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RESUMO

O herbicida propazina é mundialmente utilizado em culturas de relevancia econémica, e seu uso
indiscriminado pode acarretar a contaminagdo dos corpos d’agua. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a capacidade de degradacdo de propazina por Pleurotus ostreatus INCQS 40310, bem
como investigar o papel de suas enzimas extracelulares e intracelulares no processo de degradagéo.
Foram obtidos 85,0 % de degradagdo de propazina pelo cultivo fangico apds 22 dias; 37,5 % de
degradacdo pela biomassa fungica lavada e 26,5 % de degradacgéo pelo sobrenadante fangico bruto.
Detectou-se a presenca de proteinas no meio ap6s o cultivo do fungo, para uma concentracdo de
cerca de 0,83 pg/mL. Ja para o tampao, apés o teste de degradacdo de propazina pela biomassa
lavada, a concentragdo proteica foi cerca de 10 vezes menor. Estes resultados indicam a atuacao
conjunta de enzimas intracelulares e extracelulares produzidas por P. ostreatus INCQS 40310 no
processo de degradacéo de propazina.
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INTRODUCAO

O Brasil € o maior consumidor mundial de agrotoxicos, principalmente devido ao fato
do processo produtivo agricola brasileiro ser dependente do uso de agrotoxicos e fertilizantes
quimicos. Anualmente sdo despejados nas lavouras brasileiras o equivalente a 5,2 litros de
agrotoxicos per capita. Dentre os agrotdxicos utilizados no pais, 0s herbicidas sdo os mais
empregados (CARNEIRO et al, 2015). O herbicida propazina (2-cloro-4,6-di-
isopropilamina-1,3,5-triazina) € utilizado em todo mundo, principalmente nas culturas de
sorgo. Este herbicida é relativamente recalcitrante a degradacdo biologica, em virtude da
presenca do cloro e do anel triazinico em sua estrutura quimica. Estas caracteristicas, aliadas
aos fatos de ser descrito como potencial disruptor enddcrino, neurotdxico e possivelmente
carcinogénico, torna este composto um risco a0 meio ambiente e a saude humana
(GHOLIVAND etal., 2012).

Os tratamentos de dagua convencionais ndo removem ou apenas degradam
parcialmente compostos de dificil degradacdo ou presentes em baixas concentragdes, como 0s
pesticidas, dentre estes, o herbicida propazina. Assim, uma maior atenc¢do tem sido dispensada
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a utilizacdo de tratamentos alternativos, como o tratamento bioldgico de aguas e efluentes
(MARINHO et al, 2009). Os fungos basidiomicetos ligninoliticos tém sido descritos como
eficientes na degradacdo de herbicidas triazinicos (FAN e SONG, 2014), entretanto poucos
relatam a degradacdo do herbicida triazinico propazina. Adicionalmente, ainda ndo ha um
consenso na literatura a respeito de quais enzimas sdo responsaveis pela degradacdo de
herbicidas triazinicos (NGUYEN et al., 2014; CHENG et al., 2012). Dentro deste contexto, 0
presente projeto tem como objetivo estudar a degradacdo do herbicida propazina e entender o
papel das enzimas intracelulares e extracelulares produzidas pelo fungo P. ostreatus INCQS
40310.

MATERIAL E METODOS

P. ostreatus INCQS 40310 foi inoculado em meio de cultura Agar Batata Dextrose
(BDA) e incubado por 7 dias (30 °C). Apds este periodo, 3 discos obtidos da margem da
col6nia do fungo (5 mm), foram inoculados em frascos contendo 300 mL de meio de cultura
PMP 12, desenvolvido por Pereira et al. (2013), e os mesmo foram incubados a 30 °C, 200
rpm. Em seguida, foi avaliada a degradacdo de propazina pelo cultivo, biomassa lavada e
sobrenadante bruto de P. ostreatus INCQS 40310, e quantificadas/avaliadas as proteinas
secretadas pelo fungo, conforme metodologia descrita a seguir:

- Degradacéo de propazina pelo cultivo de P. ostreatus INCQS 40310: Apoés 7 dias de
cultivo foi adicionado ao meio 10 mg/L de propazina. Apés 17, 22, 27 e 32 dias de cultivo,
aliquotas do meio foram retiradas e a degradacdo de propazina avaliada. Como controle foi
utilizado o meio PMP 12 acrescido de 10 mg/L de propazina sem o in6culo fangico.

- Degradacao de propazina pela biomassa lavada de P. ostreatus INCQS 40310: Apos 20
dias de cultivo a biomassa fungica produzida foi filtrada, lavada trés vezes com 100 mL de
tampdo fosfato de sédio 200 mM pH 6,5, e incubada em frascos contendo 0 mesmo tampé&o
acrescido de 10 mg/L de propazina (30 °C, 200 rpm). Ap6s 7 dias, aliquotas do tampéo foram
retiradas, e a degradacdo de propazina avaliada. Como controle foi utilizado o tampéo
acrescido de 10 mg/L de propazina sem o indculo fangico.

- Degradacao de propazina pelo sobrenadante bruto de P. ostreatus INCQS 40310: Apds
20 dias de cultivo a biomassa produzida foi filtrada, e separada do sobrenadante bruto. A este
ultimo foi adicionada 10 mg/L de propazina, e apds 24 horas de incubagéo (30 °C, 100 rpm),
foram retiradas aliquotas do meio e a degradacdo de propazina foi avaliada.

- Analises cromatograficas: As aliquotas foram processadas em fase sélida e a degradacao
de propazina foi avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme
metodologia descrita por Balesteros e colaboradores (2014).

- Avaliacdo das proteinas secretadas por P. ostreatus INCQS 40310: As proteinas
presentes nos meios apds o teste de degradacdo de propazina pelo cultivo e pela biomassa
lavada de P. ostreatus INCQS 40310 foram concentradas 33 vezes em AMICON®, e
“trocadas” contra tampéo fosfato de s6dio 20 mM pH 7,0, para um fator de diluicdo de 1089 vezes.
Em seguida as proteinas foram quantificadas pelo método do acido bicinchoninico (BCA) e
avaliadas por eletroforese SDS-PAGE sob condic¢des desnaturantes e redutoras. A revelacédo
dos géis foi feita por Coomassie coloidal (G-250). A Figura 1 apresenta um esquema
contendo todos 0s ensaios descritos acima.
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Figura 1: Esquema dos ensaios realizados para a avaliagdo da degradacéo de propazina por P. ostreatus INCQS
40310, bem como para a avaliacdo do papel das enzimas extracelulares e intracelulares no processo de
degradacéo. _

RESULTADOS E DISCUSSAO

- Degradacéo de propazina pelo cultivo de P. ostreatus INCQS 40310: Foram obtidos 66,0
+23;850+11;870+19¢e 890+ 28 % de degradacdo ap6s 17, 22, 27 e 32 dias de cultivo,
respectivamente. Entretanto, apds 22 dias de cultivo, mais de 80% de propazina foi degradada
(Pereira et al., 2016).

- Degradacéo de propazina pela biomassa lavada de P. ostreatus INCQS 40310: Foram
obtidos 37,5 + 0,9 % de degradacdo de propazina pela biomassa lavada de P.
ostreatus INCQS 40310, ap6s 7 dias de incubacdo.Vale ressaltar que a biomassa foi
previamente cultivada no meio PMP 12 por 20 dias (propazina adicionada ao meio apds o 7°
dia de cultivo) (Pereira et al., 2016). Este resultado pode indicar a atuacdo de enzimas
intracelulares no processo de degradacdo, uma vez que o meio de cultivo, juntamente com
grande parte das enzimas extracelulares produzidas por P. ostreatus INCQS 40310 foram
removidos apds a lavagem da biomassa. Adicionalmente, a degradacdo de herbicidas
triazinicos também é relacionada a atuacdo das enzimas intracelulares do complexo citocromo
P450 (DONG et al., 2010).

- Degradacdo de propazina pelo sobrenadante bruto de P. ostreatus INCQS 40310:
Obteve-se 26,5 % de degradacdo de propazina pelo sobrenadante bruto de P.
ostreatus INCQS 40310, produzido apds 20 dias de cultivo do fungo no meio PMP 12
(Pereira et al., 2016). Este resultado mostra que as enzimas extracelulares produzidas por P.
ostreatus INCQS 40310 também sé&o responsaveis pela degradacdo de propazina. Entretanto,
outros estudos sdo necessarios para 0 conhecimento acerca de quais enzimas extracelulares
estdo atuando neste processo.

- Quantificacdo e avaliacao das proteinas secretadas por P. ostreatus INCQS 40310: Os
secretados (ap0s concentracdo de cerca de 33 vezes e “trocadas” contra tampdo fosfato de sodio
20 mM pH 7,0, para um fator de diluicdo de 1089 vezes), das amostras de degradacdo de
propazina pelo cultivo e da biomassa lavada de P. ostreatus INCQS 40310, apresentaram
concentragdes proteicas de 0,83 + 0,05 pg/pL e 0,05 £ 0,04 pg/uL, respectivamente.
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Figura 2: Géis SDS-PAGE em condig¢Bes desnaturantes e redutoras das amostras de degradacdo de propazina
apos o cultivo de P. ostreatus INCQS 40310 (P”: quintuplicata P1” a P5”) e apds o teste de degradagdo de
propazina pela biomassa lavada de P. ostreatus INCQS 40310 (TP”: quadruplicata TP1” a TP4”). As amostras
foram concentradas 33 vezes em AMICON® e “trocadas” contra tampdo fosfato de sédio 20 mM pH 7,0 para
um fator de diluicdo de 1089 vezes. Revelacdo por Coomassie coloidal (G-250). Nota: A primeira raia do gel é
correspondente aos padrdes de massa molecular (kDa).

As andlises das amostras, ap6s concentracdo de 33 vezes, relativas a quantificacdo de
proteinas e padrdo eletroforético (Figura 2) mostram a presenca de uma quantidade
significativa de proteina apds o teste de degradacdo de propazina pelo cultivo de P. ostreatus
INCQS 40310 (0,83 pg/pL e Figura 2, inserto P”). Dentre as proteinas detectadas, podem
estar presentes algumas enzimas extracelulares responsaveis pela degradacdo de propazina.
Entretanto, uma quantidade bem menor de proteina foi detectada no tampdo, apos o teste de
degradacédo de propazina pela biomassa fangica lavada (0,05 pg/uL e Figura 2, inserto TP”).
Este resultado pode indicar a atuagdo de enzimas intracelulares na degradagéo de propazina
promovida pela biomassa fungica lavada.

CONCLUSOES
Estes resultados mostram a atuacdo de enzimas intracelulares e extracelulares no
processo de degradacdo da propazina. Adicionalmente, os resultados obtidos reforcam o
potencial do fungo P. ostreatus INCQS 40310 para ser utilizado em biocatalise ambiental na
degradacdo do herbicida propazina.
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