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RESUMO

Devido ao crescimento da populagdo mundial nas Ultimas décadas e a répida
industrializagdo, tem-se observado aumento dos niveis de contaminagdo com residuos de
agroguimicos no meioambiente. Um dos agroquimicos mais utilizados na agricultura
¢ o carbendazim (metil benzimidazol-2-ilcarbamato), classificado como fungicida
sistémico de amplo espectro,elevada toxicidade e bioacumulagdo. As enzimas aparecem na
atualidade como uma medida sustentdvel e rentdvel na biotecnologia como uma
Otima opcdo de pesquisa. Com isso, o presente trabalho de conclusédo de curso visa
avaliar a degradacdo enzimatica do carbendazim empregando as enzimas peroxidase (POD)
extraidas de tubérculos do batata-doce(Ipomeas batatas (L) lam.) e imobilizadas em matriz
de alginato-quitosana. As amostras de tubérculos de batata-doce foram adquiridas no
Mercado Municipal de Imperatriz (MA). A polpafoi retirada e armazenada em frascos de
vidro envolvidos com papel-aluminio e mantidas a 5

°C. O extrato bruto enzimético foi obtido a partir de uma massa de 25 g da amostra e
homogeneizado com 100 mL de tampdo fosfato 0,1 mol L. A atividade da POD foi
determinada utilizando guaiacol e como substrato. As enzimas foram imobilizadas
empregando 100 mL do extrato enzimético bruto, 3 g de esferas de alginato e 50 mL de
agua destilada, agitacdo por 3 horas e lavadas com &gua deionizada. A porcentagem de
imobilizacdo do carbendazim foi determinada mediante analise da atividade enzimatica,
antes e ap0s o0 contato com as esferas de alginato. A degradacgdo enzimética do carbendazim
foi realizada metodologia espectrofotométrica empregando cloreto de ferro (Ill) e
ferrocianeto de potassio para formar um composto colorido. Os resultados mostraram que a
POD apresentou atividade enziméticas de 3,6 U mL™* na faixa de pH 7,0. O estudo do
tratamento térmico dos extratos ndo foi eficientepara a inativacdo a 75 °C.. As esferas de
alginato imobilizadas com as enzimas apresentaram morfologia esferoides; massa
de 009 g +  0.004; didmetro  de 5 mm % 0,5; coloragdo branco-amarelo
e 30,18% de imobilizagdo. A quantificacdo do fungicidacarbendazim empregando método
espectrofotométrico apresentou excelente linearidade, fundamental para a obtencdo de
resultados seguros e confiaveis na determinacdo do carbendazim. A Lei de Beer foi
obedecida na faixa de concentragdo de 4,0 a 14 mg L de carbendazim, com coeficiente de
correlagdo linear (R?) igual a 0,9951, que descreve a relagdo existente entre as variaveis
concentracdo e absorbancia. No estudo de degradagdo enzimatica, os resultados mostraram

que nas condicdes experimentais testadas ocorreu a degradacdo do carbendazim em todas



as concentracdes analisadas, com percentual de 51,30 a 62,21%, no tempo de 5 a 30
minutos de reagdo. A partir dos resultados obtidos neste trabalho,

verificamos que a degradagdo fungicida carbendazim utilizando sistemas enzimaticos

imobilizados € um eficiente método de descontaminacédo de agrotoxicos.

Palavras-chave: Batata-doce; Peroxidase; Enzimas; Carbendazim.



ABSTRACT

Due to the growth of the world population in the last decades and the rapid industrialization, an
increase in the levels of contamination with agrochemical residues in the environment has been
observed. One of the most used agrochemicals in agriculture is carbendazim (methyl
benzimidazol-2-ylcarbamate), classified as a broad-spectrum systemic fungicide, high toxicity
and bioaccumulation. Enzymes currently appear as a sustainable and profitable measure in
biotechnology as a great research option. Thus, this course conclusion work aims to evaluate
the enzymatic degradation of carbendazim using peroxidase enzymes (POD) extracted from
sweet potato tubers (Ipomeas potato (L) lam.) and immobilized in alginate-chitosan matrix.
Samples of sweet potato tubers were purchased at the Municipal Market of Imperatriz (MA).
The pulp was removed and stored in glass jars wrapped with aluminum foil and kept at 5°C.
The crude enzymatic extract was obtained from a mass of 25 g of the sample and homogenized
with 100 ml of 0.1 mol L phosphate buffer. POD activity was determined using guaiacol and
as a substrate. The enzymes were immobilized using 100 mL of crude enzymatic extract, 3 g of
alginate spheres and 50 mL of distilled water, stirring for 3 hours and washed with deionized
water. The percentage of carbendazim immobilization was determined by analyzing the
enzymatic activity, before and after contact with the alginate balls. The enzymatic degradation
of carbendazim was performed by spectrophotometric methodology employing iron (111)
chloride and potassium ferrocyanide to form a colored compound. The results showed that POD
presented enzymatic activities of 3,6 U mL™ in the pH range 7,0. The study of the heat treatment
of the extracts was not efficient for inactivation at 75 °C. The alginate spheres immobilized
with the enzymes showed spheroid morphology; mass 0,09 g + 0,004; diameter of 5 mm + 0,5;
white-yellow color and 30,18% immobilization. The quantification of the carbendazim
fungicide using the spectrophotometric method showed excellent linearity, essential for
obtaining safe and reliable results in the determination of carbendazim. Beer's Law was
followed in the concentration range of 4,0 to 14 mg L of carbendazim, with a linear correlation
coefficient (R?) equal to 0,9951, which describes the relationship between the concentration
and absorbance variables. In the study of enzymatic degradation, the results showed that under
the experimental conditions tested, degradation of carbendazim occurred at all concentrations
analyzed, with a percentage of 51,30 to 62,21%, within 5 to 30 minutes of reaction time. From
the results obtained in this work, we verified that carbendazim fungicidal degradation using
immobilized enzymatic systems is an efficient method of decontamination of pesticides.

Key words: Sweet potato; Peroxidase; Enzymes; Carbendazim.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda na producdo de alimentos para o mercado mundial exigiu cada
vez mais o emprego de novas tecnologias que aperfeicoassem o processo de cultivo,
propiciando um aumento da qualidade e quantidade dos alimentos disponiveis no mercado
(XIAOMIN et al., 2018).

Os fungicidas sdo produtos quimicos capazes de prevenir infecgbes nos tecidos de
plantas vivas por fungos fitopatogénicos. Atualmente o conceito mais abrangente diz que
fungicidas sdo compostos quimicos empregados no controle de doencas causadas por fungos,
bactérias e algas (GARCIA, 1999).

O fungicida benzimidazdlico metil-2-benzimidazole-carbato (MBC), formula
molecular CoHgN3zO2, conhecido popularmente como carbendazim, é largamente utilizado no
combate de pragas em lavouras de algoddo, citros, feijdo, soja e trigo. Apresenta a sua
degradacdo lenta, o que torna o MBC um composto quimicamente estavel
(MEREL et al., 2018).

Apesar dos beneficios, esses produtos acabam tendo como alvo final o solo, podendo
causar impactos negativos como intoxicacdo aos cultivos em sucessdo; degradacdo da matéria
organica; eutrofizacdo de aguas superficiais e subterraneas; bem como a reducdo da
microbiota, biodiversidade e da qualidade do solo (MORENO-MATEOQOS et al., 2015).

Desta forma, o ambiente edafico terd dificuldade de responder a tratamentos reparatorios
(ROMAN et al., 2007).

As principais técnicas disponiveis para descontaminacdo por agroguimicos envolvem
principalmente processos de adsorcdo, precipitacdo, degradacdo quimica, eletroquimica,
fotoquimica e biodegradacdo que apresentam eficiéncia variavel ou transferéncia de fase dos
poluentes, exigindo um tratamento para posterior descarte. (WANG et al., 2016).

Os tratamentos enzimaticos encontram-se em acelerado esfor¢o de investigagdo, tendo
vindo a ser propostos por muitos investigadores como alternativa a alguns processos
convencionais de tratamento de efluentes. Isso se deve a vantagens que apresentam, tais como
seletividade e eficiéncia (mesmo em concentra¢fes baixas) e ao desenvolvimento em nivel de
producdo de enzimas, traduzido na sua disponibilidade comercial a mais baixo preco
(BARROS, T.F. S, 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

A contaminacdo ambiental por agroquimicos tem sido apontada como um dos maiores
problemas da sociedade moderna. O carbendazim é um fungicida benzimidazolico que € de
amplo espectro e largamaente utilizado, metabdlito do benomil. O uso de fungicida é
frequente na agricultura usado para controlar doencas vegetais em cereais e frutas, incluindo
citricos, bananas, morangos, abacaxis, e pomos € um dos mais detectados nos solos brasileiros
fazendo-se necessario uma tecnologia de descontaminacao.

Os tratamentos enzimaticos tém se mostrado uma alternativa melhor diferentemente
dos catalizadores quimicos convencionais, as enzimas sdo catalizadores naturais altamente
especificos capazes de discriminar ndo somente as reacdes, como também os subprodutos.
Além disso, as enzimas exibem uma elevada atividade catalitica sob condi¢Ges brandas de
temperatura, pressdo e pH.

Em razdo disso, o desenvolvimento de novos materiais baseados em matrizes
poliméricas, a serem empregados para a imobilizagdo de enzimas de interesse biotecnologico,
tem se tornado um campo de pesquisa muito atraente.

A imobilizacdo enzimaética favorece a robustez e mais resisténcia as mudancas do
meio ambiente nacional. Com isso, o presente trabalho de conclusdo de curso pretende
investigar as microesferas de alginato-quitosana-peroxidase na degradacdo enzimatica do

fungicida carbendazim.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a potencial degradacdo enzimatica do fungicida carbendazim utilizando
peroxidase de tubérculo de Ipomea batatas (L.) Lam (batata doce) e imobilizada em esferas

de alginato-quitosana.

3.2 Objetivos especificos

° Extrair, quantificar e caracterizar a enzima peroxidase, a partir do tubérculo de
Ipomea batatas;

e Determinar as melhores condi¢Bes para uma melhor atuacdo da enzima peroxidase

variando os fatores fundamentais, tais como: pH, temperatura, quantidade de H.Og,

concentragédo da enzima e fungicida;

e Avaliar a eficiéncia da imobilizacdo enzima peroxidase em matriz polimérica de
alginato-quitosana;

° Investigar a degradacdo enzimatica do fungicida carbendazim no solo e em meio

aquoso empregando as esferas imobilizadas;
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4 FUNDAMENTACAO TEORICA

As substancias quimicas destinadas a protecdo de culturas agricolas e areas urbanas
contra a acdo danosa na forma de vida animal e/ou vegetal sdo denominadas pesticidas,
também conhecidos como agroquimicos, agrotdxicos, biocidas, defensivos agricolas e
praguicidas (MOURA, 2008).

O comportamento dos agrotoxicos no solo € variavel e resultante das caracteristicas
distintas de cada composto, tais como massa molecular e suas propriedades fisico-quimicas
(CABRERA, 2008) além das caracteristicas fisico-quimicas do solo e condi¢fes climaticas.
Estes atributos sdo determinantes para sua interacdo no solo, por meio de processos de
retencdo (sorcdo, absorcao e adsor¢do), de transformacdo (degradagdo quimica e bioldgica) e
de transporte (deriva, volatilizacdo, lixiviacdo e carreamento superficial), e por interacGes
entre esses processos (ARIAS et al., 2005; ARIAS-ESTEVEZ et al., 2008.).

Em relacdo ao carbendazim, na avaliacdo dos resultados, foram considerados os LMRs
estabelecidos nas monografias do carbendazim e do tiofanato-metilico, cujos residuos sao
expressos como carbendazim. Isso significa que os residuos de carbendazim também podem
ter sido ocasionados pelo uso de produtos a base de tiofanato-metilico, uma vez que este se
converte em carbendazim (ANVISA, 2019).

Conforme divulgado no Portal Eletronico da Anvisa, o Carbendazim foi colocado em
reavaliacdo devido a preocupacdo em relacdo aos seguintes aspectos toxicoldgicos:
mutagenicidade, toxicidade para o desenvolvimento e toxicidade reprodutiva. Ainda, esse
ingrediente ativo foi o mais detectado no Programa de Andlise de Residuos em Alimentos
(PARA) entre 2013 e 2015, sendo caracterizado risco agudo para o consumo de alimentos
monitorados, e ficou entre os mais detectados entre 2017 e 2018 (ANVISA, 2019).

Considerando-se os resultados obtidos no ciclo 2017/2018, foi realizada a avaliagdo do
risco agudo para todos os residuos detectados de agrotoxicos que possuem Dose de
Referéncia Aguda (DRfA) estabelecida, pardmetro de seguranca toxicologica aguda.

Mediante as condi¢des assumidas, fontes de dados e metodologia utilizada, os resultados da
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referida avaliacao indicaram que 0,89% das  amostras analisadas
representam um potencial de risco agudo a satude (ANVISA, 2019).

Comum meio eficiente, econbmico e técnica ambientalmente correta, a
biodegradagdo surgiu como uma alternativa potencial as técnicas convencionais. No entanto, o
processo de biodegradacdo de muitos pesticidas ndo foi totalmente investigado (SUN et
al., 2010). Esta ferramenta biotecnoldgica consiste na utilizacdo de todo microorganismos, de
ocorréncia natural ou introduzida, ou enzimas isoladas para degradar contaminantes
persistentes em  compostos  menos ou ndo-toxicos (FANTROUSSI; AGATHOS,
2005).

As abordagens enzimaticas para a degradacdo de poluentes sdo uma area de
biorremediacdo relativamente nova e promissora pesquisa que tem atraido muito interesse
devido a sua especificidade de substrato relaxada, eficiéncia e facilidade de manuseio
(SARATALE et al, 2011; HUSAIN; HUSAIN, 2007). As enzimas oxidorredutase,
como peroxidases, lacases e tirosinase, tém sido usadas principalmente na degradacdo de
corantes, pois podem gerar radicais livres que eventualmente facilitam as reacdes de clivagem
de ligacdo e levar a degradacdo de poluentes (KECK,1997).

Peroxidases (EC 1.11.1.7; doador: peréxido de hidrogénio oxidoredutase) séo
proteinas heme que catalisam a oxidacdo de uma ampla variedade de peroxidos. Mais
comumente, as peroxidases catalisam a oxidacdo de substratos orgénicos, enquanto reduz
H20, a &gua. Este processo envolve rea¢fes mdaltiplas e uma série de formas enzimaticas
intermediarias, e é conhecido como mecanismo de PouloseKraut, que desempenha um papel
fundamental em vérias respostas metabdlicas de todas as peroxidases (POULQOS, 1993).

Esta oxido-redutase catalisa uma reacdo na qual o hidrogénio o peréxido atua como
0 aceitador e outro composto atua como o doador de atomos de hidrogénio
(RODRIGO et al., 1996). Na presenca de peroxido, peroxidase de tecidos vegetais pode
oxidar uma ampla gama de compostos fenolicos compostos, tais como guaiacol, catecol,

pirogalol, acido clorogénico e catequina (ONSA et al., 2004).
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5 METODOLOGIA
5.1 coletas das amostras de batata doce

As amostras das raizes tuberosas de batata doce serdo coletadas em sitios localizados no
municipio de Imperatriz (MA) e transportadas em caixas térmicas para o Laboratério de
Biotecnologia Ambiental (LABITEC) da UEMASUL. Apds a coleta, as amostras serdo
separadas, lavadas em agua corrente e dgua destilada. Em seguida, sera retirado o excesso de

agua, separacdo da polpa e casca para posterior analise.
5.2 Extracdo e caracterizacdo da enzima peroxidase

A extracdo e caracterizacdo da enzima peroxidase extraida dosa tubérculos da batata
doce serdo realizadas conforme Ponting e Joslyn (1948).

As extracOes serdo obtidas a partir de uma massa de 25 g da raiz em pequenas fatias
e 100 mL de tamp&o Sorensen 0,1 mol. L (pH 7,0). Em seguida esse material sera filtrado,
centrifugado a 18000 xg a 4 °C durante 5 minutos. O sobrenadante (fonte enzimaética) sera
separado e armazenado a 4°C para posterior analise.

A analise de peroxidase sera determinada usando-se o substrato guaiacol e perdxido de
hidrogénio, como descrito por Khan e Robinson (1994) com modificagdes. A mistura de
1,5 mL de tamp&o Sorensen 0,1 mol. L™ (pH 7) sera previamente incubada a 25 °C durante
10 minutos. Em seguida sera adicionado 0,4 mL de solucdo H20,0,33% em tampédo Sorensen
0,1 mol. L (pH 7) e 0,2 mL do sobrenadante do extrato enzimatico. A reagdo sera
acompanhada utilizando o femto 800XI durante 5 minutos para cada amostra onde sera
registrado os valores variantes no intervalo de 30 segundos a 20°C.

Os valores obtidos vao servir para realizar os célculos estatisticos a fim de determinar
um numero para a atividade enzimatica dentro dos 5 minutos (uma atividade de enzima da
peroxidase serd definida como a quantidade de enzima que causa um aumento de

0,001 unidades de absorbancia por minuto).
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5.3 Efeito do pH na atividade enziméatica

O efeito do pH na atividade da enzima peroxidase serd determinado conforme
Khan e Robinson (1994), com modificacdes. O extrato enzimatico serd preparado contendo
100 mL da solucdo tamp&o com variacdo da faixa de pH, 3,6 a 5 utilizando os sistemas de
tampdo acetato, tampdo Sorensen (fosfato) de 5 a 8, tampdo Sorensen (Glicocol-HCI,
Glicocol-NaOH) de 9 a 13 (MORITA, 2007) e 25 g da amostra da fruta serd batido no
liquidificador por 5 min até que chegue a uma solucdo homogénea, em seguida sera filtrada
e incubada. Logo apos, serdo realizadas a analise da atividade enzimatica da melhor faixa de

pH que ocorre a maior atividade enzimatica.
5.4 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

O extrato enzimatico sera preparado contendo 100 mL da solucdo tampdo e 25 g da
amostra, em seguida sera filtrada, incubada e levada em banho-maria por 10 min e com
variacdo na faixa de temperatura de 20 a 100 °C. Logo ap0s, serd realizada a analise da
atividade enzimatica como descrito por Khan e Robinson (1994) com modificacdes, a fim de
determinar os valores e obter a observacdo dos resultados da melhor temperatura em que

ocorre a maior atividade enzimatica.
5.5 Preparacao das microesferas de alginato-quitosana

As esferas de alginato-quitosana serdo preparadas a partir de uma solugdo aquosa de
alginato de célcio 2% (m/m), com repouso de 24 horas. Essa solucdo serd gotejada com o
auxilio de uma bureta em uma solucdo aquosa de CaCl, (0,1 mol L) e quitosana 1% (m/m)
sob agitacdo. Ao final do gotejamento as microesferas serdo separadas da solucdo de cloreto
de célcio, lavadas 4 vezes com &gua deionizada para a remocdo total dos ions de célcio livres
e armazenadas em frascos escuros (XIAO; FEI, 2013; SILVA et al., 2006).
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5.6 Imobilizacdo da enzima peroxidase em matriz de alginato-quitosana

A imobilizacdo da peroxidase na matriz polimérica de alginato-quitosana sera
realizada utilizando 100 mL de uma suspencdo enzimatica em meio, 2,0 g de esferas de
alginato-quitosana e 50 mL de agua deionizada, com agitacdo constante por 3 horas. Em
seguida, serdo separados os globulos formados, lavados com &gua destilada e armazenadas em
recipientes de vidro ambar, para posterior analise de degradacdo enzimatica (XIAO; FEl,
2013; SILVA et al., 2006).

O porcentual de imobilizacdo (%) sera calculado dividindo se a concentracdo

enzimatica antes e ap0s a imobilizacdo, utilizando a seguinte equacao:

Cxantes deimobilizacdo—Cx apdésimobilizacéo ) 100
Cx antes deimobilizacao

%= (
Em que: Cx: concentragdo enzimatica.

5.7 Determinacdo do fungicida carbendazim

A andlise espectrofotométrica do fungicida carbendazim sera realizado empregando a
metodologia proposta por Naidu el al. (2011), com adaptacdes.

Nos ensaios serdo utilizadas aliquotas de solucdo padrdo de carbendazim
(1 a50 pg mL™Y) para baldes volumétricos de 10 mL. Em seguida, serdo adicionados 1 mL de
sulfato de ferro (11) 0,2 mol L™ e 1 mL de ferricianeto de potassio 0,2 mol L. A solugo sera
mantida em banho-maria por 15 min a 60 °C para o desenvolvimento completo da cor. Apds o
resfriamento serdo completados o volume com agua deionizada. O complexo formado com o
carbendazim seré extraida com 10 mL de cloroférmio em funil de separagcdo, com agitacao
por 2 minutos. A fase organica sera separada e analisada em Espectrofotdmetro Femto 800 XI

no comprimento de onda de 478 nm.
5.8 Estudo da degradacéo enzimatica do carbendazim em meio aquoso

Os experimentos para avaliar a degradacéo do fungicida carbendazim em fase aquosa,

pela enzima peroxidase extraida do tubérculo batata-doce na forma livre e imobilizada em
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alginato-quitosana serdo realizados varios experimentos, variando o pH de (3 a 14),
concentragdo do herbicida (0 a 10 mg L), quantidade de enzima (2,985 a 29,85 U mL™?) e
temperatura (20 a 80 °C).

O acompanhamento da degradacéo sera realizado em espectrofotdmetro Femto 800XI.
As leituras de absorbancia serdo feitas para o carbendazim no comprimento de onda de 478

nm. O célculo para determinar a porcentagem de remocao sera feito de acordo com a equacéo:

Absinicial —Absfinal

% de Degradagéo = Absinicial *100

5.9 Teste de genotoxicidade dos residuos da biodegradacdo com Allium cepa

As anéalises de genotoxicidade dos residuos da degradacdo de carbendazim serdo

determinadas empregando o bioindicador Allium cepa (PASTORI et al., 2015).
5.10 Analises estatisticas
Os dados serdo submetidos a analise de variancia, teste de Tukey e teste de Fisher, com

p<0,05% para comparacdo das médias, com o auxilio do programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2014).
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