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Resumo:

Este estudo avaliou a capacidade de P. ostreatus reduzir os antibioticos
sulfametoxazol e trimetoprima, que sdo conhecidos por serem resistentes a
tratamentos convencionais. Os cultivos foram realizados em meio 1% de
extrato de farelo de trigo contendo 50mg/L de SMZ e TMT e sais de Vogel. A
principal enzima produzida foi a lacase (413,48 U/L), apés 15 h. Manganés
peroxidase também teve sua maior atividade neste tempo (99,22 U/L). A
reducdo dos antibidticos apods o cultivo do fungo foi avaliada por HPLC. P.
ostreatus foi mais eficiente na redugéo de SMZ (76,46%). A reducao de TMT
foi de aproximadamente 3,5 vezes menor do que a reducdo do SMZ. Os
resultados mostram que o basidiomiceto estudado tem potencial para ser
utilizado em processos de biorremediacao.

Introducao

Nos ultimos anos, estudos demonstram a presenca constante de farmacos
em ambientes aquaticos. Entre os diversos efeitos negativos, 0os mais
preocupantes sdo o0s de bioacumulacdo e o surgimento de bactérias
resistentes e recombinantes (Stuart et al., 2012).

Vérias alternativas sao propostas para eliminar a atividade farmacolégica,
devido a dificuldade de degradacdo desses compostos nos processos de
tratamentos convencionais da agua. Uma alternativa é o tratamento
biolégico. A biorremediacdo tem se destacado por ser um processo
ecologicamente correto, ndo usar substancias quimicas, ter baixo custo e ser

eficiente (Schmidt et al., 2003).
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A utilizacdo de basidiomicetos, como os fungos da podriddo branca da
madeira, tem se destacado devido a suas enzimas ligninoliticas serem
capazes de degradar compostos xenobidticos e recalcitrantes incluindo
determinados farmacos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a reducdo dos
antimicrobianos trimetoprima (TMT) e sulfametoxazol (SMZ) em meio de
cultura com Pleurotus ostreatus.

Materiais e métodos

Cultivos: Os cultivos foram realizados em frascos de 125 mL contendo 1%
de extrato de farelo de trigo, 50 mg/L de TMT e SMZ e meio mineral. O
material foi esterilizado a 120°C e 1 atm, exceto os antimicrobianos que
foram acrescentados antes do in6culo. Os cultivos foram inoculados com 3
discos de micélio (g2 cm) e permaneceram em estufa a 28°C por 10, 15, 20,
25, 30 e 35 dias. Cultivos sem os farmacos foram utilizados como controle.
Para a interrupgéo, os cultivos foram filtrados e centrifugados.

Andlises espectrofotométricas: A atividade da lacase foi determinada
utilizando-se ABTS em pH 4,5 (Hou et al., 2004). Os acucares redutores
liberados foram estimados pelo método do DNS (Miller, 1959). A atividade
de Mn peroxidase foi determinada utilizando-se metodologia descrita em
Wariishi et al.,, 1992. As absorbancias foram lidas utilizando
espectrofotometro UV-visivel - Shimadzu.

HPLC: A analise da reducdo na concentracdo dos farmacos apds o
tratamento fungico foi realizada em HPLC usando um sistema LC-20AT
Shimadzu (Shimadzu, Tokyo). As amostras foram analisadas em condicéo
isocrética, fase movel contendo acido formico-acetonitrila (77:23;v/v) e fluxo
de 0,5 ml/min.

Resultados e Discussao

Pleurotus ostreatus se desenvolveu bem nas condi¢des testadas, sendo que
os cultivos contendo os farmacos tiveram maior produgéo enzimética tanto
de lacase como de MnP. Nos meios com os farmacos, a maior producado de
lacase ocorreu em 15 dias (413,48 U/L) sendo 3 vezes maior que nos
cultivos controle (114,19 U/L) como pode ser observado na figura 1. De uma
forma geral, os acucares redutores do cultivo parecem nédo interferir na
expressdo enzimatica da lacase. A atividade de MnP teve sua maior
producdo no periodo de 15 dias (99,22 U/L). Nos cultivos controle foi
observada baixissima quantidade desta enzima.
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Os resultados mostram que os farmacos agiram como indutores da
producdo destas duas o0 que sugere uma acdo enzimatica sobre os farmacos
uma vez que a analise por HPLC mostrou a reducao dos antimicrobianos
nos cultivos.
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Figura 1 - Atividade enzimética de lacase e aglcares redutores residuais dos cultivos com
farmacos (C/TS) e na auséncia deles (S/TS).

Tabela 1: Reducdo dos farmacos trimetoprima (TMT) e sulfametoxazol
(SMZ) nos cultivos com Pleurotus ostreatus
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Figura 2 - Cromatograma representativo das andlises em HPLC. Controle com padrdes
(—), em que no tempo de retencdo 5 min indica o TMT e 10 min o SMZ. Cultivos com
farmacos no periodo de 10 dias (—) e periodo de 15 dias (—).
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Os picos nos tempos de retencdo 5 e 10 minutos indicam o TMT e SMZ,
respectivamente. Os demais picos indicam os componentes do meio de
cultivo (Figura 2).

Conclusodes

Os resultados demonstram a capacidade do P. ostreatus em reduzir os
antimicrobianos estudados. Pode-se atribuir essa reducdo a producdo de
enzimas ligninoliticas, uma vez que a expresséo das enzimas foi maior nos
cultivos com presenga dos farmacos porém estudos in vitro e de biosorc¢édo
com biomassa viva sdo necessarios. A partir das analises de HPLC,
verificou-se que o basidiomiceto teve melhor desempenho na reducao de
sulfametoxazol. Diante disso, é possivel afirmar que o basidiomiceto
estudado tem potencial para ser utilizado em processos de biorremediacéo.
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