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RESUMO

O glifosato [N-(fosfonometil)glicina] é um herbicida de amplo espectro, ndo-seletivo,
sistémico, pds-emergente muito usado para eliminar vérias plantas de ciclos anuais e perenes.
O uso excessivo causa graves desequilibrios ao meio ambiente, tornando esta atividade
a principal fonte de contaminantes toxicos. VVarios sdo os métodos convencionais de tratamento
disponiveis para a remoc¢édo de agrotdxicos no meio ambiente, que nem sempre séo eficientes
e geralmente apresentam custo elevado e geragdo de residuos sélidos, necessitando assim uma
nova etapa de tratamento. A pesquisa por enzimas oxiredutases associadas a suportes de
nanoparticulas magnéticas (MNPs) encontram-se em acelerado esforgo de investigacdo como
possivel alternativa a alguns processos convencionais. Com isso, 0 presente trabalho visa
avaliar a degradacdo de glifosato empregando a enzima peroxidase imobilizada em
nanoparticulas magnéticas de FesOs4. Os resultados mostraram que a atividade maxima da
enzima PDO do extrato enzimatico de buriti foi observada em pH 5,0 com 2,7 U mL™
O tratamento térmico nas temperaturas de 45 a 75 ° C durante o periodo de 5 a 20 minutos, ndo
foi capaz de inativar atividade enzimética, observando-se maxima inativagdo (60,01 + 0,11%)
da atividade com 5 minutos de tratamento, a 75 °C. O teor proteico da polpa do buriti apresentou
2,91% de proteina (727,50 mg/5 g), em sua composicdo. A sintese de FesOs apresentou
rendimento de 62,11%. A imobilizacdo com a enzima POD foi de 34,6%. Os ensaios de
degradagdo enzimatica com POD imobilizada em nanoparticula magnética, foram de
42,70 a 62,10 + 0,102%, nas concentraces de 4,0 a 14,0 mg L*, durante 30 min.
Ap06s 120 min., a degradacéo foi de 100% e a partir desse tempo a enzima perde gradativamente
a sua acao catalitica.

PALAVRAS-CHAVE: Glifosato; Peroxidase-Fe3O4; Degradacao.

INTRODUCAO
O desenvolvimento acelerado da agricultura tem aumentado a necessidade do uso de
herbicidas para controle de diversas pragas e doencas. Nas Ultimas décadas, os herbicidas

formulados a base de glifosato tém ganhado expressdo e importancia, em virtude do
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crescimento na area semeada com grandes monoculturas, facilidade de manuseio, eficacia de
controle, ganhos de produtividade, entre outros (ZHANG et al., 2022).

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina] € um herbicida pds-emergente, pertencente ao
grupo quimico das glicinas substituidas, classificado como nédo-seletivo e de acdo sistémica.
Apresenta largo espectro de acédo, possibilitando um excelente controle de plantas daninhas
anuais ou perenes, tanto de folhas largas como estreitas. Atua como um potente inibidor da
atividade da 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), catalisadora de uma das
reacOes de sintese dos aminodcidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, influencia
também outros processos, como a inibicdo da sintese de clorofila, estimula
a producao de etileno, reduz a sintese de proteinas e eleva a concentracdo do &cido indol acético
(IAA). Sendo classificado como potencial contaminante ambiental, visto que é altamente
hidrossoltvel (YAN et al., 2018).

A busca por tecnologias vidveis para remediar a poluicdo ambiental por agrotoxicos
motiva o desenvolvimento de pesquisas com enzimas livres ou imobilizadas, que promova
a capacidade de degradar com enfoque sustentavel. As principais vantagens do tratamento
enzimatico quando comparadas a tratamentos convencionais incluem: aplicagdo em materiais
recalcitrantes, atuagdo em concentragdes altas e baixas dos contaminantes, atuagdo num amplo
espectro de pH, temperatura e salinidade, necessidade de aclimatizagdo de biomassa e o facil
processo de controle, entre outros (CARVALHO; ORLANDA, 2017).

Apesar das inumeras vantagens oferecidas pela catalise enzimatica e dos avancos
alcancados em relacdo a eficiéncia das oxirredutases, o seu elevado custo ainda limita sua
aplicacdo. Neste cenario, a imobilizacdo em suportes solidos tem se mostrado uma excelente
alternativa, uma vez que a enzima pode ser reutilizada e sua estabilidade melhorada, diminuindo
o custo final do processo (KALSOOM et al., 2022).

Dentre os diferentes suportes utilizados, as nanoparticulas magnéticas vém ganhando
grande destaque por apresentarem caracteristicas ideais para imobilizacdo de enzimas,
incluindo elevada area superficial, eficiente retencdo de atividade, além de permitir
que os biocatalisadores imobilizados sejam recuperados de forma rapida e simples
(MOHAMED et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1359511322001179#!
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METODOLOGIA

Coletas de amostras de buriti

As amostras dos frutos maduros de buriti (Mauritia flexuosa Linnaeus f.) foram
coletadas na zona rural do municipio de Imperatriz (Maranhdo) e transportadas em caixas
térmicas para o Laboratério de Biotecnologia Ambiental (LABITEC) da UEMASUL.
Apos a coleta, os melhores frutos foram separados, lavadas em agua corrente, agua destilada e

separacao da polpa.

Extracdo da enzima peroxidase bruta

A extracdo da enzima peroxidase (POD) da polpa de buriti foi obtida de 25 g da
amostra com 100 mL de tampé&o fosfato 0,1 mol L (pH 5,0). Em seguida, esse material foi
filtrado, centrifugado (18000 rpm) a 4 °C durante 5 minutos e o sobrenadante (fonte enzimatica)
foi armazenada a 4 °C para posterior andlise, conforme metodologia descrita por
Carvalho e Orlanda (2017).

Caracterizacdo da peroxidase nos extratos enzimaticos brutos

A atividade da enzima peroxidase foi determinada utilizando o substrato guaiacol
e perdxido de hidrogénio, como descrito por Khan e Robinson (1994). A mistura de 1,5 mL de
solugdo 1% de guaiacol em tampdo citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,5) e 1,2 mL de tampé&o
citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,5), foi previamente incubado em cubeta a temperatura ambiente
durante 10 minutos em espectrofotdmetro Femto 800 XI. Em seguida foi adicionada 0,4 mL de
solucdo 0,33% de H,O> em tampéo citrato fosfato 0,05 M (pH 5,5) e 0,1 mL da enzima bruta.
A reacdo foi acompanhada registrando-se 0 aumento na absorbancia a 470 nm durante
5 minutos a 35 °C contra o branco. Uma unidade de atividade de peroxidase foi definida como
a quantidade de enzima que causa um aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto.

O efeito do pH (2,6 a 10) e faixa de temperatura (10 a 100 °C) na atividade da enzima
peroxidase no extrato bruto foi avaliada conforme Khan e Robinson (1994), A enzima
peroxidase do extrato bruto foi precipitada utilizando acetona resfriada a 4 °C, na propor¢ao de
2:1 (acetona:extrato) em banho de gelo por aproximadamente 3 minutos, e em seguida

centrifugada a 11.000 xg por 15 minutos a 5 °C. O precipitado contendo as enzimas, foram
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submetidas a secagem em placas de vidros ao ar livre em ambiente refrigerado, pulverizado
e estocado a 5 °C.

A concentracao de proteina total foi determinada pelo método de Lowry modificado
por Hartree (1972), pelo método do biureto empregando albumina de soro bovino como padréo
de proteina.

Sintese e imobilizacao da enzima peroxidase em nanoparticulas magnéticas

A sintese das nanoparticulas magnéticas de FeszOs foi baseada no método de
co-precipitacdo proposta por Feuser et al. (2015). A eficiéncia de imobilizacdo foi calculada
Y= AE g x 100
pela equacéo: AE, . Em que: Y corresponde a eficiéncia de imobilizacdo (%); AEr

corresponde a atividade enzimatica retida no suporte (U mL™2); AE, corresponde a atividade
enzimatica antes do processo de imobilizagdo (U mL™).

A caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas e imobilizada com a enzima
peroxidase foi realizada por meio das técnicas de termogravimetria (TGA) e espectroscopia de
absorcdo no infravermelho com transformada de Fourier por refletancia total atenuada (ATR-
FTIR), em parceria com os Laboratérios de Pesquisa da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - Unidade Académica de Serra Talhada (UFRPE/UAST) e Centro de Ciéncias
Sociais, Saude e Tecnologia da Universidade Federal do Maranhdo, Campus de Imperatriz.

Estudo da degradacdo enzimatica de glifosato

Os ensaios de degradacdo enzimatica foram realizados com pH 5,0 do meio reacional,
concentragéo de glifosato (3 a 14 mg L) e 1,0 g de peroxidase-nanoparticula magnética de
FesO4 a 25 =+ 1 °C, em triplicatas. A cada 5 minutos, uma aliquota foi retirada andlise da
concentracdo remanescente do glifosato por metodologia espectrofotométrica proposta por
Sharma et al. (2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH ideal para extragdo da enzima POD foi estimado realizando experimentos com
a variacdo de pH 2-10, usando guaiacol como substrato. A atividade maxima da enzima POD
da polpa de buriti observada em pH 5,0 foi de 2,7 U mL™ (Gréfico 1).
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Grafico 01. Atividade enzimética da POD no extrato bruto, em funcéo do pH.

Atividade enzimatica (U.mL ™)

HP ENS

07 a 09 de novembro de 2023- Imperatriz - MA

3,04

N
(&)
1

2,0 1

1,0

0,5 —_—

o4+

pH
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

R

GOVERNO DO
MARANHAO

O estudo do efeito térmico nos extratos concentrados nas temperaturas de 45 a 75 °C

por periodos de 5, 10, 15 e 20 minutos,

estdo apresentados no Grafico 2.

Analisando as variagdes da atividade da PDO no tratamento térmico, temos um maximo de

inativacdo de 60,01 £ 0,11% a 75 °C, ap6s 05 minutos. Estes resultados demonstram que a

enzima tem estabilidade térmica a temperaturas mais altas.

Gréfico 2. % de inativacdo térmica da atividade da POD, em
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

funcéo do tempo.

O extrato enzimatico bruto de buriti apresentou concentracdo proteica de 2,91%

(727,50 mg em 25 g) em sua composic¢ao. Sendo que o fruto in natura apresenta quantidades
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superior ao observado.

Na sintese da nanoparticula magnética de FesO4 foi possivel obter um rendimento de
62,11 %, a partir da metodologia proposta por Feuser et al. (2015) e confirmacéo por Difracdo
de raios-X (DRXP). A sintese das nanoparticulas magnéticas de FezO4 apresentou rendimento
de 3,69%, com cor e propriedades magnéticas caracteristicas. A confirmacdo da formacdo de
oxido de ferro ocorreu mediante a observacdo do difratograma. A analise experimental
apresentou picos em 18,4° 20, 30,3 © 20, 35,6 ° 20, 37,34 °20 e 43,25 ° 20. A magnetita cristaliza
no sistema cubico, com grupo espacial Fd3 m, com arestas de 8,3941 A.

A andlise de DSC das nanoparticulas apresentou evento exotérmico largo em 426,51
°C, que pode estar relacionado ao cristalizacdo de nanoparticulas de 6xido de ferro
(temperaturas acima de 680,4 °C). Na temperatura de 720,2°C houve uma transformacao de
fase de y — Fe, 05 (cubica) para a« — Fe, 05 (robomédrica).

A quantificacdo do glifosato foi realizada por meio da curva padrdo, através de
regressao linear, com medidas de absorbancias realizadas em 570 nm. Na faixa de concentracéo
entre 4,0 a 14,0 mg™ de glifosato e n = 10, apresentou um coeficiente de correlagdo (r) igual
a 0,9969, desvio padrdo de 0,06 e limite de deteccdo estimado de 0,0001 mg L™
Obtendo a equagéo: Y = 0,0509x + 0,1107.

No estudo da degradacéo do glifosato foram utilizadas 25,0 mL de solucdo de glifosato
(3,0 a 14,0 mg L), 4,0 mL de peréxido de hidrogénio 0,1 mol L, 1,0 g das microesferas de

alginato-quitosana-peroxidase e tempo de rea¢do de 30 min., como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Percentual de degradacdo do herbicida glifosato com enzimas acopladas
a nanoparticulas magnéticas.

Concentragéo do glifosato (mg L) | Porcentagem de degradagao (%0)
3,0 61,50
50 62,10
7,0 50,80
11,0 49,90
14,0 42,70

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

A maior taxa de degradacdo enzimatica foi obtida para o experimento utilizando
5,0 mg L de glifosato, o qual apresentou reducéo de 62,10 + 0,10% da concentragdo inicial,

em 30 minutos de reacdo (Tabela 1). No entanto, com o aumento da concentracdo de glifosato
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de 6,0 a 14,0 mg L, a taxa de degradacio apresentou reducdo de 50,80 + 0,129 a 62,10 +
0,09%, comprovando a relacdo entre as variaveis percentual de degradacdo enzimatica e as
concentracdes do herbicida.

Apobs 120 minutos do inicio do processo reacional, os percentuais de degradacao
apresentaram 100% em todas as concentragdes testadas, indicando excelente eficiéncia em
termos de quebra das liga¢bes quimicas da molécula.

Com isso, os resultados obtidos nestes experimentos podem ser otimizados para se
obter um tempo menor de reacdo e melhorar a eficiéncia do processo de degradacdo do
herbicida glifosato.

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, verificamos que a atividade méxima da
enzima PDO do extrato enzimatico de buriti foi observada em pH 5,0 com 2,7 U mL™. O estudo
do tratamento térmico nas temperaturas de 45 a 75 ° C durante o periodo de 5 a 20 minutos,
permitiu verificar que o tratamento térmico utilizado ndo foi capaz de inativar atividade
enzimatica, observando-se maxima inativacao (60,01 £ 0,11%) da atividade com 5 minutos de
tratamento, a 75 °C. O teor proteico da polpa do buriti apresentou 2,91% de proteina
(727,50 mg/5 g), em sua composicdo. A sintese da nanoparticula magnética de FesO4
apresentou rendimento de 62,11%. A imobilizacdo com a enzima POD foi de 34,6%. Os ensaios
de degradacao enzimatica com POD imobilizada em nanoparticula magnética, verificou-se uma
remoc&o de 42,70 a 62,10 + 0,102% nas concentragdes de 4,0 a 14,0 mg L%, durante 30 min.
Ap06s 120 min., a degradacéo foi de 100% e a partir desse tempo a enzima perde gradativamente

a sua acdo catalitica.

APOIO FINANCEIRO
Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do
Maranhdo (FAPEMA)

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CARVALHO, Jhonatam de Oliveira; ORLANDA, José Fabio Franca. Heat stability and effect
of pH on enzyme activity of polyphenol oxidase in buriti (Mauritia flexuosa Linnaeus f.) fruit
extract. Food Chemistry, United Kingdom, v. 233, n. 1, p. 159-163, 2017.

FEUSER, Paulo Emilio; BUBNIAK, Lorena dos Santos; SILVA, Maria Claudia dos Santos;


https://www.scimagojr.com/journalrank.php?country=GB
https://repositorio.usp.br/result.php?filter%5b%5d=author.person.name:%22Feuser,%20Paulo%20Em%C3%ADlio%22
https://www.infona.pl/contributor/1@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/2@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications

UEMASUL

&
-

1

&)

Il

Universidade Estadual E

da Regido Tocantina

do Maranhéo e —
GOVERNO DO
MARANHAO

VI Semana Académica de Pesquisa, Inovacédo e Extensdo da UEMASUL
07 a 09 de novembro de 2023- Imperatriz - MA

VIEGAS, Alexandre da Cas; Fernandes, Andrielle Castilho; RICCI-JUNIOR, Eduardo; NELE,
Marcio; TEDESCO, Antonio Claudio; SAYER, Claudia; ARAUJO, Pedro Henrique Hermes
de. Encapsulation of magnetic nanoparticles in poly (methyl methacrylate) by miniemulsion
and evaluation of hyperthermia in U87MG cells. European Polymer Journal, United
Kingdom, v. 68, n. 1, p. 355-365, 2015.

HARTREE, E. F. Determination of protein: a modification of the Lowry method that gives a
linear photometric response. Analytical Biochemistry, United States, v. 48, n. 2, p. 422-427,
1972.

KALSOOM, Umme; AHSAN, Zainab; BHATTI, Haq Nawaz; AMIN, Faiza; NADEEM,
Raziya; AFTAB, Kiran; BILAL, Muhammad. Iron oxide nanoparticles immobilized
Aspergillus flavus manganese peroxidase with improved biocatalytic, kinetic, thermodynamic,
and dye degradation potentialities. Process Biochemistry, United Kingdom, v. 117, n. 1, p.
117-133, 2022,

KHAN, A. A.; ROBINSON, D. S. Hydrogen donor specificity of mango isoperoxidases. Food
Chemistry, United Kingdom, v. 49, n. 4, p. 407-410, 1994.

MOHAMED, Saleh A.; AL-HARBI, Majed H.; ALMULAIK, Yaaser Q.; IBRAHIM, Ibrahim
H.; EL-SHISHTAWY, Reda M. Immobilization of horseradish peroxidase on Fes04 magnetic
nanoparticles. Electronic Journal of Biotechnology, Chile, v. 27, n. 1, p. 84-90, 2017.

SHARMA, D. K.; GUPTA, Atul; KASHY AP, Rajinde; KUMAR, Naresh. Spectrophotometric
method for the determination of glyphosate in relation to its environmental and toxicological
analysis. Archives of Environmental Science, [s.l.], v. 6, n.1, p. 42-49, 2012.

YAN, Shu-feng; MUHAMMAD, Sher; LIU, Hai-fang; TIE, Shuang-gui; SUN, Shu-ku.
Identifying glyphosate tolerant maize by soaking seeds in glyphosate solution. Journal of
Integrative Agriculture, Netherlands, v. 17, n. 10, p. 2302-2309, 2018.

ZHANG, Yang; DONG, Zhaomin; PENG, Zheng; ZHU, Jinggquan; ZHUO, Fuyan; LI, Yang;
MA, Zhihong. A nation wide survey on the endosulfan residues in Chinese cotton field soil:
Occurrence, trend, and ecological risk. Environmental Pollution, United Kingdom, v. 309, n.
15, 2022.


https://www.infona.pl/contributor/3@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/4@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/5@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/6@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/7@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/8@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/9@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.infona.pl/contributor/9@bwmeta1.element.elsevier-83564e0e-68f8-3834-85e8-9279fb7a0e59/tab/publications
https://www.scimagojr.com/journalrank.php?country=GB
https://www.scimagojr.com/journalrank.php?country=GB
https://www.sciencedirect.com/journal/analytical-biochemistry
https://www.sciencedirect.com/journal/process-biochemistry
https://www.scimagojr.com/journalrank.php?country=GB
https://www.scimagojr.com/journalrank.php?country=GB
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095311918619641
https://www.sciencedirect.com/science/journal/20953119
https://www.sciencedirect.com/science/journal/20953119
https://www.scimagojr.com/journalrank.php?country=NL
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0269749122009393#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0269749122009393#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0269749122009393#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0269749122009393#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0269749122009393#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0269749122009393#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0269749122009393#!
https://www.sciencedirect.com/journal/environmental-pollution
https://www.scimagojr.com/journalrank.php?country=GB

