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RESUMO

A intensificag@o da agricultura tem levado um aumento da utilizag@o de pesticidas, o que pode
carrear esses compostos e seus derivados do solo para ambientes aquaticos. Para minimizar a
presenca desses compostos xenobidticos no meio, tem se sugerido técnicas de biorremediagio
que utiliza a atividade de micro-organismos para eliminag¢do ou reducdo desses poluentes. O
ataque de compostos aromaticos e clorados por micro-organismos ou por suas enzimas livres
no meio podem levar ao desejavel processo de biodegradagdo, originando derivados
quimicamente mais simples ¢ menos toxicos até a mineralizagdo total do composto. O
objetivo do trabalho foi estudar a degradag¢do do diuron por cepas bacterianas previamente
isoladas de solos de cultivo de cana-de-agticar com historico de aplicagdo desse herbicida, em
fermentagdo submersa e em microcosmos e avaliar a toxicidade dos compostos derivados do
diuron gerados pelo metabolismo microbiano. Todas as bactérias testadas foram capazes de
crescer em presenca do diuron, porém nem todas foram capazes de degradd-lo quando
cultivadas em meio liquido. Quando se utilizou sistemas de cultivo em solo acrescido de
diuron (microcosmos) obteve-se até 50% do composto. Nos testes de toxicidade dos
metabolitos do diuron sobre peixes foi utilizada a atividade enzimatica da 7-etoxiresorufina-
O-dectilase (EROD) ¢ teste do cometa como referencia. Foi observada uma inibi¢do da
atividade da EROD, possivelmente relacionada a uma inibi¢do das isoenzimas do citocromo
P450. Os testes do cometa ndo mostraram diferencas significativas entre os organismos
controle e os expostos ao diuron, tendo sido detectado o aumento em apenas um tratamento.
Os testes de toxicidade mostraram que, dentro das concentragdes de metabdlito testadas,
alteracdes metabolicas ocorreram, mas ndo se detectou danos no DNA. Dessa forma,

concluimos que os metabdlitos promovem alteragdes nos organismos expostos.

Palavras-chave: Bactéria, Diuron, Toxicidade.



ABSTRACT

The intensification of agriculture has led an increase in the use of pesticides, which may carry
these compounds and their derivatives from soil to aquatic environments. To minimize the
presence of xenobiotics in the environment, it has been suggested bioremediation techniques
that use the activity of microorganisms to eliminate or reduce these pollutants. The attack of
aromatic and chlorinated compounds by microorganisms or their enzymes free in the medium
can lead to desirable biodegradation process, yielding chemically simpler and less toxic
derivatives until the total mineralization of the compound. The aim of this work was to study
the degradation of diuron by bacterial strains previously isolated from cane sugar cultivation
of soils with application history of this herbicide in submerged fermentation and in
microcosms and evaluate the toxicity of diuron derived from compounds generated by
metabolism microbial. All bacteria tested were able to grow in the presence of diuron, but not
all were able to degrade it when cultured in liquid medium. When used in a soil cultivation
systems plus diuron (microcosms) afforded 50% compound. In the tests of toxicity of the
metabolites of diuron was used Fish the enzymatic activity of 7-O-etoxiresorufina deetilase
(EROD) and comet assay as a reference. Was observed inhibition of EROD activity, possibly
related to an inhibition of cytochrome P450. Comet tests showed no significant differences
between the control and organisms exposed to diuron, the increase being detected in one
treatment. Toxicity tests have shown that within the tested concentrations metabolite,
metabolic changes occur but are not detected in DNA damage. Thus, we conclude that the

metabolites promote changes in exposed organisms.

Keywords: Bacteria, Diuron, Toxicity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Férmula estrutural do DIUron ...........cccccuviiiiiiiiiieecieeee e 22
Figura 2: Mecanismo inicial de biotransformag@o do diuron...........ccceceeverieneenenieneencnnenn. 25

Figura 3: Curva sigmoide tipica de relacdo dose-resposta em testes de toxicidade. A curva

revela a concentragdo de uma substancia capaz de matar 50% de uma populagdo.

(Adaptado de Costa ef al.,2008). ......cccueeeiieiieiiieiieeeeee e 29

Figura 4: Ciclo catalitico do p450 para metabolizar o xenobidtico em um substrato soluvel
envolvendo reacdes de oxirreducdo com a participacdo do NADPH como doador
de elétrons e da enzima citocromo bSredutase como mediadora, formando uma

molécula de dgua (Adaptado de NOGUEIRA, 2008). ......coevveeeeiienrireeieeeereeenne, 31

Figura 5: Mecanismo de acdo da EROD sobre o substrato 7-etoxirresorufina. (Adaptado de

WHYTE € Gl., 2000)........evveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeesesseeeeeseseeseeesseeeeseesseeseseeseseeeseeees 32

Figura 6: Avaliacdo dos niveis de lesdes por meio da eletroforese em gel de célula tnica
(ensaio do cometa) a: célula normal b: célula com lesdo média c: célula com lesdo

grave. (Adaptado de RIBEIRO et al., 2007). ..ccccoevuieriiiiieiieeiiesie e 33
Figura 7: Gradiente da fase movel: (B) Metanol sem aditivo. ........ccccoveevevieeiieeeiieeiieeeieeens 40

Figura 8: Espécime de peixe Astyanax altiparanae, conhecido como lambari. (ALM Sanches,

2014 ettt et ettt et et naeents 41
Figura 9: AQUATIOS EXPEITMENTALS. ...eccvveeiirieeieeeiiieeiieeeeitreeeieeesaeeesaeeessseeessseessseesseeessseeenns 42

Figura 10: Crescimento da populacdo Klebsiella oxytoca TD1.46 (a) e degradagdo do diuron

(b) em meio liquido (@) na auséncia e presenca de glicose (M)...........cccecevvrennnnee. 46
Figura 11: Tempo de retengdo dos padrdes analiticos de Diuron, DCPMU, DCPU e DCA. .47
Figura 12: Concentragdo de DCPU formada ao longo do cultivo da bactéria K. oxytoca. ..... 48

Figura 13: Degradacdo de diuron (a) e consumo de glicose (b) pelas bactérias selecionadas na

presenga de 0,05 e 0,5% de glicose, em 48h de cultivo..........coccueeviiiiiiiiinicnieen, 49

Figura 14: Degradacdo de diuron (a) e consumo de glicose (b) pelas bactérias selecionadas na

presenca de 0,05 de glicose, em 48 h e 120 h de cultivo........cccccvvveevieecieeninnnee, 50



Figura 15: Teores de DCPMU (A), DCPU (B) e DCA (C) encontrados nos meios de cultivo
das cepas bacterianas apds 48 de fermentagdo em meios com diferentes

concentragies de GlICOSE. .. ccuiiiiiiieiiie ettt e ree e 52
Figura 16: Cromatograma referente aos padrdes injetados em LC/MS/MS. ........ccccocveiennene. 53

Figura 17: Cromatograma para detec¢do da presenca de diuron e seus metabolitos na amostra

do meio de cultivo do do 1S01ad0 TG2.31....eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 53

Figura 18: Confirmagdo da presenca de diuron e seus metabdlitos na amostra do isolado

TDL L0 et st 54

Figura 19: Atividade enzimdtica da 7-etoxiresorufina-Odeetilase (EROD). Controle= peixes
em aqudrios sem contaminantes; DSB=Adicdo de meio com diuron sem
crescimento bacteriano (controle abidtico); DCB= adi¢do de meio de cultura com

diuron apos crescimento BaCterian0.........c.eeveieeieriieeiiieniiieiie et 63

Figura 20: Scores obtidos com o ensaio de cometa em eritrocitos de lambaris. Controle=
peixes em aquarios sem contaminantes; DSB=Adi¢cdo de meio com diuron sem
crescimento bacteriano (controle abidtico); DCB= adi¢do de meio de cultura com
diuron apds crescimento bacteriano; MC= adi¢do do meio de cultura sem diuron e

SEM CIESCIMENTO DACLETIANIO. «.vveee ettt e e et eeeeeeeeeeeeaaeeeeeeenaees 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Caracteristica fisico-quimicas do herbicida diuron. ............coccceeviiviiiniiiiiiienieee, 23
Tabela 2: Bactérias selecionadas para desenvolvimento do projeto.........cccecveeevveeereveerneeennne. 35
Tabela 3: Planejamento Experimental: Modelo Plackett-Burman (valores em %)................. 37
Tabela 4: Microorganismos selecionados para desenvolvimento do consdrcio. ..................... 38

Tabela 5: Sintese da degradacdo de diuron e producdo de metabolitos pelas cepas

DACTETTIANIAS. .« et e e e e e et e e e e e e e e e eeearaaeeeeeeeeeaannaas 54

Tabela 6: Planejamento Experimental Modelo Plackett-Burman: Varidveis estudadas e

resultadas em % de degradag@o de diuron. ...........ceecueeieeniiiiiiniiiiieeeee 57

Tabela 7: Concentracio dos metabdlitos a) DCPMU, b) DCPU e ¢) DCA, em mg.L™,

originado apds 120h de eXperimento. .........cccueevvieriieriienieerie et 58

Tabela 8: Degradacdo de diuron e producdo de metabolitos por consércios microbianos com

bactéria e o fungo Mortirella alping.................cccccccveveeeciiiioiiiiieieiieeie e 60

Tabela 9: Degradacdo do diuron e geragdo de subprodutos em ensaios de microcosmos.
Foram utilizadas em culturas bacterianas puras, 10 mg de diuron /g de solo com

30% de umidade e 7 dias de Cultivo. ........coocueiiiiiiiiiiinieee 61
Tabela 10: Caracteristicas do meio obtido apos o cultivo Leucobacter sp TG3.14. ............... 62

Tabela 11: Planejamento Plackett-Burman, analisado em programa Statistic versao 7.0, para

CAAA DACTETIA. ... enmneemnmnnnes 71



POPs
DCA
DCPU
DCPMU
EROs
EPA
CLs
CEs
CENO
CEO
DNA
EROD
HPA
GST
SCGE
LBMA
N,P,.K
HPLC

DSB 0,15

DSB 0,015

DCB 0,15

LISTA DE ABREVIACOES

Poluentes Organicos Persistentes
Dicloroanilina

Diclorofeniluréia
Diclorofenilmetiluréia

Espécies reativas de oxigénio
Environmental Protection Agency
Concentragdo letal média

Concentragao de efeito

Concentragdo de Efeito ndo Observado
Concentragdo de Efeito Observado
Acido desoxirribonucleico
7-etoxirresorufina-0-deetilase
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
Glutationa S-transferases

Single Cell Gell Eletroforesis
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada
Nitrogénio, Fosforo e Célcio
Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Tratamento com meio de cultura do controle abidtico (sem indculo da

bactéria) diluido até concentracdo de diuron de 0,15 mg L™

Tratamento com meio de cultura do controle abidtico (sem indculo da

bactéria) diluido até concentragio de diuron de 0,015 mg L™

Tratamento com meio de cultura fermentado pela bactéria, diluido até

concentragio de diuron residual de 0,15 mg L™



DCB 0,015 Tratamento com meio de cultura fermentado pela bactéria, diluido até

concentragio de diuron residual de 0,015 mg L™

LC/MS Liquid chromatography-mass spectometry



SUMARIO

1 INTRODUGAO . ... oeeencrcrerrssesesesessssssssessssssssssesssssssssssssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssans 18
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......cueveeererreresrssessessessessessssssessessenss e 20
2.1 HERBICIDA DIURON ........ooimiiiiieeeeeeeieseeeee e 21

2.2 VIAS DE DEGRADACAO TOXICIDADE E DO HERBICIDA DIURON ............. 24

2.3. AVALIACAO DA TOXICIDADE DO DIURON........co.cooiimmeieieeeeeeseseseeesnene. 27
2.3.1 Enzimas de biotransformacao e de defesa antioxidante .......cccceeevvcnneenreccens 29

2.4 MARCADORES GENOTOXICOS .......ooovmiimieeieeieeeeeeeeeeeeseeseeseeee s 32

3 OBJETIVOS..ueeeenessssssssessessessesssssssssssssessssessesssssssssssssessessessessessessessssssssssassessessesses 34
3.1. OBJETIVO GERAL.......coomimiiioieeeeeeeeeeee oo 34

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .......ovoiomieieeeeeeeeeeee e, 34

4 MATERIAIS E METODOS .....ooverreerernssessessessessssssssessessessesssessessessessasssessssessasssessesses 34
4.1. CEPAS BACTERIANAS.........ooimimiieeeeeeeeeee e s 34

4.2 CULTIVO PARA AVALIACAO DA TOLERANCIA AO DIURON EM MEIO
SOLIDO ..o e 35

4.3 DEFINICAO DE PARAMETROS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DA

DEGRADACAO DO DIURON EM FERMENTACAO SUBMERSA ..o, 35
4.3.1 Crescimento da bactéria referencia em meio com diuron..........cccceeeeeeennenee. 35
4.3.2 Avaliacao do efeito da glicose sobre a degradac¢io do diuron..................... 36

4.3.3 Planejamento experimental Plackett-Burman (PB) para avaliacdo do efeito

da composicdo nutricional do meio de cultivo sobre a degradacio do diuron ................. 36

4.4 AVALIACAO DA DEGRADACAO DE DIURON PELAS CEPAS EM CULTIVO

SUBMERSO ......eiiititiee ettt ettt bt st e 37
4.5 CONSORCIO DE MICROORGANISMOS .......oovvioeiemeeeeeeeeeeeeeseeseseeseseseenens 37

4.6 ENSAIO DE MICROCOSMOS ...ttt st 38
4.6.1 Coleta do SOl0.....uuuueeeeeiineeinrnisniiiinneisneecsneicssescssessssssecssssnsssssssssssssssssessnes 38

4.6.2 Preparo do Pré-iNOCUlo ......cueieeneienieicssnicsssnencssanscssansssssssssssnsssssssssasssssassssses 39




4.6.3 Preparo do iNOCUIO ......cuueievveeiencneicssnnicssnncssnncsssncssssssssssecssssssssssssssssssssssssnses 39

4.7 METODOS ANALITICOS ..o oo, 39
4.8 TESTES DE TOXIDADE EM PEIXES ....oooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
4.8.1 Organismo Teste 41

4.8.2 Exposicdo dos peixes ao diuron e seus metabdélitos para analises de

biomarcadores bioqUIMICOS. ....cccvicrrricnrrnicssnicssnesssanesssanesssasssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssasssssas 42
4.8.2.1 Obtencao do extrato de cultivo da bactéria..............ccccuveeeeennneennn. 42

4.8.2.2 Teste de toxicidade .......c.cueeiueeriiiiiienieeicciee e 42

4.8.3 Descarte de residuos toxicos e Agua contaminada.........ccoeeeeevcuercssnercssanccsanns 43

4.9 ENSAIO DO COMETA ...ttt 43
4.9.1 Preparacio das JAMINAS .......cceeievveinininnseinsanissnesssnsssnssssssssssssssssssssssssssssssssosss 43

4.9.2 Analise das JAMINAS .....ceceveerveesecseiisnsecssensnncsensesssecssnssssssecssessssssessssssssssssssees 44

4.10 ANALISES BIOQUIMICAS ...t et ee e 44
4.10.1 Preparo das amostras para as analises da enzima EROD................ccuccu.. 44

4.10.2 Analise da atividade da 7-etoxiresorufina-0-deetilase (EROD) ................ 44

4.10.3 Analise de Proteinas ......ccceeverecssercsssarcsssarsosssnssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas 45

5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ......cuiuirinncissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 45
5.1 ESTUDOS PRELIMINARES ..ottt 45

5.1.1 Analise dos metabolitos derivados do diuron em meio de cultivo de K.

OXPLOCA TD 1146 a.ucneeeecnnneiinnriisarinssicssssncssssicssssicsssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 46

5.1.2 Avaliacdo do aumento da concentracio de glicose na degradaciao do diuron

pelas cepas DACLEIIANAS ...cccveiierivnricssssnniecssssnriecsssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsss 48

5.1.3 Deteccio do metabdlitos liberados no meio de cultivo por degradacio do

QU O ceeeeeeennneeereeeeereeeeesesesssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssassssssssssssssansssssssssoss 51

5.1.4 Influéncia do meio e condi¢des de cultivo sobre a eficiéncia de degradacio

do herbicida diuron pelas Dacterias .........cueienvveieivricssrrcnssenessssncsssrcsssrcssssncssssssssssssssssssens 55

5.1.5 Analise dos metabolitos gerados utilizando o planejamento de Plackett-

BUFIIIAI coeauueeerenneceerenneseerereecessessescssessessssssssssssssssssssssessssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssasssssssassssosssses 58




52 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO HERBICIDA DIURON POR
CONSORCIO MICROBIANO .......ooouvieiieeeeeeeee e 60

5.3 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO HERBICIDA DIURON POR ENSAIOS
DE MICROCOSMOS ...t st 61

5.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO DIURON E SEUS METABOLITOS EM

PEIXES ...ttt 61

5.4.1 A atividade enzimatica da 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)............. 62
6 CONCLUSOES .....cuoveireerreeresnssessssssessssssssssssssssssssessssssssssssssssessassssssssssssssssssssssessessssssasans 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ououervererseressenssssesssessssssssssessssssesssessessssssasssessassses 66

APENDICE ... coeeeeeeeevesesessasessssssssassssssssssnsassssssssasassssssssssssassssssssssssassssssssssassssssssssssnssssssasns 71




18

1 INTRODUCAO

Hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos, fendis, organoclorados e outros poluentes
organicos persistentes (POPs) sdo contaminantes ambientais amplamente distribuidos em
solos e aguas, resultantes de acdo antropogénica. Devido a sua recalcitrancia, bio-acumulagio,
toxidade e ag@o carcinogénica, esses compostos xenobidticos tem grande importancia em
termos de polui¢do ambiental. (VECCHIATO et al 2015).

Embora possam sofrer acdo de adsor¢do, volatilizagcdo, fotolise e degradagdo
quimica, a biodegra¢do microbiana ¢ responsdvel em grande parte pela retirada desses
compostos do ambiente. (GIANFREDA, et a/.,2006). Entretanto, essa degrada¢do depende
do tipo de composto (tamanho da cadeia carbonica, nimero de anéis aromaticos, ramificagdes
e radicais substituintes), do grupo de microrganismos presentes ¢ condigdes ambientais no
sitio da contaminag@o. As condi¢cdes do meio como pH, temperatura, presenga de O,
acessibilidade ao composto e a presenga de nutrientes minerais e fatores iniciadores do
crescimento microbiano sdo fatores ambientais importantes na defini¢do dos niveis de
degradacdo microbianas de um determinado composto.

As bactérias estdo ativamente envolvidas na degradagdo de poluentes orgéanicos
e em solos, sedimentos e dguas. Entre os géneros mais comuns encontram-se Pseudomonas,
Mycobacterium, Rhodococcus, Paenibacillus, Bacillus, Micrococcus, Achromobacter,
Agrobacterium, Burkholderia e Shingomonas. Os fungos, como géneros Phanaerochaete,
Bjerkandera, Pleurotus, Aspergillus, Fusarium, Achremonium também foram descritos como
responsaveis por degradacdo de poluentes organicos. Estes microrganismos podem
mineralizar (a CO, e H,O em aerobiose ou a CHs em anaerobiose) o composto ou
biotransforma-lo em componentes mais ou menos toxicos. (TONINI, ez al. 2010).

O diuron, um herbicida derivado de uréia que age inibindo a fotossintese em
plantas ¢ indicado para o controle de plantas daninhas em muitas culturas agricolas como da
cana-de-acgucar. (BLANCO, 2003; PLESE ef al., 2009). A ampliagdo das areas de cultivo da
cana-de-agucar devido ao grande interesse por combustiveis renovaveis requer uma grande
quantidade de pesticidas o que pode representar uma ameaga para o meio ambiente e a saude
de seres humanos e animais.

O diuron apresenta elevado potencial toxico para as espécies nao alvo e pode ser

degradado por microrganismos em compostos como a dicloroanilina (DCA),
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diclorofeniluréira (DCPU) e diclorofenilmetiluréia (DCPMU) que podem ser mais toxicos do
que o proprio diuron. (FIELD et al., 1997; MELLO et al., 2009).

O diuron e seus metabolitos além de contaminar o solo, podem atingir rios e lagos
através do escoamento das aguas superficiais e lixiviagdo podendo causar diversos danos aos
animais expostos. Os peixes podem metabolizar e armazenar poluentes presentes nos corpos
d’agua. Estudos sobre toxicidade cronica em peixes indicam que baixas concentracdes de
diuron, podem causar alteracdes morfoldgicas bioquimicas, fisiologicas e genéticas resultando
em deficiéncia no crescimento, malformacgdes, alteracdes comportamentais e disfungdes
reprodutivas.(ZHU,2013;ROCHA,2013).

Diante dos inimeros danos reportados sobre peixes, reportados para diuron, ¢
necessaria uma melhor compreensdo dos possiveis efeitos de seus metabodlitos sobre esses
organismos. Essas informac¢des sdo de fundamental importancia para se comprovar e justificar
a utilizag¢do de processos de biorremediacdo do diuron por microrganismos. Além disso, essas
informagdes irdo orientar a selecdo de microrganismos que gerem metabolitos menos toxicos,
a partir do diuron.

Em um trabalho prévio, realizado pelo grupo de pesquisa em Bioenergia e Meio
Ambiente, do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada, Ibilce/Unesp,
Microbiologia, foram isoladas 75 linhagens fingicas e 400 bactérias de solo de plantagdo de
cana-de-agucar, no municipio de Sdo José do Rio Preto, situado ao Noroeste do Estado de Sao
Paulo; em diferentes fases do cultivo. Varios desses microrganismos apresentaram altas taxas
de degradacdo do herbicida diuron gerando os trés metabolitos principais deste herbicida a
DCA, a DCPU e a DCPMU. Outro trabalho demonstrou que esses metabolitos em sua forma
pura exerceram efeitos téxicos e promoveram alteragdes genéticas em peixes. Na
continuidade desse trabalho, o presente estudo visou avaliar a degradagdo do diuron por
algumas dessas cepas em fermentagdo submersa e em microcosmos, assim como, avaliar os
possiveis efeitos toxicos dos compostos derivados dessa degradacdo, presentes no meio de

cultivo das bactérias, sobre peixes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A cana-de-agucar ¢ uma das principais culturas agricolas brasileiras e destinada a
producdo de actcar e etanol. Na safra 2013/2014, a érea cultivada com cana-de-acticar
ultrapassou oito milhdes e meio de hectares, distribuidos por varios Estados, sendo Sdo Paulo
o maior produtor, com mais de quatro milhdes e meio de area plantada (CONAB, 2013).

A estimativa de colheita para os anos de 2018/19 ¢ de mais de 47 milhdes de
toneladas de cana e uma produgdo de mais de 58 bilhdes de litros de etanol para consumo
interno e externo, o que corresponde a um aumento de 3,2 % em relagio a 2014
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2013). Esse crescimento continuo na produgio exige
um aumento em dareas plantadas que acaba gerando problemas ambientais decorrentes da
monocultura, como o surgimento de pragas agricolas e aumento do uso de praguicidas. Além
disso, o uso de outros insumos como adubos e corretivos minerais também estdo em franco
crescimento (EMBRAPA, 2014).

Ao mesmo tempo em que o emprego de insumos agricolas trouxe beneficios para
a agricultura, sérios problemas para a populagdo ¢ o meio ambiente tem sido observados.
Ap6s a aplicagdo do produto, a sua dispersdo pelo vento e lixiviagdo pela agua das chuvas e
de irrigacdo levam os contaminantes para outras areas, além de atingir dguas superficiais e
subterraneas. Alguns insumos sdo ambientalmente seguros, porém outros oferecem riscos a
saude humana e animal, tanto em sua forma original quanto como compostos derivados de sua
degradacdo (LISBOA et al., 2007, GOLOVLELA et al., 1992; VELASCO & CAPANEMA,
2006).

Situacdes de contaminagdo de risco exigem agdes reparadoras baseadas em
métodos fisico-quimicos como aterro e isolamento, incineragdo, sedimentacdo, filtracdo,
separagdo por solventes e dialise (FREIRE ez al., 2000). Novas abordagens tém sido
desenvolvidas como a utilizagdo de processos oxidativos avangados, ultra-som, ultra filtracao
e osmose reversa. Contudo, os recursos conhecidos, implantados ou ainda em avaliagdo, sdo
bastante especificos quanto as condi¢des de atuagdo e exibem limitada eficiéncia na
eliminacdo de residuos, gerando por vezes subprodutos com sérias propriedades
toxicoldgicas. Além disso, os custos desses processos limitam suas aplicagdes (MORENO et
al., 2004).

O tratamento de amplas areas com baixas concentracdes dos contaminantes ¢,

muitas vezes, inviavel pelos métodos mencionados, exigindo a busca de métodos que possam
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desintoxicar e remover compostos organicos utilizando estratégias corretivas baseadas no que
o proprio local oferece. Assim, a biorremediacdo se tornou uma opg¢ao vidvel e promissora de
recuperagdo de sitios contaminados (GIANFREDA et al.,2006).

Quase todos os seres vivos sdo dotados de algum nivel de habilidade de
desintoxica¢do, como mineralizag¢do, transformagdo e / ou imobilizagdo de poluentes. No
entanto, os microrganismos, em fun¢do de sua grande capacidade de adaptacdo a condig¢des
diversas sdo muito ativos na degradacdo ou biotransformag¢do de poluentes (BATISSON et
al., 2007). As bactérias possuem uma enorme diversidade metabolica que lhes permite utilizar
produtos quimicos complexos como fonte de carbono e energia seguindo variadas rotas
metabolicas. Além disso, a simplicidade de seu genoma, comparado aos dos animais, permite
rapida evolucdo genética e selecdo de cepas portadoras de genes que expressem enzimas €
sistemas de transporte para a degradacdo e assimilacdo do composto xenobidtico (NOJIRI &
TSUDA, 2005).

Muitas espécies de bactérias possuem enzimas citocromo P450, conhecidas por
sua capacidade em atuar em vias de degradag@o de herbicidas como o sulfenilureia, tendo sido
sugerido que esta enzima esta envolvida na desmetilagdo do diuron (GIACOMAZZI &

COCHET, 2004).

2.1 HERBICIDA DIURON

O diuron, nome cientifico N-(3,4-diclorofenil)-N, N-dimetiluréia e férmula
CoH oCI,N,O, (Figura X) pertence a familia quimica das fenilamidas, subclasse das
feniluréias e a classe toxicologica III (medianamente téxico) (TOMAZ, 2003; GIACOMAZZI
& COCHET, 2004; MONCADA, 2005). E um herbicida indicado para o controle de plantas
daninhas, sendo intensivamente aplicado na cultura de cana-de-acicar, mas também ¢&
utilizado em culturas de algodao, café, citros, soja, entre outros (BLANCO, 2003; PLESE et
al., 2009).
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Figura 1: Férmula estrutural do Diuron
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A atividade inibidora de fotossintese do diuron envolve plantas, algas e
cianobactérias, inibindo o transporte de elétrons nas membranas fotossintéticas. O diuron
compete com a plastoquinona (QB) pelo sitio de ligacdo desta a proteina D1 do fotossistema
II, interrompendo o fluxo normal dos elétrons que permite a geragdo do potencial de
membrana e sintese de ATP por fotofosforilagdo (BRUSSLAN & HASELKORN, 1989). A
toxicidade do diuron também foi descrita em alguns organismos nao-fotossintéticos, devido a
semelhanca estrutural entre os sitios de inibicdo situados na proteina D1 do fotossistema II e
no complexo bcl da cadeia respiratdria dos eucariotos. Esse efeito impute ao diuron um nivel
alto de toxicidade (RAGO & COLSON, 1988).

Além de ser um herbicida muito utilizado no controle de plantas daninhas, o
diuron ¢ um produto anti-fotosintetizante para evitar o acimulo de organismos marinhos nos
cascos de barcos. Este herbicida ¢ muitas vezes aplicado em combinagcdo com outros
herbicidas, como bromacil, tidiazuron, glifosato, o hexaninona, formando o herbicida
comercial Velpar-Ke (MACIEL et al., 2008).

O relatorio da agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos (US-EPA,2003)
apresenta o diuron como uma molécula estavel a hidrdlise e fotolise, sendo seu processo de
degradacdo no ambiente principalmente microbioldgico. Apresenta, como outras feniluréias,
uma baixa solubilidade em dgua e moderada tendéncia de adsor¢do (Tabela 1), portanto, com
maior lixiviagdo em solos com baixo teor de matéria organica (TIXIER et al., 2000;

GIACOMAZZI & COCHET, 2004)
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Tabela 1: Caracteristica fisico-quimicas do herbicida diuron.

Caracteristicas

Cor Branca

Estado Fisico Solido
Odor Nenhum

Ponto de Fusiao 158 °C

Solubilidade em agua 42 mg/L a 25 °C
Caracteristica de Corrosao Nao corrosivo
Coeficiente de particio (log Kow) 2.68
Pressio de vapor 2x 107 mmHga 30 °C

Modificado de Reregistration Eligibility Decision (RED) for Diuron, September, 2003.

Devido a sua moderada lixiviag@o e alta persisténcia nos solos, o diuron residual
tem sido detectado em varias regides do mundo em &4guas superficiais e subterraneas (
LENNARTZ et al.,1997). Pesquisa desenvolvida na Fran¢ca em uma regido produtora de
vinho detectou a concentracdo de diuron de 200pg L' na 4gua de escoamento superficial,
apesar do intervalo de 140 dias entre a aplicacdo e a ocorréncia das chuvas na regido.

No Reino Unido, as concentragdes atingiram cerca de 6,7 ug.L"(THOMAS et al.,
2001), e em ambientes aqudticos japoneses, incluindo lagos, 86% dos analisados
apresentaram a concentragdo de diuron por volta de 3 pg.L”' (OKAMURA et al.,2003).

Além das areas agricolas, o diuron tem sido utilizado como controle de plantas
daninhas em espacos urbanos em jardins, ao longo ferrovias e rodovias.

Na Franca, onde cerca de 133 toneladas de diuron foram fabricados até 1997, o
seu uso do tem sido limitado desde 1999.(GIACOMAZZI & COCHET, 2004). Outros paises
da Comunidade Europeia também tem seguido nessa linha, considerando a Concentracdo
Miéxima Admissivel (CMA) de qualquer pesticida individualmente na agua potavel de 0,1pg
dm™ e a soma de todos os residuos ndo pode ultrapassar 0,5 pg dm™. Limites semelhantes sdo
adotados por outros paises, como Canada e Estados Unidos (FILIZOLA ef al., 2002).

No Brasil, a resolugdo do CONAMA n° 357, de 17.03.2005, estabelece que os
limites maximos de contaminantes, incluindo pesticidas organoclorados, organofosforados e
carbamatos, em aguas depende da sua destinacdo. A portaria 518 de 25.03.2004 do Ministério

da Saude estabelece limites permissiveis em dgua destinadas ao consumo humano. Porém,
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estas legislagdes ndo incluem a maioria dos herbicidas em uso atualmente e inseticidas

piretroides (DORES e DE-LAONICA-FREIRE, 2001).

2.2 VIAS DE DEGRADACAO TOXICIDADE E DO HERBICIDA DIURON

A degradag¢do de compostos aromaticos clorados, como é o caso do diuron, ¢
dificultada proporcionalmente pela quantidade de halogénios na molécula, os quais bloqueiam
0 acesso das enzimas as ligagdes moleculares. Muitas vezes, a mineralizagdo completa requer
etapas anaerdbias, envolvendo desalogenagdo redutiva (BATISSON et al., 2007).

Virios microrganismos capazes de metabolizar parcialmente o diuron foram
isolados (ROQUE & MELO, 2000; SORENSEN et al., 2008). Entretanto, varios estudos
envolvendo fungos ou bactérias apontam também a ag¢do de biotransformagdo desse
composto, com a formagdo de metabdlitos mais toxicos do que o proprio diuron (TIXIER,
2000; GIACOMAZZI & COCHET, 2004), inclusive para espécies ndo alvas, como o0s peixes.
Entretanto, pouco ainda se sabe sobre os efeitos desses compostos nos peixes ou em outros
organismos aquaticos.

A degradag¢do do diuron pode ser iniciada pelo processo de desmetilagdo,
produzindo N-(3,4-diclorofenil)-N-metiluréia (DCPMU) e em seguida, a N-34-
diclorofeniluréia (DCPU). Outro produto formado a partir da degradacdo do diuron ¢ o 3,4-

dicloroanilina (3,4-DCA) (Figura 1) (FIELD et al., 1997; MELLO et al., 2009).
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Figura 2: Mecanismo inicial de biotransformagao do diuron.
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Poucos herbicidas tém sido suscetiveis & mineralizagdo por culturas puras de
microrganismos (DAMIM, 2005). Isto se deve, provavelmente, ao fato de que a maior parte
dos herbicidas contém uma variedade de grupos estruturais, que requerem diferentes sistemas
catabolicos enzimaticos, normalmente ndo encontrados dentro de um tnico organismo.
Consequentemente, consorcios de microrganismos podem ser mais eficazes na
degradacdo/mineralizagdo dos poluentes do que culturas exénicas (ESPOSITO et al., 1998,
SMITH et al., 2005).

Ainda, sabendo-se que diferentes espécies de microrganismos podem metabolizar o
diuron gerando seus trés principais metabolitos, o conhecimento sobre os potenciais efeitos
toxicos de cada um dos metabolitos em organismos ndo alvo pode auxiliar na escolha das
espécies que geram aqueles metabolitos considerados menos deletérios. Nesse sentido, €
necessaria uma melhor compreensdo dos possiveis efeitos adversos dos metabodlitos do diuron
para comunidades de organismos nao alvo deste pesticida. (GIACOMAZZI & COCHET,; EL
SEBALI et al.,2004) Tais informagdes sdo de fundamental importancia para se comprovar e
justificar a utilidade dos processos de biorremediacdo do diuron por microrganismos, bem
como para orientar a selecdo daqueles microrganismos que formam predominantemente os
metabolitos considerados menos tdxicos, ou que causem menos efeitos adversos nos peixes.
(GIANFREDA et al.,2006).

O herbicida diuron, assim como outras fenil uréias tem sido comprovadamente
toxico para organismos ndo alvos. Entre esses, organismos fotossintetizantes como

cianobacteria, microalgas, aquatica de terrestres tem sido um alvo indesejavel desse
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compostos. Em Lemna minor, o diuron resultou em efeito sinergistico quando presente com
outros herbicidas inibidores de fotossintese (GATIDOU et al, 2015), e as micro algas
bénticas estudadas por (MAGNUSSON, et al., 2010). Outros protistas como
Chlamydomonas reinhardtii também mostraram muito sensiveis aos efeitos do diuron
(NESTLER et al, 2012).

Além dos organismos fotossintetizantes, o diuron tem sido demonstradamente
toxico para outros animais como o camardo de agua fresca Paratya australiensis (decapoda:
atyidae) (KUMAR et al, 2010) e ratos. O diuron afetou o sistema linfohematopoiético com
reducdo de linfocitos CD4 (DOMINGUES et a/, 2011), além de apresentar urotoxixidade em
(ROCHA et al., 2013)

Embora ndo haja evidéncias de mutagenicidade associada a exposi¢do ao diuron e
a teratogenicidade so tenha sido verificada com a administragdo de doses tdo altas quanto 250
mg/kg.dia, seu principal metabolito, 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA) pode induzir aneuploidias
em células de mamiferos por interagio com o aparelho mitdtico. E ainda moderadamente
toxico para peixes e afeta a diversidade microbiana no solo (GIACOMAZZI & COCHET,
2004; EL SEBAI ef al.,2004).

Segundo Sanches (2014), em estudos com lambaris, a metabolizacdo do diuron
ndo minimiza a toxicidade. A exposicdo aos compostos DCA, DCPU e DCPMU alteram
parametros bioquimicos indicadores de estresse oxidativo. Ainda que o Diuron e DCA sejam
mais téxicos ao organismo em comparagdo ao DCPU e DCPMU. Assim a exposi¢do dos
microorganismos a esses sub-produtos geraram mais alteragdes em comparacdo com a
molécula do diuron, mostrando assim serem mais toxicas.

Um estudo com Gobiocypris rarus, mostrou a exposicdo do organismo ao
composto 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA), sendo um composto altamente téxico para o
desenvolvimento do mesmo, com uma taxa de malformacdo observada em 12h de exposigéo,
e ap6s 72h uma malformagao de 80% comparada com o grupo controle (ZHU et al, 2013).

Outro estudo feito com exposi¢do de ratos aos metabolitos do diuron mostrou que
o maior efeito citotoxico obtido foi com o DCPMU, seguidos de DCPU e DCA. Sendo um
grande causador necrose e esfoliacdo de células, seguindo de hiperplasia de células urotelial

regenerativa levando a um carcinogénese (ROCHA et al., 2013)
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2.3. AVALIACAO DA TOXICIDADE DO DIURON

Os efeitos toxicos de contaminantes ambientais podem ser estimados através de
testes de toxicidade aguda, permitindo se conhecer as concentracdes necessarias de cada um
dos compostos para ocasionar mortandade nos peixes. Assim, aqueles compostos que
apresentam letalidade em concentragdes mais baixas podem ser considerados mais téxicos
que aqueles que tém o mesmo efeito somente em concentracdes mais altas.

Da mesma forma, a avaliacdo de biomarcadores bioquimicos pode também ser util
na predi¢do de efeitos deletérios dos contaminantes aos organismos (VAN DER OOST et al.,
2003). Enzimas de biotransformagao de xenobidticos como os citocromos P450 e enzimas de
fase II como as glutationa S-transferases podem indicar o grau de exposi¢do dos peixes aos
contaminantes, visto que sdo geralmente os primeiros sistemas que respondem as
intoxicacdes, na tentativa de metabolizar os compostos toxicos. (HODGSON e SMART,
2001). Ainda, enzimas envolvidas em respostas ao estresse oxidativo também podem ser tteis
para se predizer situagdes de exposi¢do a contaminantes, uma vez que inumeros compostos
toxicos sdo responsaveis pelo aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
em fun¢do do aumento do metabolismo celular, na atividade de enzimas mono-oxigenases
envolvidas na biotransformacdo, ou devido a mecanismos ciclo-redox dos proprios
contaminantes. Desequilibrios nos sistemas de biotransformacgdo e defesas antioxidantes em
funcdo da exposi¢do a contaminantes ambientais contribuem sobremaneira para aumentos nos
niveis de lesdes as biomoléculas que podem levar o organismo a um declinio geral em sua
condicdo fisioldgica

Os testes toxicologicos permitem comparar o potencial toéxico entre diversos
compostos quimicos, além do grau de sensibilidade de diferentes organismos (COSTA et al.,
2008). Com o desenvolvimento de novos protocolos para estudos toxicologicos podem-se
definir concentracdes limites permissiveis de determinados compostos no ambiente os quais
servirdo como referéncia para entidades reguladoras. Entretanto, a padronizagdo desses testes
¢ essencial, pois permite a comparagdo de dados e reproducdo do teste (RONCO et al., 2004).
Diversos drgdos de protecdo ambiental desenvolvem protocolos para realizagdo de testes de
toxicidade, como a Environmental Protection Agency — (EPA).

Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e cronicos. Os testes
agudos sdo utilizados para medir o efeito de um agente tdxico sobre um organismo aquatico

durante um curto periodo de tempo, com relacdo ao periodo de vida do organismo teste. O
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objetivo ¢ estimar a dose ou concentragdo do agente téxico que seria capaz de gerar uma
resposta detectdvel, em um tempo relativamente curto de 24 a 96h. Os resultados de testes
agudos sdo geralmente interpretados como CLsy (Concentracdo Letal Média) ou CEsg
(Concentragdo de Efeito) ambos causados em 50% dos organismos testes. Os estudos de
toxicidade cronica sdo realizados para determinar o efeito tdxico apds exposicdo prolongada,
como parte ou todo ciclo de vida do organismo (COSTA ef al., 2008) com doses sub-letais,
mas que afetam as fungdes biologicas, como reproducdo, desenvolvimento de ovos e
estruturas reprodutivas e diferenciagdo sexual. Os resultados de testes cronicos sdo geralmente
expressos como CENO (Concentracdo de Efeito ndo Observado) ou CEO (Concentragdo de
Efeito Observado) (COSTA et al., 2008).

Além do efeito na mortalidade, podem-se identificar alteragdes nas condig¢des
fisiologicas e/ou metabolicos dos organismos expostos, indicando o efeito deletério do
composto testado. Em um teste os organismos expostos podem absorver os compostos
quimicos por diferentes rotas. Essa absor¢do pode causar efeitos sub-letais deletérios,
alteracdes que atingem os sistemas enzimdaticos de biotransformagdo, permeabilidade na
membrana ¢ danos ao DNA (COSTA et al., 2008). A relacdo dose-resposta, ou seja, a
concentragdo de um composto quimico e o efeito deletério causado ao organismo ¢
fundamental para avaliar o risco do composto no ambiente. Curvas representativas de dose-
resposta s@o do tipo sigmoide (Figura 3), mostrando a (CLs) e o coeficiente angular da parte
linear da curva revelando no organismo o efeito causado (HODGSON, 2004).

Alguns métodos estatisticos foram desenvolvidos para facilitar o planejamento
dos testes de toxicidade. Para analisar dados paramétricos sdo utilizados Probit & Logit.
Porém esses métodos ndo conseguem avaliar eventuais anomalias € ndo sdo validos para
curvas assimétricas. Para ndo paramétricos, os métodos Sperman-Karber e timmed Sperman-

Karber sdo os mais utilizados (COSTA et al., 2008).
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Figura 3: Curva sigmoide tipica de relacdo dose-resposta em testes de toxicidade. A curva
revela a concentragdo de uma substincia capaz de matar 50% de uma populagdo.

(Adaptado de Costa ef al.,2008).
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2.3.1 Enzimas de biotransformacao e de defesa antioxidante

Em eucariotos, varias enzimas tem papel na desintoxificacdo frente a exposi¢do
dos organismos aos xenobioticos. Elas atuam aumentando a solubilidade dos compostos,
principalmente lipofilicos, para possa ser mais facilmente excretado ao meio, com isso pode
ser utilizado como controle e avaliagio dos niveis de toxicidade que um determinado
xenobiotico exerce sobre um determinado organismo (HODGSON & SMART, 2001).

As vias de biotransformacdo dos compostos quimicos podem ser divididas em trés
fases. Na fase I ocorrem as reacdes de oxidagdo, reducdo e hidrdlise. Durante a fase I,
ocorrem as reagdes de conjugacdo e, por ultimo, a fase III, de excrecdo. Na fase I, os grupos
reativos polares sdo introduzidos na molécula do composto gerando substratos que
participardo das reacdes de fase II. Nessa fase I, o sistema responsavel pela oxidagdo € o
complexo multienzimatico de mono-oxigenases citocromo P450 (citP450) que ¢ um conjunto
de heme-proteinas ligado a membrana do reticulo endoplasmatico de microssoma,
principalmente de células hepaticas (GIULIO e HINTON, 2008; VAN DER OOST et al.,
2003).
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A mono-oxigena¢do ocorre pela reducdo de um adtomo da molécula de oxigénio
formando agua, enquanto o outro dtomo ¢ incorporado & molécula do substrato utilizando

elétron de NDPH (Reacgdo 1) (GIULIO & HINTON, 2008).
RH + O2+ NADPH + H+— ROH + H20 + NADP+ 1)

A acdo dessas enzimas até que o substrato seja oxidado envolve uma série de
reagdes. A mono-oxigenases inicia seu ciclo quando acontece a ligacdo do substrato ao
complexo oxidado (Fe3+) facilitando na transferéncia de elétrons do NADPH ao complexo
(Figura 4).

Apos a ligacdo do oxigénio ao complexo, agora reduzido (Fe’"), ocorre a
transferéncia do segundo elétron pela acdo da enzima mediadora citocromo b5 redutase. Apds
esse processo, ocorre a clivagem da ligagdo de 4&tomos da molécula de oxigénio. Finalmente a
molécula de oxigénio € inclusa no substrato, para posterior dissociacdo do substrato mais
hidréfilo soluvel e no complexo se inicia um novo ciclo (Figura 4).

As enzimas do complexo multienzimatico P450 possuem diversas isoforma entre
elas a (CYPIA). A isoforma 1 (CYP1A) deixa o composto mais hidréfilo, catalisando sua
reagdo de ligagdo de um pequeno grupo polar com o composto para ser facilmente descartado
do organismo, em especial a etoxiresorufina O-deetilase (EROD). Essas isoformas
desempenham um papel muito importante na biotransformacdo de compostos organicos,

incluindo hidrocarbonetos policiclitos arodticos (HPAs).(NOGUEIRA, 2008).
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Figura 4: Ciclo catalitico do p450 para metabolizar o xenobidtico em um substrato soltavel
envolvendo reagdes de oxirredugdo com a participagdo do NADPH como doador de
elétrons e da enzima citocromo bS5redutase como mediadora, formando uma

molécula de dgua (Adaptado de NOGUEIRA, 2008).
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A 7-etoxirresorufina-0-deetilase (EROD) ¢ utilizada para verificar a atividade
catalitica da isoforma CYPIA. E uma andlise de um método cinético medindo a 0-
desalquilacdo do substrato ndo fluorescente 7-etoxiressurufina em um material fluorescente, a
resorufina (Figura 5).

Em alguns organismos aquaticos como peixes a CYPIA ¢ responsavel pela
biotransformacao de varios compostos, como por exemplo, os HPA, PCB e dioxinas. Estudos
revelam que a exposicdo ao HPAs causa um aumento da CYPIA. Assim, um grande

biomarcador muito sensivel de exposicao a esse poluente ¢ a EROD (WHYTE et al., 2000).
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Figura 5: Mecanismo de a¢do da EROD sobre o substrato 7-etoxirresorufina. (Adaptado de

WHYTE et al., 2000).
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O Metabolismo de detoxificagdo na fase II ocorre envolvendo as reagdes de
conjugacdo ¢ a ligacdo de um composto a um grupo ligante enddégeno, como por exemplo,
acido glucurénico e glutationa, formando assim uma ligacdo muito soluvel em agua,
facilitando a excrecdo (HODGSON & SMART, 2001). As glutationa S-transferases (GST)
sdo enzimas encontradas na fase II do metabolismo de desintoxificagio que protege o
organismo contra efeitos altamente toxicos de compostos endogenos. Encontradas no citosol
das células, catalisam a reacdo de conjuga¢do de glutationa reduzida (GSH) com substratos

eletrofilicos (HODGSON & SMART, 2001).

2.4 MARCADORES GENOTOXICOS

Sao utilizados para avaliar os niveis de danos que um determinado organismo
sofreu em seu material genético, como alteracdo quimica, a mutagénese, ou alteragdo do
determinismo genético como carcinogénese e teratogénese. (Silva et al. 2003, Silva et al.
2007). Uma das técnicas mais utilizadas para avalia¢do da genotoxicidade € o teste do cometa,
que consiste numa técnica de alta sensibilidade que avalia os danos causados ao DNA de
células individuais possibilitando a quantificacdo da quebra de fitas, detectando assim lesdes
pré-mutagénicas. (KAMMANN et al., 2001).

Esse tipo de ensaio vem sendo muito util na identificacdo de contaminantes em
recursos hidricos, utilizados em eritrdcitos de peixes. Esse ensaio apresenta alto nivel de
deteccdo, ndo somente quebras de fitas, as quais geram as aberracdes cromossOmicas, mas
também modificagdes nas bases do DNA, como sitios apurinicos e apirinidimicos uma das

principais causas de inducdo a mutagdes. (SAMPAIO et al., 2012).
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Desenvolvida por Ostling e Johanson em 1984, uma técnica de eletroforese em
gel com tUnica célula (Single Cell Gell Eletroforesis — SCGE) mais conhecida como ensaio do
cometa, em que as células sdo englobadas em gel de agarose, espalhadas por uma lamina de
microscopia, anteriormente lisadas por detergentes e submetidas a corrente elétrica, em pH
neutro. A acdo da corrente age proporcionando o deslocamento dos segmentos de DNA livres,
resultantes das lesdes, em direcdo ao dnodo, devido a esse arraste a imagem lembra a imagem
de um cometa, por isso motivo seu nome.

Esse procedimento em pH neutro limita a aplicabilidade do ensaio, pois somente
as duplas quebras serdo observadas. Porém, em condi¢cdes mais alcalinas, podem também
serem observadas as quebras de cadeias simples, aumentando a eficiéncia, resolucdo e
abrangéncia do teste. (SINGH ez al., 1988).

Para a quantificagdo dos cometas, as laminas preparadas s@o coradas com brometo
de etidio e analisadas em microscépio de fluorescéncia. Células com nucleos unidos sdo
considerados normais, células com um arraste simulando um “cometa” sdo consideradas

lesionadas, devido a fragmentagcdo do DNA.

Figura 6: Avaliacdo dos niveis de lesdes por meio da eletroforese em gel de célula tinica
(ensaio do cometa) a: célula normal b: célula com lesdo média c: célula com lesdo

grave. (Adaptado de RIBEIRO et al., 2007).

Para a quantificagdo dos cometas, as laminas s@o coradas com brometo de etidio e
analisadas em microscopio de fluorescéncia. Células com nticleos em forma de circulo sdo
considerados normais, porém células que apresentam um arraste, com uma cauda aparentando

um “cometa” formada pelos fragmentos de DNA sdo consideradas células lesadas.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste projeto foi avaliar o potencial de degradacdo do herbicida
diuron por bactérias isoladas de solo de plantacdo de cana-de-acucar e verificar os potenciais
efeitos adversos desses metabodlitos sobre uma espécie de peixe endémica da América latina

(lambaris, Astyanax altiparanae).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Cultivar as cepas bacterianas em meio liquido contendo diuron e avaliar os
niveis de degradacio;

e Realizar ensaios de degradagdo do diuron pelas cepas selecionadas em
microcosmos usando os solos contaminados com esse herbicida;

e Avaliar a toxicidade do diuron em biomarcadores bioquimicos e genotoxicos
de peixes (Astianax sp.) e, comparativamente, verificar se as misturas de metabodlitos do
diuron gerados apds as fermentacdes com as bactérias, fazem com que os efeitos deletérios

diminuam para os peixes expostos.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1. CEPAS BACTERIANAS

As bactérias utilizadas neste projeto sdo provenientes da colecdo de trabalho do
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada (LBMA), da UNESP de Sao José do
Rio Preto, SP. As cepas (Tabela 1) foram isoladas de solo de cultivo de cana-de-agucar, que
possui historico de aplicagdo de herbicida desde 2009, nas propriedades de plantio da Usina
Acucareira Virgolino de Oliveira S/A (Unidade José Bonifacio), situada na cidade de José

Bonifacio-SP (Area- FA 30654, Latitude- 610916, Longitude-7662950).
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Tabela 2: Bactérias selecionadas para desenvolvimento do projeto.

Cepa Caracteristica morfologica
1 TG1.41 Coco Gram +
2 Lysinibacillus sp TG1.37 Coco Gram +
3 TD1.10 Coco Gram +
4 Klebsiella oxytoca TD1.46 Coco Gram -
5 TG2.31 Coco Gram -
6 TG2.38 Coco Gram +
7 TD2.18 Bastonete Gram -
8 Leucobacter sp TG3.14 Bastonete Gram -
9 Delfitia sp TD3.31 Bastonete Gram +
10 TG4.48 Coco Gram +
11 Stenoirophomonas Bastonete Gram -
acidaminiphila TD4.7
12 TD4.31 Coco Gram -
13 Pseudomonas sp TD4.43 Coco Gram +

42 CULTIVO PARA AVALIACAO DA TOLERANCIA AO DIURON EM
MEIO SOLIDO

As bactérias foram cultivadas em meio Plate Count Agar (Himedia) contendo 10
mg/L" de diuron, mesma concentragio encontradas nos locais de isolamento. O diuron foi

previamente suspenso em metanol e acrescentado ao meio ap0s este ser autoclavado.

4.3 DEFINICAO DE PARAMETROS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO
DA DEGRADACAO DO DIURON EM FERMENTACAO SUBMERSA

4.3.1 Crescimento da bactéria referencia em meio com diuron

O primeiro experimento em fermentacdo submersa foi realizado utilizando a

bactéria K. oxytoca TD1.46 para padroniza¢do da metodologia, uma cepa com grande
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capacidade de degradacdo apods seu isolamento. Foi utilizado o meio de Dellamatrice e
Monteiro (2004), com modificag¢des: 0,6% (NH4)>SO4; 0,15% KH,PO4; 0,05% KCI; 0,05%
MgS04.7H20; 107*% FeSOy; 10*% ZnS04, 0,05% glicose em pH 6,8, em cultivo de 9 dias, a
30C° retirando aliquotas a cada 24h. O estudo da degradacdo do diuron acrescentando-se

4mg/L do mesmo ao meio.

4.3.2 Avalia¢io do efeito da glicose sobre a degradac¢io do diuron

Considerando que a glicose poderia interferir, positiva ou negativamente, na
degradacdo do diuron, aumentou-se a concentracdo da glicose em 10x, utilizando o meio
proposto por Sharma et al. (2010), com modificagdes: 0,06% (NH4),SO4; 0,20% KH,POy;
0,08% MgS04.7H20; 10™*% FeSOy4; 10% ZnS04, 0,5% glicose em pH 6,8.

4.3.3 Planejamento experimental Plackett-Burman (PB) para avaliacdo do

efeito da composicdo nutricional do meio de cultivo sobre a degradac¢io do diuron

Visando avaliara o efeito do aumento da concentragdo de glicose e nutrientes no
meio sobre a capacidade de degradacdo do diuron pelas bactérias, foi realizado um
planejamento experimental para avaliar o efeito do enriquecimento do meio com nutrientes
minerais.

O planejamento experimental foi realizado de acordo com o modelo de Plackett-
Burman (PB) usando meio basal de (g.L™"): 1,0 KH,PO4; 2,0 Na,HPO,; 0,5 MgSO,.7H20; 0,5
NacCl; 0,5 Triton X-100 e 1 mL de elementos tragos (0,05 KI; 0,05 LiCl; 0,1 MnSO4.H20; 1,0
H;BO;; 0,1 ZnS04.7H20; 0,1 CoCl,.6H20; 0,05 (NH4)6M07024.4H20; 0,1 CuSO4; 0,02
FeSO,). Acrescentou-se ao meio basal 3 concentragdes diferentes de glicose (0; 0,1 e 0,2%),
(NH4) ,S04 (0,3; 0,6 € 0,9 %) e mix de vitaminas (0; 0,5; 1,0 %), em trés diferentes ph (6,5;
7,0; 7,5), como mostra a tabela 3. O mix de vitaminas foi composto por (mg.L™): 2,0 biotina;
2,0 acido folico; 5,0 cloridrato de tiamina; 5,0 dcido nicotinico; 5,0 patotenato de calcio; 10,0

piridoxina; 5,0 4cido folico e 0,1 vitamina B12.
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Tabela 3: Planejamento Experimental: Modelo Plackett-Burman (valores em %).

Experimento Glicose pH Vitamina Nitrogénio
1 0,20 6,5 0,00 0,90
2 0,20 7,5 0,00 0,30
3 0,20 7,5 1,00 0,30
4 0,00 7,5 1,00 0,90
5 0,20 6,5 1,00 0,90
6 0,00 7,5 0,00 0,90
7 0,00 6,5 1,00 0,30
8 0,00 6,5 0,00 0,30
9 0,10 7,0 0,50 0,60

10 0,10 7,0 0,50 0,60
11 0,10 7,0 0,50 0,60
12 0,10 7,0 0,50 0,60

4.4 AVALIACAO DA DEGRADACAO DE DIURON PELAS CEPAS EM
CULTIVO SUBMERSO

As 13 linhagens bacterianas (Tabela 2) foram cultivadas conforme descrito a
seguir. A fermentacdo submersa foi realizada em erlenmeyers de 125 mL, contendo 30 mL do
meio de sais descrito anteriormente, acrescido de 10 mg.L™" do herbicida diuron. O in6culo foi
preparado por suspensdo de células em solugdo salina (meio Dellamatrice ¢ Monteiro, 2004)
obtida em pré-cultivo. Dessa suspensao foi utilizado 0,5 mL (amostra com DO600 =0,6) para
inocular 30 mL de meio. Os erlenmeyers foram incubados a 30°C, 100 rpm por 48h. Apos
esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 4 min a 10000 g. O sobrenadante foi

utilizado para avaliagdo do potencial de degradag¢do do herbicida diuron.

4.5 CONSORCIO DE MICROORGANISMOS

Foi utilizado cepas que foram capazes de degradar o diuron, as cepas cultivadas
em consorcio com fungo filamentoso, obtido da colecdo do LBMA (Tabela 4), isolado
durante um trabalho de mestrado sobre degradacdo de compostos de tinta residencial.
(BARBOSA, 2013). Este fungo foi escolhido ap6s um teste de crescimento em placa

contendo diuron como fonte de carbono.
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A fermentacdo submersa foi realizada em erlenmeyers de 125 ml, contendo 30 ml
do meio de sais descrito anteriormente, acrescido de 10 mg.L" do herbicida diuron. O inéculo
foi preparado por suspensdo de células em solucdo salina (meio Dellamatrice ¢ Monteiro,
2009) obtida em pré-cultivo.

Dessa suspensdo foram utilizados 0,5 ml da solucdo fungica e bacteriana, para
inocular 30 ml de meio. Os erlenmeyers foram incubados a 30 °C, por 120h. Apos esse
periodo, as amostras foram centrifugadas por 5 min. a 18800 g. O sobrenadante foi utilizado

para avaliacdo do potencial de degradacdo do herbicida e a formagao de outros produtos.

Tabela 4: Microorganismos selecionados para desenvolvimento do consorcio.

Cepas Caracteristica Morfologica
Lysinibacillus sp TG1.37 Coco Gram +
TD 1.10 Coco Gram +
TG 2.31 Coco Gram -
Leucobacter sp TG3.14 Bastonete Gram -
Pseudomonas TD4.43 Coco Gram +
Fungo

Mortirella alpina

4.6 ENSAIO DE MICROCOSMOS

4.6.1 Coleta do solo

Nesse trabalho foi utilizado um solo, coletado na rodovia municipal Unnamed, no
municipio de Buritama-SP com acesso a SP-461 535,5km de Sao Paulo (5.21°03°02.4>’S
50°10°35.2”W) no més de Dezembro de 2014, de uma area de cultivo de cana-de-agticar com
histdrico da aplicagdo do herbicida diuron. Esse solo € caracteristico do estado de Sao Paulo e
por isso foi estudado no ensaio de biorremediagdo com herbicida diuron.

A coleta foi feita a 10 cm de profundidade para evitar a lixiviagdo, rochas e restos
organicos de cana-de-agucar. Logo apds a coleta o solo foi tamisado grosseiramente para

retirar particulas de pedras e outras matérias organicas como, pedras e palhas.
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O solo foi condicionado em sacos plasticos de polietileno recuperado, apds o
transporte para o laboratdrio o saco foi armazenado até o momento do uso na camara fria em
temperatura de 1 °C, visando evitar a atividade microbiotica. Antes da utilizacdo o solo foi

levado a estufa a 50 °C de circulacdo de ar para retirar umidade.

4.6.2 Preparo do Pré-inoculo

Para o preparo do pré-indculo foram utilizadas além das bactérias que constam na
tabela 4, a bactéria TG 2.38, uma vez que todas foram capazes de degradar o diuron. As cepas
foram, entdo inoculadas em erlenmeyers de 125 mL com 30 ml de meio Dellamatrice et al.

2004, com modificacdes, incubados a 30 °C por 48 h. 18800 g

4.6.3 Preparo do inoculo

O preparo do inoculo foi feito em erlenmeyers de 120 mL com 20 g de solo,
enriquecido com N,P,K; umidade de 30% , acrescido de 10 mg/g de solo de herbicida diuron
diluido em metanol PA. Posteriormente foi inoculado 1 mL do pré-in6culo DO 660 nm com
as cepas selecionadas descrito a cima, incubado a 30 °C durante 120 horas.

Apos o periodo de incubagdo o solo foi passado para um tubo de fundo conico de
50 ml com adicdo de 10 ml metanol PA. para suspenséo e extracdo do composto, centrifugado
a 18800 g, por 15 min. a 5 °C.

Uma aliquota de 2 mL foi retirada, filtado em membranas Millex em polietileno
de 0,22 um de poro, ndo estéril e analisado em HPLC-UV para obtencdo do resultante e

identificacdo de subprodutos.

4.7 METODOS ANALITICOS

A degradacdo do herbicida e o surgimento dos primeiro metabolitos foram
avaliados em HPLC acoplado a um detector coulométrico eletroquimico (Perkin Elmer Model
Flexar). Antes de injetadas, as amostras foram filtradas em filtros Millex em polietileno de
0,22um de poro, ndo estéril. As condi¢des da analise em HPLC foram: 3 pL de volume
injetado de amostra; Coluna PerkinElmer C18 (Coluna Brownlee Analytical C18 — 100 mm x

2,1 mm x 1,9 pum); Tempo de corrida de 6 minutos; Elui¢do Isocratica contendo como fase
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movel Agua:Acetonitrila (60/40 v/v); Fluxo de 0,25 mL/min; Detector UV ajustado a 240nm,
forno a 45°C e tempo de corrida de 5 min.

As andlises realizadas em espectrometro de massa (MS) foram feitas para
confirmacdo da presenca dos metabodlitos de interesse, encontrados previamente por HPLC.
Antes de realizar a inje¢do das amostras no Massa, as mesmas foram submetidas a extrag@o
em fase solida (SPE) para purificagdo e concentracdo dos metabdlitos. A SPE foi realizada de
acordo com Gatidou et al. (2005), com modificacdes, € o condicionamento dos cartuchos
polimérico (Oasis HLB, 60mg) foi realizado de acordo com procedimento do fabricante
(Waters-OASIS).

Um volume de 50 mL de amostra filtrada foi utilizado na extragdo SPE. A
separacao dos picos do diuron e seus provaveis metabolitos foi realizado off-line, utilizando-
se cartuchos poliméricos montados em Manifold (SUPELCO -12 amostras) acoplado a bomba
a vacuo (MARCONI). Os cartuchos foram condicionados por 3 mL de MeOH e 3 mL de agua
ultrapura. As amostras percorreram o cartucho com um fluxo de aproximadamente 6mL.min-
1. A fim de eliminar os sais, os cartuchos foram lavados com 3 mL de agua ultrapura, em
seguida, seco ao ar durante 1 minutos. Os compostos foram eluidos com 5 mL do solvente
organico (MeOH, PA).

As amostras foram analisadas no Laboratdrio Thom|Son da Unicamp, utilizando o
equipamento Shimadzu, LCMS-8040. As condi¢cdes das andlises foram: Fase movel B:
Metanol sem aditivo e A: Agua sem aditivo (gradiente na figura 7), Coluna C18 Shim-pack

XR-ODS III 150Lx 2.0; 2.2 um, fluxo de 0,3 ml por min e tempo de corrida de 15 minutos.

Figura 7: Gradiente da fase movel: (B) Metanol sem aditivo.
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4.8 TESTES DE TOXIDADE EM PEIXES

4.8.1 Organismo Teste

Neste estudo foram utilizados peixes da espécie Astyanax altiparanae, da familia
Characidae popularmente conhecidos como lambaris (Figura 8). Esta espécie ¢ encontrada
rios e lagoas do Brasil, possuindo grande adaptabilidade a diferentes habitats e ¢ sensivel a
mudangas em seu ambiente natural, mostrando ser um bom organismo para o uso em estudos
de biomonitoramento, apesar de serem praticamente inexistentes estudos ecotoxicologicos

nessa espécie.

Figura 8: Espécime de peixe Astyanax altiparanae, conhecido como lambari. (SANCHES,

2014).

Os peixes foram adquiridos no comércio de iscas em S@o José do Rio Preto, SP.
Apos o periodo de uma semana de aclimatacio as condi¢des do laboratério, os mesmos foram
aclimatados nos aqudrios experimentais de 40 x 24 x 19 cm (~10 Litros), mantidos em
aeracdo constante (Figura 9) por sete dias antes de comecarem os testes. O peso dos peixes
variou de 7,0 a 10 g e o tamanho ficou entre 6,5 ¢ 8,0 cm. Cada grupo experimental foi
constituido de cinco aquarios (N=5 por tratamento), contendo dois peixes em cada. Apds um
periodo de uma semana de aclimatacdo em tanques de laboratorio, os animais foram expostos
aos tratamentos durante 7 dias.

Os lambaris foram alimentados diariamente durante o periodo de aclimatagéo e foi
mantida a temperatura 28 °C e aerag@o constante. Durante os periodos de exposi¢@o os peixes

foram alimentados diariamente com pequenas por¢des e retirando excesso.
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Figura 9: Aquarios experimentais.

4.8.2 Exposicdo dos peixes ao diuron e seus metabdlitos para analises de

biomarcadores bioquimicos.

4.8.2.1 Obtencdo do extrato de cultivo da bactéria

Foram preparados meios de cultura contendo 10 mg L™ de diuron o qual foi
inoculado com a bactéria TG 3.14 e cultivado por 72h, a 30°C, 130 rpm. Apds esse perido, o
meio foi centrifugado a 10000 xg por 10 min e filtrado em papel Whatman n°1. Nesse filtrado
foram quantificados o diuron residual e os metabolitos DCPU, DCPMU e DCA e utilizado
nos testes de toxicidade em peixes sendo utilizada a concentragdo de diuron residual como

referéncia para a definicdo da quantidade de filtrado a ser adicionado 4 4gua dos aquérios.

4.8.2.2 Teste de toxicidade

Apds um periodo de aclimatacdo de uma semana em tanques de laboratdrio, os
peixes foram colocados nos aqudrios e receberam os tratamentos com o diuron e meio de
cultura e mantidos por 7 dias em exposicdo. No total, o experimento contou com 6 grupos
experimentais (60 peixes), conforme abaixo:

Grupo I — Controle: sem adi¢do de meio de cultura;

Grupo II — Tratamento com meio de cultura do controle abidtico (sem indculo da
bactéria) diluido até concentracio de diuron de 0,15 mg L™ ;

Grupo III —Ttratamento com meio de cultura do controle abidtico (sem indculo da

bactéria) diluido até concentragdo de diuron de 0,015 mg L';



43

Grupo IV — Tratamento com meio de cultura fermentado pela bactéria
Leucobacter sp TG3.14 diluido até concentracdo de diuron residual de 0,15 mg L'

Grupo V - Tratamento com meio de cultura fermentado pela bactéria
Leucobacter sp TG3.14 diluido até concentrac¢io de diuron residual 0,015 mg L™ ;

Grupo VI — Recebeu o tratamento com meio de cultura abidtico sem adi¢do de
diuron

Apo6s o periodo de 7 dias de exposicdo, os animais foram coletados, anestesiados
por imersdo em agua contendo anestésico, pesados. Em seguida, foi feito um corte ventral nos

animais para retirada do figado para analise de EROD.

4.8.3 Descarte de residuos toxicos e Agua contaminada

Apbs o término dos experimentos, a 4gua contaminada passou por um tratamento
de filtros de carvao ativado para retengdo de residuos toxicos para assim ser descartado no
ambiente. Todos residuos quimicos descartados durante o experimento foram armazenados
em recipientes apropriados e encaminhados para o setor de coleta de residuos quimicos do

Instituto, para posterior remogao e destina¢do adequada.

4.9 ENSAIO DO COMETA

4.9.1 Preparacio das laminas

Foi retirado sangue dos organismos pela veia caudal com seringas de insulinas.
Uma gota de sangue diluida em 1000 pL de solugdo fisiologica. Em laminas previamente
gelatinizadas com agarose comum adicionou-se 10 pL. da suspensdo celular e 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) a 37 °C. As laminas permaneceram em solucdo de lise
(1 ml de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucdo de lise estoque, pH 10,0 —
solucdo estoque: NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, para 1 L) na geladeira por uma
hora. Apds o processo de lise celular, as laminas foram transferidas por uma cuba horizontal
de eletroforese. Para as corridas, acrescentou-se solugdo alcalina (NaOH 300 mM EDTA 1
mM — pH13), por 20 minutos, na auséncia de luz. Apds o periodo de relaxamento, as laminas
foram neutralizadas com solu¢@o Tris 0,4 M, por 15 minutos e fixadas em etanol por mais 10

minutos. Apos a secagem, as laminas foram armazenadas na geladeira para posterior analise.
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4.9.2 Analise das laminas

Para analise das laminas, a coloragdo foi realizada com brometo de etideo (0,02
mg/ml) Para cada peixe foram feitas duas ldminas e foram analisados 100 nucledides (50 em
cada), com a utilizacdo de microscopia de fluorescéncia, filtro B — 34 (excitacdo: A = 420 —
490 nm, barreira: A = 520 nm), em objetiva de 40x.

As nuceloides foram classificados pelo programa Comet Imager V2.2.1 de acordo

com o comprimento total do cometa, indicando assim os niveis de lesdes para cada nucleo.

4.10 ANALISES BIOQUIMICAS

4.10.1 Preparo das amostras para as analises da enzima EROD

Os figados foram homogeneizados em tampao Tris-HC1 0,2M, pH 7,5 (TRIS-HCI
0,2M; EDTA ImM; DTT (DL-Ditiotreitol) 1mM; Sacarose 0,5M e KCl 0,15M) a uma
propor¢do 1:4, massa:vol e contendo 0,00523g de inibidor de protease (PMSF) 1M.
Posteriormente foram centrifugados a 10.000 x g por 20 minutos. O microssoma foi
ressuspendido em tampdo de Tris-HC1 0,1M; pH 7,5 (TRIS HCI 0,1M; EDTA 1mM; DTT
ImM e KCI 0,1M A porc¢do sobrenadante foi coletada e centrifugada a 50.000 x g por uma
hora obtendo assim a fracdo citosdlica e microssomal. A fracdo microssomal foi utilizada para

medicdo da atividade da enzima EROD.

4.10.2 Analise da atividade da 7-etoxiresorufina-0-deetilase (EROD)

A atividade da EROD foi medida em leitor de microplacas por método
fluorimétrico na fracdo microssomal dos extratos proteicos. O método consiste na formacao
de resorufina, que ¢ fluorescente (excitagdo = 537 nm, emissdo = 583 nm), catalisada pela
EROD. Foram adicionados aos pocos tampao fosfato de potassio 80 mM, pH 7.4, além de
solugdo de 7-etoxiresorufina 335 uM, NADPH 10 mM e extrato microssomal. A reacdo foi

observada por 5 min, a 30°C. Os resultados estdo expressos em pmol/min/mg de proteina.
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4.10.3 Analise de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976) em leitor

de microplacas.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDOS PRELIMINARES

Nos experimentos iniciais de fermenta¢do submersa realizados com a bactéria K.
oxytoca TD1.46, observou-se que essa bactéria ¢ capaz de utilizar o diuron como fonte de
carbono. (Figura 10A).

O crescimento bacteriano foi maior em meio contendo Glicose e Diuron. Esses
resultados foram diferentes daqueles obtidos por Roque e Melo (2000) que estudando o
crescimento cin€tico da bactéria Acinetobacter baumannii, em meios com e sem fonte de
nitrogénio, com e sem glicose (0,5%) e suplementados com diuron nas concentracdes 20, 50 e
100 mg.L™, observaram que a glicose ndo estimulou o crescimento e degradacio do diuron.

No presente trabalho nota-se que o crescimento celular ocorreu por até 7 dias em
meio com glicose e diuron enquanto no meio contendo somente o diuron, a bactéria cresceu
exponencialmente até o 3° dia de cultivo, seguido de uma acentuada diminui¢do no numero de
células, sugerindo que houve esgotamento da fonte de carbono e lise celular (Figura 10A).

A avalia¢do da degradagdo do diuron, considerando-se os teores residuais desse
herbicida, determinados por técnicas de HPLC, mostra que a maior degradacdo do diuron
ocorreu em meio com glicose, porém, apos a exaustido desse agucar do meio sugerindo uma
diauxia, ou seja, a bactéria reinicia o crescimento pelo consumo do diuron (Figura 10B).
Constatou-se que a bactéria K oxytoca TD1.46 foi capaz de degradar até 18% do diuron do
meio em 48h, o que corresponde 0,48mg/L. Posteriormente, em novos testes com a cepa

citada acima, a mesma perdeu sua capacidade de degradagdo do composto diuron.
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Figura 10: Crescimento da populagdo Klebsiella oxytoca TD1.46 (a) e degradagdo do diuron

(b) em meio liquido (®) na auséncia e presenca de glicose (m).

5.1.1 Analise dos metabolitos derivados do diuron em meio de cultivo de K.
Oxytoca TD 1.46

Como padriao analitico foram utilizadas solug¢des de diuron em concentragdes 0,5;
1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ¢ 16,0 mg.L"' ¢ de DCPMU, DCPU ¢ DCA ( Aldrich Chemistry) Os tempos

de retengdo obtidos para os padrdes de diuron, e dos trés metabolitos encontram-se na Figura
11.
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Figura 11: Tempo de reteng@o dos padrdes analiticos de Diuron, DCPMU, DCPU e DCA.
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4 3.348|Diuron 83,735.56 12,746.3 BB 2.0362| ppm
5 4.018|DCA 46,9651 6.762.0 BB 2.9026] ppm
Total 327.560.0 8.9104

No meio de cultivo da K. oxytoca TD 1.46, foi detectada a presenga do DCPU e
ndo foram detectados os metabdlitos DCPMU e DCA (Figura 12). A presenga de apenas o
primeiro metabolito da via de degradagdo do diuron sugere que a bactéria pode ndo ter
potencial enzimadtico para a continuidade da sequencia de reagdes de demetilacdo descritas
para essa via ou que o tempo de incubagdo pode ter sido muito curto. A concentragdo do

metabolito DCPU foi maior no meio contendo glicose, corroborando os dados anteriores.
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Figura 12: Concentragdo de DCPU formada ao longo do cultivo da bactéria K. oxytoca.
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5.1.2 Avaliacdo do aumento da concentracio de glicose na degradacido do

diuron pelas cepas bacterianas

Uma vez definida a metodologia, iniciou-se os ensaios com as cepas relacionadas
na Tabela 2. Nesses ensaios, foram utilizadas concentragdes de 0,5 e 0,05% de glicose no
meio, considerando que os ensaios preliminares indicaram efeito positivo da presenca desse
acucar sobre a degradag@o do diuron e os cultivos ocorreram por 48h, a 140 rpm, 40°C.

A Figura 13 mostra que todas as cinco cepas TG1.37;TD1.10;TG2.31;TD4.43 ¢
TG3.14 foram capazes de degradar o diuron com valores de degradacdo do herbicida variando
de 30 a 40% (Figura 13a).

O efeito positivo da glicose foi observado quando esta encontrava-se em
concentragdo de 0,05% visto que concentragdo de 0,5% reduziu drasticamente a degradagdo
do herbicida. A andlise da Figura 13b indica que ndo houve degradacido do diuron enquanto as

bactérias consumiam glicose.
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Figura 13: Degradacdo de diuron (a) e consumo de glicose (b) pelas bactérias selecionadas na
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Figura 14: Degradacdo de diuron (a) e consumo de glicose (b) pelas bactérias selecionadas na

presenca de 0,05 % de glicose, em 48 h e 120 h de cultivo.
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Nos ensaios com 0,05% de glicose houve total consumo desse acglicar enquanto
um meio com 0,5% foi consumido 96% indicando que as cepas utilizam o diuron como fonte
de carbono apds a glicose ser exaurida do meio (Figura 12b). O efeito positivo observado
pode estar relacionado com o total de biomassa produzida e aceleracdo das fases lag e log
induzidas pela glicose, por outro lado, quando a glicose estd presente no meio ¢ assimilada
preferencialmente e pode estar exercendo repressdo sobre as enzimas envolvida na
metabolizacdo do diuron.

Vérios autores mostraram a interferéncia da glicose na degradacdo do diuron.
Sharma e colaboradores (2010) realizaram experimentos de degradacdo de diuron em meio
contendo 0,5% de glicose e obtiveram 96% de degradagdo de diuron pela bactéria
Micrococcus sp. PS-1. Batisson et al. (2007) realizaram experimentos de degradacdo na
auséncia de glicose com bactérias isoladas de ambiente 16tico e observaram a degradagdo de
25, 30, and 60% quando utilizado 20, 10, and 2 mg.L-1 de diuron.

Visando ampliar o nlimero de bactérias estudadas e a partir desse dados, novos

experimentos foram realizados com outras bactérias de cole¢do e utilizando 0,05% de glicose.
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5.1.3 Deteccio do metabdlitos liberados no meio de cultivo por degradacio do

diuron

Para o cultivo das cinco cepas TG1.37; TD1.10; TG2.31; TD4.43 e TG3.14 foram
utilizados os meios contendo 0,05% e 0,5% de glicose. A figura 15 mostra que todas as cepas
foram capazes de produzir o metabdlito DCPMU com maior frequéncia em meio com menor
concentracdo de glicose, enquanto que as cepas TD4.43 e TG3.14 produziram esse
metabolito em meio com 0,5% de agucar.

O metabolito DCPU foi produzido por todas as bactérias, exceto a TD1.10, e o
metabodlito DCA somente foi produzido pelas bactérias TD1.10 e TD3.14. O fato de haver a
presenca apenas do metabodlito DCA no meio de cultivo da bactéria TD1.10 pode indicar que
a mesma possa ter produzido o metabdlito DCPU, que foi rapidamente degradado a DCA.

As outras oito bactérias referentes a Figura 14, ndo apresentaram metabolitos
detectaveis nos meios de cultivo.

A Tabela 4 resume a degradacdo do diuron e produgdo de metabolito pelas 13

bactérias estudadas.



52

Figura 15: Teores de DCPMU (A), DCPU (B) e DCA (C) encontrados nos meios

de cultivo das cepas bacterianas apos 48 de fermentagdo em meios com diferentes
a)

concentracdes de glicose.
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Para a confirmacdo dos metabdlitos encontrados, foi utilizada espectrometria de
massas usando como padrio uma mistura de padrdes contendo diuron e mais 3 metabolitos
(Figura 10). Os metabolitos encontrados nas amostras por injecdo em HPLC (DCPMU,
DCPU e DCA) foram confirmados no LC/MS/MS, sendo os resultados exemplificados nas
figuras 15 a 16.

Figura 16: Cromatograma referente aos padrdes injetados em LC/MS/MS.
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Figura 17: Cromatograma para detec¢do da presenca de diuron e seus metabdlitos na amostra

do meio de cultivo do isolado TG2.31.
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Figura 18: Confirma¢do da presenca de diuron e seus metabolitos na amostra do isolado

TD1.10.
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Tabela 5: Sintese da degradag@o de diuron e produg@o de metabolitos pelas cepas bacterianas.

Consumo de Metabolitos

Linhagem Diuron (% mg/L

TG 1.41 0 - - -

TD 1.10 32 0,06 - 0,13

TG 2.31 41 - 0,04 0,19

TD 2.18 0 - - -

Delfitia sp TD3.31

Stenotrophomonas
acidaminiphila 0 0,13 - -
TD4.7
M43t 0 010 - -
Pseudomonas 36 ) 0,04 0,07

TD4.43
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5.1.4 Influéncia do meio e condi¢coes de cultivo sobre a eficiéncia de

degradacio do herbicida diuron pelas bactérias

O experimento foi realizado segundo a metodologia de Placket & Burman, com 8
experimentos, 4 varidveis independentes e 3 varidveis inertes. As Tabelas 5 e 1A (apendice)
apresentam os experimentos realizados e os resultados de porcentagem de degradacdo de
diuron por cada bactéria estudada.

Foi determinado o nivel de significancia (p= 0,1) e o limite de confianca (90%)
para o experimento, esperando encontrar niveis de R? igual ou superiores a 0,8. Entretanto,
foram obtidos valores de R entre 0,3 a 0,7, o que indica que o experimento ndo se enquadrou
no intervalo de confiabilidade do teste estatistico. Mesmo dentro dessa limitacdo dos dados
pode-se observar a varidvel que parece ter influenciado mais fortemente a degradacdo do
diuron foi a glicose (p=0,10).

Analisando separadamente cada bactéria, observa-se que:

e TG1.41: A média dos pontos centrais ¢ mais ou menos 11. Resultados maiores
que esse seria os experimentos 3 e 5. A tabela 6 mostra que ambos usam glicose e vitaminas
na maior concentracdo testada, sugerindo que quantidades maiores desses compostos
aparentam ser importantes para a eficiéncia de degradacdo do herbicida por essa bactéria. A
interacdo de um pH mais baixo e uma concentragdo de nitrogénio maior com as outras duas
variaveis também pode ser importante, visto que essa condi¢do foi a que produziu melhor
resultado.

e TG2.31: A glicose teve efeito positivo indicando que maiores concentragdes
levariam a maior degradacdo, contrariando o observado em ensaios individuais. Destaque-se
que os valores maximos ndo atingiram 0,5% que foi o valor usado nos ensaios preliminares,
enquanto o nitrogénio exerceu efeito negativo, ou seja, menores quantidades de nitrogénio
levando a menores degradagdes.

e TG2.38: Em relacdo a glicose a analise ¢ semelhante a anterior. Os efeitos das
outras variaveis nao sdo praticamente nada significativos.

e TG3.14: Nenhuma das variaveis mostraram efeito significativo, mas a glicose
também tenderia a efeito significativo.

e TG4.48: Nenhuma das variaveis mostraram efeito significativo

e TD2.18: Nenhuma das variaveis mostraram efeito significativo, mas a glicose

também tenderia a efeito significativo.



56

e TD3.31: Esse foi o resultado que obteve o melhor valor de R? (=0,78), e
mostrou efeito na maioria das variaveis. Diferente das demais, para essa bactéria, a glicose
ndo teve efeito significativo.

e TD4.7 e TD4.31: Esses dois ultimos estdo muito semelhantes. Aqui, nenhuma
das varidveis mostrou efeito significativo, mas aqui a glicose ndo seria a varidvel mais

importante, mas sim a vitamina (positivamente) seguido de nitrogénio (negativamente).

Dentre todas as varidveis testadas, a glicose apresenta ser o nutriente mais
importante para a maioria das bactérias. Devem ser realizadas repeticdes de pelo menos dos
pontos centrais, para melhorar o desvio padrio e ter um melhor R* para a obtengdo de
resultados estatisticamente aceitos.

Assim, pode-se concluir que para as bactérias que nao tiveram nenhuma variavel
aceita, a variacdo do meio de cultivo, nas condi¢des testadas, ndo influencia na capacidade de
degradacdo do herbicida. J& para as bactérias que tiveram somente a glicose com efeito, o
delineamento experimental do tipo Placket & Burman revelou apenas a variavel glicose como
tendo efeito significativo, dessa forma a variagdo dessa varidvel serd estudada de forma
unipontual. Para as bactérias que tiveram 2 ou mais variaveis significativas, o delineamento
experimental do tipo Placket & Burman revelou 3 variaveis significativas para as 9 bactéria.
Dessa forma, essas variaveis serdo mais bem estudadas através de um planejamento fatorial

completo ou um delineamento composto central rotacional (DCCR).
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Tabela 6: Planejamento Experimental Modelo Plackett-Burman: Variaveis estudadas e resultadas em % de degradagdo de diuron.

Exp. | Glicose  pH Vli\:[;r);idrfas N VII VI VI [ TGL41 TG231 TG238 TG3.14 TG4.48 TD2.18 TD3.31 TD4.7 TD4.31
1 [ 102%) -1(65) -1(0,0%) 1(09%) -1 1 1 175 915 417 571 115 451 346 1,79 242
2 [102%) 1(7.5) -1(0,0%) -1(03%) 1 -1 1 573 737 471 962 791 843 368 628 4,16
311002%) 1(7,5 1(01%) -1(03%) -1 1 1 | 1318 609 549 038 038 791 804 381 3,51
4 [-1(0,0%) 1(7,5) 1(01%) 1(09%) -1 -1 1 L12  -159 220 287 874 252 035 295 327
5 11(02%) -1(65) 1(01%) 1(09%) 1 -1 1| 1626 304 510 824 388 985 768 665 4,14
6 |-1(0,0%) 1(7,5 -1(0,0%) 1(0,9%) 1 1 1 | 05 002 138 -1,59 560 147 058 291 3,03
7 1-100,0%) -1(6,5 1(0,1%) -1(03%) 1 1 1 1,89 645 327 012 28 800 1543 9,05 15,02
8 |-1(0,0%) -1(6,5) -1(00%) -1(03%) -1 -1 1 474 290 173 690 407 339 691 257 199
9 10(0,1%) 0(7,0) 0(02%) 0(0,6%) 0 0 0 | 1546 114 515 098 2,62 146 302 230 1,50
10 |0(0,1%) 0(7,0) 0(02%) 0(0,6%) 0 0 0 793 2,02 272 2,60 408 11,60 149 531 3,90
11 | 0(0,1%) 0(7,0) 0(02%) 0(0,6%) 0 0 0 | 1118 558 621 225 726 246 1,12 398 4,63
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5.1.5 Analise dos metabdlitos gerados utilizando o planejamento de

Plackett-Burman

O planejamento mostrou que as bactérias foram capazes de produzir os
metabolitos (Tabela 7), entretanto em menor concentragdo que os valores encontrados
nas fermentagdes anteriores. Devido ao fato de que os meios de cultivo utilizados foram
diferentes e os metabolitos também podem se tornar fonte de carbono no meio nutriente,
sua preseng¢a dependera do tempo de cultivo e extragdo da amostra.

Utilizando a bactéria TG3.14 como exemplo, tem-se que a mesma atingiu a
producdo de DCPMU, DCPU e DCA nas concentragdes de 2,5, 0,25 ¢ 0,15 mg.L'l, em
48 horas, respectivamente. Entretanto, no cultivo de 120 horas as concentragdes obtidas

foram 1,26, 1,17 ¢ 0,013 15 mg.L’l, respectivamente.

Tabela 7: Concentragdo dos metabolitos a) DCPMU, b) DCPU e c¢) DCA, em mg.L'l,

originado apds 120h de experimento.

a) DCPMU

TG1.41| TG2.31 | TG2.38| TG3.14 | TG4.48 | TD2.18| TD3.31] TD4.7 | TD4.31
1 [0.169 0.0611 | 0.0226
2 01589 0.3142 -0.0018
3 126 0.0025
4 0.0059 0.0163[-0.0022
5 0.0000
6 -0.0041 | 0.0046 | 0.0379
7 [0.0195 0.0165 0.0263 [-0.0156
8 [0.0303 0.0189
9 [0.3360 -0.0154 ] 0.0190 0.0054
10 | 03849 -0.0162 0.1023 0.0144
1103941 -0.0023 -0.0161 -0.0035
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5.2 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO HERBICIDA DIURON POR
CONSORCIO MICROBIANO

Entre as bactérias estudadas, foram selecionadas 5 cepas com maior
capacidade de degradagdo do diuron as quais foram cultivadas juntamente com o fungo
Mortirella alpina. Esse fungo demonstrou boa tolerdncia e capacidade degradacdo do
diuron em experimento anterior (EGEA, 2014).

Os dados da tabela 8 (médias de triplicatas) mostram que houve um baixo
consumo de diuron por todos os consorcios ensaios com a utilizacdo de consércio
microbiano, assim como, ndo foram detectados metabolitos nos meios de cultivo, com
excecdo do meio onde foi cultivada a cepa Leucobacter sp TG 3.14. A associagdo do
fungo com esta ultima cepa resultou em degradacdo de 30% do diuron adicionado ao
meio e a geragio de DCPU 3,13 mg/L' ¢ DCPMU 2,89 mg/L"' . Esse nivel de
degradacdo foi muito similar ao obtido com o uso da bactéria em cultura exénica
indicando que o fungo ndo influenciou na degradagdo embora tenham ocorrido
diferencas entre as concentracdes dos metabolitos. Na cultura com apenas as bactérias

nao se obteve concentragdes detectaveis dos metabdlitos.

Tabela 8: Degradagdo de diuron e producdo de metabdlitos por consdrcios microbianos

com bactéria e o fungo Mortirella alpina.

Consumo do Metabolitos

Cepas
Diuron (%) mg/L

DCA DCPU DCPMU
Lysinibacillus sp TG1.37 + M.

5
alpina - - -
TD 1.10 + M. alpina 8 - - -
TG 2.31 8 - - -
Leucobacter sp TG3.14 + M.
30 0,17 3,13 2,89

alpina

Pseudomonas TD4.43 + M. alpina
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5.3 AVALIACAO DA DEGRADACAO DO HERBICIDA DIURON POR
ENSAIOS DE MICROCOSMOS

Os ensaios de microcosmos foram realizados utilizando as cinco cepas
bacterianas em culturas puras. Os dados da Tabela 9 mostram aumentos nos niveis de
degradacdo para até 56% e ndo houve a identificagdo de subprodutos ao final da
fermentagdo, possivelmente tenha sido degradado durante o processo. Esses resultados
mostram que o tipo de meio de cultivo influencia na habilidade das cepas em degradar

o diuron

Tabela 9: Degradacio do diuron e geragdo de subprodutos em ensaios de microcosmos.
Foram utilizadas em culturas bacterianas puras, 10 mg de diuron /g de solo

com 30% de umidade e 120 horas dias de cultivo.

Consumo de Metabdlitos
Cepas
Diuron (%) mg/L
DCA DCPU DCPMU
Lysinibacillus sp TG1.37 22
TD 1.10 56 - - -
TG 2.31 34 - - -
Leucobacter sp TG3.14 36
Pseudomonas TD4.43 8
TG2.38 38

54 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO DIURON E SEUS
METABOLITOS EM PEIXES

A toxicidade do diuron residual e dos metabdlitos gerados sobre A.
altiparanae foi avaliada utilizando-se o meio de cultura da bacteriana Leucobacter sp

TG3.14. A cepa foi cultivada em meio liquido contendo 10 ppm de diuron por 72 h
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conforme descrito no item 5.4. O material foi centrifugado, filtrado em filtro 0,22u e
analisado em espectrofotometro UV/VIS para quantificacdo do diuron residual e seus
metabolitos (Tabela 10).

O meio de cultura, sem a biomassa, foi utilizado para contaminar agua de
aquarios de manutencdo dos peixes, tomando por referencia concentra¢des de diuron
residual (de 0,015 a 0,15 mg/L) com base em resultados prévios utilizando o diuron em
sua forma pura (SANCHES, 2014).

As referencias de toxicidade foram a atividade da enzima 7-etoxiresorufina-

O-dectilase (EROD) e lesdes no DNA avaliada pela técnica do cometa.

Tabela 10: Caracteristicas do meio obtido ap0s o cultivo Leucobacter sp TG3.14.

Concentracao dos Concentracoes de
Compostos compostos no meios composto usado nos
de cultivo (mg/L) tanques (ug/L)
Diuron 10,7 15¢ 150
DCPU 2,46 3e30
DCPMU 0,22 0,3e3
DCA 0,19 0,2e?2

5.4.1 A atividade enzimatica da 7-etoxiresorufina-O-deetilase (EROD)

A atividade da EROD em figado de lambaris diminuiu significadamente nos
animais expostos ao diuron e seus metabolitos em comparagdo aos animais do
tratamento controle (Figura 19). Essa diminuicdo na atividade da EROD possivelmente
estd relacionada a uma inibi¢cdo das isoenzimas do citocromo P450. Segundo Whyte et
al. (2000, um aumento na atividade da EROD em peixes, foi detectada em resposta a
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA). Ainda, segundo os mesmos autores,
EROD de figados de ratos, expostos in vitro e in vivo, ao diuron, teve reducdo na sua
atividade, do mesmo modo que o observado em nosso estudo.

Chama a aten¢do, no entanto, o efeito do meio de cultura, sem adi¢do de diuron
e sem o crescimento bacteriano, sobra a atividade da EROD. Esses resultados podem
estar relacionados ao estresse exercido sobre os peixes pela adigdo de matéria organica e
componente de cor a agua dos aquarios. Esse efeito, por ter sido bastante significativo

sera melhor explorado em ensaios futuros.
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Figura 19: Atividade enzimatica da 7-etoxiresorufina-Odeetilase (EROD). Controle=
peixes em aquarios sem contaminantes; DSB=Adi¢do de meio com diuron sem
crescimento bacteriano (controle abidtico); DCB= adi¢do de meio de cultura

com diuron apds crescimento bacteriano.
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5.4.2 Ensaio do cometa

A andlise do DNA dos nucledides de hemécias dos peixes tratados e ndo
tratados com diuron e derivados, pela técnica do cometa, revelaram que houve diferenca
significativa apenas nos scores do tratamento DCB 0,015, em comparagdo com o
controle e com os outros tratamentos (Figura 20).

Esse resultado pode ser explicado por possivel reversdo das alteracdes no
DNA, pelo sistema de reparo do organismo. Sabe-se que em concentragdes muito
baixas do agente genotoxico, esse sistema de reparo ndo ¢ ativado e a manutencdo da
exposi¢do a esse agente, leva a alteragdes detectdveis no DNA. Por outro lado,
concentragdes mais elevadas, que gerem mudangas mais drasticas no DNA, ativam mais
eficientemente o reparo.

Esses resultados confirmam aqueles obtidos por Sanches (2014) que o
diuron e seus metabdlitos exercem efeito toxico e genotdxico sobre peixes e revelam
que a acdo da microbiota dos solos e sedimentos, sobre esse herbicida, pode ser um

fator de impacto ambiental merecendo mais investigacdes.
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Figura 20: Scores obtidos com o ensaio de cometa em eritrécitos de lambaris. Controle=
peixes em aquarios sem contaminantes; DSB=Adi¢do de meio com diuron sem
crescimento bacteriano (controle abidtico); DCB= adi¢do de meio de cultura com
diuron apos crescimento bacteriano; MC= adi¢do do meio de cultura sem diuron e sem

crescimento bacteriano.
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6 CONCLUSOES

A metodologia padronizada para os ensaios utilizando a K. oxytoca TD1.46
foi adequada para todas as outras cinco cepas testadas, permitindo um intervalo de
variacdo particular para cada uma das bactérias usada.

As bactérias mostraram tolerancia e/ou degradag¢do do diuron, porém, em
diferentes niveis permitindo concluir que essas caracteristicas sdo varidveis na
microbiota do solo.

A glicose interferiu fortemente na degradag¢do do diuron de forma positiva
ou negativa dependendo da concentragdo. A utilizagdo do consdrcio microbiano nas
metodologias aplicadas ndo obteve grande aumento em degradagdo, destacando-se
apenas a cepa Leucobacter sp TG 3.14, que obteve 30% de degradagdo e a geracdo de
dois metabdlitos.

Houve aumento nos niveis de degradacdo do diuron pelas bactérias quando
cultivadas em solo durante os testes de microcosmos, mostrando ser mais facilmente

disponivel para degradacao.
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Os ensaios de toxicidade mostraram uma inibi¢ao da atividade da enzima 7-
etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) e alteragdo no DNA sugerindo efeitos toxicos e

genotdxico do diuron e seus derivados, presentes no meio de cultivo das bactérias.
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Tabela 11: Planejamento Plackett-Burman, analisado em programa Statistic versdo 7.0,

para cada bactéria.

TG1.41
Effect Estimates; Var..TG1.41; R-sqr=,47543; Adj:.12571 (PB 08)
4 Factor Screening Design; MS Residual=31,97413
DV: TG1.41
Effect | Std.Ermr. t(6) p -90.% | +90.% Coeff. Std Er. | -90% | +90.%
Factor CnfLlimt |CnfLimt Coeff.  |Cnflimt |CnfLimt
Mean/Interc. 7.16362| 1,704916| 4,195822 0,005712) 3,84056) 10,46648|] 7,153524| 1,704916) 3,84056 1046648
(1)Glicose (%) 7.43401| 3,998383 1,859253 0,112340  -0,33557 15,20358 3.,717003 1,999191 016779 7.60179
(2)pH -1.29033) 3,998383 -0,322712 0,757862 -9,05991 6,47925) -0,645164 1,999191 4,52995 323963
(3)Vitamina (%) 519465 3,998383 1.299188 0.,241566 -2,57493 12,96423| 2,597325 1,999191| -1.28746 6.48211
(4)Mitrogenio (%) | -1.73846| 3.998383 -0.434792 0.678916 -9.50804 6,03112| -0,669232  1,999191 4.75402 3.01556
TG2.31
Effect Estimates; Var.:TG2.31; R-sqr=.66052; Ad]:.4342 (PB 08)
4 Factor Screening Design; MS Residual=6,325113
DV: TG2.31
Effect | Std.Err. t(6) p -90,% +90,% | Coeff. | StdEr | -90.% +90,%
Factor CnfLimt | CnfLimt Coeff. | CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. 3,63282 0,758294| 5,05453|0,002323| 2,35932 5,306325| 3,63282) 0,758294 2.35932) 5,306325
(1)Glicose (%) 446710 1,778355| 2,561192| 0,045784 | 1,01143| 7,922765|| 2,23355| 0,889179] 0,50571) 3,961383
(2)pH -2.41124 1,778358 -1,35588| 0,223943 -5,86691 1,044426| -1,20562 0,889179 -2,93346 0,522213
(3)Vitamina (%) -1,36071 1,778358 -0,76515| 0,473196 -4.81638 2,094964| -0,68035 0,889179 -2.40519 1,047482
(4)Mitrogenio (%) | -3,04942 1778355 -1,71474| 0137218 -6,50509 0,406249| -1,52471| 0,889179 -3,25255 0,203125
TG2.38
Effect Estimates: Var..TG2.38; R-sqr=.64529; Ad):.40882 (PB 08)
4 Factor Screening Design: MS Residual=1,615791
DV: TG2.38
Effect | Std.Erm. t(6) p -90.% | +90.% Coeff. Std.Emr. | -90% | +90.%
Factor CnfLimt |CnfLimt Coeff.  |Cnflimt |CnfLimt
Mean/Interc. [ 38298011 0,383262| 9.992633| 0,000058) 3,08505] 4,574549] 3,529801] 0,383262] 3,08505] 4,574548
(1)Glicose (%) 2,724102| 0,898830) 3.030719) 0,023077 0,97751|4,470690] 1.362051) 0,449415) 0,48876| 2.235345
(2)pH -0,124180 0,898830 -0,138157 0.894636 -1,87077 1.622409( -0.062090 0449415 -0,93538 0.811205
(3)Vitamina (%) 1,017279| 0,898830 1.131781 0,300923 -0,72931 2763868 0508639 0,449415 -0,36466 1,3813934
(4)Mitrogenio (%) | -0,5689493 0,898830| -0.655845 0536247 -2,33608 1,157096( -0,294747| 0,449415 -1,16804 0,578545
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TG3.14
Effect Estimates; Var..TG3.14; R-sqr=,39951; Adj:0, (FB 08)
4 Factor Screening Design; M3 Residual=13,26254
DV: TG3.14
Effect | Std.Em. t(6) p -90% | +90.% | Coeff. | StdEm. | -90% | +90.%
Factor Cnf.Limt |CnfLimt Coeff.  |CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. [ 3.4630111.098037| 3153817 0.019719] 1,32932| 5596693 3.46301| 1,098037, 1,32932| 5596693
(1)Glicose (%) 3.91226) 25751260 1,519251 0,179505 -1,09167 §,916196 1,95613 1,287563 -054584 4 458098
(2)pH -2,42238 2575126 -0,940683| 0,383179 -7.42631 2,581556) -1,21119 1,287563 -3,71316 1,290778
(3)Vitamina (%) -2.25750 2,575126  -0.876655 0414391 -7.26743 2,746436| -1.12875 1.287563 -3.63072 1,373218
(4)Nitrogenio (%) | -0,44806 2575126 -0,173995 0.867592 -5.45199 4 555875| -0.22403 1,287563 -2,72600 2 277938
TG4.48
Factar Effect Estimates; Var..TG4.48; R-sqr=,34413; Adj:0, (PB 08)
4 Factor Screening Design; MS Residual=68.028576
DV: TG4.48
Effect | Std.Err. t(6) p -90,% | +90,% Coeff. Std Err. | -90,% | +90,%
Cnflimt |CnflLimt Coeff. |CnflLimt |CnflLimt
Mean/Interc. 4.41591| 0,854325| 5,168885) 0,002077| 2,75580 6,076015] 4,415908| 0,854325) 2,75580| 6,076015
(1)Glicose (%) -1,99348 2,003569 -0,994967 0,356170 -5,88678 1,899811[ -0,996742 1,001784 -2,94339 0,949905
(2)pH 2,66223 2.003569 1,328742 0.232230 1,23107 6,555521| 1.331113) 1,001784 -0,61553| 3.277761
(3)Vitamina (%) -0,71069 2,003569 -0,354713 0,734940 -4,60399 3,182604| -0,355346/| 1,001784 -2,30199 1,591302
(4)Nitrogenio (%) | 1,03497 2003569 0,516562 0,623941 -2,85833 4,928263| 0,517484|1,001784 -1,42916 2 464132
TD2.18
Effect Estimates; Var.:TD2.18; R-sqr=,4315; Adj:,0525 (PB 08)
4 Factor Screening Design; M3 Residual=12 68134
DV: TD2.18
Effect | Std.Ermr. t(6) p -90.% | +90,% | Coeff. |StdEr. | -80,% | +90%
Factor Cnf.Limt | Cnf.Limt Coeff.  |CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. [ 56073211.073708] 5222385/ 0,001972] 3.52091|7.693725| 560732 1.073708| 3.52091] 7.693724
(1}Glicose (%) 3,832100 2,518069 1,521839 0,178872 -1,08097 8,725157| 1,91605 1,259034 -0,53043 4,362573
(2)pH -1,35163 2,518069 -0,536771 0,610735 -6,24469 3,541434| -0,67581 1,259034 -312234 1770717
(3}Vitamina (%) 2,62119| 2,518069| 1,040952| 0,338014| -2,27187 7,514251| 1,31059 1,259034 -1,13594 3757125
(4)Mitrogenio (%) | -2,34376 2,5618069 -0,930778 0,387886 -7,23683 2549298| -1,17188 1,259034 -3.61841 1,274649
TD3.31
Effect Estimates; Var..TD3.31; R-sqr=,78149; Adj:,63581 (PB 08)
4 Factor Screening Design; MS Residual=8,074842
DV: TD3.31
Effect | Std Emr. t(6) p -90,% +90.% | Coeff. | StdEr. | -90% +90,%
Factor CnfLimt | Cnf Limt Coeff.  |Cnflimt |CnflLimt
Mean/Interc. [ 4535360 0,856783) 5,29348| 0,001841| 2,87048 6,20024 4,53536 0,856783) 2,67048| £,20024
(1)Glicose (%) 0,35887 2,009333 0,17860 0,864130 -3,54563 4,26336| 0,17943 1,004667 -1,77281| 213168
(2)pH -5,67267 2,009333| -2,82316) 0.030225 -9.57716 -1,76817| -2,83633 1.004667| -4,78858 -0,55409
(3)Vitamina (%) 4.33285| 2,009333] 215636 0,074449) 042836 823735 2,16643| 1,004667| 0,21415 411868
(4)Mitrogenio (%) | -5,96285 2 009333 -2, 96758| 0,025036 -9.86735| -2,05836| -2,95143) 1,004667| -4,93368 -1,02918
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TD4.7

Effect Estimates: Var..TD4.7: R-sqr=,37789; Adj:0. (PB 08)

4 Factor Screening Design; MS Residual=5,222065

DV: TDA.7

Effect | Std.Erm. t(6) p -90,% +90,% Coeff. Std.Err. | -90.% +90,%

Factor CnfLimt |Cnf.Limt Coeff.  [Cnflimt |CnfLimt
Mean/Interc. [ 4327271 0,6589009| £,25043| 0,000758) 2,98840| 5666139 4,327270| 0,639009) 2,98840 5,666139
(1)Glicose (%) 0,26083 1,615868 0,16142 0877061 -2.87909 3.400759) 0130417 0807934 -1,43955 1,700379
(2)pH -1,02907 1.615869 -0.63685 0547733 -4.16900 2,110852| -0,514536 0,807934| -2,08450 1,055426
(3Vitamina (%) 2.22724 1615869 1,37835 0,217285 -0,91269 5367162 1,113619 0,807934| -0.45634 2 683581
(4)Mitrogenio (%) | -1.85163 1.615869 -1.14591) 0,295472 -4,99156 1,288290| -0,925817 0807934 -2,49578 0644145
TD4.31

Effect Estimates; Var.:TD4.31; R-sqr=,48013; Ad):,13354 (PB 08)

4 Factor Screening Design; MS Residual=11,71756

DV: TD4.31

Effect | Std.Err. t(6) p -90,% +90.,% | Coeff. | Std.Err. | -90,% +90,%
Factor Cnf.Limt | Cnf.Limt Coeff. | CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. [ 4.32442011,032101] 4,18992| 0,005750| 2,31886] 6,329982 4,32442]1,032101| 2,31886] 6,329982
(1)Glicose (%) -2,27053 2420492 -0,93804 0,384429| -6,97398 2.432925| -1,13526  1,210246 -3,48699 1.216462
(2)pH -2,39812 2,420492 -0,99076 0.360062 -7.,10157 2,305334| -1.,19906 1.210246 -3,55079 1,152667
(3)Vitamina (%) 3,68409 2420492 148073 0,189179| -1,11936 8.287546| 1,79205 1,210246 -0,55968 4.143773
(4)Mitrogenio (%) | -2,95177 2420492 -1,21949 0,268417| -7,65522 1.751683| -1,.47585 1,210246 -3,82761 0.875841




