAMP, e isolados de solo.
Foram avaliados cinco Basidiomicetos: Pleurotus sp (CCB 507); Agaricus
campesiris; Phanerochaete chrysosporium; Pleurotus sp {CCB 068 e
Pleurotus sp (016); e oito fungos isolados de solo: DP24e, DP240, DRP02n,
DRPO2Ze, SPl6a, SRP17g, SRP17c¢, SRP20e, quanto a capacidade de
produzirem enzimas do sistema ligninolitico utilizando-se os herbicidas
diuron e pyrithiobac-sodium como substratos. Esses fungos foram
testados também quanto a degradacédo produzida. Selecionaram-se os
fungos com maior capacidade de produzir enzimas ligninoliticas e

degradar os respectivos herbicidas.

Os fungos foram mantidos em camara fria a 16 °C, em tubos
inclinados contendo agar-batata-dextrose (BDA-Difco}. O crescimento dos
fungos foi acompanhado em placas de Petri com BDA e mantidos em
estufa a 30 °C, pelo periodo de oito a dez dias, quando atingiu o méaximo

crescimento micelial.

Obteve-se o mnoculo das placas de Petri com meio BDA, onde o agar
contendo o micélio foi quadriculado 1,0 cmx 1,0 cmou 5 (1,0 cm x 1,0
cm), retirado das placas e inoculade em meio liguido CLEMENTE (2001). O
crescimento foi realizado em Erlenmeyers de 125 ml contendo 50 mL de
meio liquido base (como descrito na tabela 3.4). O pH do meio foi ajustado

com acido cloridrico (0,1 mol L-!) para 5,0.
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Os fungos foram incubados sob condigio estacionéaria em estufa a
30 °C por um pericdo de trés dias. No terceirc dia de crescimento,
adicionaram-se o0s herbicidas diuron e pyrithiobac-sodium, nas
concentracoes de 25 pug mL1 ¢ 10 ug ml-! respectivamente. Apoés a adicdo
dos herbicidas, as amostras foram coletadas com 3, 7, 10 e 14 dias de
crescimento e, imediatamente apds a coleta, fez-se a leitura do pH. As
amostras foram centrifugadas a 31.483 xg, a 4 °C por 15 minutos. Os
sobrenadantes foram coletados, reservados em frascos € mantidos em
freezer para posteriores analises enzimaticas e de degradacdo. Os
experimentos foram realizados em duplicatas e frascos sem inéculo,

utilizados como controle abigtico.

3.8.2 Preparo das solugcdes-estoque

As solugdes-estoque dos herbicidas foram preparadas segundo o
método de SILVA et al. (2000} que consta:
- Separar o material necessario, escolhendo o baldo
volumeétrico adequado;
- Limpar a vidraria, verificar a solubilidade do soluto no
solvente desejado;
- Calcular a massa de soluto necessaria, verificando a

pureza do soluto;

- Pesar a massa de soluto real (mi ) em uma funil de
pesagem, utilizando espatula de inox para transferéncia

do soluto, em balanc¢a analitica devidamente calibrada;

- Colocar o funil de pesagem sobre o balao volumétrico,

tomando cuidado para que nao haja perda de material;

- Gotejar o solvente da solucéo com pipeta Pasteur sobre
o soluto no pesa-filtro, de modo que o soluto seja

totalmente transferido para o baldo volumétrico;
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C=m/V
em que:
C= concentracdo em ug.mkl-1;
m: = massa do soluto em mg;
V = volume da solucédo em mL

Calculo da massa real de soluto:
m: = m*100/%pureza
m: = massa do scluto real;
m; = massa do soluto ideal;
% pureza = pureza do soluto em porcentagem.

- Agitar para que ¢ soluto seja disseolvido. Completar o
volume até o menisco do baldo volumétrico. Tampar e

agitar novamente para homogeneizacéo da solugao;

- As solugoes para a curva de calibracio serdo preparadas

a partir de diluigdes da solucgio-estoque.

3.9 DETERMINACAO DAS ENZIMAS LIGNINOLITICAS

O calculo para a quantificacdo da atividade enzimatica de

ligninases foi realizado de acorde com a equacéo apresentada abaixo.

[(A/<)/ (Rxt)]x10° = U/L.min

em que:
A =absorbancia (A Abs}

e =coeficiente de absorcdo molar

R =quantidade de caldo enzimatico (mlL)

{t} = tempo de reacdo em minutos.

IT = 11nidades
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3.9.1 Lignina Peroxidase (LiP) (E.C.1.11.1.7)

Essa atividade foi determinada segundo TIEN e KIRK (1983}, pela
oxidacédo do alcool veratril. A mistura da reacgdo foi composta de 0,6 mL do
sobrenadante; 0,2 mL de peréxido de hidrogénio (H202) 2,0 mmol L-1; 0,2
mL de alcool veratril 2,0 mmol L-! em tampao tartarato de sédic 0,4 mol L1
(pH 3,0).

Iniciou-se a reacao pela adicao de (H20:} e o aparecimento do
aldeido veratril (£z10= 9.300M1cm 1}, determinado lendo-se a absorbancia a

310 nm. Essa atividade foi expressa em U L-! min-!.

3.9.2 Manganés Peroxidase (MnP) (E.C.1.11.1.13)

Essa atividade foi guantificada segundo KUWAHARA et al. (1984],
através da oxidagdo do vermelho de fenol {{s10= 4.460M-icm-!), na
presenca de manganés e peroxido de hidrogénio (H202). A mistura da
reacio foi composta de 0,5 mL do sobrenadante; 0,1 ml de lactato de
sodio 0,25 mol L-}; 0,05 mlL de MnSO4 2,0 mmol L-!; 0,2 mL de albumina
bovina 0,5%; 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%; 0,05 de H202 em tampéo
succinato de sodic 0,2 mol L1 (pH 4,5).

A mistura foi incubada a 30 °C por 5 minutos e a reacgao,
interrompida pela adigao de 0,04 mL de NaQOH 2,0 N. A absorbancia foi

lida em 610 nm e essa atividade expressa em U L-! minL.

3.9.3 Lacase (E.C.1.10.3.2)

Para se determinar essa atividade utilizou-se siringaldazine como
substrato enzimatico. A mistura foi composta de 0,6 mL de sobrenadante;
0,2 mL de tampédo citrato-fosfato 0,05 mol Lt (pH 5,0); 0,1 mL de
siringaldazine (0,1% em etanol); 0,1 mL de agua destilada (SZKLARZ et al.,
1989 — modificada).
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A oxidacdo da siringaldazine (Es2s= 65.000M-lcm?) até sua forma

quinona foi acompanhada durante dez minutos a 525 nm. A atividade foi

expressa em U L-! min-?.

3.9.4 Peroxidase (E.C.1.11.1.7.}

Essa atividade foi determinada da mesma forma que a lacase,
exceto pela introdugao de 0,1 mL de Hz0. exdgeno no meio da reacao no
lugar da égua destilada. Foi também utilizado como substrato
siringaldazine (SZKLARZ et al., 1989 - modificadaj. A atividade foi expressa

em U Lt mint.

Foram realizadas, durante ¢ estude da biodegradacaoc dos
herbicidas diuron e pyrithiobac-sodium, determinacoes em duplicata da

atividade das enzimas ligninoliticas.

3.10 ANALISE DA DEGRADACAO DOS HERBICIDAS DIURON
E PYRITHIOBAC-SODIUM POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE})

As determinagbes de degradacdo foram realizadas com os
sobrenadantes das amostras coletadas com 3, 7, 10, e 14 dias de
crescimento. Para quantificar a degradacéo dos herbicidas presentes nos

sobrenadantes das culturas, realizou-se a analise cromatografica.

A fim de determinar a degradacdo por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), em um cromatoégrafo da marca WATERS, utilizou-se
coluna com fase reversa Cig Varian, detector UV visivel 486. O volume
injetado foi de 10 pl, e utilizou-se um sistema isocratico de solventes
como fase mével, constituido de metanol/agua na proporcac 70/30 (v/v)
para o diuron, na vazao de 0,7 mL min-! (ESPOSITO et al, 1998); utilizou-
se para o pyrithiobac-sodium acetonitrila/tampac fosfato de potassio

43/57 {v/v} 30 mM, pH 3,0, na vazéo de 0,8 mL min! em temperatura de
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40 °C (SUMPTER e PETERSON, 1994}. O comprimento de onda utilizado

foi de 254 nm para ambos os herbicidas.

Para ¢ calculo da porcentagem de degradacdo, utilizou-se a curva
de calibracdo, que compara a area da substancia a ser quantificada na
amostra com as areas obtidas dessa mesma substancia em solugdes-
padrao de concentracbes conhecidas. Varias solucdes da substancia a ser
quantificada foram preparadas em concentragdes crescentes; obtendo-se o
cromatograma correspondente a cada uma delas; em um grafico e

relacionando as areas obtidas com as concentracdes (BONATO, 1997).

As curvas de calibragac foram obtidas com solugdes-padrac de

diuron e pyrithiobac-sodium.
» Diuron
Para realizar as curvas foram utilizados duplicatas das

concentragbes: 5 ug mL-!, 20 uyg mL-}, 30 pg ml-! e 40 pg ml-1,

que foram obtidas para cada determinacio analitica.
e Pyrithiobac-sodium

A curva de calibracdo para esse compostc foi obtida,
também, utilizando duplicatas das concentragdes: 2 pg mlL-1, 10
ug mL3, 15 ug mL* e 25 pug mL-!, que foram obtidas para cada

determinacéo analitica.

3.11 DEGRADACAO DO DIURON E PYRITHIOBAC-SODIUM
UTILIZANDO OS INOCULOS SELECIONADOS

As linhagens Pleurotus sp (CCBO068), Pleurotus sp (BCCB507),
SRP17c e Agaricus campestris foram submetidas ac teste de porcentagem
de degradacéo e formagao de biomassa flingica, utilizando concentracgdes

mais elevadas dos dois herbicidas.
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O crescimento foi realizado em Erlenmeyers de 125 ml contendo 50
mL de meio liquido base {como descrito na tabela 3.4). O pH do meio foi

ajustado com acido cloridrico (0,1 mol 11} para 5,0.

Os herbicidas foram adicionados no 3.° dia de cultivo nas
concentracgoes de 25 pg mL-! e 35 ug ml-! para o diuron ¢ 10 ug mL? e 20
ug mL! para o pyrithiobac-sodium. As amostras foram retiradas em
intervalos de trés dias até o 15.° dia e, depois a cada cinco dias,

totalizando um periodo de 30 dias de cultivo.

3.12 DETERMINACAO DA FORMACAO DE BIOMASSA
FUNGICA

A formacéo de biomassa foi monitorada mediante a determinacéo
do aumento da proteina micelial, conforme descrito por MESSNER e
KUBICEK {1991). As culturas foram incubadas conforme descrito no item
3.11, sendo o tempo zero correspondente aos frascos coletados,

imediatamente apds a adi¢io de cada herbicida.

Dessa maneira, o micélio foi lavado com agua e centrifugado a
35.541 xg a uma temperatura de 4 °C por 15 minutos, sendo a agua de
lavagem descartada e adicionados 5 mL de NaOH (0,1 mol L1,

homogeneizando a massa flingica em sonicador a 4 °C por cinco minutos.

Apbés esse procedimento, a suspensio foi centrifugada em
Eppendorf ¢ a proteina, determinada adicionando-se 800 pL do
sobrenadante ¢ 200 ul do reagente do kit Bio-Rad; apds periodo de 15
minutos, realizou-se a leitura da absorbancia a 5953 nm em
espectrofotéometro UV (Shimadzu).

O teste de proteina Bio-Rad, realizado com base no método de
BRADFORD (1976}, ¢ um procedimento simples ¢ seguro para determinar

a concentracédo de proteina solubilizada. Baseia-se na mudanca de cor do
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corante acido “Comassie Brilliant Blue”, adicionado & solugéo de proteina,

e subseqgtiente leitura a 595 nm em espectrofotometro.

Comparandoe-se o resultade das amostras com uma curva-padrio
obteve-se a concentrac@o de proteina existente. Relacionando a
concentracac de proteina {mg} com o volume inicial de amostra {(mL)}
determinou-se a biomassa fingica. Foram descontados do controle os

resultados das amostras. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.13 IDENTIFICACAQ DO ISOLADO DE SOLO SRP17C

A identificacdo da linhagem SRP17c¢ foi feita utilizando a técnica do
microcultivo de RIDDEL (1950), que consiste em crescer o fungo em um
meio de cultivo em que ja esteja adaptado; nesse caso, foi utilizado meio

BDA (Batata Dextrose Agar), sob laminulas de vidro.

Apds crescimento, essa laminula foi retirada vagarosamente para
que nac houvesse destruicéo das organelas e estruturas de reproducédo do
fungo. A laminula foi colocada cuidadosamente sobre uma gota de
lactofenol azul de algoddo e depositada em uma lamina de microscépio; a

seguir, foram observadas as estruturas do fungo ao microscépio de luz.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 EFEITO DE DOSES DO HERBICIDA DIURON E
PYTHIOBAC-SODIUM NA BIOTA DO SOLO

O objetive dos experimentos desenvolvidos em casa de vegetacao
do Centro Avancado de Pesquisa Tecnologica dos Agronegocios de Graos e
Fibras do Instituto Agrondémico {IAC) em Campinas, foi verificar a
influéncia das diferentes doses dos herbicidas na populagio microbiana
existente no solo e isolar os fungos de solos que néo sofreram inibicéo de
crescimento quando receberam a mais alta dosagem dos herbicidas diuron

e pyrithiobac-sodium.

4.1.1 EFEITO DAS DOSES DE DIURON APLICADOS NO SOLO
ARENOSO E ARGILOSO

As figuras 4.1 e 4.2 mostram os experimentos na casa de
vegetacdo, onde foi plantada a variedade de algodao IAC 23, utilizando solo
argiloso e arenoso, respectivamente, com a aplicagio de diferentes doses

do herbicida diuron.

No solo arenoso (Figura 4.1), as plantas que receberam a maior
dose de diuron (8x) morreram, o que nao ocorreu no solo argiloso {Figura
4.2}, onde as plantas néo morreram com nenhuma das doses aplicadas.
Esse fato pode ter ocorrido devido a biodisponibilidade do herbicida no
solo arenoso ser maior do que no argiloso, visto que o solo argilosc possui
cargas que retém mais o herbicida no solo. O solo arenoso, possuindo
menor quantidade de cargas, permite que o herbicida fique mais livre na
solucao do solo, facilitando a lixiviacaoc e a absorcéo do herbicida pelas

plantas, tornando as plantas néo-alvo mais suscetiveis ao produto.
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Figura 4.1: Crescimento de algoddo (IAC 23), plantado em solo arenoso
com diferentes doses de diuron.

Figura 4.2: Crescimento de algodao {IAC 23), plantado em solo argiloso
com diferentes doses de diuron.

As figuras 4.3 e 4.4 representam a variacdo do pH para o solo
argiloso (5,60 a 7,38), e para o arenoso (5,87 a 7,96} ao longo do tempo.
Apés aplicacao do herbicida para quaisquer das doses de diuron
utilizadas, tanto no solo argiloso como no arenoso, o pH tornou-se mais

alcalino com o tempo.
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Figura 4.3: Variagao do pH, em selo argiloso com aplicacéo de diuron, em
func¢éo do tempo.
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Figura 4.4: Variacéo do pH, em solo arenoso com aplicagao de diuron em
funcao do tempo.

A contagem de células bacterianas viaveis, em solos argiloso €
arenoso apos a aplicagdo de diuron, realizada durante 135 dias em

intervalos de 15 dias, esta representada nas figuras 4.5 e 4.6.

Mediante contagem de células bacterianas viaveis em solo argiloso,
ocorreu queda da populacéo de 107-10¢ ufc g!, para o controle ¢ a dose X
até 60 dias. Nas outras doses, 2x, 4x e 8%, a populacio diminuiu de 10%-
106 ufc g1. Aos 75 dias a populacio aumentou para 102 ufc g't de solo em

todas as doses aplicadas; esse aumento pode ter ocorride, provavelmente,
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devido & maior quantidade de adgua colocada nos vasos. Apds esse dia a

populacéo voltou a diminuir ficando no fim do experimento em 107ufc gl.
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Figura 4.5: Variagéo no nuimero de bactérias em solo argiloso contendo
diuron.
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Figura 4.6: Variacdo no numero de bactérias em solo arenoso contendo
diuron.

Para o solo arenoso, observou-se queda na populacdo de 107-108
ufc g?! até 60 dias. Aos 75 dias, ocorreu aumento da populagao de
bactérias para 10% ufc gl em todas as doses aplicadas. Esse aumento
também pode ter ocorrido devido a maior quantidade de agua colocada nos
vasos. Apos esse dia até o fim do experimento, houve reducao da
populacao em torno de 10° ufc g-! em todas as doses de diuron que foram

aplicadas, exceto a do controle que revelou reducéo de 107 ufe g1,
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SUMPONGOG et al. {2003), estudando o efeito do diuron em bactérias
aguaticas provenientes de aguas residuais, em escala piloto, realizou
contagem de bactéria total, bactéria cultivavel ¢ Aeromonas spp . Apbs a
contaminacdo com diuron as bactérias totais, bactéria cultivavel e
Aeromonas spp aumentaram por duas semanas, voltando em seguida aos
valores inicias. Esse fatc pode ter sido causado pelo aumento da

concentracio das fontes de carbono na planta-piloto.

A contagem das populacdes de fungos para os dois solos estdo
representadas nas figuras 4.7 e 4.8. Para o solo argiloso, o controle variou
entre 10% e 10° ufc g! até 60 dias; aos 75 dias, a populagéo aumentou
para 105 ufc g! mostrando redugéo para 104 ufc g! até o fim do
experimento. Na dose x a variagao foi entre 107 e 103 ufc g1 até 45 dias;
aos 60 dias, aumentou para 10% ufc g! e aos 75 dias para 105 ufc g1, Apds
esse periodo manteve-se em 10% ufc g1 até o fim. Na dose 2x o experimento
iniciou-se com populacao de 105 ufc g1, a partir do 15.° dia a populacio
variou de 10° a 10% ufc g1, e apds os 75 dias, variou entre 10° e 10* ufc g!
até o fim do experimento. Na dose 4x a contagem iniciou em 10° ufc g}, a
partir do 15.0 dia, comegou a variar na faixa de 103 a 10% ufc g'! até o fim
do experimento. Na dose 8x a populacdo de fungos variou entre 105, 10% e

108 ufc g durante todo o experimento.

Para o solo arenoso, o controle iniciou com uma populacdo de
fungos de 107 ufc g e, a partir do 15.0 dia, comegou a variar entre 102 e
10% ufc g1 até o fim do experimento. Na dose x a contagem iniciou em 107
ufe g1, a partir do 15.° dia variou entre 103 e 10% ufc gt até 60 dias; aos
75 dias, aumentou para 10% ufc g, voltando aos 90 dias a variar entre
10% e 10% ufc g1 até o fim. Na dose 2x ocorreu variacao entre 10% e 10* ufc
g1 durante todo o experimento. Na dose 4x a populagdo de fungos iniciou
com contagem de 10° ufc g até o 15.0 dia; a partir do 30.° dia comecou a
variar entre 10° a 10* ufc g! até o fim do experimento. Na dose 8x a
contagem iniciou-se com 10° ufc g'! caindo para 105ufc gl no 15.%dia e, a

partir do 30.0 dia, houve variacdo entre 10° e 10*ufc g até o fim.
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Figura 4.7: Variacio da populacao de fungos em solo argiloso contendo
diferentes doses de diuron.
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Figura 4.8: Variacdo da populacdo de fungos em solo arenoso contendo
diferentes doses de diuron.

A contagem de actinomicetos viaveis em solo argiloso e arenoso
estéo representados nas figuras 4.9 e 4.10. No solo argiloso, a populacio
variou entre 10° ufc gl e 107 ufc g! em todas as doses de diuron aplicadas,
exceto a contagem aos 75 dias quando ocorreu aumento de 10% ufc g!

para todas as doses de aplicadas.

Para o solo arencso, o controle iniciou com uma populagao de 108

ufc g, a partir do 15.° dia comecgou a variar entre 10% ufc gt e 10° ufc gt
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até 60 dias. Aos 75 dias a populagado aumentou de 108 ufc g! voltando a

variar entre 10¢ufc g-le 107 ufc gt até o fim.
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Figura 4.9: Variacdo no numero de actinomicetos em solo argiloso
contendo diuron.
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Figura 4.10: Variacao no numero de actinomicetos em solo arenoso
contendo diuron.

Na dose X, a populacdo manteve-se em 106 ufc g-!' do inicio até 30
dias. Aos 45 dias caiu para 10° ufc g! voltando aos 60 dias a variar entre
106 ufc g'ta 107 ufc g! até o fim. Nas doses 2x e 8x, ocorreu variagdo entre
106 ufc gl a 107 ufc g em todos os dias, com excegao da coleta aos 75 dias
quando ocorreu um aumento de 10% ufc g'l. Na dose 4x a populacgéo variou
entre 106 ufc g'! e 107 ufc g, exceto aos 45 dias, quando a populagéo

esteve na ordem de 10° ufc gt. O aumento da populagéo de actinomicetos
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aos 75 dias em ambos os solos, semelhante ao ocorrido com a populacao
de bactérias, também pode ter sido conseqliéncia de maior quantidade de

agua colocada nos vasos.

4.1.2 EFEITO DAS DOSES DE PYRITHIOBAS-SODIUM
APLICADOS NO SOLO ARENOSO E ARGILOSO.

As figuras 4.11 e 4.12 mostram o experimento na casa de
vegetacdo, onde foi aplicado o herbicida pyrithiobac-sodium com diferentes
dosagens, em solo argiloso e arenosc e utilizando a variedade de algodao
IAC-23. Diferentemente do que ocorreu quando a dose mais elevada de
diuron foi aplicada no solo arenoso, ou seja, a morte de todas as plantas,
para o pyrithiobac-sodium as plantas ndo morreram, o que pode estar
relacionado ao fato de pyrithiobac-sodium ser um herbicida mais seletivo

para o algodao.

Figura 4.11: Crescimento de algodao (IAC 23) plantado em solo arenoso
com diferentes dosagens de pyrithiobac-sodium.
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Figura 4.12: Crescimento de algodao (IAC 23) plantado em solo argiloso com
diferentes dosagens de pyrithiobac-sodium.

As figuras 4.13 e 4.14 representam os resultados das
determinacoes de pH para o solo argiloso (5,66 a 7,20}, e para o solo
arenoso (6,74 a 7,82). Em ambos os solos, o pH tornou-se mais alcalino
com o passar do tempo nas diferentes concentracées de pyrithiobac-

sodium.

3 T T T T : T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70

Dias

e Conitrole —Bee X i 2K i 4K condBm 8K

Figura 4.13: Variacao do pH, em solo argiloso, com aplicacdo de
pyrithiobac-sodium, em vista das diferentes épocas de
amostragens.
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As medidas de pH tem o objetivo técnico de acompanhar a evolucao

da fertilidade do solo (RAIJ et al., 1996).

6,0 T T T T T T T T R E—

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Dias

———Controle —BeX it 2X cpyrm 4X B 8X

Figura 4.14: Variacao do pH, em solo arenoso, com aplicacdo de
pyrithiobac-sodium, em vista das diferentes épocas de
amostragens.

A contagem de células bacterianas viaveis em solos argiloso e
arenoso, apos a aplicacao de pyrithiobac-sodium realizada durante 70 dias

em intervalos de 7 dias, esta representada nas figuras 4.15 e 4.16.

A quantidade de células bacterianas viaveis em solo argiloso variou
entre 10° e 107 ufc g'! durante todo o experimento, exceto as doses x no 1.0
dia de experimento, 4x no 7.0 dia e 8k no 1.9 e 7.° dias que ficaram na

ordem de 108 ufc g1.

Para o solo arenoso, a variacao da contagem bacteriana ocorreu

entre 10°% e 107 ufc g'! de solo, para todas as doses utilizadas.
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1.00E+09 -

1,00E408

1,00E+407

wkcdg de solo

1,00E+406

Dias
FControle X 2X 124X @8X

Figura 4.15: Variacdo no numero de bactérias em solo argiloso contendo
pyrithiobac-sodium.

1,00E+08 -

1,00E+07 4

ufelg de solo

1,00B406

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70

Dias

B Controle 71X 112X 14X 28X

Figura 4.16: Variacdo no nimero de bactérias em solo arenoso contendo
pyrithiobac-sodium.

A contagem da populacido de fungos para os dois solos estao
representadas nas figuras 4.17 e 4.18. Para o solo argiloso (Figura 4.17),
ocorreu variacao de 10% a 10% ufc g! de solo, no controle, nas doses 2x e
4x, exceto o controle aos 35 dias, quando a populacdo aumentou para 10°
ufc g'l. Nas doses x e 8x, a populacdo manteve-se na ordem de 10% ufc gt
de solo. A dose 2x, no 56.° dia, aumentou a populacido na ordem de 10°

ufc g'! de solo.
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Para o solo arenoso (Figura 4.18), a populacao de fungos variou na
ordem de 10% a 10% ufc g! de solo em todas as diferentes doses de

pyrithiobac-sodium aplicadas.

1,00E+07 -
1,00E+06 -
1,00E+405

1,00E+404

yhedg de solo

1,00E+403

1,00E402

Dias
Bcontrole X 2X 84X 818X

Figura 4.17: Variacao no numero de fungos em solo argiloso contendo
pyrithiobac-sodium.

LOOEA07 -
1,00E+06

1,00E+05

ubelg de solo

1,00E404

1,00E-03

Dias
Econirole X 22X 04X B 8X

Figura 4.18: Variacao no numero de fungos em solo arenoso contendo
pyrithiobac-sodium.

O levantamento das populac¢oes de actinomicetos, em solo argiloso
e arenoso, apos a aplicacao de pyrithiobac-sodium, é mostrado nas figuras

4.19 e 4.20 respectivamente.

A contagem das populacgdes de actinimicetos para os dois solos
variou na ordem de 106 a 107 ufc g! de solo, exceto a dose 2x do solo
argiloso (Figura 4.19) a populacédo permaneceu na ordem de 107 ufc g'! de

solo durante todo o experimento. A dose x do solo argiloso, no 7° dia,
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revelou aumento da populacio 108 ufc g! de solo; a testemunha mostrou o

mesmo aumento aos 35 dias de experimento.
1,00E+09 -

1,00E408

ufetg de solo

1,00E+07 -

1,00E406

Dias
CControle 3 X 2X 54X 38X

Figura 4.19: Variacdo no numero de actinomicetos em solo argiloso
contendo pyrithiobac-sodium.

1,00E+08 -

1,00E407
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Z Controle O X 72X 04X 88X

Figura 4.20: Variacdo no nUmero de actinomicetos em solo arenoso
contendo pyrithiobac-sodium.
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4.2 ISOLAMENTO DE FUNGOS DE SOLO COM POTENCIAL
PARA A DEGRADACAO DOS HERBICIDAS DIURON E
PYRITHIOBAC-SODIUM

A estratégia de isolamento seletivo empregada no presente estudo
permitiu a obtencédo de 55 isolados de fungos quando se utilizou o

herbicida diuron e 51 isolados com o herbicida pyrithiobac-sodium.

Esses fungos foram isolados do experimento em casa de vegetacao
a partir de amostras de solo previamente tratadas com os herbicidas

diuron e pyrithiobac-sodium.

Os fungos isolados foram cultivados em placas de Petri com meio
BDA-Difco, contendo 100x a dose de campo, 3325 ng mLt e 217,2 ng mL-1

dos respectivos herbicidas.

As figuras 4.21 e 4.22 mostram um exemplo do crescimento dos
fungos isolados de solo, quando foi utilizado diuron e pyrithiobac-sodium,

respectivamente.

COMTROLE

Figura 4.21: Crescimento do isolado de solo DRP0O2n quando foi utilizado
3.325 png mL-! de diuron.
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Figura 4.22: Crescimento do isolado de solo SRP17¢c quando foi utilizado
217,2 pg mL-! de pyrithiobac-sodium.

As tabelas 4.1 e 4.2 descrevem os resultados do crescimento dos
isolados de solo em meio BDA-Difco com a adi¢cdo dos herbicidas diuron e

pyrithiobac-sodium.

Apods a analise desses resultados, dos 55 isolados de solo testados
com diuron e dos 51 com pyrithiobac-sodium, um apresentou crescimento
otimo e trés mostraram crescimento muito bom com diuron; sete

apresentaram crescimento 6timo com pyrithiobac-sodium.

Os fungos testados com diuron que apresentaram crescimento
o6timo e muito bom foram: DP24e DRP02n, DP240 e DRP02e, e os testados
com pyrithiobac-sodium foram: SP21b, SP20b, SRP20e, SP16a, SRP17g,
SRP17c, SP17c. Esses fungos foram selecionados para a continuacao dos

experimentos.

Os quatros fungos selecionados do meio contendo diuron foram
submetidos a teste de resisténcia utilizando pyrithiobac-sodium; os sete
selecionados do meio contendo pyrithiobac-sodium foram também
submetidos a teste de resisténcia usando diuron. O teste realizado foi
semelhante ao anterior, sendo utilizadas as doses de 3.325 pg mL! para o
diuron e 217,2 pg ml! para o pyrithiobac-sodium. Com esse teste

selecionaram-se os isolados mais resistentes aos dois herbicidas (Tabela
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4.3), para serem utilizados posteriormente em novos experimentos. Os
resultados revelaram que dos sete fungos crescidos no meio contendo
diuron, quatro apresentaram crescimento Otimo, bem como os quatro

crescidos em pyrithobac-sodium.

Com esse resultado, foram selecionados oite fungos isolados de solo
para a continuacdo dos experimentos. OUs fungos selecionados foram:
SRP20e, SP16a, SRP17g, SRP17c, DRP02n, DP240o, DRP0Z2e e DP24e.

Tabela 4.1: Fungos isolados de solos tratados com diuron

Diuron Diuron
Fungos 3.325 g mL! Fungos 3325 pg ml!

DP22j + /- DRPO1b +7 -
DRPO3i +/ - DP25a +
DP231 + [ - DRP21c +
DRPO2s + /- DP22i + [/ -
DRP03j + /- DP24c +
DpP221 + [ - DP23c + +
DP23n + + DP251 +
DP231 + + DP25i + /-
DP23g + /- DRP0O2h + +
DP25g + DP25h ++ +
DPO2h + + DP23k + /-
DRPO2r + /- DP2la + /-
DRP0OZ2n + 4+ + 4+ DRPOf +
DRP0O2j + [ - DRPO2d +
DP23h + DRPO2b +
DP22a + /- DP23a +
DP240 +++ + DRPO2p + /-
DRP0Z2e ++++ DP23f + /-
DRP020 + 4+ + DP25¢ +
DRPO2i + DRP04b +
DRPO2g + DP24b + /-
DRP21d + + DP25d ++ +
DRP0O2m + DRP0O3e +
DP25b ++ DP25f +/ -
DP24e + 4+ + + DRPO4a +
DpP21d + DRP21g + /-
DRPO2f + /- DRP0O2a +/ -
DP22k + /-

Crescimento relativo: 6timo (+++++); muito bom (++++); bom (+++); regular
(++); pobre (+); muito pobre (+/-}; sem crescimento (- ).

63



Resultados e Discusséoe

Tabela 4.2: Fungos isolados de solos tratados com pyrithiobac-sodium

Pyrithiocbac-sodinm Pyrithiobac-sodinm

Fungos Fungos
217.,2 pg mL? 217,2 ng ml-1

SP21a + SRP17c¢ + o+t
SP21d + SRP19d ++
SP20g + /[ - SP16c +
SP20h +/ - SRP16f ++ 4+
SP20c¢ + /- SP17c¢ ++++F
Sp17f + /- SRP17d +
SP20a + /- SRP17f + /-
SP1i9b - SRP18a +
SP21ib 4 F o+ SRFP18b + [ -
SP21c + SRP18d + /-
SRP19c +++ + SRP1%e + +
SRP18d + /- SRP19b +
SRP19b + SRP17a + /-
SRP19d + + SRPl16g -
SRP17e + + SP17e +/-
SRP16b + + 4+ + SRP17e +
SRP20b + SRP16h ++++
SRP17a + + SRPl6e +
SRP16a + + SP17g + /-
SP20b + 4+ 4+ SRP17d + /-
SRP20e ++++ 4+ SP20d + /-
SPil6a ++ ++ + SRP17b + /-
SRP17g + 4+t + SP17d + /-
SP19a + 4+ SP21b + /-
SP17b ++ SRPl6c + /-
SRP18e + +

Crescimento relativo: 6timo (+++++}; muito bom (++++); bom (+++]; regular
{++}; pobre (+); muito pobre {+/-); sem crescimento (- ).
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Tabela 4.3: Selecdo dos isolados de solo mais resistentes aos herbicidas
diuron e pyrithiocbac-sodium

Diuron
Fungos 3.325 ug mL-!
SP21b ++
SP20b +++
SRP20e + o+
SPi6a ++4+++
SRP17g 44+ +
SRP17¢c +4++++
SP17¢c ++
Pyrithiobac-sodium
Fungos ' 217,2pg mLt
DRPO2n + 4+
DP24o ++ 44+
DRPOZe +H+++
DP24e F+ 4+

Crescimento relativo: 6timo (+++++); muito bom (++++); bom {(+++); regular
(++}; pobre (+}; muito pobre {+/-); sem crescimento (- }.

4.3 SELECAO DAS LINHAGENS DOS BASIDIOMICETOS
COM POTENCIAL DE DEGRADACAO DOS HERBICIDAS
DIURON E PYRITHIOBAC-SODIUM

As 24 linhagens de basidiomicetos utilizadas foram submetidas ao
| experimento de resisténcia microbiologica a concentracbes crescentes dos
herbicidas diuron e pyrithiobac-sodium, visando a selegédo das linhagens
mais resistentes, para aplicacdo em experimentos de biodegradacdo. Os

resultados estao apresentados nas tabelas 4.4 e 4.5.
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Tabela 4.4: Crescimento das linhagens de basidiomicetos submetidas a
trés diferentes concentracdes de diuron

Concentracio de Diuron

Linhagens 3325 pg mL™ 332,5 pg mL™ 3.325 yg mL”
Pleurotus 98/33 + -+ +/- -
Pleurotus 98 /36 + + - -
Pleurotus 97 /37 +/- - -
Pleurotus 94/03 +/- +/- -
Pleurotus 001 + +/- -
Pleurotus 016 + o+ + + + 4
Pleurotus sp Pl + - -
Pleurotus Tailandia + - -
Pleurotus florida + - -
Pleurotus sajor-caju + +/- -
Pleurotus 020 +/- - -
Pleurotus sp (CCB 068) + + + + + + + 4+
Pleurotus sp (CCB 394) +/- +/- -
Pleurotus sp (CCB 396) +/- - -
Pleurotus sp (CCB 507) ++ + + + + 4+
Pleurotus sp (CCB 016} +/- - -
Pleurotus sp (CCB 517) - - -
Pleurotus sp (CCB 440) - - -
H2 + +/- +/-
P. chrysosporium + + + + + 4 b 4+ 4+ + +
Ag. campestris + 4+ + + o+ + 4+ +
Shittake MOA +/- +/- -
Shiitake MP310 + +/- _
Shimeji + + - -

Crescimento relativo: étimo (+++++); muito bom (++++); bom (+++); regular
(++); pobre (+); muito pobre {+/-); sem crescimento (- ).
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Tabela 4.5: Crescimento das linhagens de basidiomicetos submetidas a
trés diferentes concentra¢des de pyrithiobac-sodium

Concentracio de Pyrithiobac-sodinum

Linhagens 2,17pg ml-! 21,72pg mLt 217, 2ug mL+?
Pleurotus 98/33 + + +
Pleurotus 98/36 + + + + +
Pleurotus 9737 + + + + 4
Pleurotus 94/03 + + -
Pleurotus 001 + + + + o+
Pleurotus 016 + + + + + + +
Pleurotus sp P1 + 4+ + - + +
Pleurotus tailandia + + + ++
Pleurotus florida + + + + +
Pleurotus sajor-caju + + + -
Pleurotus 020 + + + b+
Pleurotus sp {CCB 068) + 4+ + PRI + 4+
Pleurotus sp (CCB 394) + + -
Pleurotus sp (CCB 396) +/- - +
Pleurotus sp (CCB 507) + 4+ + /- + +
Pleurotus sp (CCB 016) + + +/- -
Pleurotus sp (CCB 517) - - -
Pleurotus sp (CCB 440} - - -

H2 + - -

P. chrysosporium + 4+ + + 4 + 4+ + b+
Ag. campestris + 4+ 4+ ++ + 4+ 4+ 4 + 4+ 4+
Shiitake MOA + + +
Shiitake MP310 + +/- +
Shimeji + + + 4+
Crescimento relativo: abundante (+++++); muito bom (++++); bom (+++};

regular {++); pobre {+}; muito pobre (+/-); sem crescimento (- }.
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Os resultados apresentados nas tabela 4.4 e 4.5 atestam que as
linhagens Pleurotus sp (016), Pleurotus sp (CCB 068), Pleurotus sp (CCB
507), Phanerochaete chrysosporium e Agaricus campestris foram as que
apresentaram os melhores crescimentos nas trés doses de diuron e
pyrithiobac-sodium  utilizadas.  Portanto, essas linhagens que
apresentaram crescimento micelial entre regular e 6timo, foram
selecionadas. Algumas fotos de inibicdo e crescimento referentes a esse

experimento podem ser vistas nas figuras 4.23 e 4.24.

Na figura 4.23 pode-se verificar que a linhagem Pleurotus sp florida
(001) foi inibida, néo conseguindo crescer na presenca de diuron, ou seja,
na placa. Ja a linhagem Pleurotus sp (CCB068) conseguiu crescer sem
dificuldade sobre toda a placa que continha diuron, demonstrando grande

poder de resisténcia perante esse herbicida.

Figura 4.23: Crescimento das linhagens Pleurotus sp florida 001 (sensivel)
e Pleurotus sp (CCBO068) (resistente) quando foi utilizado o
herbicida diuron na concentracéo de 332,5 pug mL-L.
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A linhagem Pleurotus sp (P1), apresentada na figura 4.24, mostrou
inibicao de crescimento e por esse motivo foi descartada. Na mesma figura,
nota-se que Pleurotus sp (CCB068) apresentou sucesso nos ensaios
preliminares de degradacdo de compostos toxicos, nesse caso, o
pyrithiobac-sodium, e por esse motivo mereceu destaque e observacao

mais detalhada.

STAPLE 280C5

Figura 4.24: Crescimento das linhagens Pleurotus sp (P1l) (sensivel) e
Pleurotus sp CCBO068 (resistente) quando foi utilizado o
herbicida pyrithiobac-sodium na concentracao de 21,72 pg
mL-t .

Os ensaios de resisténcia aos herbicidas possibilitaram a selecédo de
cinco linhagens capazes de crescer na presenca de altas concentragées de
diuron e pyrithiobac-sodium in vitro. A utilizacdo de microrganismos em
ensaios de degradacdo de compostos poluentes in vitro ou in situ, requer
que os mesmos apresentem tolerdncia a concentracoes elevadas dos

compostos a serem degradados (SETTE, 2001).

O crescimento dos basidiomicetos na presenca de altas

concentragdes de diuron e pyrithiobac-sodium pode estar relacionado a
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capacidade dessas linhagens em utilizar as moléculas de herbicidas como

fonte de carbono e/ou nitrogénio para crescimento.

Estudos adicionais de degradacdoc e atividade enzimatica foram
realizados com essas linhagens capazes de se desenvolverem na presenca
dos herbicidas diuron e pyrithiocbac-sodium, para verificar a capacidade de

sua degradacao.

Da selecdo feita com as linhagens de Basidiomicetos e os fungos
isolados do bicensaio, foram selecionados 13 para serem utilizados no
experimento de Dbiodegradacdc dos respectivos Therbicidas. Os
microrganismos que se mostraram mais resistentes aos dois compostos em
estudo foram: Pleurotus sp (BCCB 507), Pleurotus sp {CCB 068), Pleurotus
016, Ag. campestris, P. chrysosporium, DP24e, DP240, DP240, DRP02n,
SP16a, SRP17g, SRP17c e SRP20e.

4.4 DIURON COMO FONTE DE CARBONO

Os 13 fungos foram incubados em Meio Liquido Base (Tabela 3.4)
{pg.39), e adicionou-se diuron na concentragiao de 25 pg mL-l, apds trés

dias de crescimento do indcule.

O pH do meio foi determinado no 3.9, 7.9, 10.%¢e 14.9 dias da adicéo
do diuron (Tabela 4.6). Todos os meios apresentaram diminui¢ido no pH,
tornando-se bastante acidos 4 medida que aumentavam os dias de
incubacédo. A Unica excecao foi o P. chrysosporium, que manteve ¢ pH com
pouca variagao (5,70-5,16}. Essa diminuicdo nos valores do pH pode ser
devido ao metabolismo dos fungos, como resultado da degradacéo do

diuron.

Os meios de cultives acidos podem proporcionar a ativacdo das
enzimas ligninoliticas (LiP, MnP, Lacase, Peroxidase), visto que essas
enzimas apresentam boa atuacio em meios dcidos (TIEN e KIRK, 1984;
KUWAHARA et al., 1984; KIRK e FARRELL, 1987; SCKLARZ et al., 1989].
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Tabela 4.6: Valores de pH dos fungos que cresceram utilizando diuron
como fonte de carbono

pH
F‘ungos 3 dias 7 dias 1D dias 14 dias
Controle 5,18 5,02 5,00 5,03

F.sp {(BCCB307, 3 28 2,39 2,80 2,37
Ag.campestris | 4,22 4.43 3,50 2,94
P.crysosporium|{ 5,68 5,70 5,57 5,16
P. sp (CCBO68B)l 3,63 3,76 3,43 3,26
Pleurotus 016 { 2,78 2,31 2,43 2,35

DP24e 4,93 3,76 3,10 2,90
DP240o 3,84 2,95 2,41 2,47
DRPO2n 5,54 4,16 4,49 2,72
DRPO2Ze 4,00 2,33 2,63 2,38
SP16a 4,43 2,77 2,63 2,58
SRP17g 3,36 2,593 3,00 3,05
SRP17c 3,89 4,89 3,93 2,65
SRP20e 5,13 3,44 257 2,72

4.5 DETERMINACAO DAS ENZIMAS LIGNINOLITICAS

A tabela 4.7 descreve os resultados da determinacdo das atividades
enzimaticas de Manganés peroxidase (MnP) e Lignina peroxidase (LiP),
produzidas pelos fungos apés 3, 7, 10 e 14 dias da adicdo do herbicida

diuron como fonte de carbono.

Pode-se verificar que todas as linhagens de basidiomicetos e fungos
isolados de solo apresentaram atividade de MnP no 3.2, 7.0 e 10.0 dias,
destacando-se a linhagem Pleurotus sp {CCB 068], ocorrendo no 10.° dia
alta produgzo dessa enzima (63,94 U L'l min1). No 14.0 dia praticamente
néo se detectou atividade de MnP para a maioria dos fungos, sendo os
Unicos que apresentaram alguma atividade: Ag. campestris {(1,79U L-imin-
1}, P. chrysosporium (2,42 U L1 min'}, SP16a (0,58 U L-! min-l}, SRP17g
(3,59 U L'l min!} e SRP20e (1,93 U L! min'1}.
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Tabela 4.7: Atividade de MnP e LiP dos fungos crescidos em diuron como
fonte de carbono

MnP (U/L.min} LAP {U/L.min)
Fangos Bdiss 7dias 10dias lddias | 3dins T dias 10dias I4 dias
P.sp(BCCBS07) 3.41 3.59 19.46 ND 0.19 0.03 0.12 ND

A .campestris 2.47 785 108 179 | 0.16 0.12 005 ND
P chrysosporiuom | 6.86 475 13.36 242 | 0.05 013 ND ND
P.sp(CCBO6S) | 8.16 6.19 6394 ND | 0.11 068 ND ND

Fleurotus 016 5.96 4.08 2.87 ND .16 ND 0.39 ND
DP24e .33 7.31 6.50 ND ND 0.18 0.22 ND
DP24o 4.30 5.25 5.92 ND ND .12 0.13 ND
DRPO2n 19.01 4.04 17.49 ND 0.17 0.03 ND ND
DRPOZe i2.33 3.18 9.82 ND ND ND 0.21 ND
SP16a 10.58 1.08 6.37 0.58 0.02 ND .17 ND
SRP17g 14.89 1.52 3.77 3.59 ND ND ND ND
SRP17c 11.61 4.89 8.21 ND ND ND 0.16 ND
SRP20e 1202  7.85 1.75 193 011 0.05 0.22 ND

ND: ndo detectado.

Na Tabela 4.7, na qual estdo descritas as atividades de LiP, foi
verificada producéo dessa enzima para a maioria dos fungos aos 3, 7, 10
dias, com excegcado do isolado de solo SRP17g, que nféo a produziu em
nenhum dia. No 14.° dia, nao foi detectada atividade dessa enzima em
nenhum sobrenadante das linhagens. A maior atividade de LiP foi obtida
no 7.0 dia de cultivo para a linhagem Pleurotus sp CCB 068 (0,68 U L1
min-1j.

A lacase, de modo geral, ndo foi produzida, sendo detectados niveis
muito baixos. Essa enzima somente foi produzida pelos isolados de solo
DP24e {0,10 U L! min-!}, DRP0OZ2n (0,07 U Lt min-i}, DRP02e (0,05 U L!
min-1l}, SRP17g (0,02 U L! min} e pela linhagem Pleurotus sp {CCB 068)
em todos os dias de cultivo, alcancando no 10.° dia ¢ maximo de 4,79 U L

min-1,

A produgédo de Peroxidase, apresentada na tabela 4.8, indica a
atividade para todos os fungos, principalmente no 3.2 ¢ 7.0 dias. A
linhagem Pleurotus sp (CCB 068} produziu essa enzima em todos os dias
de cultivo, destacando-se o 3.9 dia, quando se obteve 3,38 U L'} min'! de

atividade.
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Tabela 4.8: Atividade de Peroxidase dos fungos crescidos em diuron como
fonte de carbono

Peroxidase {U/L.min)

Fungos Bdias 7dias 10 dias 14 dias
P.sp(BCCBS507) ND 0.05 ND ND
A. campestris 0.49 ND 0.02 0.17
P. chrysosporium | .30 ND ND ND
P.sp(CCBO0ES) 3.38 1.96 3.35 2.35
Pleurctus 016 0.04 0.08 ND ND
DP24e 0.23 0.16 ND ND
DP24o 0.02 0.03 ND ND
DRPC2n 0.10 0.20 ND ND
DRPO2e 0.18 0.20 ND 0.14
SP16a 6.10 0.07 ND ND
SRP17g 0.09 0.09 ND ND
SRP17c 0.01 0.07 0.01 ND
SRP20e ND 0.03 ND ND

ND: ndo detectado.

L

¢ Degradacdo do Diuron

As amostras de cada linhagem de basidiomicetos e dos fungos

isolados de solo obtiveram a porcentagem de degradacdo avaliada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), descritas na tabela 4.9,

quando se utilizou diuron como fonte de carbono.

Os dados obtidos por CLAE revelam seis fungos: Pleurotus sp
(BCCB 507), Pleurotus sp {CCB068), Pleurotus 016, SRP17g, SRP17c e

SRP20e, que foram capazes de degradar o diuron, acima de 50%. A mais

alta taxa de degradacdo foi registrada para o Pleurotus sp (CCB068)

(85,63%).
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Tabela 4.9: Porcentagem de degradagdc do diuron produzida pelas
linhagens crescidas com uma concentragao inicial de 25 ug

mlL-?
Degradacdo
Fungos 3dias Tdias 10dias 14 dias
%

BCCB507 35,17 64,36 51,30 57,52
Ag.campestris ND ND 12,47 ND
P.chrysosporiumi  ND ND 1,03 4,12
CCBO068 ND 62,69 85,63 71,24
Pleurotus 016 | 53,93 62,06 4440 33,14
DP24e 12,70 35,78 30,53 24,37
DP24o ND 24,38 39,85 22,97
DRPO2n ND ND 0,33 5,62
DRPOZe ND 46,64 36,04 32,57
SP16a ND 16,69 22,30 0,96
SRP17g ND 59,23 69,42 43,01
SRP17c¢ ND 27,38 34,82 71,08
SRP20e ND 30,29 65,95 66,38

A figura 4.25 representa os graficos referentes as atividades

enzimaticas, ao tempo de cultivo € a porcentagem de degradagao das
linhagens Fleurotus sp (BCCBS307), Pleurotus sp (CCB068) e SRP17c,

selecionadas como mals promissoras,

resultados de degradacéo e enzimaticos nos dias analisados.

por apresentarem melhores
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Figura 4.25: Atividades enzimaticas produzidas pelas linhagens Pleurotus
sp (BCCB507), Pleurotus sp (CCB068), SRP17c e porcentagem

de degradacao quando se utilizou diuron como fente de carbono

na concentracao de 25 pg mlL-1.
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As figuras 4.26 e 4.27 representam os cromatogramas do controle e
da linhagem SRP17c, em que se pode observar aumento do pico entre 10
e 11 minutos, com a diminui¢do do pico do diuron, representado entre

11,62 e 11,72 minutos.

O aparecimento desse pico pode ser indicativo da formacao de
metabolito desse composto. Verificou-se também, em todos os

cromatogramas, a formacao de dois picos entre dois e quatro minutos.

ZAHNOW (1987}, estudando método analitico com o uso de
cromatografia liquida para detectar diuron em soja, cenoura e batata,
detectou também, linuron, neburon e trés metabélitos do diuron, (3,4
diclorofenil-N-metilureia {(DCPMU), (3,4-diclorofenil}-uréia (DCPU) e 3,4
dicloroanilina {DCAj. O tempo de retencéo obtido para o diuron e os trés

metabdlitos foram: 13,1; 12,4; 13,35; 18,4 minutos.

0.664

diuron

0.04

AU

0.02-

0.0 -

g T D e SR A 7T 7 R R M B e
2.90 4.00 B.GO 8.00 10.60 12.00 14 .96 18 00 18,00 20 9%
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Figura 4.26: Cromatograma do controle contendo diuron.
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Figura 4.27: Cromatogramas do isolado de solo SRP17c¢ crescido em diuron
em (-} 3 dias, { } 7 dias, (-} 10 dias, () 14 dias.

Na figura 4.28 estdo representados os cromatogramas da linhagem

P. chrysosporium, que apresentou a mais baixa taxa de degradacdo do

diuron (3,88%). Comparando com a linhagem SRP17c, pode-se verificar

gue nio ocorreu a diminuicdo do pico do diuron, bem como formacéo de

outros picos.
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Figura 4.28: Cromatograma da linhagem P.chrysosporium crescida em
diuron em (-} 3 dias, ( ] 7 dias, (-} 10 dias e () 14 dias.

Verificou-se que todos os fungos produziram MnP, LiP e peroxidase;
a enzima predominante, quando se utilizou o herbicida diuron, como fonte
de carbono, foi MnP, produzida em maior quantidade por todos os fungos,
atingindo os valores de 19,01 U L-! min!; 19,46 U L'! min! e 63,94 U L}
min-!; pelo isolado de solo DRP0O2n e as linhagens Pleurotus sp (CCB 507)
Pleurotus sp (CCB 068) respectivamente

Nao se verificou producao de lacase pela maioria dos fungos nos
dias estudados; destacou-se alta producéo de lacase apenas pela linhagem

Pleurotus sp (CCB 068), no 10.%dia de experimento (4,79U L-1 min-!j.

Neste trabalho sobre degradacido do diuron, todos os fungos

estudados conseguiram degradar certa porcentagem desse herbicida.
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ESPOSITO et al. (1998}, estudando enzimas intracelulares e
extracelulares (lacase, peroxidase, Lignina-peroxidase e manganés-
peroxidase), associadas & degradagido do diuron pela linhagem de
actinomiceto CCT 4916, sugerem que a MnP pode ser a unica enzima
responsavel pela oxidacfo da estrutura aromatica do diuron. A MnP que
depende da H20; para sua atividade, catalisa a oxidac¢ic de compostos
aromaticos via oxidacdo de um elétron, seguida por uma série de reagdes
néo enzimaticas, produzindo varios tipos de produtos de degradacio. A
linhagem CCT 4916 que produziu MnP apresentou a mais eficiente
degradacac (37%), sugerindo que essa enzima tenha um papel na
degradagao deste herbicida. Os resultados sugerem que a linhagem CCT
4916 metabolizou o diuron utilizando uma rota metabélica secundaria,
néo diretamente associada com a formacao de compostos necessérios para

o crescimento vegetativo.

Em outros trabalhos, como o de FRATILA-APACHIETEI et al.(1999),
verificou-se atividade de LiP e MnP para uma linhagem de Phanerochaete
chrysosporium BKM-F-1767, com a enzima MnP exibindo maior atividade
(58 U L! min-! no 10.° dia) comparada com a LiP (10 U L-! min-! 11.9 dia).
Foi obtida degradacéo de 75% do diuron por Phanerochaete chrysosporium
BKM-F-1767, sugerindo que existe uma coincidéncia temporal entre o
aumento do crescimento idiofasico, a queda da taxa de nitrogénio, a
producdo de enzima extracelular (MnP) e a degradacéo do diuron. Essa
descoberta também sugere que a degradacéo do diuron envolve o sistema
ligninolitico dos fungos, sendo MnP a enzima dominante. As investigagbes
preliminares deste trabalho demonstraram maior atividade ligninolitica na
presenca de diuron do que na auséncia desse herbicida, indicando possivel

especificidade de substrato dessas enzimas para o diuron.

Tais resultados estdo em concordancia com este trabalho, visto que
a enzima MnP apresentou os maiores valores de atividade,quando

comparadas com as outras enzimas estudadas (LiP, peroxidase e lacase).
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4.6 PYRITHIOBAC-SODIUM COMO FONTE DE CARBONO

Os 13 fungos foram incubados em Meio Liguido Base (Tabela 3.4), e
o pyrithiobac-sodium foi adicionado na concentragio de 10 ug mL-! apéds

trés dias de crescimento do indculo.

O pH do meio foi determinado apéds 3, 7, 10 e 14 dias da adicio do
pyrithiobac-sodium. Os meios apresentaram pH variando em uma faixa
entre 3,03 a 6,19, conforme tabela 4.10. Os fungos Pleurotus sp BCCB
507, Ag.campestris, Pleurotus sp CCBO068, DP240 e DRP02n mostraram
comportamento diferente dos cutros fungos, apresentando acidificacéo do
meio de cultivo. A acidificagéo do meio sugere ocorréncia de degradacio do

composto.

Tabela 4.10: Valores de pH dos fungos que cresceram em pyrithiobac-
sodium como fonte de carbono.

pH
Fungos 3 dias 7dias 10dias 14 dias
Controle 5,12 5,26 5,03 4,95
BCCB507 556 4,10 4,42 5,52

Ag.campestris | 3,50 3,03 3,34 3,72
P.crysosporium| 6,00 5,97 5,93 5,88
P.sp(CCBO68) | 3,45 3,92 4.41 4,90
Pleurotus(016) | 5,78 3,72 5,28 5,44

DP24e 4,93 5,52 564 5,85
DP240 5,00 3,23 3,29 3,44
DRPO2n 4,04 5,53 3,49 5,33
DRP0O2e 5,84 6,05 6,05 6,14
SP16a 5,74 5,80 5,89 5,76
SRP17g 5,93 6,02 6,01 5,97
SRP17c 5,75 3,82 6,12 5,99
SRP20e 5,80 3,94 6,18 6,19
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4.7 PRODUCAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

As atividades das enzimas ligninoliticas, produzidas pelos fungos
apés 3, 7, 10, 14 dias da adigao do pyrithiobac-sodium, estéo descritas
nas tabelas 4.11 ¢ 4.12.

Pode-se constatar que, em meio liquido contendo pyrithibac-
sodium como fonte de carbono, houve maior produgio de manganés-
peroxidase seguida pela producéo de peroxidase, lignina-peroxidase e

lacase .

Observa-se na tabela 4.11 que todas as linhagens de
basidiomicetos e fungos isolados de solo apresentaram atividade de MnP.
As linhagens P.chrysosporium e Pleurotus sp CCB 068 revelaram maior
producdo de MnP no 14.0 dia (34,12 U L! min?! e 96,68 U L'l minl)

respectivamente.

Tabela 4.11: Atividade de MnP e LiP dos fungos crescidos em pyrithiobac
~sodium como fonte de carbono

MnP (U/L.min) LiP (U/L.min)
Fungos 3 dias 7dias 10dias 1ddias | 3 dias 7 dias 10 dias 14 dias
P.sp (BCCBS07)| ND 3,05 ND 6,10 0,08 ND 0,10 0,21
Ag.campestris 0,90 ND 0,58 ND 0,17 0,07 ND ND
P. chrysosporium ND 21,25 14,3% 34,12 033 ND 0,16 ND
CCBO068 0,27 0,72 32,96 06,68 0,04 041 0,27 ND
Pleurotus 016 ND 1,52 ND 4,53 ND 0,05 0,13 ND
DP24e ND ND ND 543 0,02 0,32 ND ND
DP24o ND 7,58 ND 435 Q.01 0,22 ND 0,68
DRPO2n ND 19,64 2,65 2,29 ND 0,04 0,09 ND
DRPOZe 4,53 9,06 ND 2,42 ND 0,07 ND 0,06
SPi6a 0,54 10,90 ND 2,06 ND 0,50 1,94 ND
SRP17g ND 11,03 1,17 ND 0,04 ND ND 0,23
SRP17c ND 8,79 ND ND 0,04 ND ND ND
SRP20e ND 7,49 2,78 ND ND ND ND ND

ND: ndo detectado
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Tabela 4. 12: Atividade de lacase e peroxidase dos fungos crescides em
pyrithiobac-sodium como fonte de carbono

Lacase {U/L.min) Peraridase (U/L.amin}
3 dios 7 e I0dias lddias | 3dias Tdias 10dias I14dias
P.spBXB07 | ND ND ND 1.9 034 0,10 0,01 006
Ag carmpestris N> ND ND ND 007 0,36 ND ND
P drysosporium ND 0,20 ND 0,04 0,46 006 ND ND
P. sp(CCBO68) ND 2,30 1,38 1,45 ND 4% 268 2,49
Fewvtus 016 ND 001 ND ND 041 0,44 ND ND
DP2de .18 0,33 ND 0,15 041 024 ND ND
D240 0,05 0,19 0,03 G10 054 0,4 ND ND
DRPOZ2n 0.01 0,19 .27 0,19 0,56 035 ND ND
DRAOZe 0,10 0,24 0,14 ND 0,98 oo ND ND
SPiGa ND NG ND 0,23 024 0,15 ND ND
SRPI7g 0,06 007 ND 0,32 052 021 ND ND
SRP17c ND 0,08 0,01 0,14 042 0,13 ND ND
SRF20e NI 0,11 0,02 ND 029 0,21 ND ND

ND: nao detectado.

Na tabela 4.11, estdo descritas as atividades de LiP, cujos
resultados revelam que todas as linhagens produziram LiP, exceto, SRP20e
gue nao apresentou essa atividade. Entretanto, as maiores atividades de
LiP foram verificadas nos fungos isolados de solo SP16a (1,94 U L-! min-},
DP240 (0,68 U L1 min'!} e nos basidiomicetos P.chrysosporium (0,33 U L!
min!) e Pleurotus sp CCB 068 (0,41 U Ll min1),

A enzima lacase foi produzida por todos os fungos (Tabela 4.12)
excetuando a linhagem Ag.campestris que nfo a produziu em nenhum dia.
A linhagem Pleurotus sp CCB 068 apresentou a maior atividade de lacase
(2,38 U Ll min-1) no 10.”dia de cultivo.

A producgéao de peroxidase descrita na tabela 4.12 indica atividade
para todos os fungos, no 3.9e 7.9 dias de cultivo. Destacou-se a linhagem
Pleurotus sp CCB 068 {4,396 U L-! min-!) que apresentou elevados indices
dessa enzima, a partir do 7.° dia de cultivo, quando comparada com os

demais fungos estudados.
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<+ Degradacio do pyrithiobac-sodium

As amostras obtidas de cada linhagem de basidiomicetos e dos
fungos isolados de solo obtiveram as porcentagens de degradacio
avaliadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia {(CLAE], como
descritas na tabela 4.13, quando se utilizou pyrithiobac-sodium como

fonte de carbono.

Tabela 4.13: Porcentagem de Degradagio de pyrithiobac-sodium
produzida pelas linhagens apds crescimento na
concentracéo de 10 ug mi-!

Degradacio
Fungos 3 dias 7 dias 10 dias 14 dias
%,
BCCB507 1,61 16,10 0,00 0,00
A.campestris 7,15 21,25 19,07 37,86
P.chrysosporium | 0,00 4,01 0,00 0,00
CCB068 25,36 60,16 61,35 59,63
Pleurotus 016 0,00 0,28 0,00 0,00

Os dados de CLAE atestam que somente a linhagem Pleurotus sp
CCB 068 foi capaz de degradar o pyritithiobac-sodium, acima de 50%.
Juntamente com a linhagem Pleurotus sp CCB 068 (61,35%), as linhagens
Pleurotus sp BCCB 507 (16,10%), Ag.campestris (37,86%) e
P.chrysosporium (4,01%j) foram capazes de degradar certa porcentagem de
pyrithiobac-sodium. Os fungos isolados de solo ndo foram capazes de
degradar o pyrithiobac-sodium na concentracao de 10 ug mlL-1. A presenga
de pyrithiobac-sodium foi observada em todas as amostras através do pico
entre 11,16 e 11,39 minutos.

A figura 4.29 representa os graficos referentes as atividades
enzimaticas, tempo de cultivo e porcentagem de degradacdo das linhagens
Pleurotus sp (CCBO68) e Ag. campestris as quais foram selecionadas como
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mais promissoras, por apresentarem melhores resultados de degradacao e

enzimaticos nos dias analisados.
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Figura 4. 29: Atividades enziméticas produzidas pelas linhagens Pleurotus
sp (CCBO068), Ag.campestris e porcentagem de degradacéo
quando se utilizou pytithiobac-sodium como fonte de carbono

na concentracéo de 10 ug mLt.

As Figuras 4.30, 4.31 e 4.32 representamn os cromatogramas do
controle das linhagens Pleurotus sp CCB 068 e P. chrysosporium. Na

linhagem Pleurotus sp CCB 068, que registrou a mais alta taxa de
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degradacao para o pyrithiobac-sodium, verifica-se o aparecimento de um
pico em 3,5 minutos, a medida que o pico de pyrithiobac-sodium diminui.
Para a linhagem P. chrysosporium, que apresentou baixa porcentagem de

degradagao {(4,01%), o aparecimento desse pico néo foi detectado.
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Figura 4.32: Cromatograma da linhagem P.chrysosporium crescida em
pyrithiobac-sodium em () 3 dias, () 7 dias, {-} 10 dias ¢
(~} 14 dias.

4.8 DEGRADACAO DO DIURON E PYRITHIOBAC-SODIUM

Os resultados das analises enziméticas e de degradacéo
possibilitaram a escolha das linhagens Pleurotus sp CCB 068, Pleurotus sp
CCB 507 e SRP17c¢c quando se utilizou diuron come fonte de carbono; e
das linhagens Pleurotus sp CCB 068 e Agaricus campesiris como as que
obtiveram a maior porcentagem de degradacao e atividades enzimaticas,
quando pyrithiobac-sodium foi usado como fonte de carbono. Com essas
linhagens, foram realizados testes de porcentagem de degradacéo e de

formagao da biomassa fungica.

86



Resultados e Discussao

4.8.1Diuron
% Degradacdo do diuron

A porcentagem de degradacdo das linhagens em estudo estao
representadas na figura 4.33. As linhagens degradaram o diuron nas duas
concentracdes utilizadas (25 pug mi' e 35 ug mL'l). As maiores taxas de
degradacao foram observadas no sobrenadante do fungo isolado de solo
SRP17c¢ (84,74%) no 9.0 dia de cultivo, com concentracdo inicial de 35 pg
mL?: SRP17c¢ (73,46%) no 3.9dia de cultivo, com concentracao inicial de 25
pg mL" e a linhagem Pleurotus sp CCBO068 (55,11%) no 25.° dia de cultivo,

com concentragao inicial de 35 pg mL™.

% Degradaco

3 6 9 12 15 20 25 30

Tempo de cultivo [dias)

BCCBOGE (25ug/mly B CCBO6B 35ug/mbly CCBS0T (25ug/mL)
D CCRS07 35ug/ml)  ®BSRP17¢ 28ug/ml)y g SRP 17 35ug/ml)

Figura 4.33: Porcentagem de degradacac de diuron produzida pelas
linhagens apés crescimento em diuron nas concentragdes
de 25ug mlL' e 35ug mL-1.

Com base nos resultados, as elevadas porcentagens de degradacao
obtidas pela linhagem SRP17c, maior do que 70% nas duas concentracdes
utilizadas, podem estar sofrendo a influéncia, ndo somente das enzimas
ligninoliticas (LiP, MnP, lacase e peroxidase}, mas também de outras

enzimas, que podem estar atuando na degradagao do diuren.

87



Resultados e Discusséo
VEROUMSIA et al. (1996} realizaram uma selecio de 90 linhagens

isoladas de solo pertencentes a varios grupos taxondmicos, cultivadas em

meio com irés herbicidas pertencentes ao grupe das fenilureias
substituidas {chlortoluron, diuron ¢ isoproturon) e verificaram que a Gnica
linhagem que conseguiu porcentagem de degradacfo acima de 70% para
as trés fenilureias substituidas foi Rhizoctonia solani, apesar dessa
linhagem ser levemente afetada pela toxicidade do diuron. As enzimas ou
sistemas enzimaticos responsaveis pela degradacaoc das trés uréias pela
Rhizoctonia solani foi, provavelmente, constitutiva e intracelular, ja que
nao fol necessaria adaptacéo (fase lag) do microrganismo para a

degradagao desses compostos.

BENDING et al. {(2002), estudando a degrada¢do de pesticidas
monoaromaticos por fungos basidiomicetos, verificaram que a degradacéo
do lindane pelo P. chrysoporium ocorreu através da detoxificacio pela
monooxigenase citocromo P-450, independentemente da producdo de

enzimas ligninoliticas.

4.8.2 Pyrithiobac-sodium

As linhagens foram incubadas nesse herbicida durante 30 dias,
sendo o pyrithiobac-sodium adicionado ne 3.0 dia de cultivo nas
concentracoes de 10 ug mL?! e 20 pug mL! . Os experimentos foram

realizados em triplicata.

<% Degradaciio do pyrithiobac-sodium

Nas determinacées da porcentagem de degradacdo, representada
na figura 4.34, as duas linhagens degradaram nas duas concentracoes
utilizadas de pyrithiobac-sodium. As maiores taxas de degradacgéo foram
produzidas pelo Pleurotus sp CCB 068 (20 pg mL!) no 20.0 dia de cultivo
(94,61%) e Pleurotus sp CCB 068 (10 pg mL!) no 25.° dia de cultivo
{86,42%).
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A linhagem Ag. campestris apresentou sua mais alta taxa de
degradacdo no 30.0 dia de cultivo (53,36%) quando se utilizou a

concentracac inicial de 10 pg ml-t.
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Figura 4.34: Porcentagem de degradacao de pyrithiobac-sodium produzida
pelas linhagens apds crescimento em pyrithiobac-sodium
nas concentracdes de 10 pg mL-le 20 ug mL-1.

4.9 DETERMINACAO DA BIOMASSA FUNGICA

A produgdo da biomassa fungica foi estimada monitorando o

aumento da proteina micelial segundo MESSNER e KUBICEK (1991}.

A quantificacdo da proteina micelial esta relacionada com o
crescimento fungico, portanto, quanto maior a concentracido de proteina

micelial maior sera o crescimento das linhagens.

4.9.1 Adicédo de diuron e pyrithiobac-sodium

As linhagens foram incubadas utilizando diuron como fonte de

carbono, nas concentragdes iniciais de 25 pg mL7? ou 35 ug ml'; e em
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pyrithiobac-sodium, de 10 pg mL’ ou 20 ug mL’, durante 30 dias. O

experimento foi realizado em triplicata.

Na figura 4.35 observa-se a formacio da biomassa flngica
produzida pelas linhagens Pleurotus sp CCB 068, Pleurotus sp BCC B507 e

o isolado de solo SRP17¢, quando se utilizou diuron como fonte de

carbono.
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25 ug/mi. | 35 ug/mtL
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[ 5]
(4,3

‘o 35619112115‘20L25i30l
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Tempo de Cultho (dias)

S W IR W BT

i

Lk

dewer L

B

-

Blomassa (mg/L)

b1

i

=:§'.:' 4 b E --::i
| 8] 9[12115[20!25%0!
25 ugfmlb 35 ug/ml
Tempo de Cultivo (dias)

Figura 4.35: Formacio da biomassa fangica, apds crescimento das

linhagens em diuron nas concentragoes de 25 ug mlL*t ou
35 pg mL?
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De acordo com a figura 4.35 observou-se que todas as linhagens
estudadas apresentaram producio de biomassa. A linhagem SRP17¢ (3bug

mL-1) apresentou maior formacio de biomassa com uma produgao maxima
de 4.60 mg.

A formacéo de biomassa flingica pelas linhagens Pleurotus sp CCB
068 e Agaricus campestris quando foi utilizado pyrithiobac-sodium como

fonte de carbono esta representada na figura 4.36.

Pleurotus sp (CCBOS8)

'9012/15/20 25,30 0 |3, 6] 9 12|15 20|25 |30

10 ug/ml 20 ug/mlL
Tempo de Cultivo {dias)

Ag. campestris

W
1
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N
fo S RS N L LS RN 5

o

t

25|30 013

i
H

6 9 12|15/20 25 30,

20 ug/ml
Tempo de Cultivo {dias)

Figura 4.36: Formacao de biomassa, apos crescimento das linhagens em

pyrithiobac-sodium nas concentragbes de 10 ug mL! e 20 ug
ml.-1.
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De acordo com a figura 4.36, observou-se que as duas linhagens
produziram biomassa flingica; o pico maximo de producéao foi obtido com a

linhagem Agaricus campestris {20 ug mi-1) 4.85 mg.

4.10 IDENTIFICACAO DA LINHAGEM SRP17¢

A linhagem fangica SRP17c desenvoiveu-se rapidamente, atingindo o
méaximo crescimento micelial em quatro dias, apresentando textura
acotonada. Inicialmente, a cor da colénia mostrou-se branca, mudando
para amarelo-pardo com o tempo. Ao microscopio Gtico, apés coloragéo
com lactofenol azul de algodéo, foram observados esporangios, rizoides e
estoldo. Esse tipo de estrutura, juntamente com as caracteristicas
apresentadas, sugere que o fungoe possa pertencer ac génerc Rhizopus
{ALEXPOULOS et al., 1996).

Essa linhagem apresentou elevadas taxas de degradac¢do quando se

utilizou diuron como fonte de carbono.
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5. CONCLUSOES

No experimento em casa de vegetagdo, observou-se que para a
contagem de bactérias e actinomicetos, as populagdes variaram de 106 a
107 ufc gt de sclo. A populagéo de fungos variou na faixa de 103 a 10% ufc
g1 de solo, exceto o solo arenoso com as doses de pyrithiobac-sodium, cuja

populagio oscilou de 10% a 10° ufc g! de solo.

O isolamento de culturas puras de fungos potencialmente
degradadores de herbicidas foi bem sucedido. 55 fungos foram isolados no

solo contendo diuron e 51 no solo contendo pyrithiobac-sodium.

Dentre os microrganismos isolados no experimento de solo, oito
linhagens foram selecionadas: DP24e, DP240, DRP02n, DRP02e, SP16a,
SRP17g, SRP17c e SRP20e por terem apresentado maior resisténcia e/ou

tolerancia aos respectivos herbicidas.

Entre os 24 funges da Classe Basidiomicetos, avaliados quanto a
resisténcia e/ou tolerancia aos herbicidas diuron e pyrithiobac-sodium,
destacaram-se: P. chrysosporium, Ag. campestris, Pleurotus sp 016,
Pleurotus sp {CCB 068) e Pleurotus sp (BCCB 507).

As atividades das enzimas LiP, MnP e peroxidase foram detectadas
nos sobrenadantes das linhagens exceto SRP17g que n&o produziu LiP. A
lacase foi produzida somente pelas linhagens P. chrysosporium, , Pleurotus
sp (CCB 068), DP24e, DRP02n, DRP0O2e e SRP17g quando se utilizou

diuron como substrato.

_ Em meio contendo pyrithiobac-sodium foi detectada LiP, MnP,
lacase e peroxidase para todas as linhagens exceto Ag. campestris e

SRP20e que nao produziram lacase e LiP respectivamente.

Quando o diuron foi utilizado como fonte de carbono, os fungos que
apresentaram as mais elevadas porcentagens de degradacdo foram
Pleurotus sp {BCCB 507, Pleurotus sp (CCB 068}, SRP17g e SRP17¢. A

93



Conclusdes

enzima MnP foi predominante para estes fungos indicando importante
papel na degradacéoc desse composto, néo descartande a atuag@o das

ouiras enzimas,

Na presenga de pyrithiobac-sodium, como fonte de carbono, os
fungos que apresentaram maior porcentagem de degradacgio foram:
Pleurotus sp (BCCB 507), Ag. campestris, P. chrysosporium e Pleurotus sp
(CCB 068).

A concentragbes mais elevadas de diuron e pyrithiobac sédio, as
linhagens Pleurotus sp (CCB 068), Pleurotus sp (BCCB 507) e SRP17c;
Pleurotus sp (CCB 068) e Ag.campestris obtiveram porcentagem de
degradacao acima de 50%.

Apés o estudo da massa flngica elevando as concentracbdes dos
herbicidas verificou-se que néo ocorreu inibicao de crescimento das

linhagens em nenhuma das duas concentragdes utilizadas.

Conclui-se que as linhagens selecionadas, Pleurotus sp (CCB
068), Pleurotus sp (BCCB 507), SRP17c e Ag. campestris séo capazes de
crescer e degradar os herbicidas em estudo, tanto em meio sélido quanto
em liquido, com porcentagem de degradacdo e producio de biomassa
fungica variando de acordo com a linhagem, tempo de incubacéo e fonte de

carbono utilizada.

A analise da estrutura macroscopica e microscopica do fungo

isolado de solo SRP17c sugere que pertenga ao género Rhizopus.

Os resultados aqui apresentados atestam que as linhagens
selecionadas neste trabalho possuem grande potencial para degradar
herbicidas € podem ser testadas em futuras aplicagdes nos processos de

biorremediacéo.
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6. SUGESTOES

¥v" Estudar a rota metabélica de degradacfo dos herbicidas

utilizados nesse trabalho.

¥ Utilizar consércios microbiano com as linhagens que

apresentaram as mais altas porcentagens de degradagéo.
v Estudar as enzimas intracelulares com o sistema citocromo

P-450.

v Estudar as linhagens mais promissoras na degradacéo dos

herbicidas utilizados no solo.

v Estudar a sorgéo do pyrithiobac-sodium nos diferentes solos.
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