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UliSUIMO

O fungo lignocelulolitiro, agente causai dc podiidado
a benomil, lem rc mostrado eficiente como d*gtadador do
fungicida carbcndazim. O fungo foi cultivado cm DD com-
plcmentado com 100,9 J'g/'m! dc mclil bciizimida?.ol-2-ylcar-
bamato (Carbcndazim ou MBC) por 22 dias, sob agitagdo. A

determinacdo dos residuos, realizada a paitir do segundo dia
c i]itanlil'icada por ctomalogralia liquida de. alta eficiéncia
demonstrou (]lie o carbcndazim é rapidamente degradado por
I\ dtrysosporium, sendo que aproximadamente 76% ocorre
nos primeiros 6 dias de incubacéo.
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ACSTRACT

Dcgradnlion of tlie fungicitlc c:n hcmlaziin >y Phancrochncte chrysosporium

The white rot basidiomycctc Plwnerochactc chryso-
sporium which is resislant to bcnomyl, was found to degrade
lhe fungicide methyl benzimidazole-2-ylcarbamale (carbcn-
dazim or MBC). The fungus was grown in PD amended wilh

100,9 jtg/ml of carbendazim and incubatcd for 22 days.

As exoenzimas microbianas sdo efetivas na dctoxifi-
cacdo de residuos em solos, em embalagens de pesticidas e
em residuos industriais. A dissipacdo e a perda da atividade
biolégica dc uma ampla variedade dc pesticidas sdo devidas,
em grande parte, a degradagdo microbiana (Alcxander,
1981).

Os fungicidas sistémicos do gmpo dos benzimidazéis
sdo caracterizados por uma alta seletividade, agindo cm pou-
cos processos do metabolismo dos patégenos, c seu uso
indiscriminado tem sido causa dc contaminagdo ambiental.
Neste grupo, o composto mais conhecido e o benomil. O
carbcndazim, produto de hidrélisc do benomil, tem as mes-
mas propriedades fungicidas da molécula parcntal, e é relati-

* Bolsista do CNPq.

496

Quantification of residual produets was carried out by HPLC

wilh a Shim-pack WCX-1 column and it was observed that

R dtrysospornm rapidly degraded aboul 76% of tlic MBC
in the first 6 days of incubation.

vamente resistente a biodegradacdo, mas sofre transforma-
¢do pela acdo de alguas microrganismos (Yardcn et ai,
1985; Silva etai, 1995).

O complexo enziméatico degradador de lignina do basi-
diomiceto Flianeroclmcte chrysosporium foi efetivo na oxi-
dacdo e imobilizacdo de um ndmero de xenobibticos alta-
mente recalcitrantes, incluindo 2,2-Bis-(p-clorofenil)-1,1,1-
tricloroetano (DDT) e (isbmero da dioxina) TCDD. Este
basidiomiceto tem sido proposto para ser utilizado como
agente de biorremediacdo de areas contaminadas por com-
postos poluentes complexos.

Phancrochaete é um fungo filamentoso considerado
como um dos maiores degradadores de tecidos lignificados
(conteldo de lignina 20%). Duas cspécics, P. chrysosporium
eP. sordida, degradadoras de lignina, sdo capazes de esgotar
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Degradacéo dc carbcndazim por Phancrochaclc chrysasporium

rapidamente Bifenil policlorados PCB em solos (Lamar &
Diclrich, 1990). Também tem sido descrito para P. chryso-
sporium a degradacdo de diversos poluentes altamente resis-
tentes, como DDT (Bumpus & Aust, 1987), compostos aro-
maticos polinucleares de alto peso molecular, como benzo-
pireno (Bumpus, 1989), plasticos como polietileno (Lee et
al., 1981); 2,4-dinitrotolueno (Valli etal., 1992a); 2,4-diclo-
rofcnol (Valli & Gold, 1991); 2,7-diclorodibenzo-p-dioxina
(Valli et al., 1992b); porém ndo ha registros na literatura
sobre a degradacéo de fungicidas bcnzimidazélicos por estes
mierorganismos. Além disso muito pouco é conhecido sobre
as reacOes enzimaticas envolvidas na degradacdo deste gru-
po de fungicidas por mierorganismos.

E relatado (Gold etal., 1989; Kirk & Farrel, 1987) que
no processo de biodegradacéo o P.chrysosporium libera duas
heme-peroxidases; a lignina peroxidase (LiP) e a manganés
peroxidase (MnP), assim como um sistema gerador de agua
oxigenada (ILOj). Além deslas enzimas extracelularcs, Valli
& Gold (1991) e Valli et al. (1992a ¢ 1992b) sugerem que
enzimas intracelulares também estejam envolvidas nas rea-
¢Bes degradativas, o que faz com que 0 P. chrysosporium
possua uma rara capacidade para a mineralizacdo de xeno-
bidlicos recalcitrantes.

Baseado na capacidade de P. chrysosporium degradar
moléculas recalcitrantes complexas, avaliou-se a capacidade

deste fungo cm degradar o fungicida carbcndazim, ja que o
mesmo se mostrou resistente a benomil in vitro.

(0] trabalho foi realizado nos Laboratérios de Micro-

biologia e Analise de Tragos do Centro Nacional de Pesquisa
de Monitoramento c¢ Avaliacdo de Impacto Ambiental
(CNPMA/EMORAIIA). A linhagem de P. chrysosporium foi
doada pelo Depaitamento de Genética da Escola Superior de
Agricutlura “Luis de Queiroz” (ESALQ/USP), através do
Piof“. Jodo Lucio de Azevedo.

A capacidade do fungo degradar carbcndazim (MBC)
foi determinada pelo seu crescimento em meio BD 50%
coniplementadj com 100,9 |ig/ml de MI3C (grau técnico,
lloedist) e incubado sob agitagdo em sliaker orbital a 30" C
num peiiodo dc alé 22 dias. A deleiminacdo quantitativa dos
residuos fungitéxicos realizada a partir do segundo dia, foi
conduzida por cromalografia liqguida de alia eficiéncia
(GLAE), apo6s extracdo e putifioacdo das amoslias. Resumi-
damenle, as etapas da extracéo coii .i .lir nj do purificacdo da
amostra com acclato de clila e c.liagdo com 1IClI 0,1 M
(Ausliii & Riigg-i, 1976). A coluna Shim pack WC’X-1 de
tioea calionica foi piimciifai.ienle equilil.iada u:;undo as se
gsiiiiles condicdes: lenipeialuia da coluna: -10° C; fase mo\.J:
In:.lato dc améiii ) 0,0125 M; fluxo: 0,2 ml/minuto; pressa.'.—
100 psig; detector de absorbancia operando a 260 nm. S..b
calas condicdes, o lempo de ielengdo do caibendazim foi de
aproximadamente -15 minutos. O mélodo usando CI.AE e
di lecgdo por UV foi desenvolvido para a andlise quimica do
carbcndazim. A recuperagdo de M1iC do meio liquido foi de
70 a 81%. Os calculos para a quantificacdo foram baseados
cm ctiivas de calibrardo obtidas para solugcbes padrbes de
carbcndazim em concentragdes conhecidas.

Os esludos de degradacdo foram acompanhados da
anéiLc do ciescimento desse microrganismo cm meio de
cnllura liquido (IliD-50%) com e sem caibcnda/.im, durante |
a 5 dias, nas mesmas condi¢des de incubacéo.
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(0] delineamento experimental foi inteiramente casuali-

zado e os dados analisados com o procedimento PROC GLM
do SAS V.6.0 (Sas, 1985). O experimento foi repetido duas
vezes.

Neste trabalho, demonstrou-se que o crescimento de P.
chrysosporium na presenga de MBC (100,9 ng/ml) foi infe-
rior (P<0.05) quando comparado com o obtido em meio de
cultura sem carbcndazim (Fig 1), no qual houve um cresci-
mento flngico bem pronunciado. Verificou-se também que a
producdo de biomassa, no terceiro dia, no meio de cultura
sem pesticida, foi maior que o mesmo parametro avaliado no
quinto dia, cm meio com adicdo de MBC. Esta inibigdo,
porém, ndo afetou a velocidade da degradacédo do fungicida.

= BD ----—--—-— BD +M BC

FIG. 1 -Producdo de biomassa de Phanerochaeia chyso-
sporium em meio de cultura (liD) coin e sem
carbcndazim.

Como determinado pela anélise por CLAE, nas amos-
Iras de meio de cultura, o carbcndazim foi rapidamente de-
gradado por P. chrysosporium, chegando a 76,4% de desa-
parecimento do produto nos primeiros seis dias (P>0,01).
Mé&o se observou aumculo significativo da degradagédo do
produio nas analises posteriores, alé 22 dias de incubacéao
(I ig. 2). Com dois e trés dias de incubacédo o fungo degradou
39,06% e 40,79, respectivamente.

Aslher et al. (19S8), citados por Kirk et al. (1990),
observaram que a atividade maxima da ligiiina-pcroxidasc
foi observada enlrc o quarlo e sétimo dia, dependendo da
It.. peialuia, e que a producdo da enzima foi mais alia pré-
Xxiuio a 30'C. Nesle trabalho, os resultados demonstraram
op:.; a degijd;i>;80 do pc:,liri.!u ocoireu 1.1 primeira semana tle

bacéo.
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FIG. 2 -Degradagdo de MMC por/*, chrysosporium.
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Vaiios Irabalhos, rnlrc. os quais 13at™ic et ai (1c7-);
llilwcg, (1977); Ynitlcn ctal. (19X5) c Yatdcn ciai, (I'»90),
tl<;nioiir.Irnraki que a tola de degiadacgéo dc eaibendazim no
solo ¢ nas culturas mictobianas, envolve a tiansformacéao dc
caibewlazim -* 2-aniiiiobcnzimida7.nl -» CO);. Neste csltido
ndo f(;i ol scrvada a presengca de 2-aminobcnzimidazol, tal-
vez |€el(< b*lo di' ocorrer rapida mineralizagdo do produto,
cuja comprovagdo necessita estudos poslciictes com com-
postos radioinarcados.

Este estudo demonstrou que a persisténcia dc caibcn-
dazim, no solo, poderd ser controlado pela presenca dc
Pi.ancrcchactc chrysospmiwn que, unia vez presente no
»ici*', degrada rapidamente. o fungicida, icduzindo significa-
tivamente a contaminacdo ambiental.
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