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RESUMO

Para o controle da diversidade de organismos que prejudicam a produgdo
agropecuaria mundial o ser humano passou a utilizar controladores os quais
convenciona-se chamar de agrotoxicos, pesticidas, entre outros.

Apesar da quantidade e variedade de produtos usados no campo para esse fim,
durante muito tempo ndo houve preocupagio com os problemas ambientais que os
mesmos pudessem causar.

Um desses problemas é a poluicio do solo pelos principios ativos dos
fitosanitarios, ja que a grande maioria destes agrega-se as particulas que compée o solo,
podendo causar contaminagdo do proprio solo, das aguas subterrdneas e da flora,
podendo incorpora-se no ciclo das cadeias alimentares.

Determinados grupos de microrganismos tem a propriedade de descontaminar
areas afetadas por grandes cargas de agrotoxicos, mediante processo de biorremediagéo
destacando o grupo dos basideomicetos, fungos que tem capacidade de utilizar a lignina
como fonte de subsisténcia, devido a essa caracteristica presumi-se que eles também
usam as formas dos principios ativos agrotoxicos como fonte, ja que assemelham-se em
alguns casos quanto a composigio da lignina.

O objetivo desse trabalho foi verificar a agdo descontaminante do fungo
Pleurotus ostreatus juntos aos herbicidas Paraquat e Diquat em teste laboratoriais.

Verificou-se a resisténcia dos fungos e a biodegradabilidade dos herbicidas
usando o ensaio respirométrico de BARTHA ¢ PRAMER em frasco de GLENDHILL,
confirmando por espectrofotometria de absorgdo molecular.

Conclui-se que das 4 linhagens de P. ostreatus testadas, apenas CCB 004 e 021

foram eficazes na degradagdo dos herbicidas Paraquat e Diquat respectivamente.



1. INTRODUCAO

No ano de 1999, a populagio mundial alcangou a marca de 6 bilhdes de seres
humanos vivendo, gerando energia, consumindo e utilizando os recursos ambientais,
muitas vezes, de forma altamente depredatoria.

As atividades antropocéntricas sempre andaram em contradi¢do aos
ambientes naturais, quando coube ao homem modificé-lo conforme seus interesses.

Uma das mais importantes mudangas do meio natural sio a devastagdo de
areas nativas para utilizagdo agropecuaria, que fornecem sustento; e fonte de energia
para boa parte dos seres humanos, do planeta

Desde que o homem comegou a modificar florestas e outros ecossistemas,
teve que desenvolver também técnicas para eliminar ou controlar uma diversidade de
seres nativos zooldgicos ou botanicos indesejaveis as suas plantagdes e criagdes.

Para esse controle, desenvolveu-se ao longo dos anos, diversas classes de
pesticidas, os quais tem argumentos a seu favor, tais como aumento na produgdo
agricola, aumento na produgdo de carne e leite na pecuaria, diminui¢io nas perdas de
alimentos armazenados e erradicagio dos vetores de doengas entre outros (DORES e
FREIRE, 1999).

Dentre as inumeras conseqiiéncias indesejaveis do uso dos agrotoxicos, pode-
se citar a presenca de residuos no ar, solo, agua, tecidos vegetais e animais e, como
decorréncia a destrui¢do de microorganismos presentes no solo que s@o benéficos a
esse. Como grande parte destes compostos ndo sdo seletivos eliminam também
insetos ndo alvo, causando desequilibrios ecologicos.

A eficiéncia biocida de um pesticida e a sua ndo seletividade causa uma
difusdo nas suas atividades; assim que é aplicado na lavoura, seja por via aérea ou
misturado ao solo ou as sementes, parte dos agrotoxicos atingira seu objetivo,
enquanto o restante poderd atingir uma biota inofensiva, causando diversos danos
como redugio do nimero de espécies, alteragdes morfogenéticas e reprodutivas,
biomagnificagdo e bioacumulagio (WARE, in DORES e FREIRE, 1999).

Além dos desastres ecologicos, segundo ARAUJO, NOGUEIRA e
AUGUSTO (1991), os praguicidas sdo responsaveis por mais de vinte mil mortes

ndo intencionais ao ano, sendo que a maioria ocorre nos paises em desenvolvimento.



Em 1975, o Brasil j4 era o 4° consumidor mundial de defensivos agricolas,
antecedido pelos EUA, Japdo e Franga. Paralelamente ao grande mimero de
substincias colocadas no mercado brasileiro, ndo houve preocupagdo em capacitar o
homem do campo a utilizagdo dos mesmos, ocasionando um caso de intoxicagao
aguda a cada oito trabalhadores rurais (RUEGG, in ARAUJO et al., 1991).

Apés sua aplicagdo, estas substidncias podem penetrar nos tecidos das plantas
diretamente ou podem ser absorvidas pela raiz. Uma vez na planta, o composto pode
ser metabolizado ou acumulado em partes ndo vivas das células vegetais.

Em animais, que em geral absorvem os pesticidas especialmente pela dieta ou
para controle de alguma doenga, estas substincias podem ser metabolizadas,
distribuidas no organismo na sua forma original ou como metabdlito, acumulando-se
em oOrgdos ou tecidos especificos (ESSER, in ARAUIJO et al., 1991). Podemos
descrever essas bioacumulagdes como efeitos diretos a populagdo, que ao consumir
os produtos agropecuarios se intoxicam indiretamente, o que pode acarretar um sério
problema de saide publica, uma vez que estes compostos séo reconhecidos pela sua

elevada toxicidade, principalmente pelo seu poder cancerigeno.

1.1 Dinamica dos defensivos agricolas no solo

A composigdo do solo, em termos de porcentagem de matéria orgéanica, argila
e areia afeta a quantidade de pesticidas absorvido ou dissolvido nele. Outras
propriedades do solo como a capacidade de troca i6nica e na area superficial também
influenciam a quantidade de pesticidas que pode ser absorvido. Apesar da adsorsdo
de pesticidas ao solo depender ndo somente das caracteristicas do mesmo, mas
também das propriedades fisico-quimicas do principio - ativo, de forma geral, pode-
se dizer que solos com altos teores de matéria orgnica e de argila, que apresentam
ingredientes capazes de sorver tanto pesticidas ionizados como n#o-ionizados,
demonstram poderes de adsors3o.

A umidade do solo ¢ outro fator importante que influi na adsorsdo do
pesticida as suas particulas, uma vez que, quando seus poros se preenchem com

agua, esta pode facilitar a migragio da molécula do agrotéxico para fora do poro,



permitindo sua solubilizagdo na agua do solo, podendo entdo ser mais facilmente
carreada (DORES e FREIRE, 1999).

Levando em consideragdo fatores como umidade do solo e a presenga de
matéria organica associados ao uso indiscriminado dos defensivos agricola, pode-se
inferir que uma grande parte dos solos agricultaveis possam estar contaminados com
algum tipo de pesticida, que com o passar do tempo, chuvas, erosao e o carreamento
de particulas através do solo, deixando-o contaminado como uma fonte secundaria
para contaminagdo também do ambiente aquatico via lengdis freaticos ou

diretamente como demonstrado na figura 1.

FIGURA 1 - VIAS DE ENTRADA DOS PESTICIDAS NO AMBIENTE
AQUATICO E MOBILIZAGAO A PARTIR DO SOLO

Figura 1 : Metodologia de entrada dos agrotéxicos no ambiente aquatico.
Extraido de DORES e FREIRE (1999).



A presente pesquisa direciona-se ao estudo da degradagdo de dois herbicidas
especificos: PARAQUAT (1,1-dimethyl - 4.4 bipiridilio ion, diclorado) e o DIQUAT
(1,1-etileno - 2,2 bipiridilio ion, dibrometo).

As substancias em questdo foram escolhidas devido ao fato de ambas serem
parecidas quanto as estruturas quimicas e devido aos seus efeitos toxicos a0 meio
ambiente e a biota em geral, como sera discutido a seguir.

Pode-se encontrar o Paraquat pelos nomes comerciais de: Crisquat, Dexuron,
Gramoxone (entre outros), fabricados por empresas como a Chevron Chemical Co. e
Sygenta.

O Diquat apresenta-se sob os nomes de Aquacid, Aquakill, Reglox (entre

outros ), fabricado também pela Sygenta.
1.2 Ac¢des do Paraquat e do Diquat na comunidade vegetal
O Paraquat ¢ um herbicida nitrogénio quaternario ndo seletivo que destroi

uma grande gama de ervas daninhas causando basicamente danos aos tecidos das

plantas. (Fig. 2).

W

Figura 2: Estrutura quimica do Paraquat (forma dicloreto) . Fonte:
RODRIGUES e ALMEIDA (1998).

Nos Estados Unidos ele tem seu uso restrito e s6 pode ser usado sob
certificacdo das agéncia ambientais, porém € amplamente usado pelos governos

americano e mexicano para destruir plantagdes de maconha. Foi banido em varios



paises escandinavos (ECOBICHON, 1991). No Brasil o Paraquat € recomendado,
através de receituario agronomico, para aplicagdo no controle de ervas daninhas em
plantios de batata, milho, abacate, aspargo, banana, cacau, café, cha, citrus, maga,
péssego, beterraba, cebola, couve, feijao, abacaxi, pastagem, soja e cana-de-agicar
(ANDREI, 1993).

O Diquat ¢ um herbicida que regula o crescimento da planta e causa lesdes
nas partes em que € aplicado (Fig. 3). No Brasil o Diquat € recomendado, através de
receituario agrondémico, para aplicagdo no controle de ervas daninhas em plantios de
beterraba, café, cebola, citrus, feijao e péssego. Nas culturas de soja, batata e arroz, €

usado na dessecagdo das plantas antes da colheita (ANDREI, 1993).

Figura 3: Estrutura quimica do Diquat. Fonte: RODRIGUES e
ALMEIDA (1998).

No Estado de Sao Paulo, mais de 2/3 do territério € ocupado por algumas
destas culturas, sendo que a maioria, principalmente a cana-de-agucar, que ocupa
cerca de 2.484.790 de hectares do territorio, é renovada anualmente, exigindo

aplicagdes continuadas ( Instituto de Economia Agricola ).



2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo geral:
Avaliar a biodegradagio dos herbicidas Paraquat e Diquat pelas linhagens de
Pleorotus ostreatus, visando a proposi¢io de uma metodologia de descontaminagio

de areas com a utilizagdo desses fungos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar 04 linhagens de Pleurotus ostreatus, de diferentes origens, quanto a

tolerincia a diferentes concentrages de Paraquat e Diquat em meio solido.

2. Awvaliar a eficiéncia da degradagdo dos herbicidas pelos fungos mais tolerantes

com os testes de boidegradabilidade e sua confirmacdo por espectofotometria.

3. Efetuar revisdo bibliografica dos problemas relacionados ao uso descontrolado de

agrotoxicos e seus impactos no solo, na saide humana e animal.

4. Incrementar o banco de dados do Instituto de Botanica de Sdo Paulo — Secretaria
do Meio Ambiente- sobre as potencialidades de degradagdo e biorremediagdo de

P. ostreatus .

5. Observar se nos ensaios hd a efetiva biodegradacdo ou a sor¢do/adsorsio dos
herbicidas pelo micélio dos fungos, usando a técnica descrita por PEDROSA

(1984) para detecgd@o do herbicida em material biolégico.



3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Efeitos toxicoldgicos dos agrotdxicos estudados:

O Paraquat é altamente toxico para animais por todas as suas rotas de
exposigdo, podendo levar a diversos disturbios patologicos e a morte quando
administrados oralmente. E altamente toxico para o homem, sendo que ja foram
relatados varios casos de envenenamento e morte (BISMUTH e HALL, 1984). A
ingestdo letal ¢ de 35mg/Kg sendo que a LD 50 de Paraquat em varias espécies de
cobaias ficaram em torno de 20mg/Kg. A forma dicloreto da mesma substdncia
apresentou toxicidade menor, com valores de 196mg/Kg em camundongos,
50mg/Kg em macacos € 48mg/Kg em gatos (HALL e BISMUTH, 1995).

O Diquat é menos toxico que o Paraquat, mas também pode ser fatal se
ingerido, inalado ou absorvido pela pele. SolugSes concentradas causam irritagdes na
pele, trato respiratério e estdbmago, seguindo-se de nauseas, vomitos e convulsdes
Weed Science Society of America (WSSA, 1989).

A dose letal de Diquat em ratos gira em torno de 120mg/Kg e em
camundongos 233mg/Kg (RODRIGUES e ALMEIDA,1998).

Quadro: 1 Indices de Toxicidade de Paraquat
- Oral: formulagdo 200 g/l — cdes: DLso = 0,5 mg/kg.

- Ingrediente ativo: ratos: DLso= 150 mg/kg
- Dérmica: formulag@o 200 g/l — ratos: DLso = 0,1 a 0,2 mg/kg.

- Ingrediente ativo:  coelhos: DLsy — 240-663 mg/kg.

- Inalatoria: ingrediente ativo — ratos: ndo toxico (4h).

- Mamiferos: ingrediente ativo - valores entre 22 & 157mg/kg em uma

variedade grande de mamiferos: DLso > 34 mg/kg (27 meses).

- Aves: ingrediente ativo — galinhas: DLso = 362 mg/kg.

- Peixes: ingrediente ativo—Rasbora heteromorfa: DLs;=32,5 mg/l agua
(24 horas)

Fonte: BISMUTH e HALL, 1995



Quadro:2 Indices de toxicidade de Diquat

- Oral: formulag@o 200 g/l — ratos: DLse = 200 mg/kg.

ingrediente ativo: ratos: DLso= 231 mg/kg

- Dérmica: formulag@o 200 g/l — ratos: DLso = 800 mg/kg.

ingrediente ativo: coelhos: DLso > 750 mg/kg.

- Inalatéria: sem informag3o.

Fonte: RODRIGUES e ALMEIDA, 1998




3.2 Toxicidade cronica de paraquat e diquat:

Estudos em relagdo ao Paraquat (com animais) tentam correlaciona-lo com a
doenga de Parkinson e outras patologias irreversiveis do pulmé@o. Ja o efeito cronico
do Diquat esta correlacionado a exposi¢io longa do toxico e a formag@o de catarata
(BRIGGS, 1992).

O nimero de casos de catarata em animais de laboratorio (cées e gatos) esta
diretamente associado aos casos em que se adicionava a substincia as ragdes dos
animais, no intuito de se verificar uma associagio entre a catarata e a ingestao do
Diquat e seus efeitos na cadeia alimentare (BISMUT e HALL, 1995).

Estudos posteriores relacionaram uma dose - dependéncia da formagdo da
catarata com a ingestdo de Diquat, sendo que as doses letais ndo resultaram efeitos e

somente a exposi¢io cronica levou a formagio da patologia ( HAYES, 1982).

3.3 Efeitos sobre a reproduciio:

Globalmente existe uma pequena evidéncia de que o Paraquat causa efeitos
adversos na reprodugio de camundongos, quando administrado oral ou
intradérmicamente, verificando-se que seus embrides eram quantitativamente
prejudicados.

Administrando-se Paraquat na agua de consumo de cobaias fémeas por 14
dias aumentou-se a porcentagem de Ovulos anormais (Paraquat in Hazardous
Substances, Data Bank, National Library of Medicine, 1994).

De acordo com dados da U.S. Environmental Protection Agency (EPA), o
Diquat ndo causa efeitos sobre a reprodugio. Em testes feitos com animais nio foi
verificada a redugdo de fertilidade, formagio de 6vulos ou espermatozodides

anormais.

3.4 Efeitos teratrogénicos:
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Estudos ndo demostraram efeitos teratrogénicos em descendentes de cobaias
tratadas com doses de Paraquat durante sua gestagdo, ndo sendo observadas
anormalidades fisiologicas (Paraquat, in Hazardous Substances, Data Bank, National
Library of Medicine, 1994).

Outros estudos usando coelhos expostos ao Paraquat ndo demonstraram
efeitos teratrogénicos (HOWARD, 1991).

Semelhante ao Paraquat, o Diquat ndo é considerado teratrogénico (EPA,
1986). Entretanto esses resultados sfo questiondveis, pois algumas pesquisas
demonstraram efeitos teratrogénicos em seis dias quando foram feitas injegdes
intravenosa de Diquat em ratas prenhas (SAX, 1984). InjecGes intraperitoniais no
periodo de organogénese desencadeou o retardamento do desenvolvimento das proles

e defeitos na formagdo dos esqueletos de ratos (SHEPARD, 1986).

3.5 Efeitos mutagénicos de paraquat e diquat:

Paraquat tem se mostrado mutagénico em estudos com microrganismos €
ratos (EPA, 1987a). A forma dicloreto ndo provocou mutagdo em células soméaticas
de ratos, porém verificou-se que o tempo de gestagdo ficou reduzido.

Quanto ao Diquat a Agéncia de Protecio Ambiental Norte Americana (EPA)
tem requerido mais testes quanto a mutagenicidade desse herbicida, j4 que se tém

verificado informagdes contraditorias.

3.6 Efeitos Carcinogénicos de paraquat e diquat:

Camundongos alimentados com Paraquat por 99 semanas ndo desenvolveram
céncer. Por sua vez, ratos alimentados com doses maiores do herbicida, por 113
semanas (machos) e 124 semanas (fémeas), desenvolveram tumores no pulmio,
tiredide, pele e na glandula supra-adrenal (EPA, 1987b).

O potencial carcinogénico do Paraquat nio foi muito bem avaliado, entretanto

a EPA tem classificado o pesticida como um possivel carcinogénico.
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Estudos semelhantes com o Diquat ndo o classificaram como carcinogénico
(EPA, 1987). Em ensaios com doses de 36mg/Kg/dia, durante dois anos, HAYES &
LAWS (1990) ndo verificaram tumores em ratos.

Apresentada esta breve revisdo dos efeitos que estas substincias podem
causar na saude populacional, passaremos a relatar os efeitos ambientais, que

também s3o de extrema importancia.

3.7. Efeitos Ecolégicos

Paraquat é de moderadamente a altamente toxico a vérias espécies de peixes.
Nas altas concentragdes, Paraquat inibe a fotossintese de algas.

De efeito bioacumulativo nos organismos aquaticos, preocupa-se quanto ao
seu uso no controle de ervas aquaticas ( WALKER e LAWRENCE, 1992).

Pode causar efeitos adversos em peixes e macrofitas, larvas de crustaceos e
girinos (BISMUTH e HALL, 1995).

Porém, por ser um herbicida ndo seletivo, pode destruir um grande nimero de
espécies vegetais, causando sérios impactos na flora nativa e dificuldades para
possiveis trabalhos de recuperagdo ambiental (EPA, 1987).

Diquat mostrou-se menos problematico ecologicamente que o Paraquat,
porém vacas sdo particularmente sensiveis aos efeitos toxicos dessas substdncia,
(HARTLEY e KIDD, 1983).

A substincia também apresenta problemas em relag@o a persisténcia no solo,
principalmente quando em contato com particulas de argila ou material orgénico
resultando em acumulagio, podendo ser carreado pela agua (TUCKER e
CRABTREE, 1970).

3.8 Biodegradacao

No solo, o pesticida também pode ser degradado, sendo que, embora parte
desse processo seja ocasionado por reagdes quimicas como oxidag¢fio, redugdo,
hidroélise ou fotdlise, o metabolismo e o catabolismo microbiologico sdo geralmente

os primeiros meios de transformagio.
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Segundo YONG e CERNIGLIA (1995), aliado a fatores ambientais a carga e
o tipo do poluente podem afetar a biodegradaggo, levando assim a uma mortandade
da microbiota. Eucariontes em geral ndo degradam hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, mas tem seu metabolismo afetado pela agdo dos mesmos. Entretanto,
gracas a um complexo enzimatico singular a alguns tipos de fungos basidiomicetos,
verificou-se a ac¢do biodegradante de determinados complexos aroméaticos
hidrocarbonados.

Estudos elaborados por SOCCOL et al. 1995, afirmam que a degradagdo do 2,
4, 5 — triclofenol (2, 4, 5 - TCP) foi elucidada pela agdo do fungo Phanerochaete
chrysosporium.

A mineralizagio de 2, 4, 5 - TCP por culturas de P. chrysosporium, apds
incubagdo de 36 dias, foi de aproximadamente 61% de substrato, enquanto que
apenas 8% do mesmo substrato foi mineralizado em condi¢des suficientes de
nitrogénio (GOLD, 1993).

Para que ocorra a agdo degradante dos pesticidas, é necessaria uma certa
adaptagdo dos microorganismos. Algumas comunidades microbianas do solo s@o tdo
flexiveis em seus requerimentos nutricionais que podem explorar uma extensa
variedade de fontes de carbono que sd3o adicionados ao meio ambiente,
desenvolvendo assim, a habilidade para degradar compostos que eram inicialmente
toxicos ou ndo degradaveis (RACKE, 1990).

Nos tltimos anos, os estudos de degradagdo por fungos (especialmente os
basidiomicetos) tém se intensificado. Verificaram que a maioria das espécies de
basideomicetos utiliza os componentes de madeira para o seu crescimento. Dentre os
degradadores de madeira, pode-se destacar dois grandes grupos: os fungos
causadores de podriddo branca e os fungos causadores de podridio parda.

Segundo MATHEUS e OKINO (1998), os causadores da podriddo branca (os
quais incluem-se os Pleurotus) sdo providos de um sistema enzimatico que os tornam
capazes de utilizar fontes complexas de carbono, sendo assim responsaveis pela
decomposi¢do da celulose, hemicelulose e lignina (dai a denominag¢do de fungos
lignoceluloliticos). Fungos de podridio parda degradam principalmente celulose e

hemicelulose.
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Ainda citando MATHEUS e OKINO (1998), os fungos de podridao branca
parecem ser os Unicos a converterem lignina a CO2.

Foi a partir do entendimento do mecanismo basico da degradagdo da lignina
por fungos de podriddo branca que se propds que estes fungos poderiam ser
utilizados na remediagio de poluentes ambientais.

HAQUE e FREED, em 1975, estudaram 48 dos principais géneros de
microorganismos, os quais apresentaram capacidade de degradar pesticidas. Dentre
esses microorganismos encontram-se espécies de bactérias e fungos. Entretanto, as
vantagens de se utilizar fungos lignoceluloliticos foram evidenciadas por AUST em
1990, quando afirma que:

a) o sistema enzimatico, sendo extracelular, pode atuar em substratos insoldveis ou
complexados aos solos e, portanto, pouco acessivel a acdo bacteriana;

b) o sistema, ndo sendo especifico, pode ser usado para uma ampla variedade de
poluentes orginicos ou mesmo para misturas deles;

c) os fungos basidiomicetos possuem vantagens competitivas em relagdo aos outros
microorganismos, quando cultivados em substratos lignocelulésicos.

A preferéncia pelo estudo dos basidiomicetos deve-se ao fato de que as
moléculas de lignina (usadas por esses fungos como fonte de carbono) sdo
semelhantes as moléculas de alguns compostos orgénicos sintéticos, principalmente

0s compostos aromaticos conforme observado na fig. 4.
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Figura 4: Estrutura quimica da lignina. Fonte: ADLER (1997).

Embora o P. chrysosporium seja a espécie de basidiomicetos mais estudada
nesta area, tem-se desenvolvido esfor¢os para conhecer a capacidade de degradacgio
de outras espécies.

Com o intuito de aprofundar as pesquisas em relacdo aos basideomicetos foi
estudada a ag@o do fungo Pleurotus ostreatus como biodegradante dos herbicidas
citados.

P. ostreatus € um cogumelo que pode ser encontrado praticamente no mundo
todo, sendo freqiiente nas matas brasileiras. Conhecido também como cogumelo
gigante ou caetetuba (BONONI et al., 1995), tem sabor bem acentuado e alta
disponibilidade no mercado, hoje em dia, ele ocupa o quarto lugar na produgio
mundial de cogumelos comestiveis.

No género Pleurotus sio encontradas varias espécies, entre elas P.
pulmonarius, P. sajor-caju, P. eous, etc.

As caracteristicas morfologicas diferem para cada uma dessas espécies por
exemplo P. ostreatus possui coloragdo cinza e a temperatura para reprodugdo varia
entre 15 ¢ 18 °C.
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P. sajor-caju possui coloragdo cinza, puxando para 0 marron € sua
temperatura para frutificagdo esta entre 22 e 25 °C.

A maioria das espécies e linhagens utilizadas para o cultivo aqui no Brasil
foram introduzidas da Europa e da Asia.

Foi estudado um fungo comercializavel devido & suas tecnologias de cultivo,
o que sera muito util para produ¢do em grande escala, necessaria para os usos em
biorremedia¢do, uma vez que para tratar os solos contaminados os fungos tem que
ser inoculados em avangado estagio de crescimento (atividades enzimaéticas, que
quebram as moléculas da lignina ou dos xenobidticos).

Na tabela 1 observa-se estudos efetuados sobre diferentes tipos de

basideomicetos e seus potencias de degradagdo para diferentes xenobioticos.
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Tabela 1 — Relacio de fungos basidiomicetos capazes de degradar diferentes

xenobioticos
Fungos basidiomicetos Xenobléticos Referéncias
Agaricus bitorquis fenilureia Khadrani e col. (1999)
Agaricus edulis pentaclorofenol Steiman e col. (1994)
Agrocybe aegerita fenilureia Khadrani e col. (1999)
Aphyllophorale sp fenilureia Khadrani e col. (1999)
Athelia decipiens fenilureia Khadrani € col. (1999)
Basidiomycete fenilureia Khadrani e col. (1999)
Basidiomycete sp pentaclorofenol Steiman e col. (1994)
Bjerkandera adusta antraceno Field e col. (1992)
Bjerkandera sp. pentaclorofenol Boyle (1995)
Ceratobasidium sp Fenilureia Khadrani e col. (1999)
Ceriporiopsis Pentaclorofenol Lamar e Dietrich (1992)
subvermispora
Chondrostereum fenilureia Khadrani e col. (1999)
purpureum
Chrysosporium lignorium | 3,4-dicloro anilina Morgan e col. (1991)

dieldrin, fenantreno

Collvbia maculata fenilureia Khadrani e col. (1999)
Ciophora arida pentaclorofenol Steiman e col. (1994)
Coniophora puteana fenilureia Khadrani e col. (1999)
Coprinus cinereus fenilureia Khadrani e col. (1999)
Coprinus micaceus fenilureia Khadrani e col. (1999)
Coprinas sp fenilureia Khadrani e col. (1999)
Daedalea quercina fenilureia Khadrani e col. (1999)
Dichomitus squalens fenilureia Khadrani e col. (1999)
Fibroporia vaillantii fenilureia Khadrani e col. (1999)
Filoboletus spp. 3,4-dicloroanilina Kremer e Stemer (1996)
Fomitpsis pinicola fenilureia Khadrani e col. (1999)
Gleophyllum sepiarium fenilureia Khadrani e col. (1999)
Gleophy¢cum trabeum fenilureia Khadrani e col. (1999)
Gleoophyllum velutipes fenilureia Khadrani e col. (1999)
Heterbasidion annosum fenilureia Khadrani e col. (1999)
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Inonotus dryophilus pentaclorofenol Alleman e col. (1995)
Imonotus hsipidus fenilureia Khadrani e col. (1999)
Lentinula edades pentaclorofenol Okeke e col. (1996)
Lentinus zeyheri hexaclorobenzeno Matheus (1998)
Phanerochaete sordida pentaclorofenol, creasoto, | Lamar e col. (1994);
dibenzo p-dioxina, Lamar e Evans (1993),

dibenzofuranos Davis e col. (1993);

policlorados Takada e col. (1992)
Pehlinus badius pentaclorofenol Alleman e col. (1992)
Peniophora cenerea pentaclorofenol Machado (1998)

Pleurotus ostreatos

pireno, antraceno

fluoreno, dibenzotiofeno

Bezaiel e col. (1996)

Polyporus pinsitus antraceno Field e col. (1992)

Psilocybe costanella pentaclorofenol, Machado (1998)
hexaclorobenzeno Matheus (1998)

Ramaria sp. antraceno Field e col. (1992)

Stereum hirsutum

3, 4-dicloro anilina,
dieldrin, fenantreno

Morgan e col. (1991)

Trametes hirsuta

pentaclorofenol

Lamar e Evans (1995)

Trametes versicolor

pentaclorofenol
3,4-dicloro anilina,
dieldrin, fenatreno

antraceno, pireno

Boyle (1995);
Morgan e col. (1991);
Field e col. (1992),
Alleman e col. (1995)

Trametes villosa

pentaclorofenol

Machado (1998)

Fonte: MATHEUS e OKINO (1998), acrescentado de STEIMAN (1994) e

KHADRANI (1999).

Por ser um fungo essencialmente lignicola, o Pleurotus possui a capacidade

de se desenvolver em qualquer residuo que contenha celulose, hemicelulose e lignina

(BONONI, 1995).

E possivel verificar que ha uma enorme variedade de xenobiéticos até pouco

tempo considerados recalcitrantes & degradagio biolégica e que hoje s3o degradados

por diferentes espécies de fungos basidiomicetos. Conforme exposto, na verdade é a

natureza inespecifica do sistema enzimatico que permite a estes microrganismos
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degradarem compostos xenobidticos, sendo que tais observagdes se intensificaram a
partir do contato dos fungos com os poluentes. Este contato, no entanto, geralmente
ndo ocorre em ambientes contaminados, uma vez que estes fungos estdo presentes
principalmente em madeira e com menor freqiiéncia no solo e na agua.

As condigdes para que a degradagio do xenobiftico acontega sdo
extremamente variaveis e existem varios resultados controversos na literatura. Em
alguns trabalhos a deficiéncia de nitrogénio € citada como sendo uma condigio
necessaria ou, pelo menos, importante para a degradagdo de xenobiodticos pelos
fungos de podriddo branca, uma vez que esta ¢ uma condi¢do favoravel para a
atividade ligninolitica.

MATHEUS e OKINO (1998) associam o poder degradante em parte a
capacidade dos fungos lignoliticos de secretarem peréxido de hidrogénio e uma
familia de enzimas peroxidases (lignina peroxidase- LiP e manganés peroxidase-
MnP). No processo de degradagio da lignina a LiP é oxidada pelo peroxido de
hidrogénio e oxida nicleos aromaticos (fendlicos e ndo fenodlicos) gerando radicais
catiénicos. Estes reagem com nucleoéfilos (H,O e O,), resultando numa combustio
enzimatica, onde ligagdes C-C e C-O sdo quebradas despolimerizando a molécula de
lignina e abrindo os anéis aromaticos.

A fungdo da Mnp é de catalisar a oxidagdo de Mn II a Mn Il que
aparentemente oxida a lignina. No entanto, a sua participagdo ainda ndo estd bem
definida.

Outros estudos, por sua vez, tém evidenciado a degradagdo de xenobidticos
tanto em condi¢Bes ligninoliticas quanto em condi¢Ses ndo ligninoliticas. Lentinula
edodes metaboliza mais pentaclorofenol na presenca de nitrogénio que em condig¢des
de deficiéncia deste nutriente, sendo que o inverso foi observado com Phanrochaete
chrysosporium. A correlagio entre atividade ligninolitica e degradagdo do
xenobidtico, portanto, parece variar muito em fiingdo da espécie de fungo testada.

Da mesma maneira que as condigdes de atividade enzimatica se
correlacionam de forma diferente com a degradagio dos xenobioticos, em fungéo da
espécie de fungo aplicada, observa-se que os parametros fisicos e fisico-quimicos do
meio afetam enormemente as condi¢es de degradagdo dos xenobidticos, havendo

também grandes variagdes entre espécies, ou mesmo intraespecificas.
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Em 1998, MATHEUS e colaboradores, sugeriram um protocolo para a
selecio de fungos basidiomicetos com potencial de aplicagio em sistemas de
biorremediagio de solos. A seleg@o é baseada em trés pontos:

1) Capacidade de formagdo de halo de descoloragdo de corante polimérico
“remazol brilliant blue-R”’(RBBR), em meio sélido:

A observacio do halo de descoloragdo do corante no meio de cultura é
uma forma ripida e pratica de constatar a presenga de um complexo enzimatico
inespecifico que atua na descoloragdo do corante e pode também atuar na degradagio
de outros xenobidticos. Estudos realizados demonstraram haver correlagdo entre a
descoloragio do corante Poli-478 e a capacidade de degradagdo de benzo (a) pireno e
antraceno, a indices de 76 e 91%, respectivamente, para varios fungos

Basidiomicetos.

2) Velocidade de crescimento em meio sélido:

Velocidade de crescimento elevada é uma das caracteristicas desejaveis na
aplicagdo de basidiomicetos em processos de biorremediagdo de solos, uma vez que
este fator pode contribuir para a redu¢do da competi¢do entre o basidiomiceto e a
microbiota autéctone do solo, além de facilitar o manuseio em laboratério € a

produgdo de inoculos para aplicagdo em maiores escalas.

3) Tolerédncia dos fungos aos xenobidticos presentes no solo:

A tolerancia do fungo aos xenobioticos a serem degradados € um dos fatores
importantes na avaliagdo do seu potencial de aplica¢do na biorremediagdo. Embora a
tolerancia do fungo ao xenobidtico nio seja garantia de sua capacidade de
degradagdo, ela é uma das condi¢Ges necessérias para que o fungo possa atuar na
presenga do composto a ser degradado. Esta tolerdncia pode ser avaliada pela
capacidade de crescimento na presenga do xenobiético.

No presente trabalho sugere-se o protocolo citado por MATHEUS, 1998,
exceto para os testes de capacidade de formagio de halo, pois P. ostreatus, ja teve
sua capacidade degradante de xenobioticos verificada por BEZALEL em 1996. Os

testes agora s@o para testar sua capacidade frente a dois herbicidas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Fungos

Serdo estudadas quatro linhagens do fungo basidiomiceto Pleurotus ostreatus,
de diferentes origens, que estdo depositados na Colegio de Cultura de
Basidiomicetos (CCB) da Secdo de Micologia e Liquenologia do Instituto de
Botanica, da Secretaria de Meio Ambiente do Estado de S3o Paulo.

Escolhemos P. ostreatus devido aos resultados obtidos em outros trabalhos
quanto a sua eficiéncia para degradar pireno e antraceno verificado por BEZALEL e
col. (1996).

Quanto ao numero de linhagens, definimos por apenas quatro devido a
complexidade dos testes e extens@io dos mesmos, uma vez que o uso de mais

linhagens poderia comprometer o tempo da pesquisa.

Tabela 2 - Linhagens de Pleurotus ostreatus a serem utilizadas no estudo

Numero na Colec¢éo Origem

CCB 004 Aruja — Brasil
CCB 010 México

CCB 021 Sé@o Paulo — Brasil
CCB 650 China
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4.2. Cultivo dos fungos

Cada linhagem de fungo sera cultivada, em triplicata, em placas de Petri
contendo meio sélido extraio de malte-dgar (MEA-2%). Disco de crescimento
micelial de 0,5cm serd inoculado no centro de cada placa, que serd incubada em
estufa a 28 + 2°C, até o crescimento total na placa. Apds o periodo de incubagio, as

culturas serdo mantidas em geladeira, 4 4°C, até sua aplicagdo nos testes seguintes.

4.3. Os herbicidas

Para todos os testes serdo utilizadas as substincias puras do herbicidas
estudados: Paraquat adquirido da Sygenta com teor de 40% de principio ativo e
Diquat também adquirido da Sygenta, com teor de 40,2% de principio ativo.

4.4. Teste de tolerincia em meio solido:

A taxa de extens@o micelial sera avaliada pelo crescimento do fungo em meio
de cultura adicionado de herbicida paraquat nas concentragdes de O (controle) a
1000 ppm (mg/L) da substdncia , diluidos em meio de extraio de malte-adgar (MEA-
2%). O meio sera vertido em placas de Petri, em triplicata, onde um disco de
crescimento micelial do fungo serd inoculado no centro da placa conforme
demonstrado na figura 6.

No fundo da placa serdo tragadas duas retas perpendiculares, passando pelo
centro do inoculo, e o didmetro da colbnia sera medido diariamente até o micélio
alcangar as paredes laterais da placa de Petri (4,5cm) com isso verifica-se além da
velocidade de crescimento, se os meios impregnados com os herbicidas ndo inibem o
desenvolvimento dos fungos. As taxas de extensdo micelial em cada concentragdo
serdo comparadas ao tratamento controle O ppm, sem herbicida.

O mesmo procedimento serd efetuado com o herbicida diquat, testando todas

as linhagens.
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inoculo

4,5 cm

4,5cm 4.5 cm

)
N

4,5 cm

Figura S: Placa de Petri com inéculo de fungo, serio tracejadas retas e
medido o crescimento da extensio micelial até o valor de 4,5 cm em todas as

diregdes.
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4.5. Biodegradagio de Paraquat e Diquat por linhagens de Pleuortus ostreatus,
teste da Biodegradabilidade imediata pela medida de diéxido de carbono
desprendido em sistema fechado ou método respirométrico de BARTHA e
PRAMER:

Esse ensaio baseia-se na quantidade de C0O, gerada pelos microrganismos no

processo de degradag@o da matéria organica.

4.6. Fundamentos do teste de biodegradabilidade:

Uma determinada substincia (no caso os herbicidas em teste) ¢ submetida
como unica fonte de carbono e energia, & metabolizagdo pelas linhagens de fungos
mais tolerantes ao diquat e paraquat, numa solugdo nutriente mineral (Meio B III),
em um frasco fechado mas com um volume de ar suficiente para a completa
metabolizagdo das substancias em teste.

Esta técnica é usada para determinagdo da taxa de biodegradagdo de matéria
orgdnica contida em residuos a serem tratados, porém usa-se para a medi¢do da
biodegradabilidade os frascos de ensaio em sistema fechado elaborado por
GLEDHILL em 1975 (Fig. Em anexo).

4.7. Reagentes e solugdes usados no teste de biodegradabilidade:
H,O destilada e isenta de CO,
Solugdo de KOH 0,2 mol/L
Solugdo indicadora de fenolftaleina
Solugéo de HC1 0,1 mol/LL
Solugdo de Na,C0; 0,05 mol/L.
Solug¢do de BaCl; 0,5 mol/L

4.8. Material:
Respirdmetro de GLEDHILL - trés para cada amostragem.
Seringas de 10ml para transferir as solugdes .

Bureta e erlenmeyer para titulagéo.
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4.9. Procedimento para leitura:

1. Injetar com uma seringa 10 ml da solugdo de KOH no recipiente pldstico do
Respirdmetro, ja adicionado do Meio BIIl impregnado com paraquat (a
concentragdo somente serd estipulada apds os testes de tolerdncia) e cinco

inocules do fungo mais tolerante, denominado PQ + Fungo

2. Injetar com uma seringa 10 ml da solugdo de KOH no recipiente plastico do
Respirémetro, ja adicionado do Meio BIII impregnado com 100 ppm de paraquat
sem inocules de fungo (para verificar se hd possibilidade de degradagio
abidtica), denominado por PQ + Gli. E por um meio modificado (que consta do
Meio BIII sem glicose para verificar se ndo ha interferéncia dos sais minerais)

denominado por PQ.

3. Injetar com uma seringa 10 ml da solugdo de KOH no recipiente plastico do
Respirdmetro, ja adicionado do Meio BIII com cinco inocules e impregnados
com paraquat (concentrag@o a ser definida de acordo com os resultados do teste
de tolerdncia), para verificarmos o uso do herbicida como fonte auxiliar de

fornecimento de carbono, denominado por PQ + Fungo + Gli.

4. Injetar com uma seringa 10 ml da solugdo de KOH no recipiente plastico do
Respirdbmetro, ja adicionado do Meio BIII, com cinco inocules do fungo mais
tolerante com paraquat, para que seja estipulado o teste de retengdo, uma vez que
apos os procedimentos, serfio verificados em andlise espectofotométrica com
todos esses testes sendo passados por membrana filtrante antes da

espectrofotometria.

5. Condicionar os respirdbmetros em estufa de incubag@o a mais ou menos 25 °C por

24 horas, vedando todas as saidas de ar.

6. Passadas as 24 horas, remover as vedagdes laterais e superior.
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11..
12.
13.

14.

15.

16.
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Por meio de seringa transferir a solugio de KOH do recipiente plastico do

Respirémetro para um erlenmeyer.

Encher a seringa com 10ml de agua destilada isenta de CO,, injetar no capilar de
acesso ao recipiente para a lavagem do mesmo e, com a mesma seringa transferir

essa dgua para o erlenmeyer com a solugdo de KOH.

Repetir esse processo por mais duas vezes completando 30ml de dgua e 10ml de
solug¢do de KOH.

Adicionar no erlenmeyer 1ml de BaCl,.

Adicionar duas gotas de fenolftaleina.

Titular imediatamente com HCI.

Anotar o volume de HCI gasto.

Injetar com a seringa 10ml de uma nova solugdio de KOH no recipiente do

Respir6metro.

Recolocar vedagdes nas saidas de ar do Respirdmetro.

Retornar os respirdmetros para estufa de incubag@o, até a proxima leitura.

Preparar uma amostra em branco para servir de célculo nas proximas

determinagdes, contendo: 10ml de KOH, 30ml de 4gua destilada isenta de CO,, duas

gotas de fenolftaleina, 1ml de BaCl,. Titular tudo isso com HCI e anotar o volume

gasto.
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Refazer todo o processo com os respirdmetros contendo o herbicida diquat e
o fungo(s) mais tolerante(s).

Todas as amostragens devem ser feitas em triplicata

4.10. Reacdes geradas no respirémetro:
Biodegradag@o da matéria orgénica:
MATERIA ORGANICA +0,=H,0 + CO,

Absorgdo do CO, gerado:
2 KOH + CO, = K,CO3 + KOH (excesso)

Reagdo do Cloreto de Bario com Carbonato de Potassio:
K,CO; + BaCl, =BaCO; + 2 KCL

Titulagdo do excesso de KOH com HCL:
KOH (excesso) + HCL - KCL + H,O

Substancias resultantes no final das reagées:
KCl (aquoso) + BaCOj; + HC1 (gota excesso).

4.11. Calculo do CO; gerado:

De acordo com o volume gasto de HC1 na titulagdo do KOH, calcula-se a
quantidade de CO,, em miligrama, gerado em cada Respiro metro segundo a
férmula: GCO, = (A-B) x (N HC1 /N KOH) x 100 x 0,044
Sendo:

GCO;: geragdo de gas carbdnico

A: volume gasto na titulagéo do branco
B: volume gasto na titulagdo da amostra
N HC1: normalidade do HC1
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N KOH: normalidade do KOH

0,044: fator de transformac¢do de mmol para mg de CO,.

4.12. Produgcio de CO; devido a degradacio:

Subtrair a quantidade de CO, gerada no Respirdmetro da quantidade gerada
no Respirdmetro controle. As técnicas descritas acima foram feitas de acordo com
PONTES, 2001.

4.13. Analise de Espctrofotometria:

Para observar quantitativamente o valor degradado pélos fungos em relagéo
aos herbicidas, passaremos os meios inoculados com os fungos mais tolerantes e
adicionados das concentragdes de paraquat e diquat, apos o ensaio respirométrico e
seu periodo de analise (28 dias).

Todos os testes deverdo ser filtrados em membrana Milipore® e verificadas a

presenga ou ndo dos herbicidas por Espectrofotometria de absor¢éo molecular.

4.14, Reagentes:

Para espectro de absor¢do molecular:
.Diotionito de Sédio a 0,05%
. Tamp&o Bérax pH 8,0

Para a curva de calibragéo:
.Diotionito de Sédio a 0,1%
. Tampéo Bérax pH 8,0

Condigoes:
.Comprimento de onda de excitagdo 428 nm.

.Comprimento de onda de emissdo 497 nm.
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Aparelhos:
Espectrofotometro modelo MICRONAL B 382
Aparelho de Automagdo modelo FIALAB 3500.

4.15- Teste para verificaciio da ndo adsorsao/absor¢io:

Um dos fatos que podem ocorrer nos ensaios de respirometria € a adsorsido ou
absorg¢do dos herbicidas pélos micélios do fungo ¢ nfo efetivamente a degradagéo
dos poluentes. Se ocorrer esse fendmeno as analises espectrofotométricas ndo
poderiam definir a adsorgio ou a absorg@io , uma vez que uma parte do herbicida
poderia estar aderido ao fungo e nfo propriamente degradado. Baseado nesse
problema resolvemos aplicar as mesmas metodologias usadas para detectar paraquat
em materiais biolégicos.

A técnica de separagdo dos herbicidas supostamente agregados ao fungo foi
proposta pdr PEDROSA em 1984, porém modificada devido a natureza dessa
pesquisa:

1) Paralelo aos testes de respirometria, trés frascos respirdmetros foram inoculados
com 50 ml de Meio BUI e doses concentradas de 100ppm (mg/l) de paraquat e
outros trés com a mesma dosagem de diquat, acrescidos de cinco inocules dos
fungos mais tolerantes por vinte e oito dias, nas mesmas condi¢des de incubagio.

2) Apos esse periodo adicionou-se ao contetido do respirdmetro:
167ml de agua deionizada
83 ml de H,S04 18mol/L
Refluxo de 5 horas em sistema fechado
Esfriar
Diluir p/ 300m! com 4gua destilada
Filtragem em membrana Milipore®

Ajuste de pH para ensaio de espectro, para verificagdo da biodegradagéo.

Caso haja algum tipo de agregagdo dos herbicidas pelo micélio do fungo apés
esse procedimento, a substidncia seria desprendida e se apresentaria na andlise
espectrofométrica. Assim poderiamos verificar, comparando com os outros ensaios

se houve a real biodegradagio.



29

5. RESULTADOS

5.1 Teste de tolerdncia dos fungos CCB 004, CCB 010, CCB 021 e CCB 650

junto ao herbicida Paraquat.

De acordo com os testes de tolerancia realizados com P. ostreatus CCB004,
CCB010, CCB021 e CCB650 por Paraquat com concentragdes de 0, 250, 500, 750 e
1000 ppm em MEA 2%, nota-se que houve crescimento dos fungos em
concentragdes somente de 250 ppm durante os seis dias de incubagdo da linhagem

004, sendo que houve inibigdo de crescimento em 100 para as doses de 500, 750 e

1000ppms (Figura 6).
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Figura 6: Crescimento micelial de P. ostreatus CCB004 em diferentes

concentracdes de paraquat (ppm)
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De acordo com esses testes, baixamos as concentragdes para 25, 50, 100 e
250 ppm (mg/L), para avaliar a(s) melhor(es) concentragdo(des) de tolerancia ao

herbicida (Figura 7) , onde o fungo (CCB 004) conseguiu melhor sobrevida.
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Figura 7 : Crescimento micelial de P. ostreatus CCB004 em diferentes

concentracdes de paraquat (ppm)
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CCB 010 teve inibigdo de crescimento em todas as dosagens conforme

demonstrado nas figuras 8 € 9.
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Figura 8: Crescimento micelial de P. ostreatus CCB 010 em diferentes

concentrac¢des de paraquat (ppm)
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tempo de incubacéo (dias)
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Figura 9: Crescimento micelial de P. ostreatus CCB 010 em diferentes

concentracdes de paraquat (ppm)
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CCBO021 foi o segundo melhor fungo a tolerar Paraquat, porém na
concentragio de 25 ppm (Figuras 10e 11).

Extensdo micelial (cm)
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Figura 10: Crescimento micelial de P. ostreatus CCB021 em diferentes

concentrac¢des de paraquat
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Observamos no figura 11 a segunda melhor tolerancia ao herbicida paraquat,

em relagdo aos testes efetuados com CCB 004, CCB 010 e CCB 021.
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Figura 11: Crescimento micelial de P.ostreatus CCB021 em diferentes
concentrag¢des de paraquat (ppm)
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CCB650 teve 100% de inibigdo assim como CCBO010 (Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Crescimento micelial de P. ostreatus CCB650 em diferentes
concentrac¢des de paraquat (ppm)
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Figura 13: Crescimento micelial de P.ostreatus CCB650 em diferentes

concentracdes de paraquat (ppm).
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Nas medig¢des de crescimento micelial, verificamos o mesmo comportamento,
onde CCB004 teve sua expansio medida confirmando os dados abaixo (Tabela 3),
para as concentragdes iniciais de 0 a 1000 ppm e para as concentragdes de a 250 ppm
(Tabela 3).

Tabela 3: Média de crescimento da extensio micelial (em cm) de CCB

004 nas concentracdes de 0 a 1000 ppm de paraquat.

dias de incubacio
Concentracio (ppm) de |1 2 3 4 5 6
paraquat
0 0,4 0,9 1,6 2,5 3,5 4,1
250 0,0 0,0 0,2 0,8 1,6 2,0
500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
750 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1.000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 4: Média de crescimento da extensio micelial (em cm) de CCB

004 nas concentracdes de 0 a 250 ppm de paraquat.

dias de incubagio
Concentra¢io (ppm) de 1 2 3 4 5 6
paraquat
0 0,4 0,7 1,5 2,7 3,6 | 4,1
25 0,1 0,2 0,7 1,2 2,0 32
50 0,0 0,1 0,4 0,8 1,4 1,8
100 0,0 0,1 0,3 0,5 1,0 1,7
250 0,0 0,1 0,2 0,6 1,0 1,9
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CCBO010 ndo teve expansio de micélio em nenhuma das placas adicionadas
do herbicida, apresentando crescimento somente nas placas controle -0 de Paraquat-
As médias de extensio micelial de CCB 010 podem ser verificadas nas

tabelas seguintes:

Tabela 5: Média de crescimento da extensido micelial (em cm) de CCB

010 nas concentracdes de 0 a 1000 ppm de paraquat.

dias de incubacio
Concentracio (ppm) de |1 2 3 4 5 6
paraquat
0 0,4 0,9 1,6 2,5 13,5 4,1
250 0,0 0,0 0,0 0,0 10,0 0,0
500 0,0 0,0 0,0 0,0 10,0 0,0
750 0,0 0,0 0,0 0,0 10,0 0,0
1.000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 6: Média de crescimento da extensiio micelial (em c¢m) de CCB

010 nas concentracdes de 0 a 250 ppm de paraquat.

dias de incubacio
Concentraciio (ppm) de |1 2 3 4 5 6
paraquat
0 0,4 0,7 1,5 2,7 13,6 4,1
25 0,1 0,2 0,7 1,2 2,0 3,2
50 0,0 0,1 0,4 0,8 |14 1,8
100 0,0 0,1 0,3 0,5 1,0 1,7
250 0,0 0,0 0,0 0,0 |0,1 0,3

CCBO021 teve inibigdo na extensdo micelial nas concentragdes superiores a 25

ppm demonstrado nas tabelas abaixo. Na concentragdo de 250 ppm, observamos um
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ligeiro crescimento de 0,3 cm até o 3° dia de incubagfo, porém ndo demonstrou

resisténcia nos dias seguintes.

Tabela 7: Média de crescimento da extensio micelial (em cm) de CCB

021 nas concentracgoes de 0 a 1000 ppm de paraquat.

dias de incubacio

Concentracéiio (ppm) |1 2 3 4 5 6
de paraquat
0 0,4 0,8 1,9 3,2 3,6 4.4
250 0,0 0,1 0,2 0,3 0,3 0,3
500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
750 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1.000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 8: Média de crescimento da extensio micelial (em cm) de CCB

021 nas concentracdes de 0 a 250 ppm de paraquat.

dias de incubacio

Concentracio (ppm) |1 2 3 4 5 6
de paraquat
0 0,4 1,0 1,8 3,2 4,0 4,5
25 0,0 0,1 0,3 0,9 1,3 2,0
50 0,0 0,0 0,0 0,1 0.1 0,3
100 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,2

250 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,3

2 > >
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CCB650 n3o demonstrou expansio micelial em nenhuma das placas

adicionadas de paraquat como o demonstrado nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9: Média de crescimento da extensio micelial (em cm) de CCB 650 nas

concentracgoes de 0 a 1000 ppm de paraquat.

dias de incubagio
Concentracio (ppm) de|l 2 3 4 5 6
paraquat
0 0,2 0,4 1,1 1,9 2,7 4,5
250 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1
500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
750 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1.000 0,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 10: Média de crescimento da extensio micelial (em cm) de CCB

650 nas concentrac¢des de 0 a 250 ppm de paraquat.

dias de incubacio

Concentracio (ppm) |1 2 3 4 5 6
de paraquat
0 0,2 0,5 |14 2,4 3,5 4,4
25 0,0 0,0 10,0 0,1 0,1 0,2
50 0,0 0,0 10,0 0,0 0,0 0,0
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
250 0,0 0,0 (0,0 0,0 0,0 0,0

Achamos as medidas de crescimento do micélio para todos os organismos em
testes medindo diariamente e comparando com os controles (inoculagdes sem o

herbicida na placa), e tirando a média aritmética demonstrada nas tabelas 3 a 10.
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De acordo com os resultados apresentados concluimos que o melhor fungo a
tolerar o herbicida paraquat foi CCB 004, apesar de CCB 021 ter apresentado
tolerancia, seus resultados foram baixos e resolvemos n@o aplica-lo nos testes futuros
de degradacdo em relagdo ao herbicida citado.

O fato de CCB 010 e CCB 650 ndo terem crescimento nesses testes, nio
foram descartados para os testes de repeticdo ao herbicida diquat, repetiremos a
metodologia uma vez que a mudanga na molécula pode variar significantemente a

tolerancia dos fungos e consequentemente seu poder de degradagio.
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5.2 Teste de tolerancia dos fungos CCB 004, CCB 010, CCB 021 ¢ CCB 650

junto ao herbicida Diquat.

Repetimos os testes de tolerdncia com a mesma metodologia, usando agora o
herbicida diquat em meio MEA a 2% nas dosagens inicias de 0, 250, 500, 750 e 1000
ppm para achar as concentragdes limite para os fungos.

O primeiro a ser testado foi CCB 004, para o qual observou-se novamente um
crescimento somente em concentragdes inferiores a 250 ppm, sendo totalmente
inibido em concentragdes superiores a esse valor. Conforme observamos na figura
14, a curva de crescimento se deu somente na placa controle (O de paraquat) € na

placa inoculada com 250 ppm de diquat

s gt v : e
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‘;Concentragées (ppm): —eo—0 —8— 250 500 —¢— 750 —¥—1.000

Figura 14: Taxa de Extensido Micelial Acumulada de P. ostreatus (CCB-

004) em Diferentes Concentracgdes de Diquat
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Em concentragdes inferiores a 250 ppm a tolerancia foi maior, podendo-se
observar bons resultados o que demonstra uma provavel facilidade da degradagio
da molécula nessas concentragdes (Figura 15), onde as doses de 25 a 100 ppm

acompanharam o crescimento da placa padrao (O ppm).
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Concentracdes (ppm): —o—(0 —8—25 50 —<—100

Figura 15: Taxa de extensio micelial acumulada de P. ostreatus

(CCB-004) em diferentes concentracdes de Diquat
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O teste com CCB 010 mais uma vez demonstrou que ndo houve crescimento
em nenhuma das concentragdes medidas, apenas nas placas controle, assim como no

teste anterior efetuado com o paraquat, conforme observamos nas figuras 16 e 17.

5,0 }mmm,fww ; . D
1’0 | sk S s L ; i - "f»,«;‘ e v : : : :?J
1 2 3 4 5 6
Dias de Incubagéo
Concentragées (ppm): —&—0 —8—250 500 —¢— 750 —¥—1.000

Figura 16: Taxa de extensio micelial acumulada de P. ostreatus

(CCB-010) em diferentes concentrac¢oes de Diquat
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Figura 17: Taxa de extensdo micelial acumulada de P. ostreatus

(CCB-010) em diferentes concentracdes de Diquat

Baseado nos dois testes de tolerancia efetuados com o fungo CCB 010 e
verificado que ndo houve crescimento deste em nenhuma concentragio do herbicida
aplicado ( de 25 a 1000 ppm), tanto ao herbicida paraquat quanto ao herbicida diquat
, resolvemos exclui-lo dos testes de respirometria (avaliagdo da Biodegradabilidade),

uma vez que esse fungo nio tolerou as substancias testadas.
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O fungo CCB 021 apresentou um bom desenvolvimento nas placas
inoculadas com as diferentes doses de diquat, o crescimento micelial foi continuo
tanto na placa controle quanto nas placas com o herbicida. Na figura 18 observamos

as curvas de crescimento do micélio para as concentragdes de 0 a 100 ppm

1 2 3 4 5 6
Dias de Incubagao

Concentragdes (ppm): —¢—0 —8-25 50 —¢«—100

Figura 18: Taxa de extensio micelial acumulada de P. ostreatus

(CCB-021) em diferentes concentracdes de diquat
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Na figura 19 observamos o melhor desenvolvimento fungico em todos os
testes efetuados, CCB 021 tolerou as maiores concentragdes até entdo, chegando a ter

desenvolvimento em até 500 ppm de diquat

Dias de Incubacao

Concentragdes (ppm): ——0 ——250 500 —¢—750 —¥—1.000
|

Figura 19: Taxa de extensio micelial acumulada de P. ostreatus

(CCB-021) em diferentes concentracdes de diquat
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CCB 650 n3ao demonstrou tolerancia ao herbicida diquat em nenhuma
concentragao testada, assim como CCB 010, com esses resultados resolvemos exclui-
lo também dos testes futuros de Biodegradabilidade, uma vez que o mesmo ndo

tolerou nenhum dos dois compostos como podemos observar nas figuras abaixo.

5,0
4,0 -
3,0
2,0
1,0 -
0,0

Dias de Incubagao

Concentracées (ppm): —&—0 —8—25 50 —¢—100

Figura 20: Taxa de extensio micelial acumulada de P. ostreatus

(CCB-650) em diferentes concentracdes de diquat
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Mesmo em concentragdes baixas ndo foi observado crescimento micelial de

CCB 650 conforme podemos observar na figura 21.

4,0
3,0 -
2,0
1,0
0,0

"

Dias de Incubacgéao

\
l

Concentracdes (ppm): —o— 0 —— 250 500 —¢—750 —3¢-1.000

Figura 21: Taxa de extensio micelial acumulada de P. ostreatus

(CCB-650) em diferentes concentracdes de diquat
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Nas medic¢des de crescimento micelial, elaboramos as medigdes diarias com
as placas inoculadas em todas as concentragdes com os 4 fungos em testes, as médias

de crescimento estdo demonstradas nas tabelas abaixo

Tabela 11: Média de crescimento da extensfio micelial ( em cm) de CCB

004 nas concentracées de 0 a 1000 ppm de diquat.

dias de incubacio
Concentracio |1 2 3 4 5 6

(ppm) de diquat

0 0,3 0,6 0,9 1,6 2,0 4,3
250 0,0 0,1 0,4 0,8 1,2 2,0
500 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2
750 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1.000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 12: Média de crescimento da extensio micelial ( em cm) de CCB

004 nas concentracgées de 0 a 100 ppm de diquat

dias de incubacio
Concentragao |1 2 3 4 S 6
(ppm) de diquat
0 0,3 1,0 1,5 2,6 3,5 4,5
25 0,2 0,9 1,1 2,1 3,1 42
50 0,1 0,9 1,2 22 3,1 43
100 0,1 0,4 1,0 1,9 2.9 3.9
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Tabela 13: Média de crescimento da extensido micelial (em cm) de CCB

010 nas concentracées de 0 a 1000 ppm de diquat.

dias de incubacio
Concentrag¢iao |1 2 3 4 5 6
(ppm) de diguat
0 0,3 0,6 0,9 1,6 2,0 0,0
250 0,0 0,1 0,4 0,8 1,2 2,0
500 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,2
750 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1.000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabelal4: Média de crescimento da extensio micelial (em cm) de CCB

010 nas concentragoes de 0 a 100 ppm de diquat.

dias de incubacio
Concentragio |1 2 3 4 5 6
(ppm) de diquat
0 0,3 1,0 1,6 2,2 3,2 4,4
25 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
50 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Tabela 15: Média de crescimento da extensio micelial (em cm) de CCB

021 nas concentracgées de 0 a 1000 ppm de diquat

dias de incubacgio
Concentracio |1 2 3 4 5 6
(ppm) de diquat
0 0,4 0,8 1,4 1,9 2,8 4,5
250 0,1 0,2 0,5 1,3 22 42
500 0,0 0,0 0,0 0,2 0,4 1,1
750 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0
1.000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 16: Média de crescimento da extensio micelial (em cm)

de CCB 021 nas concentracdes de 0 a 100 ppm de diquat.

dias de incubacio
Concentracio |1 2 3 4 5 6
(ppm) de diquat
0 0,2 0,9 1,4 2,2 3,0 4,5
25 0,2 0,9 1,3 2,0 3,0 42
50 0,2 0,6 1,4 2,1 2,9 4,4
100 0,2 0,5 1,2 1,9 2,4 4,0
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Tabela 17: Média de crescimento da extensio micelial (em cm ) de

CCB 650 nas concentracdes de 0 a 1000 ppm de diquat.

dias de incubagio
Concentracio |1 2 3 4 5 6

(ppm) de diquat

0 0,2 0,5 1,3 1,9 3,0 42
250 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
750 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1.000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 18: Média de crescimento da extensiao micelial (em cm) de CCB

650 nas concentracdes de 0 a 100 ppm de diquat.

dias de incubacio
Concentracio |1 2 3 4 5 6
(ppm) de diquat
0 0,3 0,6 1,2 1,9 3,0 43
25 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
50 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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5.3 Resultados do teste de Biodegradabilidade imediata:

De acordo com os resultados obtidos no teste de tolerancia selecionamos para
o teste de Biodegradabilidade os fungos CCB 004 com o herbicida paraquat e CCB
021 com o herbicida diquat, uma vez que foram os fungos que melhor toleraram os
respectivos herbicidas.

Os ensaios respirométricos foram efetuados seguindo os critérios estipulados
pela CETESB em sua norma resolutiva L 6350, de 1990, para ensaio de
Biodegradabilidade método respirométrico de BARTHA.

PONTES (2001), afirma em sua dissertagdo que essa norma tem flexibilidade
em suas aplicagdes, desde que estas sejam explicitamente definidas.

Estipulamos a concentragdo de 100 ppm (mg/l) devido aos resultados dos
testes de tolerancia, efetuamos o teste durante um periodo de 28 dias com um total de
13 leituras, sendo efetuadas as 7 primeiras diariamente, e as seguintes a cada 4 dias.

Com base nos resultados do ensaio verificamos uma acdo degradante dos
fungos em condigdes especificadas para o ensaio de respirdmetria, conforme

podemos observar nos graficos abaixo.

1

mg de CO2
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Figura 22: Quantidade de CO; produzido por CCB 004 no teste
respirométrico apds 28 dias de incubac¢do e 13 leituras, com concentragdes de

100ppm (mg/1) de Paraquat.
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Concetracao de CO2

mg de CO2

Leituras

Figura 23: Concentracio de CO; produzido por CCB 021 no teste
respirométrico apos 28 dias de incubacgido e 13 leituras com concentracdes de

100 ppm (mg/l) de Diquat.

Verificamos que houve a produgio de CO; nos dois fungos testados, com isso
precisamos analisar quantitativamente se houve degradagdo dos compostos, uma vez
que necessitamos da confirmagdo da degradagdo, ja que soO a respirometria nao reflete
dados quantitativos.

Por isso se fez necessario as analises espectrofotométicas para

determinarmos a degradacgdo dos herbicidas estudados.



55

5.4 Resultados da Andlise Espectrofotométrica:

De acordo com as analises observadas verificamos redugdes significativas do
herbicida paraquat, CCB 004.
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Figura 24: Variacdo nas concentracdes de paraquat apés teste de

Biodegradabilidade, confirmados por espectrofotometria.
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Observamos que as amostras que continham paraquat e fungo foram as que
apresentaram os melhores resultados em relagdo a degradagao.

Nos testes que continham glicose juntamente com o fungo, a degradabilidade
ndo foi tdo efetiva pois provavelmente o fungo usou o carbohidrato como fonte
principal de carbono e usou o paraquat como fonte secundaria.

Observamos que n3o houve degradacgio abidtica (paraquat + glicose) e nem

reten¢do nos processos de filtragem verificados em PQ-ret.
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Figura 25: Variacio nas concentracdes de diquat apos teste de

Biodegradabilidade, confirmados por espectrofotometria.
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O fungo CCB 021 foi o melhor a ser testado tanto em relagdo a tolerincia
quanto a biodegradabilidade, apresentando 6timos resultados como os apresentados
no grafico acima, onde as amostras que foram inoculadas diquat + fungo
apresentaram mais de 60% de degradagio; as amostras com fungo + diquat e glicose
apresentaram niveis de mais de 50% de degradac@o.

As amostras que continham diquat + glicose ndo tiveram degradagdo assim
como nos testes com paraquat o que reflete que efetivamente nio houve degradagido

abidtica e nem retengdo nos processos de filtragem.
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5.5 Resultados dos testes de verifica¢cdo da adsorsio/absorcao.

Seguindo a metodologia citada no capitulo de materiais e métodos, item 6.15,
elaboramos o teste nas mesmas condigdes dos ensaios respirométricos obtendo os
seguintes resultados observados na figura 26, concentragdes encontradas de diquat
em tomo de 60, o que reflete degradagdo efetiva de 40ppm (mg/l) do herbicida,
diferente dos resultados de espectro que indicou valores superiores a 50% de

degradacio.
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Figura 26: Resultados de concentracio do herbicida diquat em

determinacio espectrofotometrica, junto ao fungo CCB 021.
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Na figura 27 verificamos os resultados em relagdo ao herbicida paraquat, apos
teste de determinag¢do em material biologico, os resultados demonstrados nos grafico
sugerem que um certo teor das substancias ficam aderidas ao fungo, porém as
diferengas de concentragdes indicam que além dessa agregagdo ha também a efetiva
biodegradagdo, uma vez que se toda a concentragdio ndo apresentada na
Espectrofotometria estivesse realmente aderida aos micélios dos fungos, a mesma

seria mostrada nas espectofotometrias dos testes de adsorsdao/absorgao.

10000

PQ+FUNGO+GLI

PQ+FUNGO+GLI

Figura 27: Resultados de concentracio do herbicida paraquat em

determinacio espectrofotometrica, junto ao fungo CCB 004.

Observamos resultados semelhantes na figura acima onde o paraquat teve uma
biodegradagdo média de 30% (valores maximos), confirmando as analises

espectofotométricas.

@ Sequenciat
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8. DISCUSSAOQ.

Testou-se a capacidade de biodegradagdo de quatro linhagens do fungo P.
ostreatus junto a dois herbicidas , usando os testes de tolerincia, biodegradabilidade
e confirmagdo por determinagdo das concentragbes em solugdo por
espectrofotometria de absor¢do molecular.

Esse ultimo teste (absorgéo/adsorgdo), teve uma caracteristica comprovatoria
pois outros trabalhos usando fungos basideomicetos verificaram seu poder de
remogdo de substincias organicas, tais como corantes em efluentes de industria téxtil
pela capacidade de agregar o corante avaliando sua biomassa como sugerido por
GUGLIOTA(2001).

As andlises foram indicando que o comportamento das quatro linhagens se
diferenciaram muito devido aos fatores como: intolerdncia de CCB 010 e 650, que

ndo conseguiram usar nenhum dos herbicidas como fonte de carbono.



62

7.CONCLUSOES e RECOMENDACAO

Concluimos com os testes preliminares de tolerdncia que os fungos CCB 004
e CCB 021 foram os que mais toleraram a presenga do herbicida paraquat e diquat, o -
que ja ¢ um indicativo da continuidade dos testes de avaliagdo do poder
biodegradante desses organismos.

Esses resultados foram proveitosos uma vez que os fungos tolerantes ja se
encontram climatizados as condi¢des brasileiras o que descarta & introdugdo de
espécies de origem estrangeira (nesta pesquisa apesar de se tratar do mesmo género e
espécie, CCB 010 e CCB 650 provinham do México e da China respectivamente).

O uso excessivo de agrotoxicos no solo, os impactos ambientais € a
contaminagdo do solo ja sdo conhecidos ha décadas, a proposta de biorremediagio
usando basideomicetos tem demonstrado bons resultados para outros poluentes (vide
tab.1) e contaminantes, com isso tentamos levar uma nova "biotecnologia” para tentar
sanar ao menos em parte esse tipo de problema relativo a dificuldade de
microrganismos eficientes na degradagdo de poluentes a idéia de usar fungos
basideomicetos para dar continuidade as pesquisas e levar para testes em campo
como alternativa de recuperagdo de solos contaminados.

Os testes com esses fungos contribuem também para a incrementagio de um
banco de dados sobre eficiéncia de fungos basideomicetos como degradantes, da
Secretaria Estadual do Meio Ambiente, que classifica esses organismos como
potenciais biodegradadores de diversos xenobidticos.

As substincias que foram testadas (paraquat e diquat) ndo sdo facilmente
biodegraddveis ao menos sob o aspecto dos testes de biodegradabilidade aqui
aplicados. GLENDHILL (1975) afirma que: "para uma substincia ser facilmente
biodegradavel em relagdo ao teste respirométrico, ela deve ter 70% de degradacdo, o
que ndo foi conseguido nos resultados obtidos.

O uso de microrganismos para fins de biorremediagdo é uma boa proposta,
pois naturalmente bactérias e fungos ajudam na decomposi¢do de xenobiéticos,
cabendo as futuras pesquisas em relagfio a biorremediag@o aplicar os organismos
mais eficazes em questdo aos poluentes; porém devemos ter o cuidado na escolha das

espécies, ter conhecimento claro sobre sua biologia, aplica-los em testes em vitro
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para avaliar seus poténcias antes de usa-los em campo e respeitar as legislagdes
ambientais vigentes, evitando assim a introdugdo de espécies aldctones que podem
causar impactos ambientais na fauna e na flora nativa.

Estudar e aplicar formas alternativas de agricultura também pode ser vista como
uma boa medida para a diminuigdo do uso de agrotoxicos e todos os impactos que
eles causam.

Apesar dos bons resultados que obtivemos, o uso de basideomicetos como
biorremediadores de solo ainda necessita de mais estudos, principalmente quanto
aos testes em relagdo aos tipos de xenobidticos que os mesmos podem degradar,
suas aplicagdes em campo e principalmente as avaliagdes das espécies mais eficazes
junto com suas condi¢des necessarias (estagio de crescimento,condigdes abidticas,
nutrientes, etc...).

Concluimos pdr fim que o fungo P. ostreatus vem se destacando nessa linha,
varios estudos em relagdo a esse fungo foram e estio sendo feitos com bons
resultados e com os mais diversos tipos de poluentes, o que ja caracteriza esse fungo
como uma boa opgdo de escolha para os testes de biorremediagio.

Como recomendagdo, em relagdo a avaliagdo da degradagdo bioldgica dos
herbicidas, prode-se para testes futuros o uso dos fungos tolerantes na
biorremediagdo de solos impregnados com os agrotoxicos estudados no presente
trabalho e outros de uso comum no Estado além de propor o uso desses fungos como
biorremediadores de solos contaminados pelos mais diversos tipos de xenobiéticos,
um problema cada vez mais sério que afeta boa parte das areas industrializadas no
Brasil e no mundo, prejudicando a satde publica e o equilibrio ambiental , além de

afetar indiretamente os recursos hidricos.
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ANEXO A:

Extremidade su

)

perior do su ——

porte vedada

-

Pedago de borracha para manter
o orificio da agulha vedada

Agulha de inje¢ao para retira-
da do Ba(OH)2 com seringa

Pedago de mangueira com pinga
para liberagao da pressao du-
rante as retiradas do Ba(OH)2

Ronlha de borracha

Tubo para liberagao da pressao
durante a retirada de amostras

Tubo de vidro de parede grossa
para suporte do recipiente de
Ba(OH)2

Capilar plastico para retira

\

da do Ba(OH)2

Recipiente plastico com
1Qml de Ba(OH) ,

Solugao nutriente

Frasco para ensaio da Biodegradabilidade pela medida de didxido de carbono,

GLEDHILL, 1975.



ANEXO B:

Formula do Meio MEA 2%:
Extrato de malte 20g
Glicose 20g
Agar 15g
Peptona 1g
Agua destilada qsp 1litro.

ANEXO C:

Férmula do Meio BIII

Glicose 10g
Thiamina HCL 1 mg
Tartarato de Amonia 375¢
Sulfato de Mg 0,5g
Fosfato Monocalcio 0,016g
Suifato de Mn 0,016g
Tampdo Acetato pH 4,5
980 ml de agua destilada

ANEXO D:

Férmula do Meio BIlI modificado
Thiamina HCL 1 mg
Tartarato de Amonia 3,75¢g
Sulfato de Mg 0,5g
Fosfato Monocilcio 0,016g
Sulfato de Mn 0,016g
Tampao Acetato pH 4,5

980 ml de agua destilada



ANEXOE:

Agua isenta de CO2: ( PONTES, 2001 —modificado-)
Agua destilada fervida até a ebulicio durante 60minutos.
Resfriar em recipiente com filtro de ascarita

Guardar em recipiente com filtro de ascarita

ANEXOF:
Solucio de hidroxido de potassio 0,2 N:
Pesar 11,2 gde KOH (p. a.)

Dissolver em 1 litro de dgua isenta de CO2

ANEXO G:
Solucio de sacido cloridrico 0,1 N
Medir 8,5 ml de HCI concentrado

Completra para 1 litro com égua destilada

ANEXO H:
Solucio de Cloreto de Bario 1,0 N
Pesar 12,2 g de Cloreto de Bario

Completar o volume para 100ml com agua destilada isenta de CO2

ANEXO I:
Soluciio indicadora de Fenolftaleina;
Dissolver 0,2g de fenolftaleina em 60 ml de etanol

Completar para 100 ml com sgua destilada

ANEXO J:

Soluciio de Carbonato de Sédio

Secar o carbonato em mufla por por 1h a 270 graus Celsius

Pesar 3,5 g desse carbonato, dissolver com 500mi de agua destilada isenta de

CO2 a 15 graus Celsius e completar para 1 litro com agua dest. Isenta de CO2





