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Biodegradacao da Benzofenona-3

Biodegradation of Benzophenone-3

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade do fungo da podridao branca Pleurotus
ostreatus, e do extrato bruto de lacase, produzido pelo Trametes sp. realizarem a
degradacdo da Benzofenona-3(BP3), um filtro ultravioleta amplamente utilizado. Os
experimentos foram conduzidos em condicdo submersa (erlenmeyer), 28°C, com
concentracdo inicial de 10 mg/L. A biodegradacéo foi avaliada pelo cultivo do fungo, em um
meio composto por 8 g de glicose e 1,9 g de cloreto de amédnio. Os fungos foram inoculados
na forma de pellets e foi avaliado, também, o efeito da adicdo de indutores ao meio. O
melhor resultado obtido foi a remogdo de 100% da BP3 do meio, sendo, aproximadamente,
60% via biodegradacgdo. O estudo realizado com extrato bruto de cultivo de Trametes sp.,
foi conduzido com BP3 a concentragdo de 5 e 10 mg/L e extrato bruto a 100, 600 e 1000
unidades de lacase por litro, obtendo uma degradacdo de 24,4 % para a ultima condigdo. Os
resultados permitiram observar que, sob as condi¢des estudadas, a biodegradagdo da BP3
pode ser obtida tanto pela inoculagdo da biomassa fungica quanto pelo extrato bruto de
lacase.

PALAVRAS-CHAVE: Filtro ultravioleta. Fungos da podridao branca. Biodegradacao.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate capacity of the white-rot fungus Pleurotus
ostreatus and the crude laccase extract produced by Trametes sp. perform the degradation
of Benzophenone-3 (BP3), a widely used ultraviolet filter. The experiments were conducted
under a submerged(erlenmeyer) condition,28°C, with an initial concentration of 10 mg/L.
Biodegradation was evaluated by fungus cultivation in a medium composed by 8 g of glucose
and 1.9 g of ammonium chloride. The fungi were inoculated in the form of pellets and the
effect of adding inducers to the medium was also evaluated. The best result obtained was
the removal of 100% of BP3 from the medium, being approximately 60% via biodegradation.
The study with Trametes sp. Crude extract was conducted with BP3 at a concentration of 5
and 10 mg/L and crude extract at 100, 600 and 1000 laccase units per liter, resulting in a
24,4% degradation to last condition. The results allowed to conclude that, under the studied
conditions, the biodegradation of BP3 can be obtained by inoculating the fungal biomass as
well as the crude laccase extract.

KEYWORDS: UV filter. White-rot fungi. Biodegradation
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1 INTRODUCAO

Filtros ultravioleta (UV-Fs — uv filters) sdo substancias utilizadas por industrias
farmacéuticas e cosméticas na composicdo de produtos que apresentam a
capacidade de reduzir os danos causados pela radiacao ultravioleta a pele e ao
cabelo. Estas substancias sao utilizadas, também, por industrias quimicas, na
formulacdo de produtos como tintas, plasticos e pigmentos a fim de melhorar a
resisténcia a degradacdo pela incidéncia de luz solar (GAGO-FERRERO et al., 2013)

O fotoprotetor estudado neste trabalho foi a Benzofenona-3 sendo este um
UV-F amplamente utilizado na industria de cosméticos em produtos como
protetores solares, e quimica, por exemplo, em corantes, a fim de conferir maior
resisténcia dos produtos a radiacao.

A preocupacdo em relacdo a contaminacdo por fotoprotetores estd
relacionada aos conhecidos efeitos negativos que estes podem ter sobre os
ecossistemas aquaticos e a saude humana, no caso da BP3, Ye e colaboradores
(2019) verificaram que esta pode causar alteragcGes no sistema enddcrino e possuir
atividade carcinogénica

Um dos métodos estudados para realizar a remocdo destes compostos do
meio ambiente é a biodegradacdo, que pode ser definida como a reducdo
biologicamente catalisada da complexidade de compostos quimicos, ou seja, a
quebra de substancias organicas através da acdo de microrganismos
(GHACHTOULL, 2013).

Esse processo pode ser realizado por fungos, leveduras e bactérias
(GHACHTOULI, 2013). Neste caso, os organismos estudados foram os
basidiomicetos ou fungos da podriddo branca, tendo em vista sua conhecida
capacidade para degradacdao de contaminantes. Os basidiomicetos, em geral,
utilizam a madeira como substrato para o crescimento, degradando a lignina
presente e consumindo a celulose (BADIA-FABREGAT et al., 2014). Essa degradagdo
ocorre pela agdo de seu sistema enzimdtico, que libera as enzimas lacase, lignina
peroxidase e manganés peroxidase capazes de degradar grupos fendlicos e ndo
fendlicos (BADIA-FABREGAT et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi estudar a biodegradacdo da Benzofenona-3
pela exposicdo ao fungo Pleurotus ostreatus, pertencente ao filo Basidiomycota.
Também foi avaliada a capacidade de degradar a BP3 do extrato bruto de lacase
produzido pelo fungo Trametes sp. As respostas obtidas foram quantificadas
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PREPARO DOS INOCULOS

O preparo dos indculos foi feito seguindo os procedimentos descrito por Font
e colaboradores (2003). Inicialmente, foi feito o repique simples em placas de Petri
(contendo meio Agar Batata Dextrose), sendo inoculados em estufa a 28°C por sete
dias.

Pégina | 2



IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENTIFICA E TECNOLOGICA r PR

112 13 de Novembro | Pato Branco - PR

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

CAMPUS PATO BRANCO

Em seguida, para produzir os primeiros pellets, adicionou-se dois plugs, discos
de 10mm de diametro cortados da zona de crescimento dos fungos, em um
Erlenmeyer contendo 150 ml de meio extrato de malte 2% e colocado em agitador
rotativo orbital (shaker) a 120 rpm e 23°C, durante cinco dias. Resultando em
pellets de tamanho consideravel, impréprios para a inoculacdao dos experimentos.

Posteriormente, transferiu-se parte dos indculos para um tubo contendo agua
e desagregou-se as biomassas fazendo uso de um sonicador tipo haste, sendo
entdo novamente inoculados em meio extrato de malte 2% a 120 rpm e 28 °C
durante cinco dias. Obtendo, desta vez, pellets de tamanho menor, ja préprios
para a inoculacdo. Transferiu-se, entdo, os indculos, com auxilio de uma espatula
com colher, para Erlenmeyers contendo solucdo salina (0,85% de NaCl), os quais
foram armazenados em geladeira.

2.2 AVALIACAO DA DEGRADACAO DA BP3 PELO FUNGO Pleurotus ostreatus

O estudo teve como objetivo determinar a capacidade do fungo Pleurotus
ostreatus realizar a degradacdo da Bp3. A inoculacdo foi realizada utilizando o
Pleurotus ostreatus, na forma de pellet, cultivado em estufa a 28°C por sete dias.
Foi utilizado um meio composto apenas por 8 g de glicose e 1,9 g de cloreto de
amonio, criado modificando o descrito por Badia-Fabregat e colaboradores (2014).

A concentracdo inicial de fotoprotetor foi de 10 mg/L e a do fungo 5 g/L em
peso seco. Com o objetivo de maximizar a degradacdo pelo fungo foram feitas
inoculacGes contendo substdncias com potencial para aumentar a producdo de
lacase e consequentemente o potencial de biodegradagao. No caso as substancias
escolhidas foram o Tween 80, na concentragdo de 0,1%, e o sulfato de cobre na
concentragdo de 1 mmol/L.

Os microrganismos foram cultivados em triplicata, utilizando Erlenmeyers
de 125 ml (cobertos com papel aluminio), com 30 ml de meio de cultivo e
adicionado 300 pL de solugdo estoque de BP3 a 1 g/L, colocados em estufa durante
7 dias a 28°C (BADIA-FABREGAT et al., 2012; GAGO-FERRERO et al., 2012). Apds o
periodo de incubagdo, o meio foi separado das biomassas por filtragdo a vdcuo em
membrana de fibra de vidro, estes foram armazenados em frascos ambar e
mantidos congelados, a temperatura de aproximadamente - 10°C, para posterior
andlise.

Ao final do processo, foi feito o acompanhamento da degradacao dos filtros
através de andlise em espectrofotdmetro da marca Shimadzu para as trés amostras
de cada uma das trés diferentes condicdes. A BP3 removida do meio foi calculada
considerando tanto a quantidade removida por adsorcdo ao micélio quanto por
biodegradacdo. A quantificacdo do fotoprotetor presente no meio de cultivo ao
final do experimento foi feita através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

2.3 AVALIACAO DA DEGRADACAO PELO EXTRATO BRUTO DE LACASE PRODUZIDO
PELO FUNGO Trametes sp.
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Foram conduzidos experimentos para avaliar também a degradacdo quando
da inoculagdo direta de um extrato enzimatico rico em lacase, produzida a partir
do fungo Trametes sp..

Para o preparo do extrato enzimatico de lacase foram inoculados dois plugs,
em Erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml de um meio otimizado para producao
de lacase, preparado modificando o descrito por Hermann (2015). Os fungos foram
incubados por sete dias a 28°C, em condicdo estatica.

Posterior ao periodo de incubacdo o contetdo dos Erlenmeyers foi filtrado em
papel filtro Whatman n°1 e centrifugado a 10000 rpm (forga gravitacional = 6720
g) por 10 minutos para obtengdo do extrato enzimatico bruto.

O ensaio foi realizado modificando o descrito por Hermann (2015).
Adicionou-se BP3, na concentracdo de 5 mg/L ou 10 mg/L, extrato bruto
enzimatico rico em lacase, com atividades de 100, 600 ou 1000 U/L, completando
5 ml com tampao de acetato de sédio 50 mmol e pH 5. Os tubos foram colocados
em estufa a37°Cdurante 24 h e apds uma hora de reacgado foi retirado uma aliquota
de 0,2 ml para a realizacdo da quantificacdo da lacase inoculada utilizando um
espectrofotometro da marca Shimadzu.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO DA BIODEGRADACAO DA BP3 PELO FUNGO Pleurotus ostreatus

A maior taxa de biodegradacdo foi observada no meio contendo sulfato de
cobre (63,4%), neste estudo, no experimento em que estava presente foi
verificado uma taxa de biodegradagdo 5,5% superior a observada no meio sem este
composto. No caso do Tween, o aumento foi menor, 2,9%, mostrando que o
sulfato de cobre foi um indutor mais eficiente.

Os resultados obtidos nesta etapa estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Resultados da remocdo de BP3 do meio no experimento com Pleurotus
ostreatus na concentracdo de 5 g/L de biomassa seca, utilizando meio simples, pellets e
cultivo estdtico

Remogao por Remocgao por Remocao total
Amostra biodegradagao (%) adsorcdo (%) (%)
Média DP Média DP Média DP
Bp3 57,99 3,96 42,01 3,96 100 0
Bp3 + Tween 60,80 4,01 39,20 4,01 100 0
Bp3 + CuSO4 63,42 8,28 36,58 10,11 100 0

No estudo de Badia-Fabregat e colaboradores (2014) a autora obteve,
também, uma remocgao de 100% do meio, entretanto a taxa de adsor¢cdao ao meio
foi de apenas 19,6%, confirmado por experimentos com o fungo morto através do
uso de autoclave. Este efeito pode estar relacionado com a diferenga entre o
cultivo agitado e estdtico, mostrando que a agitacdo pode nao ter efeito direto
sobre as taxas de biodegradacdo, mas sim sobre as de adsorcao e relacionado com
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o uso da autoclave para inativar os fungos, que também causa a modificacdo dos
grupos funcionais presentes na parede celular.

3.2 AVALIACAO DA DEGRADACAO PELO EXTRATO BRUTO DE LACASE PRODUZIDO
PELO FUNGO Trametes sp.

O estudo envolvendo o extrato bruto de lacase produzido pelo Trametes sp.
apresentou resultados positivos, sendo a maior taxa de biodegradacao de 24,4%.
Comparando-se as duas técnicas de inoculacdo avaliadas neste trabalho, o menor
tempo de inoculacdo, a simplicidade de se trabalhar com o extrato bruto de lacase
em comparagao a biomassa fungica, a eliminagdo da necessidade de se
desenvolver procedimentos para tratar a BP3 adsorvida a biomassa, conclui-se que
a utilizacdo do extrato bruto de lacase é uma forma promissora de remocao de
fotoprotetores do meio aquoso.

Os resultados obtidos nesta etapa estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Resultados de degradagdo de BP3 do meio, nas concentragdes de 5 e 10 mg/L
e extrato bruto de lacase apds 24 horas de cultivo

Atividade BP3 inicial BP3 final
Unidades da Ia’case Remo;oao total
apos 1 Média Média DP (%)
hora( U/L)
100
41,3 10,1 0,8 10 0,6 0,1
239,5 9,1 0 7,6 0 1,5
600
381,7 12,7 0,4 9,6 0 3,1
1254,3 6,1 0,2 4,2 0,6 1,9
1000
1577,8 11,5 0 9,6 0,3 1,9
4 CONCLUSAO

A avaliagdo dos resultados obtidos durante a realizacdao deste trabalho
permite concluir que a biomassa do fungo Pleurotus ostreatus, inoculada na forma
de pellets, possui a capacidade de remover a BP3 presente no meio estudado.
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