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Resumo:

O estudo avaliou o potencial de aplicacdo de Trametes sp. C3 na
reducdo do antibiotico trimetroprima (TMP) de solu¢cbes aquosas. O fungo foi
cultivado em meio Vogel contendo glicose (1%), com e sem o TMP (5mg/L)
durante 8 dias. A maior atividade da lacase observada (89,8 U/L) foi
produzida no oitavo dia nos cultivos com o farmaco. A redugéo do antibiético
apos o cultivo foi avaliada por espectroscopia UV-vis com base nos
espectros de absorgcédo. No oitavo dia, a reducao do TMP foi de 55,08%. O
teste de inibicdo do crescimento bacteriano mostrou que a amostra tratada
com o fungo permitiu parcialmente o crescimento de Klebisiella pneumoniae,
Salmonella entérica em relacdo ao controle contendo TMP.

Introducao

Farmacos sdo detectados frequentemente em efluentes das estacdes
de tratamento de esgoto, efluentes industriais e hospitalares, aguas
superficiais e subterrdneas. Varias dessas substancias, mesmo em baixas
concentracfes, podem causar efeitos adversos a saude humana, animal e
ao ecossistema.

Os fungos da podridao branca tém sido estudados em processos de
biorremediacdo devido a capacidade de degradar uma variedade de
compostos xenobidticos e recalcitrantes (Spadaro et a., 1992). Isso é
possivel devido ao seu sistema enzimatico inespecifico formado pelas
enzimas extracelulares ligninoliticas. Lacases ndo tém especificidade em
relagdo ao substrato, podendo catalisar a oxidagéo de estruturas aromaticas
que se assemelhem a lignina, encontradas em pesticidas, corantes e
farmacos (Souza e Rosado, 2009).

O trimetoprima (TMP) é um componente do antibidtico Bactrim,
comumente utilizado em infe¢cdes urinarias. Ambos sdo frequentemente
encontrados em aguas residuais sendo que o TMP é mais recalcitrante que
0 sulfametoxazol, mas ambos sdo bastante resistentes aos tratamentos

Universidace - 35 FUNDACAO %
E CAIXA BRmSN. QCNPg GHT

GoVERNOD FEDERN X




26° Encontro Anual d.ellnicjogd'o C[gnﬂfic,o. 7 16 17 de outubro de 2017
6° Encontro Anual de Iniciagc@o Cientifica Junior

convencionais. Neste trabalho foi avaliado o potencial de um isolado de
Trametes sp em remover o TMP do meio de cultura.

Materiais e métodos

Cultivos: Os cultivos foram realizados em frascos de 125 mL contendo
1% de glicose, 5mg/L de TMP e meio mineral (Voguel,1956). Os cultivos
foram inoculados com 3 discos de micélio (0 2 cm) e permaneceram em
estufa a 28 °C por 8 dias. O antibiotico foi acrescentado aos cultivos no 2°
dia. Cultivos sem o farmaco foram utilizados como controle. Para a
interrupcdo, os frascos foram retirados a cada dois dias. O material foi
filtrado a vacuo e a biomassa seca até peso constante. O filtrado foi mantido
congelado até o uso.

Andlises espectrofotométricas: A atividade da lacase foi determinada
utilizando-se ABTS em pH 4,5 (Hou et al., 2004). Os acucares redutores
foram estimados pelo método do DNS (Miller, 1959). As absorbancias foram
lidas utilizando espectrofotbmetro UV-visivel — Shimadzu. A reducdo do TMP
do meio foi avaliada através dos espectros de absorcéo na faixa de 400-200
nm. A porcentagem de remocao foi calculada tomando como base a
absorbancia do controle abiotico, comparada a absorbancia das amostras
tratadas com o fungo em 202 nm.

Teste de inibicdo do crescimento microbiano: O efeito inibitorio das
amostras foi verificado nas seguintes cepas de bactérias Gram-negativas:
Escherichia coli (ATCC 25922), Klebisiella pneumoniae (ATCC 700603),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Salmonella enterica (ATCC
13076) com base na metodologia de microdiluicdo em pocos.

Resultados e Discussao

O fungo se desenvolveu bem nas condi¢cdes testadas e os cultivos
contendo o farmaco apresentaram melhor producdo enzimética do que o
cultivo controle. A maior producdo da lacase ocorreu no 8° dia (89,8 U/L),
sendo 2 vezes maior do que no controle (Figura 1). Os resultados mostram
qgue houve inducéo da producéo da lacase pelo TMP (Figura 1). Processo de
adsorcdo a biomassa fungica pode levar a redugédo de xenobidticos em meio
aguoso, o0 que nao era o objetivo deste estudo, mas a participacédo da lacase
ndo pode ser descartada uma vez que foi produzida em maiores
quantidades na presenca do farmaco. Analises no espectro de absorcéo
demostraram uma pequena redug¢ao do TMP a partir do 4° dia de cultivo,
sendo que a maior reducéo foi encontrada no 8° dia (Figura 2). A quantidade
de TMP reduzida no oitavo dia de cultivo atingiu 55% (Tabela 1).
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Figura 1: Atividade enzimatica da lacase (O,®); acuUcares redutores residuais(®) e
biomassa(m, ) nos cultivos com TMP (simbolos fechados) e cultivos sem TMP (simbolos
abertos).

Quando o teste de inibicdo de crescimento foi realizado usando
bactérias Gram-negativas, as amostras do quarto dia, ndo apresentaram
resultados, ou seja, diminuiram o crescimento bacteriano da mesma forma
que o controle contendo o TMP na sua concentragao inicial do cultivo. Ao
contrario deste resultado, as amostras do oitavo dia permitiram que duas das
bactérias testadas (K. pneumoniae, S. entérica) crescessem, semelhante ao
controle sem TMP.
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Figura 2: Espectro de absorcdo do TMP do controle abiético e dos cultivos de Trametes sp.
Cs3.
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Tabela 1: Reducdo do TMP pela lacase nos cultivos de Trametes sp. C3

Dias Reducao de TMP (%) TMP (mg/L)
2 0,00 5,00

4 8,51 4,57

6 19,7 4,02

8 55,08 2,25
Conclusoes

Os resultados demostraram a capacidade do isolado de Trametes sp.
em remover o farmaco trimetroprima em meio aquoso. O fungo foi capaz de
produzir a enzima lacase em maiores quantidades no meio contendo o
antibiético, o que representa uma inducdo da enzima. Somente a amostra do
altimo dia permitiu o crescimento bacteriano.
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