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1 INTRODUCAO

Um dos campos mais proeminentes da é&rea ambiental éstudo de
micropoluentes organicos presentes em ambientesitieogl Recentemente, estudos
mostraram mudancas na reproducdo de animais e bapaossivelmente devido a presenca
de alguns micropoluentes (conhecidos como desmgusa enddocrinos) em aguas
superficiais e subterraneas (FERREIRA, 2008).

Substancias sintéticas com acao desrreguladorges@mente persistentes no
ambiente, acumulam-se no solo e nos sedimentogras&portadas para outras regides pela
atmosfera e podem acumular-se ao longo da caddieatrexpondo 0s animais superiores a
maiores riscos. Varias destas substancias poderaxsegtadas por meio do leite materno,
constituindo-se, assim, uma fonte de contaminagém rgcém-nascidos (Meyeral., 1999).

Processos como a oxidacdo por complexo enzimdaroduzido por fungos, tém se
mostrado bastante promissor na degradacdo de migespes presentes em amostras
ambientais. Essas enzimas lignoliticas sdo capbzeglrolisar os polissacarideos da parede
celular e também a lignina de materiais celulésipaslendo oxidar também uma série de
compostos fendlicos relacionados a lignina. Com dsomediadores adequados pode
possibilitar a oxidacdo de compostos nao-fenélf@ddfKkDIM, 2010; TEIXEIRAEet al., 1997,
BORBONNAIS & PAICE, 1990).

2 Orientando
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2 OBJETIVO

Avaliar a eficiéncia do complexo enzimatico Lacélsec), Manganés Peroxidase
(MnP) e Lignina Peroxidase (LiP), produzido pelasigos de decomposicdo branca
Pycnoporus sanguineus e Trametes villosa, na tratabilidade dos horménios sintéticos:
Acetato de Ciproterona, Etinilestradiol e Gestodenmara futuras aplicagbes de

descontaminacédo de aguas e efluentes.

3 MATERIAL DE METODOS

3.1 Hormonios Sintéticos e Preparo da Solucdo Estoque

A pesquisa serd realizada com padrfes primariosmedmios sintéticos, gentilmente
cedidos pela industria farmacéutica Cifarma CigatiFarmacéutica, e possivelmente serao:
Acetato de 6-cloro-3,20-dioxd32p-diidro-3'H-ciclopropall,2] pregna-1,4,6-trien-17-y
(Acetato de Ciproterona), (&)19-norpregna-1,3,5(10)-trien-20-yne-3,17-diol
(Etinilestradiol) e (1d)-13-ethyl-17-hydroxy-18,19-dinorpregna-4 (Gestamerpois estes
hormoénios estéo entre os mais utilizados paradatéo de medicamentos de contracepgao e
regulacéo hormonal.

A concentracdo de hormoénios sintéticos para o poeda solucdo estoque sera
previamente estabelecida, de forma a obedecemdte lde deteccéo validado pela empresa
Cifarma Cientifica Farmacéutica, para andlise epm@atografo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE). O Quadro 01 mostra quais as concentracoessfdas solucbes de hormonios

sintéticos que serao utilizadas durante o tratamment

Quadro 01: Hormonios sintéticos e concentracdes daslucdes estoque a serem
utilizadas.
CONCENTRACAO DA SOLUCAO

ESTOQUE (mg.mL™)

HORMONIO SINTETICO

Acetato de Ciproterona 2,000
Etinilestradiol 0,035
Gestodeno 0,075

A solucdo estoque sera preparada com agua ultiiapdd e alcool etilico para
solubilizar os horménios, uma vez que de acordo Yaharianoet al. (2007), o alcool etilico



€ comprovadamente um indutor de producdo enzimaticaertas espécies de fungos, como
o Pycnoporus sanguineus, € economicamente viavel, de facil acesstambém porque 0s
outros compostos como acetonitrila, acetona e mktarilizados na solubilizacdo de

horménios sintéticos, sdo toxicos para a maiorsandi@rorganismos, inclusive fungos.

3.2 Microrganismos e Cultivo

Os microrganismos a serem utilizados na pesqufyapporus sanguineus e
Trametes villosa, fazem parte da colecdo do Laboratério de Enzimal@&g Biocatalise
Ambiental da Faculdade de Farmacia, da Universidaatieral de Goids — UFG, e foram
obtidos juntos a Fundag&o André Tosello, Campifas/S

Para manutencao das cepas e utilizacdo dos fulmgosxperimentos, o cultivo sera
realizado em placas deetri contendo meio de cultura sélido. Os fungos seefticados
trimestralmente conforme metodologia de Caste(lB®67) descrita a seguir.

O meio de cultura serd autoclavado para tornadériesa 120 °C durante 20
minutos. Em seguida, cerca 15 a 20mL de meio seaéeferidos para as placasRktri. Em
capela de fluxo laminar, um disco de tamanho rafera abertura maior de uma ponteira de
1mL, sera inoculado em cada placa, que serdo anadase em condicdes ambiente durante
10 dias para crescimento satisfatorio dos fungos.

O meio de cultura do tipo BGA (Batata, Glicose, Agsera utilizado como meio
basal para o desenvolvimento dos cultivos fungitango na manutencao das cepas quanto
nos experimentos. Os reagentes que compordo os,nséicdo e liquido, encontram-se no
Quadro 02.

Quadro 02: Meios de cultura a serem utilizados.

REAGENTES | MEIO SOLIDO | MEIO LIQUIDO
Glicose 59 20g
Caldo de Batata 50mL 200mL
Agar 3,750g Ausente
Agua Destilada para 250mL para 1000mL

O caldo de batata sera feito a partir do cozimdattkg de batata inglesa, adquirida

comercialmente, em 1L de agua esteéril.

3.3 Tratamento dos Hormonios Sintéticos em Batelada: Eperimentos em Meio de

Cultura Liquido



Os experimentos em meio de cultura liquido serabzexlos sob duas condicdes:
agitacdo e estatico. Serdo retirados quatro dideosada espécie fungica com 10 dias de
crescimento e transferidos pdtalenmeyers de 250mL contendo meio de cultura do tipo
BGA e solucéo estoque de cada hormdnio sintétiparadamente e um branco.

O procedimento microbiologico de inoculagédo, assomo a adicdo das solucdes
dos hormonios sintéticos serdo realizados dentronu capela de fluxo laminar, a fim de
manter as condi¢cdes estéreis, de acordo com metpdale Castellani (1967).

No ensaio sob condicédo estaticaFokenmeyers serdo mantidos em incubadora por
20 dias a 26 °C. Para o ensaio sob agitacagylesmeyers serdo mantidos em misturador
automético $haker) em rotacéo de 120 rpm por 20 dias a 26 °C.

3.4 Determinacéo da Atividade Enzimatica

A determinagdo da atividade enziméatica é um imptetaindicador de
adaptabilidade e reproducéo dos fungos no meiabcgelecionado.

A atividade enzimatica da Lacase sera determinaglanslo metodologia de Szklarz
et al., (1989-modificado): a oxidacdo da seringaldazi@aconduzida em uma mistura de
reacado que contenha 0,6mL do sobrenadanté&desmeyers, 0,2mL do tampé&o acetato de
sédio 50mmol.* (pH 5,0) e 0,1mL de seringaldazina 1,0mmdl.preparada em etanol. A
reacdo € iniciada pela adicdo da seringaldazina welacidade desta reacdo deve ser
acompanhada por 05 minutos. As leituras da atieidadzimatica sé@o realizadas em
espectrofotdmetro em comprimento de onda de 525anuct = 65000 mmol.L:.cm™.

Para Manganés Peroxidase a metodologia utilizadadeeKuwaharat al. (1984).

Os componentes da mistura sao: 0,5mL de sobremadasErlenmeyers, 0,1mL de lactato
de sédio, 0,2mL de albumina bovina 0,5%, 0,05mLMSQO, 2,0mmol.Y, 0,05mL de
solucdo de bD, 2,0mmol.L* em tamp&do de succinato de sédio 0,2mbld.0,1mL de
vermelho de fenol 0,1%. A mistura é incubada pamiButos a 30°C. A leitura da atividade
enzimatica é realizada em espectrofotdbmetro em Gorapto de onda de 610nm, serte
4460 mmol.I*.cm.

A atividade enzimatica de Lignina Peroxidase semterchinada segundo
metodologia de Tien & Kirk (1984), onde os compdasrpara a mistura da reagédo sao:
0,6mL do sobrenadante daslenmeyers, 0,2mL de HO, 2,0mmol.L* de solucéo de alcool
2,0mmol.L.* em tampdo de tartarato de sodio 0,4mbl.A reacdo é determinada pela
oxidacao do alcool veratrilico. Em espectrofotémetsm comprimento de onda de 310nm, é

realizada a leitura do aldeido formado dessa reaefdct = 9300 mmol.E.cmi.



3.5 Analise dos Horménios Sintéticos apds Tratamento

Para verificar a eficiéncia da técnica de tratameoim os fungos, sera utilizado o
método de Cromatografia Liquida de Alta Eficién¢@LAE), conforme metodologias
desenvolvidas e validas pela industria Cifarma fifiea Farmacéutica. A eficiéncia sera a
diferenca entre a concentracdo inicial e a conagétr final dos hormdnios sintéticos nas
solucdes.

As coletas das amostras seréo feitas no 5°, 10° éi@ de cultivo no laboratorio de
Enzimologia da Faculdade e Farmécia da Universidaeigeral de Goias - UFG, para
realizacdo da andlise de determinacdo enzimatieasera realizada no proprio laboratorio
de Enzimologia da Faculdade e Farmacia e para seneaminhadas, em tubos de ensaio
protegidos de luz e calor, para o laboratério detrote de qualidade fisico-quimico da
industria Cifarma, onde seréo realizadas as asalse&oncentracdo dos hormonios sintéticos
em CLAE. No 15° dia serdo coletadas amostras gal@zacdo da analise de determinacdo

enzimatica, no laboratério de Enzimologia da Femtddde Farmacia - UFG.

4 RESULTADOS ESPERADOS

E esperado:

* Que pelo menos uma das duas espécies de fungoscdenpbsicdo branca
selecionadas seja eficiente na tratabilidade dosmdmwios sintéticos estudados,
na condicdo de cultivo em meio liquido estipulada;

* Que o complexo enzimatico Lacase (Lcc), LigninaoRieiase (LiP) e
Manganés Peroxidase (MnP), produzido pelos fungodedomposicéao branca,
seja eficiente na tratabilidade dos hormdnios soug estudados;

* A determinacao da atividade enzimatica de Lacase)(IManganés Peroxidase
(MnP) e Lignina Peroxidase (LiP) dos fungos seleaitns na presenca de cada
um dos hormdonios sintéticos estudados;

* A determinagdo das concentragdes finais e duratregamento com os fungos

de decomposicédo branca selecionados, dos hormgintésicos estudados.
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