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Biodegradacao de pesticidas em solos e biomisturas.

Resumo

O uso mundial de pesticidas tem aumentado drasticamente nas Ultimas duas
décadas pelo que estes fitofArmacos bem como os seus respetivos metabolitos tém
sido frequentemente detetados em varios compartimentos ambientais (p.e. solos,
aguas).

Com o objetivo de selecionar microrganismos potencialmente capazes de
biodegradar os pesticidas terbutilazina, difenoconazol, diflufenicdo e pendimetalina,
presentes em diferentes biomisturas, foram realizados ensaios batch com duracao de
seis meses, utilizando como matriz um solo franco-argiloso e dois substratos.

A comparagéo entre todas as biomisturas, mostrou que os pesticidas foram removidos
com a  seguinte ordem de eficiéncia: pendimetalina>terbutilazina>
diflufenicao>difenoconazol.

Taxas de remocdo de 100%, foram obtidas para o herbicida pendimetalina, na
presenca de trés diferentes consoércios microbianos.

A andlise por Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa dos
extractos obtidos, permitiu confirmar a presenca de metabolitos para dois dos
xenobidticos estudados, confirmando assim a metabolizagdo microbiana dos
herbicidas terbutilazina e pendimetalina por hidroxilag&o e hidrélise, respetivamente.

Palavras-chave: pesticidas, biodegradag&o, microrganismos, metabolitos.



Biodegradation of pesticides in soils and biomixtures.

Abstract

The global usage of pesticides has increased dramatically over the last two
decades therefore these phytochemicals and their respective metabolites have been
frequently detected in various environmental compartments (eg soil, water).

With the aim of selecting potentially microorganisms capable of biodegrading the
pesticides terbuthylazine, difenoconazole, diflufenican and pendimethalin, present in
different biomixtures, batch tests were performed with duration of six months, using a
clay loam soil and two substrates as matrix.

The comparison between all biomixtures showed that pesticides were removed in
the following order of efficiency: pendimethalin> terbuthylazine> diflufenican>
difenoconazole.

Removal rates of 100% were obtained for the herbicide pendimethalin, in the
presence of three different microbial consortia.

The analysis by Liquid Chromatography-Mass Spectrometry of the extracts
obtained, confirmed the presence of metabolites for two studied xenobiotics, thus
confirming the microbial metabolism of herbicides terbuthylazine and pendimethalin by
hydroxylation and hydrolysis, respectively.

Keywords: pesticides, biodegradation, microorganisms, metabolites.



indice

AQTAAECIHMIEBNTOS ...ttt [
F Y o] =Y = LA 1= LSRR ii
RESUMIO L.ttt e ettt e e et et e e et et e e e e eb e e et e e eaaans v
7Y o 1= = T SRR \
1T [T RSP vi
[ Ys TN L= T T = YO TTSR viii
INAICE U@ TADEIAS ......vecveeeeeeecee ettt et eaeere e xiii
L PrODIEMALICA ..o 1
2 © ] oY1= (A7 1P 2
T Sy (= 1 (=T - USSR 3
v | Y o o LU Y o= Lo IO PP PPPPPPPPPP 4
4.1, Pesticidas N0 @mMDIENTE ..........oouuiiiiiii e e e e e e e eeeeeeeannes 1
4.1.1 PesStiCidas €M AQUAS .......ceiiieieiiiiiiiiiee et e e 5

4.1.2 PestiCidas €M SOI0S........ccooeuuiiiiiii e e 7

4.2. Métodos de tratamento para matrizes contaminadas ..............ccoeuvvieeeieeeeeeennnns 8
4.2.1 BiorremMedIACAO ......ccvvviiiiiiieiiiiiieeee ettt 8

4.2.2 BiODEAS ....coeiiiiiiiiiiieeee 9

4.2.3 BioaugMENTAtION ......cceeeeeiieeiiiice e eee e e e e e e e e 11

4.3. Fungos como auxiliares de biodegradagdo ............ccccceeeeeeeieeieee e 12
4.4. Principais mecanismos de metaboliza¢cdo de xenobiGticos ..............cceeeeen. 13
4.5. Microrganismos €M €STUAO ........uuiiiiiiiiiiiiiiie e eaeaes 17
4.5, 1 FUSAIIUM SPP. ceeevrtuiiiiieeeeeieiiiiiiea s e e e e e e e et tea s e e e e e e e e eaaetaaaeaesssertttaaaaaeaaes 17

4.5.2 TrichOdermMa VI .......cceuviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee et 18

4.5.3 ASPEIGIlIUS SPP. ceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 19

4.5.4 LecaniCillium SBKSENAE...........uiiiiiieeiiiiiiieees et e e e e 20
A55BAC L EBAC 2 . ouiiiiiiiii e 21

4.6. Pesticidas em estudo e principais vias de metabolizacao ...................cceeveeee 21
Tt R I =T 1 010 111 = VA = T 21

VG T A B 1= o To Tot o] o = V.o | S 24

G TRC I 111 =1 o1 o= T J 25

4.6.4 PendimetaliNa. .......cooiieeiiiiieiicee e e 27

4.7. Métodos analiticos utilizados.............cccooeeeiiii 29
4.7.1 Extracao Acelerada por Solventes (ASE). ......cooviieiiiiiiiieeee e 29

4.7.2 Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia (HPLC). .........cccevvvvveeeee.. 30

4.7.3 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS). 31

5. Material € MEtOdOS.........coooiiiiieiie 33



5.1. FItofArmacos ULIHZATOS. ........oveeiie e e e 33

5.2. Isolamento e identificacdo das espécies de fungos mais adaptadas aos

LSS X[ o = 1P 34
5.3. Preparacgédo de culturas liquidas dos fungos selecionados ................cceeeenn.. 36
5.4. Preparacgdo de culturas liquidas das bactérias selecionadas.......................... 36
5.5. Ensaios de biodegradacGao ...........ccooooiiiiiiieeeee e 36
5.6. Extragé@o Acelerada por Solventes (ASE) ... 40
5.7. Desadsorgao dOS PESHCIAS. .....ccoeeeeeeeeeee e 41
5.8. Cromatografia Liquia de Elevada Eficiéncia com detetor UV (HPLC-UV)....... 41
5.9 Cromatografia Liquia acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS) ............. 42
5.10. Microscopia Electronica de Varrimento (SEM) ..........ooiiiiiiiiiiiieiviiiee e, 43
5.11. ANAlISE EStALISHICA ...oiiie e 43
6. RESUITA00S € DISCUSSAD ...ceiiiieiiiiiiie e e e e e e eeeetiae s e e e e e e et e s e e e e e e e eaats i a s s e e e eeeeennnenns 44

6.1. Isolamento e identificacdo das espécies de fungos mais adaptadas aos

L2110 F= 1SR 44
6.2. Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM) .........ccooviviiiiiiiiieen e, 45
6.3. Ensaios de biodegradacan...........coooeviiiiiiieiieee e 46
6.3.1 TerbUtilazina.........cooeeieieee e 47

6.3.2 DIfEN0OCONAZOL. ...ccooeeeeeeeeeee e 54

6.3.3 DIfIUFENICAD. ....ceeiieeeeeiee e 60

6.3.4 PendimetaliNga. .........uueiiiiiieie e 67

6.3.5 Consideragies fiNAIS .........coeeeeeeieee e 72

6.4. BiodegradaGao d0OS PeSHICIAAS. ......ccooieeeeeeee e 73

6. CONCIUSEOD oo 82
7. Referéncias BibliografiCas ........veiiiiiiiiiiccc e 84

Vi



indice de Figuras

Figura 1: Destino dos residuos de pesticidas no solo (adaptado de Andreu & Pico,

Figura 3: Reacdes de Fase | e Fase Il do metabolismo de xenobitticos por fungos
(adaptado de Costa et al., 2004).........ceiiieeeiieieiiee e 15
Figura 4. Principios fundamentais na degradacdo aerdbia de hidrocarbonetos por
bactérias: processos associados ao crescimento (adaptado de Rem & Reed, 2008)..16

Figura 5: Isolado fungico do fungo Fusarium oxysporum (adaptado de Fang &

Barbetli, 2004). ..ouueiii e e e e e e e e e e aat e aaaeeeannes 17
Figura 6: Isolado fungico do fungo Trichoderma viride (adaptado de Mishra et al.,
20 ) TSP PPPPPPRPPR 19
Figura 7: Isolado fungico do fungo Aspergillus fumigatus (adaptado de Metta et al.,
120 0 ) TP POPPPPPPRPPR 20
Figura 8: Isolado fangico do fungo Lecanicillium saksenae (Universidade de Evora,
120 PP POPPUPPPRPPR 21
Figura 9: Estrutura molecular do herbicida terbutilazina (adaptado de Mercadante et
o 0 1) PO PPUPPPRRPR 22

Figura 10: Principais vias de metabolizagcdo da terbutilazina no solo. TERB=
Terbutilazina; DIA= Deisopropilatrazina; DET= Desetilterbutilazina; 2-OH-TERB= 2-
hidroxi-terbutilazina; 2-Cl-4-OH-TERB= 2-cloro-4-hidroxi-terbutilazina; 2-OH-DET= 2-
hidroxi-desetilterbutilazina; 2,4-DIHIDROXI-TERB= 2.4-dihidroxi-terbutilazina
(adaptado de Bottoni et al., 2013) ......uceiiieeiiiieicee e 23
Figura 11: Estrutura molecular do difenoconazol (adaptado de Du et al., 2014b) ...... 24
Figura 12: Via de metabolizacdo proposta para o metabolismo aerébio do
difenoconazol no solo. Nome IUPAC dos metabolitos CGA 205375= 1-[2-cloro-4-(4-
cloro-fenoxi)-fenil]-2-(1,2,4-triazol)-1-il-etanol CGA 205374= 1-(2-cloro-4-(4-cloro-

fenoxi)-fenil)-2-(1,2,4-triazol)-1-il-etanona (adaptado de FAO, 2014).........cccccceeeenenn.. 25
Figura 13: Estrutura molecular do herbicida diflufenicdo (adaptado de EFSA, 2013b).
................................................................................................................................... 26
Figura 14: Estrutura molecular do metabolito AE 0542291 (nome IUPAC= 2-[3-
(trifluorometil)fenoxi]piridina-3-carboxamida) (adaptado de EFSA, 2013b).. ............... 26
Figura 15: Estrutura molecular do herbicida pendimetalina (adaptado de Sarma et al.,
1221010 ) ISP UPRSERRR 27

Figura 16: Via de degradacdo proposta para o pesticida pendimetalina por
microrganismos do solo. M1= N-(1-etilpropil)-3'4-dicarboxi 2’6-dinitro benzenamina,
M2= N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’6-dinitrobenzenamina-N-6xido, M3=  N-(1-

viii



etilpropil)-3,4dimetoxi-2,6-dinitrobenzenamina e M4= benzimadazol-7-carboxialdeido
(adaptado de Ramakrishna et al. 2008) ..........ccoovviiiiiiiiiiiii 28
Figura 17: Biomisturas a partir das quais foram efetuados os isolamentos das
espécies de fungos mais adaptadas aos pesticidas. 1= Fungos A e B; 2= Fungos C e
L. SAKSENAE € 3= T. VIO ..euiiiii et e e e e a e e e e e e e eennes 35
Figura 18: Esquema da montagem do ensaio de biodegradacdo e descricdo das
diferentes modalidades onde foram adicionados fungos. Os copos marcados com A, B
€ C correspondem AS FEPIICAS ......cooiuuiiiiiiiie et 38
Figura 19: Esquema da montagem do ensaio de biodegradacdo e descricdo das
diferentes modalidades onde foram adicionadas bactérias. Os copos marcados com A,
B e C correspondem AS rEPlICAS ........cuuuuuiiiii et e e e e e e e e e e e eaanees 39
Figura 20: Isolados fungicos obtidos a partir de amostras constituidas por: i) solo
franco-argiloso (Fungo A e Fungo B); ii) biomistura contendo solo franco-argiloso e
COMtIGA (FUNQGO C). oo 44
Figura 21: Imagens obtidas através de SEM para a amostra do copo 4A
(SOlO+COrtiGat FUSAMNUM SP.).ciiiiiiiiiiiiiiee e 45
Figura 22: Cromatograma obtido por HPLC-UV para a amostra do copo 1B, no final do
ensaio i.e. 180 dias de contaminaGa0 ...........cceeeviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 46
Figura 23: Concentracdo do pesticida terbutilazina (mg Kg* de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de: A) 0 dias; B) 15 dias; C) 30 dias; D) 100 dias e E) 140 dias ap6s
contaminacéo. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio 2= Fusarium sp. + Corti¢a; Bio 3= L.
saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. +
Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L.
saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna
representa o valor médio de 3 replicados = desvio padrao ...........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 47
Figura 24: Concentracdo do pesticida terbutilazina (mg Kg™ de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de 180 dias apds contaminacao. Bio 1= L. saksenae + Cortica; Bio
2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L.
saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride +
Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L. saksenae + T. viride + F. oxysporum +
Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados *

desvio padrédo. Letras distintas significa que existem diferencas significativas para

Figura 25: Concentracdo do pesticida terbutilazina (mg Kg® de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de: A) O dias e B) 40 dias ap6s contaminagdo. Bio 7= Bac 1 +
Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Cortica; Bio 10= Bac 2 +

Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. 49

iX



Figura 26: Concentracdo do pesticida terbutilazina (mg Kg™* de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de 120 dias ap6s contaminagéo. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac
1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Corti¢a; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna
representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Letras distintas significa que
existem diferencas significativas para p<0,05...........coooviiiiiiiiiiiiiiie 50
Figura 27: Concentracdo do pesticida difenoconazol (mg Kg* de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de: A) 0 dias; B) 15 dias; C) 30 dias; D) 100 dias e E) 140 dias ap6s
contaminacéo. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio 2= Fusarium sp. + Corti¢a; Bio 3= L.
saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. +
Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L.
saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna
representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrao .........c..coeevvvvviiiiiiieeeeeeennnn, 54
Figura 28: Concentracéo do pesticida difenoconazol (mg Kg™ de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de 180 dias ap0s contaminacdo. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio
2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. + Corti¢ca; Bio 4= L.
saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride +
Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L. saksenae + T. viride + F. oxysporum +
Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados *
desvio padrdo. Letras distintas significa que existem diferencas significativas para
P<0,005. .ttt e e e e e e e e e ———aaa e e e e e e ——————aaaeeaaaaartraaaraaaeaaaaans 55
Figura 29: Concentracéo do pesticida difenoconazol (mg Kg™* de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de: A) 0 dias e B) 40 dias apdés contaminag¢do. Bio 7= Bac 1 +
Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Cortigca; Bio 10= Bac 2 +
Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrao..57
Figura 30: Concentracéo do pesticida difenoconazol (mg Kg™ de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de 120 dias ap6s contaminac¢do. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac
1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Cortica; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna
representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrao. Letras distintas significa que
existem diferencas significativas para p<0,05..........ccoooviiiiiiiiiiiie 58
Figura 31: Concentracdo do pesticida diflufenicio (mg Kg* de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de: A) 0 dias; B) 15 dias; C) 30 dias; D) 100 dias e E) 140 dias ap6s
contaminacgédo. Bio 1= L. saksenae + Cortica; Bio 2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L.
saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. +
Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L.
saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna

representa o valor médio de 3 replicados = desvio padréo ..........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 61



Figura 32: Concentracdo do pesticida diflufenicdo (mg Kg™ de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de 180 dias ap6s contaminacdo. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio
2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L.
saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride +
Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L. saksenae + T. viride + F. oxysporum +

Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados

I+

desvio padréao. Letras distintas significa que existem diferencas significativas para
PO, 05, ettt e e e e e e e e e ——————aaeeeaaaa——————aaaaeaaaaaanrraaaraaaeaaaaans 62
Figura 33: Concentracdo do pesticida diflufenicio (mg Kg™ de solo) nas amostras
recolhidas A) 0 dias e B) 40 dias ap0s contaminacdo dos ensaios de biodegradacao
com bactérias. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 +
Cortica; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3
replicados £ deSVIO PAAI0.. ...ccceeeeiiiiieiiicee e e e e e e e e et a e e e e e e eaanee 64
Figura 34: Concentracdo do pesticida diflufenicio (mg Kg* de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de 120 dias ap0s contaminag&o. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac
1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Corti¢ca; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna
representa o valor médio de 3 replicados * desvio padrdo. Letras distintas significa que
existem diferencas significativas para p<0,05..........ccccoiiiiiiiiiiii 64
Figura 35: Concentracdo do pesticida pendimetalina (mg Kg™* de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de: A) 0 dias; B) 15 dias; C) 30 dias; D) 100 dias e E) 140 dias ap6s
contaminacéo. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio 2= Fusarium sp. + Corti¢a; Bio 3= L.
saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. +
Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L.
saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna
representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrao ...........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 67
Figura 36: Concentragéo do pesticida pendimetalina (mg Kg™* de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de 180 dias apds contaminacao. Bio 1= L. saksenae + Cortica; Bio
2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L.
saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride +
Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L. saksenae + T. viride + F. oxysporum +
Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados *

desvio padrédo. Letras distintas significa que existem diferencas significativas para
Figura 37: Concentracdo do pesticida pendimetalina (mg Kg™* de solo) nas amostras

recolhidas A) 0 dias e B) 40 dias ap0s contaminacdo dos ensaios de biodegradacéo

com bactérias. Bio 7= Bac 1 + Corti¢a; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 +

Xi



Cortica; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3
replicados £ deSVIO PAUIEIO .......cooeieeeeeeee e 70
Figura 38: Concentracdo do pesticida pendimetalina (mg Kg™ de solo) nas amostras
recolhidas ao fim de 120 dias ap6s contaminagéo. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac
1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Corti¢a; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna
representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrao. Letras distintas significa que
existem diferencas significativas para p<0,05...........ccciiiiiiiiiiiiiii 70
Figura 39: Cromatograma de corrente idnica total (TIC) obtido para as amostras de
solo da Bio 4, recolhidas 100 dias ap6ds a contaminagcdo. Compostos com tr 22,18 e
28,67 min identificados como sendo 2-hidroxi-terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-
propil)-3,4dicarboxi-2’'6-dinitrobenzenamina-N-6xido (M2), respetivamente................ 73
Figura 40: Espetro full MS obtido para o i&o com tr 22,18 min 2-hidroxi-terbutilazina (2-
OH-TERB), na amostra da Bio 4 apds 100 diaS...........cccuuriiiiiieeeiiiiiiicee e, 74
Figura 41: Vias de metabolizagdo do herbicida terbutilazina pela bactéria
Pseudomonas sp. R1 = C(CHs)s;; OH- TERB: Hidroxi-terbutilazina; DET: Desetil-
terbutilazina; OH-DET: Hidroxi-desetilterbutilazina; BIS-DES:  Di-butil-desetil-
terbutilazina (adaptado de Grenni, 2011) ......coi i 75
Figura 42: Espetro full MS obtido para o ido N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2'6-

dinitrobenzenamina-N-6xido (M2), com tr 28,67 min, na amostra da Bio 4 ap6s 100

Figura 43: Cromatograma de corrente iénica total (TIC) obtido para extratos
resultantes dos ensaios de desadsorcdo da cortica (ver secdo 5.7.), para a Bio 4, 100
dias ap6s a contaminacdo. Compostos com tr 22,18 e 28,67 min identificados como
sendo 2-hidroxi-terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’6-
dinitrobenzenamina-N-0xido (M2), reSpetivamente .............coouviiiiiiiieieeee e 77
Figura 44: Cromatograma de corrente iénica total (TIC) obtido para as amostras de
solo da Bio 4, recolhidas ap6s 180 dias. Composto com tr 22,18 min identificado como
sendo o 2-hidroxi-terbutilazina (2-OH-TERB).........ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeee 78
Figura 45: Cromatograma de corrente i6nica total (TIC) obtido para extratos
resultantes dos ensaios de desadsorgéo da cortica (ver secdo 5.7.), para a Bio 4, 180
dias ap6s a contaminagdo. Compostos com tr 22,18 e 28,67 min identificados como
sendo 2-hidroxi-terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2'6-

dinitrobenzenamina-N-6xido (M2), respetivamente.............coovvvvveiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 79

Xii



indice de Tabelas

Tabela 1: Principais caracteristicas fisico-quimicas da terbutilazina, difenoconazol,
diflufenicao e pendimetaling............cc.oooiiiiiiiiiii e 33
Tabela 2: Composicao das biomisturas (Bio) em eStudo...........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeenn. 39
Tabela 3: Condic¢des utilizadas no método Extragdo Acelerada por Solventes (ASE) da

DIONIBX ettt 40
Tabela 4: Gradiente utilizado na separacédo dos compostos por HPLC-UV ................ 42
Tabela 5: Identificac@o das espécies dos isolados fungicos.........cccceeveeeviiieiiiiiieneeen., 44

Tabela 6: Percentagens de remocdo do pesticida terbutilazina, 180 dias apds a
contaminacao, nas diferentes DIOMISTUIAS ............coovviiiiiiiiiiiiiie 51
Tabela 7: Percentagens de remocdo do pesticida difenoconazol, 180 dias apés a
contaminacao, nas diferentes DIOMISTUIAS ............coovvviiiiiiiiiiiiie e 59
Tabela 8: Percentagens de remocdo do pesticida diflufenicdo, 180 dias apds a
contaminacao, nas diferentes DIOMISTUIaS ............coovvviiiiiiiiiiiiieee 66
Tabela 9: Percentagens de remoc¢do do pesticida pendimetalina, 180 dias apés a
contaminacao, nas diferentes DIOMISIUras ... 71
Tabela 10: Presenga + () ou auséncia ( - ) dos produtos de degradacgéo 2-hidroxi-
terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’'6-dinitrobenzenamina-N-
oxido (M2), nos extratos de amostras de solo e extratos de desadsorgéo da cortica,

apos 100 e 180 dias na presenga de fUNQOS.........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiie e 80

xiii



Biodegradacéo de pesticidas em solos e biomisturas.

1. Problematica

Os fitofarmacos comumente designados pesticidas ou agroquimicos, séo
substancias amplamente utilizadas na agricultura com o objetivo de aumentar a
produtividade agricola, melhorar a qualidade das culturas e reduzir os custos de
trabalho e de energia (Rinaldo dos Reis et al., 2014). O resultado ideal da sua
utilizacdo ocorre quando um pesticida realiza os propdésitos para os quais foi aplicado
e, de seguida, se decompde em compostos inofensivos como o diéxido de carbono e
agua. No entanto, o seu uso indiscriminado nas préaticas agricolas convencionais
aumentou drasticamente ao longo dos anos e 0s seus efeitos negativos potenciais
sobre 0 meio ambiente e a salude humana sdo cada vez mais motivo de preocupacao
(Tejada et al., 2011).

Devido ao aumento das preocupacdes ambientais, ha cada vez mais uma
necessidade de desenvolver métodos seguros e economicamente viaveis, para a
remediacdo de aguas e solos contaminados com estes xenobi6ticos. Assim sendo, a
biorremediacdo tem ganho aceitagdo como uma alternativa para despoluir solos e
aguas contaminados por fitofarmacos, utilizando microrganismos (p. e. fungos) para
degradar os poluentes (Chun et al., 2004; Mohan et al., 2007). Os fungos geralmente
biotransformam os pesticidas e outros xenobidticos, introduzindo pequenas alteracées
na estrutura da molécula, tornando-os menos téxicos ou ndo téxicos. Assim, o
pesticida biotransformado pode ser libertado no solo, onde sera suscetivel a uma
degradacéo adicional executada nomeadamente pelas bactérias (Pinto et al., 2012).

Alguns trabalhos sobre biorremediacdo, demonstraram a possibilidade de
selecionar microrganismos para a biodegradacao de diferentes xenobidticos, tornando
este tratamento bioldgico um instrumento eficaz e ecolégico para controlar e prevenir a
contaminacao organica nos varios compartimentos ambientais (Atlas & Philp, 2006).

Neste trabalho foi avaliada a capacidade dos fungos Lecanicilium saksenae,
Trichoderma viride, Fusarium oxysporum, Aspergillus sp. e Fusarium sp., bem como
de duas bactérias Bac 1 e Bac 2 na biodegradagdo dos pesticidas terbutilazina,
difenoconazol, diflufenicédo e pendimetalina, presentes num solo franco-argiloso e duas
biomistura (solo + cortica e solo + vermiculite). Os isolados fungicos Fusarium sp., F.
oxysporum e Aspergillus sp. foram obtidos a partir de amostras de diferentes

biomisturas, previamente contaminadas com os pesticidas em estudo.
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2. Objetivos

De acordo com a problemética descrita, este estudo teve como objetivo
selecionar microrganismos com capacidade de biodegradacdo dos pesticidas
terbutilazina, difenoconazol, diflufenicdo e pendimetalina, presentes em diferentes
biomisturas. Para isso, procedeu-se ao isolamento e identificacdo dos fungos
Aspergillus sp., Fusarium sp. e Fusarium oxysporum a partir de amostras previamente
contaminadas. Para além destas espécies foram também avaliados os fungos L.
sakesenae e T. viride, por terem demonstrado em trabalhos anteriores uma elevada
capacidade de biodegradacdo dos xenobiéticos em estudo. Duas bactérias também
foram selecionadas para este estudo devido ao grande potencial para biodegradar os
pesticidas estudados. A capacidade de biodegradacdo/remocdo destes pesticidas,
pelos fungos e bactérias selecionados, foi avaliada através da realizacdo de ensaios
batch com a duracéo de 180 e 120 dias, respetivamente, utilizando como matriz um
solo franco-argiloso e dois substratos (cortica e vermiculite).
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3. Estratégia

Local de realizacao:

Laboratério de Quimica dos Produtos Naturais do Departamento de Quimica da
Universidade de Evora; Centro Hércules da Universidade de Evora e
Laboratério de Enologia do Departamento de Fitotecnia (Herdade da Mitra), da
Universidade de Evora.

Duracao prevista do trabalho:

Dois semestres letivos.

Fungos em estudo:

Lecanicillium sakesenae, Trichoderma viride, Aspergillus sp., Fusarium sp. e

Fusarium oxysporum.

Bactérias em estudo:

Bac 1 e Bac 2.

Pesticidas em estudo:

Terbutilazina, Difenoconazol, Diflufenicao e Pendimetalina.

Técnicas utilizadas:

e Extracdo Acelerada por Solventes (ASE);
e Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS);
e Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia com detecdo UV (HPLC-UV);

¢ Microscopia Eletronica de Varrimento (SEM).
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4. Introducao

4.1. Pesticidas no ambiente

Os pesticidas representam uma ampla categoria de produtos quimicos
organicos e inorganicos, cuja aplicacdo nos ecossistemas agricolas tem como objetivo
causar efeitos adversos sobre os animais nocivos, insetos, plantas, ervas daninhas,
bactérias e fungos, a fim de limitar a sua difusdo, inibir 0 seu crescimento e a sua
sobrevivéncia. Estes fitofarmacos séo utilizados principalmente na agricultura, mas
também tém aplicacdo na induastria, higiene publica, jardinagem e em atividades
domésticas. Em todo o mundo sdo aplicados cerca de trés bilides de quilos de
pesticidas e apesar das suas vantagens inegaveis em termos de altos rendimentos na
agricultura intensiva, no aumento da producgéo de alimentos, na evolug¢do das técnicas
agricolas e na melhoria da qualidade dos produtos, estes podem produzir efeitos
toxicos potencialmente perigosos para o0 meio ambiente. Assim, o uso disseminado
destes fitofarmacos para fins agricolas e ndo-agricolas resultou na presenca dos seus
residuos em diferentes compartimentos ambientais, que em muitos dos casos se deve
ao facto destes quimicos ndo serem totalmente seletivos e, por conseguinte, poderem
ter um efeito sobre os organismos ndo-alvo no ambiente. Estudos publicados
recentemente, demonstram que diferentes pesticidas e respetivos metabolitos,
frequentemente detetados em solos, aguas superficiais e subterrdneas e em alguns
casos aguas para consumo humano (Pedlowski et al., 2012; Plakas & Karabelas,
2012; Bottoni et al., 2013; Flaherty et al., 2013).

Uma vez que os pesticidas sao altamente téxicos para 0s organismos vivos,
estes representam uma grande preocupacao para a saude humana na medida em que
podem contribuir significativamente para o aparecimento de varias patologias (Plakas
& Karabelas, 2012; Hernandez et al., 2013). Ao abordar especificamente os problemas
causados pelos pesticidas na saude humana, Pedlowski et al. (2012) indica que a
contaminacdo pode ocorrer por meios diretos e indiretos, e os trabalhadores rurais séo
provavelmente o grupo em maior risco atraves da exposigdo ocupacional. Uma
explicacdo comum para os altos niveis de exposicdo a pesticidas nos paises em
desenvolvimento podera ser o baixo nivel de escolaridade entre os agricultores,
prejudicando as suas capacidades de seguir os avisos de perigo desenvolvidos pela
indastria quimica e agéncias reguladoras (Pedlowski et al., 2012).

Sob o ponto de vista da higiene e seguranca no trabalho, o Ministério da
Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das Pescas tem desenvolvido esforgos de
forma a poderem ser minimizados 0s impactos toxicolégicos que se encontram

relacionados com o manuseamento dos fitofarmacos, através da disponibilizacéo de
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informacdes acerca dos locais de compra de equipamentos de protecao individual e o
uso correto dos mesmos. No entanto, os cuidados a ter no manuseamento dos
pesticidas ndo devem concentrar-se apenas nos agricultores, mas sim abranger todos
0s que direta ou indiretamente contactam com os mesmos (Teixeira, 2010).

A base de dados de pesticidas da Unido Europeia contém uma lista de 1304
ingredientes ativos que sdo comercializados em toda a gama de produtos
fitossanitarios comerciais (EUPD, 2014). Portugal, devido as suas condi¢fes climaticas
e geogréficas favoraveis, possui uma grande variedade de atividades agricolas que
exigem um elevado consumo de fitofarmacos (Ratola et al., 2014). Assim, € de
interesse fundamental o desenvolvimento de procedimentos eficazes para prevenir e
controlar a contaminagdo dos varios compartimentos ambientais causada por

pesticidas.

4.1.1. Pesticidas em aguas

O uso intensivo de pesticidas pela agricultura tornou-se numa fonte de
contaminacdo de &aguas superficiais e subterrdneas, na medida em que as aguas
superficiais sdo contaminadas pelo escoamento superficial, e as aguas subterraneas
pela lixiviagdo dos solos (Brum, 2012). O escoamento superficial corresponde ao
arrastamento dos fitofarmacos causado pela agua da rega ou chuva na superficie do
solo, podendo chegar a superficie dos rios, lagos e terrenos com baixo declive. Ja a
lixiviacdo € caraterizada pelo movimento descendente dos fitofarmacos ao longo do
perfil do solo, causado pela percolacdo da agua. Esse processo ocorre quando a agua
da chuva/rega se infiltra no solo, levando consigo os contaminantes, podendo atingir
as aguas subterraneas e os lencdis freaticos. Apesar do solo atuar como um filtro
fisico e quimico, este ndo confere uma total protecdo quanto ao risco de contaminagéo
(Teixeira, 2010; Brum, 2012).

A probabilidade de um poluente atingir a agua subterranea depende de varios
fatores, tais como a espessura e permeabilidade do aquifero, o teor de matéria
orgénica do solo, o tipo e intensidade da precipitacdo, a inclinacdo do terreno, bem
como a intensidade do uso dos pesticidas. Além disso, certas praticas agricolas como
0 uso de drenos e irrigagdo subterrdneos, podem contribuir significativamente para a
lixiviacdo dos pesticidas e, posteriormente, para a contaminacdo das A&guas
subterraneas. A disponibilidade do poluente no solo é outro fator importante no que diz
respeito a contaminacao de aguas subterraneas. Um poluente que se deposite no solo

podera passar por uma série de reacdes ou interacdes quimicas e fisicas com os
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constituintes do solo antes de atingir a agua subterranea, que poderdo neutralizar,
modificar ou retardar a acéo do poluente (Fait et al., 2010; Teixeira, 2010).

Em &guas de superficie, os pesticidas podem ser foto-degradados ou
metabolizados contrariamente ao que acontece em 4guas subterraneas, onde estes
podem permanecer estaveis por longos periodos de tempo (Gongalves, 2013).

A concentragéo e a forma quimica dos pesticidas no ambiente, nomeadamente
em aguas utilizadas para consumo humano, podem acarretar dificuldades as Estagfes
de Tratamento de Aguas (ETAs), havendo uma crescente necessidade de tecnologias
mais complexas do que aquelas que sdo normalmente usadas nos tratamentos
convencionais (Teixeira, 2010).

Segundo Teixeira (2010), a qualidade de uma agua corresponde a um conjunto
de caracteristicas, fisicas, quimicas e biolégicas de um certo corpo de agua, avaliadas
segundo critérios de qualidade que irdo depender da finalidade da sua utilizac&o.

As grandes dificuldades de um programa de monitorizagdo da qualidade da
agua sao conhecer o funcionamento dos ecossistemas, elaborar uma base de dados
sobre a qualidade da agua e identificar os fatores que afetam essa qualidade a nivel
regional e nacional (Teixeira, 2010).

A presenca dos pesticidas nos cursos de agua € agora um tema de
consideravel interesse ambiental, devido ao numero crescente de compostos
detetados, exigindo a implementacéo de diretivas rigorosas (Herrero-Hernandez et al.,
2013) pela Comisséo Europeia (CE) de modo a minimizar o impacto sobre o meio
ambiente. Assim sendo, a Unido Europeia estabeleceu diferentes diretivas, como a
Diretiva-Quadro da Agua 2000/60/CE, cujo principal objetivo é proteger a qualidade da
agua (Comissdo Europeia, 2000). No ano de 2008, foi introduzida a Diretiva N°
2008/105/CE, estabelecendo uma lista de trinta e trés substancias prioritarias a ser
controladas na agua, em que um terco da lista corresponde a pesticidas (Comisséo
Europeia, 2008). Em 2013, esta lista sofreu uma atualizacéo, passando a ser quarenta
e cinco as substancias prioritarias a ser controladas na agua (Unido Europeia, 2013).

Assim sendo, no que diz respeito a qualidade da agua potavel, é definido um
limite de 0.1 pg/L para um Unico ingrediente ativo de pesticidas, e 0.5 pg/L para a
soma de todos ingredientes ativos individuais detetados e quantificados por meio de
monitorizacéo (Decreto-Lei N° 306/2007).



Biodegradacéo de pesticidas em solos e biomisturas.

4.1.2. Pesticidas em solos

O destino dos pesticidas no solo é controlado pela dindmica quimica, biolégica
e fisica desta matriz, dai que processos como a degradacado quimica e microbiologica
(que afetam a sua persisténcia) bem como a sorcdo, absorcdo pelas plantas,
volatilizacdo, erosdo pelo vento, escoamento e lixiviagdo (que afetam a sua
mobilidade) possam afetar o destino destes no solo (Figura 1) (Adaptado de Andreu &
Picd, 2004). A persisténcia do pesticida no solo € a taxa de tempo que um pesticida
leva para se decompor naturalmente em condi¢Bes ideais. Esta é muitas vezes
expressa como tempo de meia-vida e pode ser dividida em trés categorias que
incluem: ndo persistente (tempo de meia-vida inferior a trinta dias), moderadamente
persistente (tempo de meia-vida entre trinta a cem dias) e persistente (tempo de meia-

vida superior a cem dias) (Tharp, 2012).

Colheita das culturas

Absor¢doe
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“Biodegradacao -
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%

Figura 1- Destino dos residuos de pesticidas no solo (adaptado de Andreu & Picé, 2004).

Como referido no paragrafo anterior, os pesticidas podem ser degradados por
processos quimicos e microbiolégicos. A degradacdo quimica ocorre através de
reac6es como a fotdlise, hidrélise, oxidacao e reducao, ja a degradacdo microbiolégica

ocorre quando os microrganismos do solo consomem ou degradam os pesticidas.
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Estes microrganismos encontram-se maioritariamente distribuidos na camada
superficial do solo, onde a matéria organica atua como fonte de alimento (Andreu &
Pico, 2004).

Se os pesticidas sdo degradados durante um breve periodo de dias pelos
microrganismos do solo ou se estes sdo acumulados de forma constante de ano para
ano, depende muito do clima, do tipo de solo e das praticas agricolas utilizadas bem
como da comunidade microbiana presente (Andreu & Pic0, 2004).

As propriedades fisico-quimicas e a disponibilidade do pesticida utilizado, bem
como as propriedades do solo (textura, teor de argila, matéria organica e
permeabilidade) desempenham papéis fundamentais no processo de lixiviagdo destes
compostos ao longo do perfil do solo (Plakas & Karabelas, 2012; Marin-Benito et al.,
2013).

Em algumas investigagdes, reconheceu-se a perda de 1-2% dos pesticidas
aplicados através da contaminacdo difusa, pelo arrastamento das pulverizagbes, o
escoamento superficial, volatizacdo e lixiviacdo dos pesticidas. No entanto, a principal
via de contaminagdo deriva da contaminacdo pontual através das mas praticas
agricolas, no que diz respeito aos derramamentos acidentais, a lavagem e ao
enchimento de tanques de pulverizagdo contendo pesticidas (Vischetti et al. 2004,
Brown & Beinum, 2009; Grenni et al., 2012; Karanasios et al., 2013).

4.2. Métodos de tratamento para matrizes contaminadas

Existem varios métodos para o tratamento de matrizes contaminadas com
pesticidas, estes envolvem tanto abordagens fisico-quimicas como biolégicas. Embora
os tratamentos fisico-quimicos sejam eficazes, estes sdo caros, requerem um maior
consumo de energia e reagentes quimicos, e podem ser prejudiciais para 0 meio
ambiente, razbes pelas quais o0 uso de microrganismos capazes de degradar
compostos téxicos se tornou numa tecnologia atrativa (Mrozik & Piotrowska-Seget,
2010).

4.2.1. Biorremediacao

Segundo Shinde (2013), a biorremediacédo é definida como “o processo pelo
qual os residuos orgéanicos séo biologicamente degradados sob condi¢des controladas
a um estado inécuo, ou para niveis abaixo dos limites de concentracdo estabelecidos

pelas autoridades requladoras”’.
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Os pesticidas, sendo na sua maioria compostos organicos, podem ser
degradados por processos abidticos ou bidticos. A degradagéo abidtica deve-se as
reacOes quimicas ou fotoquimicas. Os processos quimicos podem ocorrer por hidrolise
(eventualmente catalisada por acidos, bases ou ides metélicos) ou reacdes redox. A
fotdlise, por outro lado, pode ser direta quando o pesticida absorve a luz e passa por
uma transformacdo, ou indireta quando outras espécies quimicas se tornam
eletronicamente excitadas (devido a absor¢cdo de fotbes) e reagem com o
contaminante. Os processos bibticos baseiam-se na degradagédo microbiana, uma vez
gue os microrganismos tém a capacidade de interagir tanto bioquimicamente com as
substancias levando a altera¢des estruturais ou a degradagcdo completa das moléculas
alvo. Entre as comunidades microbianas, as bactérias e os fungos séo os principais
transformadores e degradadores de pesticidas. Os fungos geralmente biotransformam
0s pesticidas e outros xenobiéticos através da introducdo de alteragbes estruturais
minimas na molécula, tornando-a menos toxica ou ndo toxica e langam o pesticida
biotransformado no solo onde se encontraré sujeito a uma posterior biodegradagéo por
parte das bactérias (Pinto et al., 2012).

Os processos biologicos apresentam diversas vantagens em relagdo aos
quimicos, dado que podem ser realizados in situ, ttm uma ampla aplicabilidade, sédo
processos de baixo custo, podendo reduzir a concentragdo e/ou anular a toxicidade de
contaminantes. Estes processos tém também de uma forma geral uma maior
aceitacdo por parte da comunidade, uma vez que Sao processos mais amigos do
ambiente, econdmicos e verséateis (Maduefio et al., 2011; Gongalves, 2013).

Assim sendo, a biorremediagdo pode ter inumeras aplicacdbes na

descontaminagéo de diferentes matrizes ambientais (Boopathy, 2000).

4.2.2. Biobeds

Como referido anteriormente (ver sec¢do 4.1.2.), a poluicdo que ocorre durante
0 manuseamento dos pesticidas foi apontada como aquela que contribui mais
significativamente para a contaminagéo dos recursos hidricos naturais. Assim sendo,
de modo a minimizar esta fonte de poluicdo pontual, tém sido propostas diversas
estratégias de atenuacdo, incluindo a implementagdo de sistemas de biopurificagdo
conhecidos como biobeds, o0s quais estdo a ser amplamente utilizados e
desenvolvidos com o objetivo de tratar efluentes agricolas resultantes do
manuseamento de pesticidas (Omirou et al., 2012; Karanasios et al., 2013).

Os biobeds sdo sistemas de biopurificacdo simples, desenvolvido

primeiramente na Suécia de modo a reduzir a poluicdo pontual causada pelos
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residuos obtidos através de atividades agricolas. Estes sistemas consistem
essencialmente numa mistura de materiais organicos e solo, chamada biomistura, da
gual a eficacia deste sistema ira depender em grande parte. A biomistura é geralmente
constituida por solo, materiais lignocelulésicos (como a palha) e substratos organicos
(como a turfa) humidificados em propor¢cdes volumétricas variaveis (p. e. 2:1:1,
respetivamente) (Tortella et al., 2012; Tortella et al., 2013). Tém sido utilizados varios
materiais lignocelulésicos, mas a palha é o mais popular. O seu papel na biomistura
passa por estimular o crescimento de fungos capazes de degradar lignina, que podem
contribuir para a degradacdo de diferentes pesticidas. Como substrato organico, o
mais utilizado é a turfa, que aumenta a capacidade de sorcdo deste sistema de
biopurificacdo e mantém a humidade. Por sua vez, o solo contribui com a capacidade
de sorgdo e com uma populagédo microbiana que degrada os pesticidas (Omirou et al.,
2012). Apesar desta ser a composicdo da biomistura mais utilizada, esta podera
depender da disponibilidade local dos materiais individuais, pelo que noutros trabalhos
tém sido utilizados diferentes substratos organicos, como ramos de videira (Vischetti et
al., 2007), cascas de citrinos, folhas de oliveira, talos de uva, algodao, entre outros
(Vischetti et al., 2004; Karanasios et al., 2010; Karanasios et al., 2013).

A biomistura pode em alguns sistemas (Figura 2) ser coberta com uma camada
de relva que serve para manter a temperatura dentro de certos limites, favorecendo a
atividade microbiana. Uma grade sobre a superficie permite a passagem de tratores
para a lavagem do equipamento utilizado nos tratamentos fitossanitarios. As aguas
residuais poluidas que sdo despejadas no biobed, irdo ser lixiviadas através da
biomistura, e descontaminadas devido ao processo de sorcdo e da acdo das
comunidades microbianas (que crescem e se selecionam) capazes de degradar e/ou

metabolizar os residuos dos pesticidas (Coppola et al., 2011).

Rampa de acesso

Vegetagao
.r.?--}.'-}-.'r.-}-'.'-' o '.ﬁ-.--.‘
3330 L 5RE LAt taties S
R CnRLRR .5*2:;::: 50 cm
2E2EP L AR S ried
10 cm
Colunas o
Camada de argila Biomistilia

Figura 2- Sistema tipico de um Biobed (adaptado de Vischetti et al., 2007).
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Assim sendo, a principal funcdo do biobed é reduzir as concentracfes de
pesticidas ambientais devido a forte sor¢cao do pesticida aos componentes organicos e
a rapida degradacéo pela populacao microbiologica ativa (Vischetti et al., 2004).

A eficiéncia deste sistema é elevada e ja demonstrou que pode diminuir a
descarga no ambiente de alguns residuos em mais de 90% (Fogg et al., 2003; Diez et
al., 2013). Apesar da obtencédo de elevadas taxas de degradacao, as vias metabolicas
gue ocorrem nos biobeds ndo sdo ainda totalmente conhecidas e continuam a ser
feitos estudos para melhor perceber e aumentar a eficiéncia deste tipo de sistemas.
Tendo em consideracdo que o objetivo principal do biobed é a depuracdo de aguas
residuais e aguas contendo pesticidas, e que o metabolismo geralmente leva a
formacdo de moléculas mais polares que sdo mais tendentes a sofrer o processo de
lixiviagdo no solo em relacdo aos compostos-mée, a completa mineralizacdo ou,
alternativamente, a acumulag&o de metabolitos ndo-tdxicos e/ou nédo relevantes para o
ambiente € um pré-requisito para a sua alta eficacia. Assim sendo, sd0 necessarios
dados complementares sobre o metabolismo dos pesticidas nas diferentes biomisturas
para estabelecer o potencial total de depuracdo destes sistemas de biopurificacdo

(Coppola et al., 2011; Karanasios et al., 2013).

4.2.3. Bioaugmentation

7

Bioaugmentation €& considerada uma abordagem promissora para a
descontaminacdo in situ do solo e tem sido empregue na remediacdo de solos
contaminados por diversos poluentes organicos. Este processo de biodegradacéo
envolve a adicao de uma cultura ou um consorcio de microrganismos indigenas ou
ex6genos a matriz contaminada, os quais irdo promover a degradacdo das moléculas
alvo. Este processo € aplicado quando as taxas de degradacao intrinsecas sao lentas,
devido a auséncia ou baixa populacdo microbiana indigena ou, por outro lado, quando
as populacdes microbianas ndo apresentam capacidades metabdlicas para a
biodegradacdo dos poluentes (Chirnside et al., 2007; Mrozik & Piotrowska-Seget,
2010; Maduefio et al., 2011; Chi et al., 2013; Goncalves, 2013).

Muitos estudos tém demonstrado que fatores ambientais bidticos e abidticos
influenciam a eficacia deste processo, pelo que poderd ser mais eficiente utilizar
microrganismos autoctones. Bioaugmentation autoctone é definida como a tecnologia
que utiliza microrganismos indigenas do local a ser descontaminado. Os
microrganismos séo isolados a partir da matriz contaminada, através de um processo

de selecdo e enriquecimento. A técnica da cultura de enriguecimento desenvolve uma
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cultura que tem um namero aumentado de um consorcio de microrganismos capazes
de degradar os compostos-alvo (Chirnside et al., 2007; Maduefio et al., 2011).

O processo de bioaugmentation pode ser influenciado por variados aspetos,
como por exemplo a forma como os organismos sao adicionados ao local, bem como
as condi¢cdes ambientais, caracteristicas do solo, entre outros. A aplicacdo bem-
sucedida desta técnica requer a sobrevivéncia e manutencdo da atividade biolégica
dos organismos apés a sua libertacdo no local a descontaminar, pelo que o seu
sucesso depende da utilizacao eficiente e fidvel de microrganismos com a capacidade
de degradar os poluentes-alvo e de sobreviverem na presenca de outros
microrganismos (Mancera-Lopez et al., 2008; Chi et al., 2013; Gongalves, 2013).

4.3. Fungos como auxiliares de biodegradacao

O processo de biorremediacdo utilizando fungos, apresenta inumeras
vantagens devido a sua facilidade de incorporagdo e adaptagdo na matriz do solo.
Além disso, os fungos tém a capacidade de crescer em ambientes com baixa
humidade, pH acido e baixas concentracdes de nutrientes (Mancera-Lopez et al.,
2008).

Para quebrar as estruturas aromaticas complexas dos xenobdticos, tém sido
preferencialmente utilizadas as culturas mistas de fungos e bactérias devido aos bons
resultados obtidos (Mancera-Lopez et al., 2008; Mrozik & Piotrowska-Seget, 2010). A
degradacédo dos poluentes € mais frequentemente atingida utilizando estes consorcios
ativos de microrganismos em vez de ser utilizada apenas uma Unica espécie.
Geralmente, a biodegradacao utilizando apenas um isolado fungico ou bacteriano néo
representa o comportamento real dos microrganismos na biorremediagcédo dos solos
contaminados, pois na natureza a biorremediacdo irda depender da cooperagcdo das
atividades metabdlicas das diferentes populagbes microbianas que se encontram no
local. Uma das vantagens importantes na utilizacdo de um consorcio microbiano € que
este possui inUmeras capacidades metabdlicas que aumentam a eficiéncia do
processo de biorremediagéo (Chen et al., 2006; Janbandhu & Fulekar, 2011).

Em muitos casos, as culturas mistas de fungos ou bactérias demonstraram
mais eficicia do que as estirpes individuais pelo facto de que os intermediarios de uma
via catabodlica de uma estirpe podem ser ainda mais degradados por outras estirpes
fungicas que possuam a via catabdlica adequada (Mrozik & Piotrowska-Seget, 2010).

Jacques et al. (2008) avaliou a capacidade de um consorcio microbiano
composto por Mycobacterium fortuitum, Bacillus cereus, Microbacterium sp., Gordonia

polyisoprenivorans, Microbacteriaceae bacterium e Fusarium oxysporum para
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degradar antraceno, fenantreno e pireno no solo. Os resultados obtidos mostraram
uma maior capacidade de degradacdo por parte da cultura mista de microrganismos
em comparagdo com as suas culturas individuais.

Na biorremediagdo, os microrganismos indigenas que sao selecionados a partir
dos solos contaminados s&o mais eficazes no metabolismo dos seus contaminantes
do que os organismos obtidos a partir de outros locais ndo contaminados (Wang et al.,
2013). Os resultados obtidos por Wand et al. (2013) e Li et al. (2009) na
biodegradacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, através de processos de
bioaugmentation demonstraram uma maior capacidade de biodegradacdo por parte de
microrganismos previamente adaptados aos poluentes em comparacdo com

microrganismos inadaptados.

4.4. Principais mecanismos de metabolizagdo de xenobidticos

Os pesticidas em solos continuam a ser 0s contaminantes ambientais mais
estudados, mas também ha cada vez mais interesse nos seus produtos de
degradacao (Andreu & Pic6, 2004).

Os regulamentos na Europa incluem cada vez mais os metabolitos dos
pesticidas, tanto na monitorizagdo como na avaliagdo dos riscos (European
Commission, 2003), uma vez que estes podem estar presentes em niveis mais
elevados no solo do que o préprio pesticida e ambos podem apresentar diferentes
comportamentos ambientais em termos de mobilidade no solo e resisténcia (Andreu &
Pic6, 2004; Farlin et al., 2013).

A maior parte dos pesticidas é transformada essencialmente por processos
biolégicos, através de enzimas presentes em plantas, microrganismos e animais. As
transformacgfes sofridas no pesticida geralmente resultam na degradacdo da sua
estrutura molecular original em formas mais simples, no entanto, a molécula resultante
podera persistir se as condicdes ambientais ndo forem as mais favoraveis para a
subsequente degradacdo, uma vez que as interagdes entre 0s xenobibticos, o solo e
0S microrganismos sdo complexas e variaveis. Geralmente, os metabolitos resultantes
apresentam uma menor toxicidade para a biota do que os compostos originais, mas
em alguns casos pode ndo se verificar esta diminuicdo de toxicidade, pelo que os
produtos de degradacdo poderéo ser mais nocivos, representando um maior risco para
0 meio ambiente. As diferengcas no comportamento ambiental dos metabolitos, em
comparagcdo com 0s compostos-mae, podem incluir um aumento da sua mobilidade no

solo. Assim sendo, uma analise conjunta das concentracdes determinadas no solo e

13



Biodegradacéo de pesticidas em solos e biomisturas.

nas aguas subterraneas pode fornecer dados para a construgcdo de modelos que
permitam determinar o destino dos pesticidas no ambiente (Andreu & Pico, 2004).

Dependendo do destino dos pesticidas no ar, agua, solo, ou sedimentos, estes
xenobidticos podem vir a tornar-se disponiveis aos microrganismos presentes nestes
diferentes compartimentos ambientais. Os fungos, bem como as bactérias (aerébias e
anaerobias), podem adaptar-se a presenca destes compostos e sobreviver através da
sua degradacdo, utilizando essas moléculas como fonte de energia e nutrientes
(Abourashed et al., 1999).

Varios trabalhos tém vindo a tentar explicar o porqué dos microrganismos
possuirem esta capacidade de degradacdo de xenobidticos. Uma das explicacbes
refere que a existéncia de inlmeros compostos organicos naturais no solo, e muitos
dos xenobidticos sdo analogos, levando a que 0s enzimas envolvidos neste
metabolismo possam ter baixa especificidade de substrato, podendo assim atacar
também os xenobibticos analogos (Silva et al., 2004).

Os microrganismos normalmente contém muita informacao genética localizada
no DNA cromossomal, extracromossomal ou nos plasmideos. O DNA cromossémico
codifica as sequéncias responsaveis pela manutengéo e pelo crescimento normal da
célula, por outro lado, o DNA extracromossomal e o0s plasmideos normalmente
codificam as sequéncias para a resisténcia a metais, antibiéticos e os processos de
degradacao e conjugacao de xenobidticos (Silva et al., 2004).

Os microrganismos do solo apresentam uma funcdo importante na atenuacéo
dos efeitos ambientais dos pesticidas, uma vez que se podem adaptar a presenca
destes e sobreviver por meio da sua degradacdo, utilizando estas moléculas como
fonte nutricional e de energia. Este processo, de onde deriva algum beneficio
nutricional através da transformacao dos pesticidas, em que a molécula é utilizada
como fonte de carbono e energia (ou outro nutriente) € chamado de metabolismo
primario. Deste metabolismo, geralmente resulta a completa mineralizacdo do
composto, onde ocorre a sua conversao para didoxido de carbono, agua e ides
inorganicos (Boopathy, 2000). No entanto, varios microrganismos sao capazes de
transformar parcialmente estes compostos quimicos em produtos que ndo produzem
energia para o seu crescimento, transformando este substrato na presenca obrigatoria
de outro que ira fazer esse suporte do crescimento. Neste caso, este processo
denomina-se de co-metabolismo, de onde resultam produtos que n&do apresentam
funcdo metabdlica (ndo sofrem acdo de outras enzimas de microrganismos co-
metabolizantes), podendo levar a sua acumulagéo (Rem & Reed, 2004).

Entre as vérias rea¢gfes que um xenobidtico pode sofrer, a mineralizagcéo € a

mais desejavel, uma vez que ha a producado de carbono e energia para o crescimento
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microbiano, prevenindo a acumulacdo de intermediarios potencialmente perigosos
para o ambiente (Silva et al., 2004).

Os fungos e as bactérias sdo microrganismos notaveis que produzem uma
ampla gama de produtos naturais, muitas vezes denominados metabolitos
secundarios. Em muitos casos, a vantagem que estes compostos conferem ao
organismo é desconhecida, mas é légico supor que todos desempenham algum papel
vital para o bem-estar do microrganismo. Existe, no entanto, um grande interesse
nestes compostos, na medida em que muitos destes tém importancia médica,
industrial e/ou agricola. No entanto, alguns destes produtos podem ser prejudiciais (p.
e. as micotoxinas), enquanto outros podem ser benéficos para a humanidade (p. e. 0s
antibioticos) (Calvo et al., 2002).

No caso dos fungos, como organismos eucariotas que sao, estes possuem
sistemas enzimaticos de metabolizacdo similares aos presentes nos mamiferos, pelo
que se espera que o metabolismo de xenobibticos nos dois sistemas seja semelhante,
se nao idéntico (Abourashed et al., 1999).

Tanto nos fungos como nos mamiferos, o processo do metabolismo dos
xenobidticos inclui duas fases sequenciais conhecidas como Fase | e Fase Il (Figura
3) (Costa et al., 2004, Silva et al., 2004).

Citocromo P450 Substancias endogenas
Bioconversao Conjugacao
Lipofilico  Fasell Hnerona Fase Il Conjugado
Hidrofilico

Excrecdo
Figura 3- Reacbes de Fase | e Fase Il do metabolismo de xenobiéticos por fungos (adaptado
de Costa et al., 2004).

As principais reagbes da Fase | consistem em reagbes de oxidagdo
(desalquilagéo, desaminacao, hidroxilacéo e formacéo de sulféxidos), reducao (adicao
de hidrogénio e nitro-reducdo) e hidrélise, denominadas reacdes de funcionalizacéo
devido a introducédo de grupos funcionais na molécula que esté a ser biotransformada
(p.e. -COOH, -OH, -NH,). Estas rea¢bfes sao catalisadas pelo citocromo P450
monoxigenases, flavinas e monoaminoxidases. Normalmente, destas reacbes
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resultam moléculas mais hidrofilicas (metabolitos funcionalizados), que podem ser
bioinativadas ou apresentarem-se menos ou mais reativas que o composto original.
Ocasionalmente, poderdo ocorrer as reagbes da Fase I, que consistem em reacdes
de conjugacdo entre o grupo polar do xenobiético bioconvertido com substancias
enddgenas (metabolitos conjugados). Geralmente, estas reagfes irdo aumentar a
solubilidade em agua do metabolito conjugado, que ir4 favorecer a sua eliminacao das
células. Muitos dos xenobidticos sofrem reacdes de ambas as fases de forma
sequencial (Fase | seguida da Fase Il), enquanto outros podem sofrer reacdes apenas
de uma fase (Costa et al., 2004, Silva et al., 2004).

O sistema enzimético mais importante que participa nas reacdes de Fase | é o
sistema Citocromo P450, localizado nas membranas do reticulo endoplasmético ou na
fracdo microssomal. Nas reacfes de Fase Il encontram-se envolvidas enzimas
solubilizadas no citosol (Rocha, 2004).

No caso das bactérias, a transformagdo dos xenobidticos pode ocorrer em
condicbes aerdbias ou anaérobias, sendo a primeira onde ocorre a degradagdo mais
rapida e completa dos poluentes. As carateristicas essenciais dos microrganismos
aerdbios na degradacao de poluentes organicos sédo apresentadas na figura 4 (Rem &
Reed, 2008; Sinha et al., 2009).
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Figura 4- Principios fundamentais na degradacao aerdbia de hidrocarbonetos por bactérias:

processos associados ao crescimento (adaptado de Rem & Reed, 2008).
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O ataque inicial intracelular de poluentes organicos é um processo oxidativo,
em que a ativacao e incorporacdo de oxigénio na molécula de xenobibtico é a reacéo
enzimatica chave da biodegradacao, catalisada por oxigenases e peroxidases. As vias
de degradacao periféricas, por sua vez irdo converter passo a passo 0s poluentes
organicos em intermediarios do metabolismo intermediario central como o ciclo de
Krebs. Por fim ocorre a biossintese da biomassa celular a partir dos precursores
metabdlitos centrais, por exemplo, acetil-CoA, succinato, piruvato. Os acUcares
necessarios para varias biossinteses e para o crescimento devem ser sintetizados por
gluconeogénese (Rem & Reed, 2008, Sinha et al., 2009).

4.5. Microrganismos em estudo

4.5.1. Fusarium spp.

Fusarium  oxysporum (Figura 5) €é uma espécie de fungos
necrotréficos/sapréfitas filamentosos que habitam em varios tipos de solo e plantas por
todo o mundo. Este fungo tem a capacidade de crescer e persistir por longos periodos
de tempo nas plantas afetadas ou sobreviver na matéria orgéanica do solo, no caso de
haver auséncia de um hospedeiro adequado. Os isolados patogénicos deste fungo
podem causar problemas graves e perdas de rendimento numa grande variedade de
plantas, incluindo espécies de culturas com importancia econémica (Fang & Barbetti,
2014).

Figura 5— Isolado flingico do fungo Fusarium oxysporum (adaptado de Fang & Barbetti, 2014).

O processo de infecdo pelo fungo patogénico de F. oxysporum ocorre por
vérias etapas: reconhecimento, fixagdo e colonizacdo da raiz, penetragdo e

colonizacdo do cortex da raiz, e proliferacdo de hifas no interior do vaso do xilema.
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Atingindo os vasos do xilema, o fungo irda espalhar-se dentro da planta através da
proliferacdo das hifas (Dong et al., 2012). A utilizacdo de culturas resistentes, rotacéao
das culturas com plantas ndo contaminadas e a descontaminagédo do solo com um
fungicida quimico sdo os métodos usualmente utilizados para controlar os isolados
fungicos patogénicos do género Fusarium (Martins, 2005).

Os fungos néo-patogénicos desta espécie podem ocorrer naturalmente nas
plantas como enddfitos, melhorando a fisiologia da planta, através do refor¢co do seu
crescimento radicular, aumento da tolerdncia a seca e inducdo de resisténcia
sistémica. Existem varios isolados fungicos ndo-patogénicos deste fungo que inibem a
sua forma patogénica. Esse efeito antagonico deve-se a capacidade saproéfita deste
fungo e a rapida colonizacdo das raizes das plantas hospedeiras, ocupando os sitios
de infecdo (Conci, 2009; Waweru et al., 2014).

Para além dos fungos Fusarium spp. apresentarem capacidades de
degradagédo de Oleos, como o petroleo (Balba et al., 1998), estes também tém a
capacidade de degradar fendis (Cai et al., 2007), corantes (Li et al., 2011), lignina e

hidratos de carbono complexos associados ao solo ( Zhang et al., 2013).

45.2. Trichodermaviride

Trichoderma viride (Figura 6) € uma espécie de fungos sapréfitas naturalmente
distribuidos no solo e em materiais celulésicos, que sdo conhecidos pela sua producdo
de enzimas celulases, quitinoliticas e hemicelulases (Neethu et al., 2012; Wagner et
al., 2013). Dependendo das espécies do género Trichoderma, estas podem promover
o crescimento das plantas, e ser eficazes como agentes de controlo biolégico na
agricultura, na medida em que tém uma acdo antagonista para com microrganismos
fitopatogénicos (p. e. Fusarium sp. e Rhizoctonia sp.) (Verma et al., 2007a). Estes
agentes de controlo biolégico sdo reconhecidos como um método eficaz, amigo do
ambiente e barato, anulando os efeitos prejudiciais dos produtos quimicos. Estes
fungos parecem inibir o crescimento dos microrganismos patogénicos através de
Varios mecanismos, tais como a competicdo por nutrientes, antibiose e produgédo de
enzimas que degradam a parede celular fangica (Zhihui et al., 2008; Mishra et al.,
2011; Khandelwal et al., 2012; Nawrocka & Malolepsza, 2013; Mishra et al., 2014).
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Figura 6- Isolado fangico do fungo Trichoderma viride (adaptado de Mishra et al., 2011).

Para além de todas estas caracteristicas, algumas espécies também sdo muito
Uteis para a indastria e tém um grande potencial de biorremediacdo (Mishra et al.,
2011; Mishra et al., 2014).

Existem inUmeras evidéncias de que varios fungos do género Trichoderma
contribuem para a degradacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Assim, a
aplicacao deste género de fungos na biorremediacdo de solos contaminados com
pesticidas, tem sido encarada como uma abordagem sustentavel. A revisdo da
literatura atual sugere que as hidrolases, lacases, peroxidases, e outros enzimas
litcos produzidos em abundancia pelo Trichoderma spp. sao fatores que
provavelmente auxiliam na degradacdo dos compostos contaminantes (Verma et al.,
2007b).

4.5.3. Aspergillus spp.

As espécies de fungos do género Aspergillus sdo fungos filamentosos com
uma distribuicdo mundial, normalmente encontrados no solo, ar, em plantas e em
matéria organica em decomposicdo. Nas casas, estes fungos podem ser
frequentemente encontrados nos alimentos e no pé. Os fungos do género Aspergillus
sdo patogénicos oportunistas, sobretudo em pacientes imunocomprometidos (Aktas &
Yigit, 2009; Nourmoradi et al.,, 2012). S&o oficialmente reconhecidas duzentas
espécies de Aspergillus, mas apenas um numero relativamente pequeno de estirpes
podem causar doengas em humanos (Kumar & Kannabiran, 2010). Espécies como
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus (Figura 7) e Aspergillus niger surgiram como
importantes patogénicos oportunistas em humanos, podendo causar varias doencas

devido a producdo de micotoxinas (Nourmoradi et al., 2012; Xu et al., 2013).
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Figura 7- Isolado fungico do fungo Aspergillus fumigatus (adaptado de Metta et al., 2010).

Aspergillus também é um dos géneros de fungos com capacidades para
degradar 6leos (Balba et al., 1998), bem como inseticidas organofosforados como o
ometoato (Chun et al., 2004). Mukherjee et al. (2010) realizaram um estudo com o
fungo Aspergillus niger para testar a sua tolerdncia ao arsénio (metaldide téxico
amplamente distribuido). Os seus resultados demonstraram a elevada tolerancia deste
fungo para este contaminante, tornando a utilizagcdo deste microrganismo como um
modelo adequado para a descontaminagéo de arsénio em areas de alto risco.

Tavares dos Passos et al. (2009) também avaliaram a capacidade de
biodegradacédo do fenol pelo fungo Aspergillus sp.. Os seus resultados demonstraram
a alta tolerancia do fungo ao fenol, podendo biodegrada-lo efetivamente.

Bhalerao e Puranik, (2007), também verificaram a capacidade de
biorremediacdo do endossulfao (inseticida organoclorado de largo espectro utilizado
em todo o mundo) pelo fungo A. niger. Os resultados obtidos revelaram a capacidade
deste fungo para degradar o endossulfao, podendo vir a ser utilizado na

biorremediacdo de solos e 4guas contaminadas por este inseticida.

45.4. Lecanicillium saksenae

As espécies de fungos do género Lecanicilium sao principalmente
entomopatogénicos. Os fungos entomopatogénicos atuam através da invasao da
superficie dos insetos pelo contato e consequentemente pela sua penetracdo. O
hospedeiro acabara por morrer devido a falta de nutrientes solliveis na hemolinfa e a

libertacédo de toxinas pelos fungos (Park & Kim, 2010).
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Pinto et al. (2012) investigaram a capacidade de degradacdo dos pesticidas
terbutilazina, difenoconazol e pendimetalina pelo fungo Lecanicillium saksenae (Figura
8) em culturas liquidas. Nos resultados obtidos, verificou-se a eficiente remocao dos
xenobidticos a partir do meio de cultura liquido, permitindo obter taxas de remocéo de

99,5% para o herbicida pendimetalina.

Figura 8- Isolado fungico do fungo Lecanicillium saksenae (Universidade de Evora, 2014).

455, BacleBac?

As bactérias utilizadas neste trabalho foram selecionadas com base em
ensaios prévios realizados, nos quais demonstraram grande potencial para a
biodegradacdo dos pesticidas estudados. Por motivos de inovacdo nos resultados
obtidos e nédo publicados, ndo poderd ser alvo deste trabalho a descricdo
pormenorizada dos microrganismos utilizados e a designacao utilizada a partir daqui
serd: Bac 1 e Bac 2.

4.6. Pesticidas em estudo e principais vias de metabolizagdo

4.6.1. Terbutilazina

Os herbicidas da familia s-triazinas estao entre os herbicidas mais utilizados na
agricultura. Esta classe foi desenvolvida em 1950 para o controlo de plantas
infestantes, através da inibicdo da fotossintese, de diversas culturas, como o milho e
cana-de-acucar. Estes herbicidas s&o suspeitos de poder causar problemas graves na
saude humana como doencas cancerigenas, malformag8es congénitas e alteracdo

das funcdes hormonais, pelo que o seu uso é proibido em alguns paises (Gongalves,
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2013; Lozowicka et al., 2014). Fazem parte desta familia os herbicidas, atrazina,
terbutilazina, simazina, propazina, entre outros (Gongalves, 2013).

Terbutilazina (N*-terbutile-6-cloro-N*-etile-1,3,5-triazina-2,4-diamina) (Figura 9),
do grupo das triazinas, € um herbicida ndo-seletivo de largo espectro que atua como
inibidor da fotossintese. Este herbicida é utilizado no controlo da maioria das plantas
infestantes em terrenos agricolas e ndao-agricolas, tendo sido desenvolvido pela
empresa CIBA-GEIGY e introduzido no mercado com o nome de Gardporin em 1980
na Malasia (Gongalves, 2013).

cl
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Figura 9- Estrutura molecular do herbicida terbutilazina (adaptado de Mercadante et al., 2012).

Em alguns paises, a atrazina tem sido gradualmente substituida pela
terbutilazina, pois esta ultima apresenta uma menor capacidade de contaminacéo dos
recursos aquaticos, uma vez que o seu coeficiente de adsorgdo ao solo é superior ao
da atrazina (231 LKg™ e 100 LKg™, respetivamente). A terbutilazina é assim mais
facilmente adsorvida as particulas do solo, apresentando por iSso uma menor
lixiviagcdo e consequentemente um menor impacto na poluicdo das aguas subterraneas
(During & Hummel, 1999; Caracciolo et al., 2001). No entanto, a terbutilazina tem sido
frequentemente detetada em concentragcbes mais elevadas que as legalmente
permitidas nos recursos aquaticos, assim como 0s seus metabolitos, pois o facto do
coeficiente de adsorcdo ndo permitir tdo facilmente a sua lixiviagdo no solo ndo é
suficiente para impedir uma potencial agdo nefasta da terbutilazina nos ecossistemas
aquaticos e terrestres (Grenni et al., 2012; Laini et al., 2012; Goncalves, 2013).

Quanto a sua metabolizacdo, a principal via metabdlica no solo (Figura 10)
inclui a desalquilacdo mediada biologicamente que conduz a producdo de desetil-
terbutilazina (DET), considerado o metabolito principal da terbutilazina no solo, e a
descloragdo abidtica ou bidtica para a formacdo de 2-hidroxi-terbutilazina (2-OH-

TERB). Os produtos desalquilados (p. e. DET) s&o geralmente mais persistentes e
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sollveis na agua, representando assim um maior risco de contaminacdo das aguas

subterraneas (Fait et al., 2010; Grenni et al., 2012; Karanasios et al., 2013).
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Figura 10- Principais vias de metabolizacdo da terbutilazina no solo. TERB= Terbutilazina;
DIA= Deisopropilatrazina; DET= Desetilterbutilazina; 2-OH-TERB= 2-hidroxi-terbutilazina; 2-Cl-
4-OH-TERB= 2-cloro-4-hidroxi-terbutilazina; 2-OH-DET= 2-hidroxi-desetilterbutilazina; 2,4-
DIHIDROXI-TERB= 2,4-dihidroxi-terbutilazina (adaptado de Bottoni et al., 2013).
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O tempo de meia-vida deste herbicida (tempo que demora a reduzir a sua
concentragdo a metade) encontra-se entre 0s cinco e cento e dezasseis dias,
dependendo das carateristicas do solo e da temperatura (Cabrera et al., 2009). A
degradacdo da terbutilazina no solo depende de processos abibticos, mas
principalmente de processos bioticos, que sdo responsaveis pela sua degradacao
completa. Tem sido demonstrado que a biodegradagcéo e mineralizagdo de s-triazinas
sdo levadas a cabo por estirpes bacterianas e fangicas isoladas partir de locais
contaminados (Grenni et al., 2012; Pinto et al., 2012).

4.6.2. Difenoconazol

Os fungicidas triazéis sdo uma das principais classes de pesticidas
amplamente utilizados numa grande variedade de culturas de frutos, legumes e
cereais. As suas caracteristicas de elevada estabilidade quimica e fotoquimica, baixa
biodegradabilidade e facil transporte no ambiente, torna esta classe de pesticidas
muito persistente no solo e na adgua (Mu et al., 2013).

Difenoconazol (1-[2-[4-(4-clorofenoxi)-2-clorofenil]-4-metil-1,3-dioxolan-2-
yimetil]-1H-1,2,4-triazol) (Figura 11), € um dos pesticidas desenvolvidos pela Syngenta
Corporation na Suica, que pertence ao grupo dos triazéis. Trata-se de um fungicida de
largo espectro que possui uma boa capacidade de interferir com o crescimento
miceliar e inibir a germinacdo de esporos de fungos patogénicos, levando a
modificacbes morfoldgicas e funcionais das membranas celulares que irdo impedir o
crescimento dos fungos (Wang et al., 2012; EFSA, 2013a; Mu et al., 2013; Du et al.,
2014b).

Uma vez que este fungicida € amplamente utilizado no controlo de doengas
fungicas em frutos, vegetais, cereais e outras culturas, existe uma grande
probabilidade de haver contato deste pesticida com o meio ambiente, levando a
contaminacdo das aguas subterraneas e de superficie (Dong et al., 2013; Mu et al.,
2013).
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Figura 11- Estrutura molecular do difenoconazol (adaptado de Du et al., 2014b).
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Comparando este fungicida com outros pertencentes ao mesmo grupo, O
difenoconazol possui uma elevada toxicidade para uma ampla gama de organismos
aquaticos (Dong et al., 2013).

A degradacdo do pesticida difenoconazol é lenta, e a degradagdo bidtica
através da atividade microbiana € a principal via de degradacdo (Figura 12). Assim
como os seus residuos, é considerado relativamente persistente no solo, devido a sua
elevada afinidade para se ligar com a matéria organica (Thom et al., 1997; Dong et al.,
2013; FAO, 2014). As taxas de metabolismo ou de degradacéo deste pesticida podem
ser influenciadas pela natureza e humidade do solo, bem como pela temperatura. O
seu tempo de meia-vida € de aproximadamente cento e oitenta e um dias (FAO,
2014).

Os metabolitos CGA 205375 (produto de hidroxilagédo) e 1,2,4-triazol (produto
de desalquilagéo) foram identificados como os principais metabolitos no solo (FAO,
2014).
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Figura 12- Via de metabolizacdo proposta para o metabolismo aerébio do difenoconazol no
solo. Nome IUPAC dos metabolitos CGA 205375= 1-[2-cloro-4-(4-cloro-fenoxi)-fenil]-2-(1,2,4-
triazol)-1-il-etanol CGA 205374= 1-(2-cloro-4-(4-cloro-fenoxi)-fenil)-2-(1,2,4-triazol)-1-il-etanona
(adaptado de FAO, 2014).

4.6.3. Diflufenicao

Diflufenic&o (N-(2,4-diflurofenil)-2-[3-(trifluorometil)fenoxi]-3-
piridinecarboxamida) (Figura 13) é um herbicida de pré- e pés-emergéncia com acao
sistémica, que pertence ao grupo das carboxamidas e € utilizado no controlo das ervas

daninhas. Este herbicida atua como um inibidor especifico da fitoeno desidrogenase
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(enzima chave na biossintese de carotenoides), prevenindo assim a fotossintese que

levara & morte da planta (EFSA, 2013Db).

NH QN

CF,

Figura 13- Estrutura molecular do herbicida diflufenicdo (adaptado de EFSA, 2013b).

Estudos realizados em laboratério e em campo indicaram que este herbicida
nao é facilmente lixiviado no solo devido a sua baixa solubilidade em agua e a sua
persisténcia ird depender de caracteristicas fisicas e quimicas do solo bem como de
fatores bioticos. No entanto, Accinelli et al. (2003) reportou a presenca deste em aguas
subterraneas. O seu tempo de meia vida varia entre 0s cento e cinco e os duzentos e
dez dias (Tejada, 2009).

De acordo com os estudos de degradacgéo realizados em solo, o metabolito
mais relevante deste herbicida é o AE 0542291 (Figura 14) (EFSA, 2013b).

NH,

A/

CF,

Figura 14- Estrutura molecular do metabolito AE 0542291 (nome IUPAC= 2-[3-
(trifluorometil)fenoxi]piridina-3-carboxamida) (adaptado de EFSA, 2013b).
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4.6.4. Pendimetalina

Os herbicidas da familia dinitroanilinas sdo amplamente utilizados no controlo
das ervas daninhas nas culturas de cereais, pomares, e legumes como ervilhas,
couves, entre outros. Fazem parte desta familia os herbicidas trifluralin, benfluralina e
pendimetalina (Shehzad et al., 2012).

Pendimetalina (N-(1-etilpropil)-3,4-dimetil-2,6-dinitrobenzenamina) (Figura 15) é
um herbicida de pré-emergéncia que atua inibindo a divisdo celular, alongamento das
células e por fim o crescimento das plantas (Undeger et al., 2010; EFSA, 2011;
Rodriguez-Liébana et al., 2014). Para além do seu uso na agricultura, este herbicida
também é utilizado em relvados residenciais e plantas ornamentais. O seu uso comum
em véarias formulagbes, aumenta as probabilidades da sua detecdo, como

contaminante no solo, ar, aguas subterraneas e de superficie (Undeger et al., 2010).
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Figura 15- Estrutura molecular do herbicida pendimetalina (adaptado de Sarma et al., 2006).

Apbs a aplicacdo deste herbicida no solo, este pode ser dissipado através da
evaporacao, lixiviacdo e escoamento superficial. Os herbicidas que sdo sollveis em
agua, como € o caso das dinitroanilinas, geralmente apresentam baixa capacidade de
adsorcdo, o que os torna mais moéveis no ambiente, pelo que tanto em aguas
subterrdneas como em aguas de superficie, a presenca de pendimetalina ja foi
detetada (Undeger et al., 2010; Shehzad et al., 2012; Rodriguez-Liébana et al., 2014).

O herbicida pendimetalina é considerado moderadamente persistente e
apresenta um tempo de meia-vida de aproximadamente noventa dias (Mohan et al.,
2007). Existem ainda poucos estudos acerca da degradacdo deste herbicida pelos
microrganismos do solo. No entanto, Ramakrishna et al. (2008) identificaram os
metabolitos N-(1-etilpropil)-3'4-dicarboxi 2’6-dinitro benzenamina (M1), N-(1-etil-1-
propil)-3,4dicarboxi-2’'6-dinitrobenzenamina-N-oxido (M2), N-(1-etilpropil)-3,4dimetoxi-

2,6-dinitrobenzenamina (M3) e benzimadazol-7-carboxialdeido (M4) como metabolitos
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do pesticida pendimetalina pela acdo dos microrganismos nativos de uma amostra de
solo recolhida no jardim do Instituto Indiano de Tecnologia Quimica (Figura 16).
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Figura 16- Via de degradacgdo proposta para o pesticida pendimetalina por microrganismos do
solo. M1= N-(1-etilpropil)-3’4-dicarboxi 2’6-dinitro benzenamina, M2= N-(1-etil-1-propil)-
3,4dicarboxi-2’6-dinitrobenzenamina-N-6xido, M3= N-(1-etilpropil)-3,4dimetoxi-2,6-
dinitrobenzenamina e M4= benzimadazol-7-carboxialdeido (adaptado de Ramakrishna et al.
2008).

A formacdo dos metabolitos N-(1-etilpropil)-3’4-dicarboxi  2’6-dinitro
benzenamina e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’6-dinitrobenzenamina-N-oxido deve-
se a hidrolise dos grupos metilicos ligados ao anel de benzeno. Por outro lado, a
oxidagdo dos grupos amina levou a formacdo do metabolito N-(1-etilpropil)-
3,4dimetoxi-2,6-dinitrobenzenamina e a hidroxilagdo dos grupos propilo deu origem ao

produto de degradagéo benzimadazol-7-carboxialdeido (Ramakrishna et al.,2008).
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4.7. Métodos analiticos utilizados

Nesta secdo irdo ser descritos, de uma forma breve, os principais métodos

analiticos utilizados na realizagéo deste trabalho.

4.7.1. Extracdo Acelerada por Solventes (ASE)

Uma das técnicas utilizadas foi o ASE (do inglés “Accelerated Solvent
Extraction”). Até agora, o termo mais utilizado para esta técnica é Extracdo Acelerada
por Solventes, as alternativas sdo Extracdo Liquida Pressurizada e Extracdo com
Fluido Pressurizado. Esta técnica de extracdo e de preparacdo de amostras é
totalmente automatizada e confiavel, apresentando varias vantagens sobre as técnicas
de extracdo tradicionais. Os beneficios do alto rendimento, automatizagédo, baixo
consumo de solventes e rapida preparacdo das amostras tornam esta técnica
vantajosa, podendo ser especialmente Util para realizar analises de rotina na industria
alimentar e farmacéutica (Sun et al., 2012; Du et al., 2014a; Jentzer et al., 2014).

Com esta técnica, uma amostra sélida ou semi-sélida € comprimida numa
célula de extracdo e os analitos sédo extraidos a partir da matriz utilizando um solvente
(ou uma mistura de solventes) a uma temperatura e pressao especificas (Andreu &
Pico, 2004).

As temperaturas e pressdes elevadas utilizadas (40-200°C e 1000-2500 psi,
respetivamente) permitem ser alcancada a extracdo quantitativa das amostras num
curto espaco de tempo com uma pequena quantidade de solvente. O aumento da
temperatura aumenta a solubilidade e as taxas de difusdo, enquanto a viscosidade e a
tensdo superficial dos solventes irdo diminuir. A utilizacdo de pressbes elevadas
permite que a célula de extracdo possa ser preenchida mais rapidamente com o
solvente, e que este possa ser forcado a entrar dentro dos poros da amostra,
aumentando a eficiéncia da extracdo. Outra vantagem da utilizacdo de pressdes
elevadas é que o solvente ira manter-se sempre no estado liquido mesmo quando séo
utilizadas temperaturas iguais ou superiores ao seu ponto de ebulicdo (Wang et al.,
2007; Sun et al., 2012; Jentzer et al., 2014).

A &gua, a temperaturas moderadamente elevadas, demonstrou ser um
solvente eficaz na extracdo seletiva de alguns herbicidas (como por exemplo as
triazinas). Uma restricdo da extracdo utilizando agua quente é que esta ndo consegue
recuperar os compostos hidrofébicos, facilmente hidrolisaveis ou termolabeis (Andreu
& Picd, 2004).
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Esta técnica de extracdo que tem sido aplicada com éxito na extracdo de
residuos de pesticidas, a partir de varias matrizes (Schéafer et al., 2008). Beizhen et al.
(2008) utilizaram o ASE para extrair trinta e trés residuos de pesticidas (incluindo
pesticidas organofosforados e organoclorados) de amostras de cha. Os resultados
obtidos indicaram que este método de extracao foi capaz de extrair os residuos de
forma rapida e eficaz, mostrando que o método tem uma boa eficiéncia de extracao.
Conte et al. (1997) também conseguiram extrair eficazmente o pesticida diflufenicao a
partir de uma amostra de solo contaminada, salientando as melhores condi¢des de
extracao.

4.7.2. Cromatografia Liquida de Elevada Eficiéncia (HPLC)

Os métodos cromatograficos sdo os mais usados pelos laboratérios de analise
gquimica para determinar pesticidas nas mais variadas matrizes, incluindo amostras de
agua (Aschi et al., 2007; Teixeira, 2010). A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC do inglés “High Performance Liquid Chromatography”) € uma das opg¢bes para
este tipo de analise, geralmente utilizada para compostos nao volateis e termicamente
instaveis (Silva et al., 2009; Ma et al., 2014).

Trata-se de um método analitico que permite separar uma amostra nos seus
componentes individuais e quantifica-los, sendo Util na andlise de amostras complexas
(Leitdo, 2010). A separacdo é um fator importante que dependente do grau de
interacdo entre os componentes do soluto e a fase estacionaria. As vantagens da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia incluem ndo s6 uma grande melhoria na
separacdo dos compostos, mas também um aumento da velocidade com que a
separacao é feita. Devido a possibilidade de poderem ser utilizados diferentes modos
de separacdo e de detecdo, esta técnica tem uma maior versatilidade do que outros
sistemas cromatograficos (Teixeira, 2006).

Um sistema de HPLC inclui uma bomba, o injetor, a coluna, o detetor e um
computador. Existem varios tipos de detetores, nomeadamente: UV-Vis, diode-array,
indice de refracdo, fluorescéncia, eletroquimicos e espectrometro de massa. No
entanto, os mais utilizados para determinar os pesticidas por cromatografia liquida séo

0 UV-Vis, diode-array e espectrémetro de massa (Silva et al., 2009).
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4.7.3. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-
MS)

Para haver uma elucidagéo estrutural mais completa € necessério, na maioria
dos casos, recorrer a outras técnicas como a espectrometria de massa (MS do inglés
“Mass Spectrometry”).

MS é uma técnica que permite identificar e quantificar compostos presentes
numa amostra complexa. Atualmente, a cromatografia liquida de alta eficiéncia ou a
Cromatografia Gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massa parecem ser as
técnicas de primeira escolha para a andlise de residuos de pesticidas varias matrizes
(Watanabe et al., 2014). Combinar a capacidade de separagdo da cromatografia
liquida (que permite a introdugdo de compostos “puros” no espectréometro de massa)
com a capacidade de identificacdo da espectrometria de massa € um método muito
vantajoso, principalmente devido aos compostos com tempos de retencdo iguais ou
semelhantes que normalmente tém espectros de massa muito diferentes, podendo
assim ser diferenciados. A combinacdo destas duas técnicas ira permitir uma
identificacdo mais definitiva e a determinagdo quantitativa de compostos, que nédo se
encontram completamente resolvidos cromatograficamente. A vantagem principal
desta técnica € a quantidade minima de composto necessario para a analise (Teixeira,
2006).

A identificacdo de compostos € realizada com base na detecdo do ido
molecular e correspondentes fragmentos. Numa fase inicial do processo é necessario
ionizar 0s compostos presentes na amostra (Teixeira, 2006). Esta operacdo é
realizada numa fonte de ionizagdo, que pode ser de diferentes tipos. Atualmente
muitos dos equipamentos de HPLC-MS utilizam fontes que operam a pressao
atmosférica, como a fonte de ESI (lonizagéo por Electrospray do inglés “Electrospray
lonization”) e APCI (lonizagdo Quimica a Pressao Atmosférica do inglés “ Atmospheric
Pressure Chemical lonization”) (Xu & Armstrong, 2013).

Apesar de ndo existir uma divisdo evidente, a ionizacdo por ESI € mais
utilizada para compostos ionicos ou polares, e a ionizacdo por APCI para compostos
ndo iénicos e menos polares. Em ambos os tipos de ionizagdo os espetros de massa
podem ser obtidos em modo positivo e negativo (Teixera, 2006).

Existem varios analisadores de massa, como 0s analisadores de sector
magnético, do tipo quadrupolo e a armadilha de i6es (do inglés “ion trap”). O
analisador ir4 separar os ides de acordo com a sua razdo massa/carga (m/z). Dado
qgue a grande maioria desses ides sdo monocarregados, a razdo m/z é geralmente

igual @ massa do ido (Teixera, 2006; Leitdo, 2010;).

31



Biodegradacéo de pesticidas em solos e biomisturas.

No que diz respeito ao processamento dos resultados, este pode ser realizado
em véarios modos, sendo o cromatograma de corrente ionica total (TIC do inglés “Total
lon Current”’), a monitorizagdo do ido selecionado (SIM do inglés “Single Ion
Monitoring”) e a monitorizagdo da reagdo selecionada (SRM do inglés “Selected
Reaction Monitoring”) os mais comuns (Teixeira, 2006).

O cromatograma TIC representa graficamente a corrente ionica total em funcao
do tempo e, portanto, sdo detetados compostos de todos os valores de m/z dentro de

uma determinada gama (Teixeira, 2006).
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5. Material e Métodos

5.1.

Fitofarmacos utilizados

As caracteristicas

(terbutilazina,  difenoconazol,

diflufenicao

apresentadas na seguinte tabela (Tabela 1):

Tabela 1 -

diflufenicao e pendimetalina.

e pendimetalina),

fisico-quimicas dos quatro pesticidas em estudo

encontram-se

Principais caracteristicas fisico-quimicas da terbutilazina, difenoconazol,

Nome Comercial Aspect®  Score250EC® Zarpa® Stomp33E®
Fabricante Bayer Syngenta Bayer BASF
Substancia Ativa Terbutilazina  Difenoconazol Diflufenicio = Pendimetalina
[Substancia ativa] g L™ 333 250 40 330
Aplicacéo Herbicida Fungicida Herbicida Herbicida
N° de registo CAS 5915-41-3 119446-68-3 83164-33-4 40487-42-1
Formula molecular CgyH16CINsg C19H17CIbN3O3  Cy9H11F5N50, C13H1gN30,
Grupo quimico Triazina Triazol Carboxamidas Dinitroanilina
Peso molecular (g mol™) 229.71 406.26 394.3 281.31
pH 4-7 4-8 5-9 6-7
Densidade (g cm®a 20°C) 1.18 1.40 1,54 1.17
Solubilidade em2<élog°l(J:a)1 (mg/LapH=7e 85 15 (25°C) 0.05 03
Kow (I0g p)? 3.21 4.20 4.90 5.18
pKa” 2.0 1,07 9.95 2,8
Constante de Henry 25°C (Pam®mol™)°®  3.24 X 10% 9.0 X 10 0,033 2.73X10%
Pressédo de vapor 25° (mPa) 0.12 3.33X10% 4.25x10° 1.94
DLs, oral (mamiferos) mg kg"ld 1590->2000 1453 >2000 1250
Potencial de bioacumulacéao Baixo Moderado Alto Alto

2 O coeficiente de particdo octanol- agua (Kow) mede o carater hidrofébico ou hidrofilico de uma molécula.

P A constante de acidez (pKa) diz-nos as propriedades acidas ou basicas de uma substancia

¢ A constante de Henry é definida pela particdo ar liquido ou vapor-liquido, sendo importante para determinar a
volatilizagao de pesticidas quando dissolvidos em agua.

4 A dose letal (DL50) é uma indicacdo da dose letal de uma dada substancia, correspondente & dose capaz de matar
50% dos individuos de uma populacao.

Para a realizacdo dos estudos de biodegradacao, procedeu-se a preparacao de
solucdes aquosas dos pesticidas, em condigBes estéreis, através da diluicdo das
suspensfes comerciais dos pesticidas com agua ultrapura (Simplicity® UV, Millipore

Corp., France).
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5.2. Isolamento e identificacdo das espécies de fungos mais adaptadas

aos pesticidas

O isolamento dos fungos foi realizado a partir de amostras de um solo franco-
argiloso e uma biomistura. Esta biomistura resultou da adicdo de um substrato
organico, neste caso cortica, a um solo franco-argiloso recolhido na Herdade da Mitra
(Universidade de Evora). Quer o solo quer a biomistura encontravam-se previamente
contaminada com os quatro pesticidas em estudo nas seguintes concentracdes: 60 mg
terbutilazina Kg solo™; 5 mg difenoconazol Kg solo™; 7,5 mg diflufenicdo Kg solo™; 60
mg pendimetalina Kg solo™ (Tabela 1, seccdo 5.1.). A contaminacdo foi feita seis
meses antes de se proceder ao isolamento dos fungos.

Para o isolamento dos fungos foram recolhidos 10 g de amostra (solo e/ou
biomistura) aos quais foram adicionados 90mL de soro fisiolégico. Estas solugbes
foram colocadas duas horas em agitacdo, de modo a que 0S microrganismos se
encontrassem em suspensao e a sua concentracdo populacional mais homogénea na
solugdo. De seguida, foram preparadas cinco diluicbes de cada amostra em
eppendorfs (107, 102, 107%, 10* e 10°®), das quais foram retirados 200 pL de cada e
espalhados com o auxilio de pipetas de Pasteur em placas de Petri com os meios de
cultura Malte de Extrato Agar (MEA) e Agar Rosa de Bengal (RB), em que o segundo
faz uma pré-sele¢édo dos microrganismos uma vez que contém um antibiético que néo
permite o crescimento de bactérias (cloranfenicol).

O meio MEA foi preparado com 20 g de extrato de malte, 20 g de glucose, 1 g
de peptona e 20g de agar, tudo dissolvido com 1 L de agua destilada em banho-maria.

O Meio RB contendo cloranfenicol, foi preparado com 5 g de peptona, 10 g de
glucose, 1 g de fosfato de potassio, 0.5 g de sulfato de magnésio, 0.05 g de rosa de
bengal, 0.1 g de cloranfenicol e 15 g de agar, tudo dissolvido com 1 L de agua
destilada em banho-maria. Ap6s a sua preparacdo, 0os meios de cultura foram
autoclavados para serem esterilizados.

Apés a preparacdo das placas e da inoculagdo das diluicdes nas mesmas,
estas foram colocadas a incubar na estufa a 28°C durante 3 dias. A partir destas
placas, foram selecionadas as colonias que se apresentavam em maior ndmero e
claramente mais isoladas. Estas coldnias foram inoculadas em novas placas de Petri
contendo meio MEA e incubadas durante 4 dias na estufa a 28°C.

ApOs a observacao das placas e com o objetivo de selecionar fungos de
diferentes amostras (Figura 17), selecionaram-se dois fungos provenientes da amostra
contendo apenas solo franco-argiloso (Fungo A e Fungo B) e um fungo proveniente da
amostra contendo a biomistura do solo e cortica (Fungo C) (ver seccao 6.1.). Os

fungos L. saksenae e T. viride também foram selecionados para ser objeto de estudo
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neste trabalho por ja terem sido utilizados em trabalhos anteriores (Pinto et al., 2012;
Rodrigues, 2012), mostrando ser bastante eficazes na degradacéo destes pesticidas.
O procedimento de isolamento destes dois fungos também correspondeu ao
procedimento realizado para os fungos A, B e C, sendo que o fungo T. viride foi
isolado a partir de uma biomistura contendo solo franco-argiloso e casca de pinheiro

como substrato organico, e o fungo L. saksenae de uma biomistura contendo solo

franco-argiloso e cortiga como substrato organico (Figura 17).

Figura 17— Biomisturas a partir das quais foram efetuados os isolamentos das espécies de
fungos mais adaptadas aos pesticidas. 1= Fungos A e B; 2= Fungos C e L. saksenae e 3=T.

viride.

Para a extracdo do DNA dos fungos e respetiva identificagéo utilizou-se o kit
“NucleoSpin” da marca Macherey-Nagel, seguindo o protocolo do fornecedor. A
amplificacdo do DNA efetuou-se por PCR utilizando primers da regido ITS. A
purificagdo dos produtos de PCR foi feita com o kit “NucleoSpin Extract II” da marca
Macherey-Nagel.

As reacgfes de sequenciacdo foram efetuadas usando os primers de PCR com o
Kit BDT v1.1 (Applied Biosystems). A eletroforese capilar decorreu no sequenciador
ABI PRISM 3730 xlI (Applied Biosystems) e a analise de resultados foi feita com o
Software Sequencing analysis 3.7.

Esta sequenciacdo foi efetuada recorrendo a prestacdo de servicos na firma

Biopremier.

Os fungos T. viride e L. saksenae também foram selecionados para este
estudo tal como j4 tinha sido descrito, devido ao facto de em trabalhos anteriores
terem demonstrado uma boa capacidade de biodegradacdo dos pesticidas
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selecionados (Pinto et al., 2012; Rodrigues, 2012). A sequéncia parcial de DNA do
fungo L. saksenae foi publicado no GenBank, NCBI, com o numero de acesso
JQ282679 (Caldeira et al., 2013).

Para além dos fungos também foram realizados ensaios usando duas espécies
bacterianas denominadas por Bac 1 e Bac 2. Estas duas bactérias foram selecionadas
para este trabalho devido ao facto de serem bactérias com boas capacidades de
degradacao dos quatro compostos em estudo.

5.3. Preparacao de culturas liquidas dos fungos selecionados

Para os ensaios de biodegradacéo (ver secc¢do 5.5.) contendo os fungos, foram
preparadas culturas liquidas dos mesmos (Fungo A, Fungo B, Fungo C, bem como do
L. saksenae e T. viride). De modo a facilitar a adaptacdo dos fungos ao solo
contaminado a primeira cultura liquida adicionada aos copos foi de 100 mL, para isso,
em erlenmeyers de 250 mL foram colocados 100 mL de Malte de Extrato Liquido aos
quais foram adicionados os respetivos fungos. As restantes culturas adicionadas aos
ensaios foram de 40 mL, também preparadas como descrito anteriormente. Antes de
serem adicionadas ao solo, todas as culturas foram mantidas num agitador orbital
(Heidolph UNIMAX 2010) a 120 rpm durante 8 dias e a temperatura ambiente.

5.4. Preparacado de culturas liquidas das bactérias selecionadas

Para os ensaios de biodegradacdo com as bactérias foram preparadas culturas
liguidas das mesmas, para as quais os procedimentos foram muito semelhantes aos

descritos previamente para os fungos (ver segdo 5.3.).

5.5. Ensaios de biodegradacao

Foram utilizadas seis diferentes modalidades para o0s ensaios de
biodegradacdo contendo fungos (Figura 18). Foram ainda utilizadas como controlo
uma modalidade contendo apenas solo e outra contendo apenas solo e cortica, de
modo a ser avaliada a possivel degradagdo dos compostos na auséncia dos fungos
selecionados. Assim sendo, os dois sistemas em estudo consistiram: i) em

modalidades com 600 g de solo e 12 g de corti¢ca; ii) em modalidades com 600 g de
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solo e 24 g de vermiculite. O solo franco-argiloso, adicionado a cada copo, foi
recolhido na Herdade da Mitra, crivado por 5mm (as carateristicas fisico-quimicas da
cortica e do solo encontram-se descritas em Pinto et al., 2012) e esterilizado na
autoclave. Em todas as modalidades foram usadas trés réplicas.

Para se proceder a contaminacao dos solos prepararam-se solugdes-mae dos
pesticidas em estudo (ver secdo 5.1.) utilizando para isso as respetivas suspensoes
comerciais da Bayer (Aspect® e Zarpa®) Syngenta (Score250EC®) e BASF
(Stomp33E®). Foram preparadas solugbes com concentracdes de 16.7, 12.5, 16.5, e
2.0 gL™ de terbutilazina, difenoconazol, pendimetalina e diflufenicdo, respetivamente.
A contaminacdo final do solo consistiu em 70 mg terbutilazina kg®; 20 mg
difenoconazol kg™*; 20 mg diflufenicdo kg™ e 70 mg pendimetalina kg™, utilizando para
isso diferentes volumes das respetivas solugcbes-mée. O solo foi revolvido
regularmente e humedecido com agua Milli-Q de modo a facilitar a homogeneizacgéo e
dispersado dos pesticidas, bem como manter uma humidade favoravel ao crescimento
e desenvolvimento das popula¢des microbianas.

Quinze dias ap0s a contaminagdo do solo, foram adicionadas as culturas
liquidas (ver secdo 5.3.) contendo os fungos: Fungo A, Fungo B, Fungo C, bem como
os fungos L. saksenae e T. viride. A adicdo dos substratos organicos (cortica e
vermiculite) aos copos, foi feita 48h antes da adicdo das respetivas culturas liquidas.

Na figura 18 sdo apresentadas de forma esquemética e descritiva as diferentes
modalidades utilizadas neste estudo, onde foram adicionados fungos.
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Figura 18- Esquema da montagem do ensaio de biodegradacdo e descricdo das diferentes
modalidades onde foram adicionados fungos. Os copos marcados com A, B e C correspondem

as replicas.

No total, foram efetuadas 4 adi¢Bes de culturas liquidas contendo os respetivos
fungos, ao fim de 15, 30, 60 e 120 dias, ap0s a contaminacao do solo.

A recolha das amostras também foi realizada apds 15, 30, 100, 140 e 180 dias
da contaminacdo do solo e sempre antes da adicdo das respetivas culturas liquidas.
As amostras de solo e/ou biomistura recolhidas foram colocadas a secar a
temperatura ambiente. Depois de secas, as amostras foram crivadas num crivo de 2
mm e guardadas para uma posterior extracdo pelo método Accelerated Solvent
Extraction (ASE) da Dionex. As amostras dos copos que continham cortica também
foram tratadas como descrito anteriormente, mas a cortica retida nos crivos foi
recolhida e guardada no frio para uma posterior analise da sua capacidade de
adsorcéo dos pesticidas.

Para além destes ensaios de biodegradacao, foram realizados mais quatro
modalidades contendo bactérias (Figura 19). Duas destas consistiram numa
biomistura de 600 g de solo e 12 g de cortica, e as outras duas consistiram numa outra
biomistura de 600 g de solo e 24 g de vermiculite. Novamente, o solo franco-argiloso

adicionado a cada copo foi recolhido na Herdade da Mitra e crivado por 5 mm. Para a
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contaminacéo dos solos, procedeu-se como descrito anteriormente. Quinze dias apds
a contaminacdo do solo, foram adicionadas as culturas liquidas (ver secdo 5.4.)
contendo as bactérias Bac 1 e Bac 2. A adicdo dos substratos organicos (cortica e
vermiculite) aos copos, foi feita 48 h antes da adi¢cao das respetivas culturas liquidas.

< N PN N N
Copo 9A 3 Copo 9B Copo 9C Copo 10A Copo 10B Copo 10C
600g de solo 600g de solo 600g de solo 600g de solo 600g de solo 600g de solo
contaminado + contaminado + contaminado + contaminado + 24g ontaminado + 24g ontaminado + 24g
12g de cortiga + 12g de cortica + 12g de cortica + de vermiculite + de vermiculite + de vermiculite +
Bacl Bac1 Bac1 Bac1l Bac1 Bac 1l
L J L L J
- PN N, s N, ~ N
Copo 11A N Copo 11B Copo 11C Copo 12A Copo 12B Copo 12C
600g de solo 600g de solo 600g de solo 600g de solo 600g de solo 600g de solo
contaminado + contaminado + contaminado + contaminado + 24g contaminado + 24g contaminado + 24g
12g de cortica + 12g de cortiga + 12g de cortica + de vermiculite + de vermiculite + de vermiculite +
Bac2 Bac2 Bac2 Bac2 Bac2 Bac2
L. - »

Figura 19- Esquema da montagem do ensaio de biodegradacdo e descricdo das diferentes
modalidades onde foram adicionadas bactérias. Os copos marcados com A, B e C

correspondem as réplicas.

No total, foram efetuadas 2 adi¢cfes de culturas liquidas contendo as respetivas
bactérias, ao fim de 15 e 80 dias, apds a contaminac¢éo do solo.

A recolha das amostras também foi realizada apos 40 e 120 dias da
contaminacédo do solo. As amostras de biomistura recolhidas foram colocadas a secar
a temperatura ambiente, e depois de secas, foram crivadas num crivo de 2 mm e
guardadas para uma posterior extracdo pelo método ASE. Para as amostras contendo
cortica, recolheu-se e guardou-se no frio a corti¢ca retida no crivo, para uma posterior
andlise da sua capacidade de adsor¢ao dos pesticidas.

Resumidamente, as biomisturas em estudo encontram-se na tabela 2:

Tabela 2- Composicdo das biomisturas (Bio) em estudo.

Composicao
Bio 1 L. saksenae + Cortica
Bio 2 Fusarium sp. + Cortica
Bio 3 L. saksenae + Fungo A + Cortica
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Bio 4 L. saksenae + T. viride + Fungo A + Cortica
Bio 5 L. saksenae + T. viride + Fungo A + Vermiculite

Bio 6 L.saksenae + T. viride + Fungo B + Fungo C + Cortica

Bio 7 Bac 1 + Cortica
Bio 8 Bac 1 + Vermiculite
Bio 9 Bac 2 + Cortica
Bio 10 Bac 2 + Vermiculite

5.6. Extracdo Acelerada por Solventes (ASE)

Para uma posterior quantificacdo dos pesticidas, as amostras recolhidas foram
sujeitas a um método de extracdo sob pressdo da Dionex - Accelerated Solvent
Extraction System (ASE 100). Para isso, pesaram-se 9.0 g das amostras previamente
crivadas numa balanca analitica (Pioneer™ Ohaus) e juntaram-se 1.5 g de terra de
diatoméaceas (Dionex Corporation), em seguida, esta mistura foi homogeneizada num
almofariz e colocada na célula do ASE 100.

As condigbes de extragdo foram otimizadas de acordo com trabalhos anteriores
(dados néo publicados) e constam da Tabela 3:

Tabela 3 — Condicdes utilizadas no método Extracéo Acelerada por Solventes (ASE) da

Dionex.

Temperatura Volume de Tempo de Numero  Tempo por ciclo Tamanho da
(°C) lavagem (%) purga (seg) de ciclos (min) célula (mL)
100 60 60 2 10 10

Como solvente de extracao foi utilizado MeOH:H,O (80:20, v:v), sendo o grau
de pureza do metanol >99,9%, no que diz respeito os filtros usados foram de celulose
(diametro de 30 mm, Dionex Corporation). O volume de amostra recolhida variou entre
0S 19 e 0s 20 mL.

ApOs realizada a extracdo, as amostras foram em seguida analisadas por
HPLC-UV e LC-MS.
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5.7. Desadsorcao dos pesticidas

A cortica retida nos crivos, durante o processo de preparacdo das amostras
para ASE, foi sujeita a um processo de desadsor¢cdo de modo a serem extraidos os
pesticidas e analisar a capacidade de adsorcao deste substrato organico.

Procedeu-se entdo a pesagem da cortica, a qual foi colocada em agitacéo (120
rpm) juntamente com 20.0 mL de MeOH:H,O (80:20, v:v) durante 48h. Apds as 48h,
foram recolhidos 2.0 mL da suspensao obtida para um eppendorf, que foi levado ao
vortex para uma melhor homogeneizacdo da amostra. Com uma seringa, passaram-se
cerca de 2.0 mL de MeOH:H,O (80:20, v:v) por um filtro de Nylon de 0,45um
(Wattman, Maidstone, Inglaterra), com o qual foi filtrada a amostra para um vial.

No final todas as amostras foram analisadas por HPLC-UV e LC-MS, como
descrito mais a frente (ver seccdo 5.8. € 5.9.).

5.8. Cromatoqrafia Liguida de Elevada Eficiéncia com detetor UV (HPLC-
uv)

As amostras extraidas no ASE foram preparadas para a andlise por HPLC-UV
através de dois métodos diferentes. Para as amostras dos copos que continham
fungos ou bactérias utilizou-se o seguinte método: o volume de amostra recolhido no
equipamento de ASE foi transferido para um baldo de fundo redondo de 50.0 mL e em
seguida lavou-se o frasco de ASE com 2.0 mL de MeOH:H,O (80:20, v:v). Esta
solugdo foi evaporada no rotavapor (Blchi R-200 com banho termostatizado Biichi
Heating Bath B-490 e uma bomba de vacuo Buichi Vac V-500) a 35°C, até um volume
final de aproximadamente 2.0 mL de amostra. Com a micropipeta retiraram-se os 2.0
mL de amostra para um baldo volumétrico de 5.0 mL, lavou-se o baldo de fundo
redondo com 2.0 mL de MeOH:H,O (80:20, v:v), adicionou-se ao baldo volumétrico e
perfez-se entdo o restante volume com MeOH:H,O (80:20, v:v). Com o auxilio de uma
seringa, passaram-se cerca de 2.0 mL de solugdo MeOH:H,O (80:20, v:v) por um filtro
de Nylon de 0,45 ym (Wattman, Maidstone, Inglaterra) e em seguida filtraram-se 2.0
mL de amostra para um vial.

Para as amostras dos copos controlo utilizou-se uma metodologia diferente,
uma vez que seria esperada uma concentracdo de pesticidas superior nestas
modalidades. O facto de ndo terem sido adicionadas a estes copos culturas liquidas
de fungos ou bactérias conduziu a reduzidas taxas de biodegradacdo, sendo a
concentracdo de todos os pesticidas no final do ensaio muito proxima da inicial. Assim

sendo, para os copos controlo utilizou-se a seguinte metodologia: as amostras
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recolhidas no equipamento de ASE foram transferidas para balGes volumétricos de
25.0 mL. Em seguida, o frasco de ASE foi lavado com cerca de 2.0 mL de MeOH:H,O
(80:20, v:v), os quais foram adicionados ao baldo volumétrico e perfizeram-se os 25.0
mL com MeOH:H,0 (80:20, v:v). Com o auxilio de uma seringa, passaram-se cerca de
2.0mL de solugdo MeOH:H,0 (80:20, v:v) por um filtro de Nylon de 0,45 pm (Wattman,
Maidstone, Inglaterra) e em seguida filtraram-se 2.0 mL de amostra para um vial.

No final todas as amostras foram analisadas por HPLC-UV num equipamento
Elite - LaChrom, equipado com uma bomba Hitachi L-2130, detetor UV — Hitachi L-
2400 e amostrador automatico Hitachi L-2200 ligado a um loop de amostra de 20 uL. A
coluna analitica de fase reversa utilizada foi uma Zorbax Eclipse XDB-C18 (250mm x
4,6 mm, tamanho das particulas: 5 ym). A detecao foi feita a 225 nm correspondendo
ao maximo de absorvancia dos compostos.

A separacdo decorreu com uma fase mével composta pelo solvente A: agua
acidificada (0.1% de HsPO,) e pelo solvente B: acetonitriio (com grau de pureza
>99,9%, a um fluxo de 1.0 mL min™®. O gradiente utilizado encontra-se descrito na
tabela 4.

Tabela 4- Gradiente utilizado na separacdo dos compostos por HPLC-UV.

Agua acidificada com &acido

Tempo (min) fosférico (0.1 %, viv)

Acetonitrilo (%)

0 40 60
10 15 85
15 15 85
16 40 60
22 40 60

A quantificagdo dos pesticidas em solug¢éo aquosa foi feita pelo método da reta
de calibracdo. Para construir as respetivas retas de calibracdo prepararam-se uma
série de solugbes padrdo a partir das suspensdes comerciais. Realizaram-se 3

réplicas para cada solucdo padrao, as quais foram injetadas 5 vezes.

5.9. Cromatoqrafia Liguida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-MS)
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De modo a verificar a possivel metabolizacdo dos pesticidas na presenca dos
fungos, avaliaram-se os extratos provenientes do ASE por LC-MS, bem como as
amostras de desadsorcdo dos pesticidas da cortica.

Estas analises foram realizadas num espectrémetro de massa LCQ Advantage
ThermoFinnigan equipado com uma fonte de ionizagéo electrospray e um analisador
de massa ion trap.

As condi¢des da analise MS foram: temperatura do capilar de 350°C, fonte de
tenséo de 5,0 kV, fonte de corrente de 100,0 pA e tens&o capilar de 8,0 V no modo ido
positivo.

O espectrometro de massa encontrava-se acoplado a um sistema de HPLC
com amostrador automatico (Surveyor ThermoFinnigan) e detetor diode array (DAD).
A coluna analitica utilizada foi uma Zorbax Eclipse XDB de fase reversa (C.g, tamanho
de particulas 3.0 um, e com dimensdes de 150 mm x 2,1 mm).

A separacéo cromatografica foi realizada com um fluxo de 0.2mLmin™ da fase
mével, por injecdo de 20.0uL de cada amostra e o programa de eluicéo foi igual ao
utilizado para a analise por HPLC-UV.

O detetor DAD foi programado com um comprimento de onda de 200-500nm e
o perfil cromatografico foi gravado aos 225nm.

5.10. Microscopia Electréonica de Varrimento (SEM)

A verificagdo da presencga de microrganismos nas amostras de solo, inoculado
com os diferentes fungos, foi realizada por microscopia eletrénica de varrimento (SEM
do inglés “Scanning Electron Microscope”). O copo avaliado foi o copo 4A (Figura 18,
secdo 5.5), contendo solo contaminado, cortica e o Fusarium sp.. As amostras foram
colocadas sobre uma fita de carbono, e metalizadas com plasma de ouro (Balzers
Union SCD030), durante 30s. ApOs este processo preparatério, as amostras foram
observadas no microscépio eletrénico de varrimento (Hitachi 3700N), em alto vacuo, a

20kV. Esta analise foi realizada no laboratério do Centro Hércules.

5.11. Anédlise estatistica

As comparages estatisticas entre os tratamentos foram realizadas por andlise
de variancia one-way (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey. O teste de
Levene foi utilizado para verificar a homogeneidade das variancias (IBM SPSS

Statistics 21).
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6. Resultados e Discussao

6.1. Isolamento e identificacdo das espécies de fungos mais adaptadas

aos pesticidas

O procedimento para isolamento das espécies de fungos mais adaptadas aos
pesticidas estudados (ver seccdo 5.2.), permitiu obter trés isolados fungicos. A partir
de amostras contendo apenas solo franco-argiloso foram isolados e selecionados o
fungo A e o fungo B, enquanto a partir da biomistura contendo solo franco-argiloso e

corti¢a foi isolado o fungo C (Figura 20).

Fungo A Fungo B

Figura 20- Isolados fungicos obtidos a partir de amostras constituidas por: i) solo franco-

argiloso (Fungo A e Fungo B); ii) biomistura contendo solo franco-argiloso e cortica (Fungo C).

A respetiva identificacdo das diferentes espécies isoladas de fungos (ver
secc¢do 5.2.), permitiu entdo a obtencdo dos seguintes resultados:

Tabela 5- Identificacdo das espécies dos isolados fungicos.

Fusarium sp.

Fusarium oxysporum

Aspergillus sp.
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6.2. Microscopia Eletrénica de Varrimento (SEM)

De modo a garantir uma densidade de microrganismos apropriada e necessaria
a degradacédo dos pesticidas, foram realizadas ao longo dos ensaios varias adicées de
culturas liquidas contendo os respetivos fungos ou bactérias (ver secgdo 5.5.). A
confirmacao da presenca de uma elevada concentracdo microbiana, foi obtida através
de analises de SEM em algumas modalidades.

A cortica, para além de ser um material natural, possui uma elevada
porosidade que Ihe confere uma boa capacidade de sor¢édo. Na figura 21, na zona
assinalada, pode ser observada a presenca do fungo Fusarium sp., presente numa
amostra do copo 42 (ver se¢éo 5.5.), contendo “solo+cortica+Fusarium sp.”. E também
possivel confirmar a elevada porosidade deste substrato orgénico, a qual promove
uma melhor estrutura e arejamento das biomisturas contendo este material,

traduzindo-se em melhores condi¢cfes para o desenvolvimento dos microrganismos.

5.00kV 6.6mm x2.50k ST

5.00kV 7.5mm x750 SE

Figura 21- Imagens obtidas através de SEM para a amostra do copo 4A (solo+cortica+

Fusarium sp.).
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6.3. Ensaios de biodegradacao

Para a quantificacdo dos pesticidas presentes nas amostras recolhidas ao
longo dos ensaios de biodegradacgéo, foi necessaria uma otimizacdo alargada dos
varios parametros que podem influenciar a separagdo dos picos na corrida
cromatogréfica. Para isso foram testadas exaustivamente diferentes situages,
relativas a limpeza da matriz quer as condig8es cromatogréficas. Os resultados destes
estudos conduziram a figura, onde se apresenta um cromatograma-tipo, no qual estdo

apresentados os quatro tempos de retencdo para os quatro pesticidas presentes nas

amostras.
300 . [ 200
] Terbutilazina I
200 L 200
] . Pendimetalina B
100 Difenoconazol -1
Diflufenicao

on 2.4 5n L 10,0 125 140 17.4 np
Miinks

Figura 22- Cromatograma obtido por HPLC-UV para a amostra do copo 1B, no final do ensaio

i.e. 180 dias de contaminacé&o.

A identificacdo dos picos foi obtida através da comparacdo dos tempos de
retencdo obtidos para cada um dos padrdes dos pesticidas analisados nas mesmas
condi¢Bes cromatograficas.

Através da obtengcdo do cromatograma da amostra do copo controlo (Figura
22), foi-nos possivel identificar os quatro compostos em estudo terbutilazina,
difenoconazol, diflufenicdo e pendimetalina com os tempos de retencdo 6,19; 8,87;

11,29 e 14,57 minutos, respetivamente.
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6.3.1. Terbutilazina

Observando o grafico B da figura 23 (15 dias apds a contaminagao), podemos

concluir que os resultados obtidos demonstram que para a Bio 6 a concentragédo deste

herbicida foi reduzida a cerca de metade, resultado que se acentua significativamente

Figura 23- Concentracéo do pesticida terbutilazina (mg Kg'l de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de: A) 0 dias; B) 15 dias; C) 30 dias; D) 100 dias e E) 140 dias ap6s contaminacao. Bio
1= L. saksenae + Cortica; Bio 2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. +
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Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride
+ Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L. saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. +

Cortica. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padréo.

Este resultado pode traduzir que o fator que contribui significativamente para
uma cinética de biodegradagdo mais rapida, sera a presenca do fungo Aspergillus sp.
na Bio 6, dado que é a presenca deste fungo é a principal diferenca para a Bio 4. A
biomistura com a maior concentracdo foi a Bio 5, o que é facilmente justificado pela
auséncia de cortica relativamente as restantes biomisturas. Comportamento muito
similar ao longo dos ensaios foi apresentado pelas Bio 1, 2 e 3, 0 que sugere que 0
consorcio L. saksenae + Fusarium sp., hdo é mais eficiente que qualquer um dos
fungos isoladamente.

Aos 100 dias apos a contaminacdo dos ensaios, as concentragdes do herbicida
terbutilazina ja se encontram muito baixas, comparando com a concentragao inicial.
Neste caso, € a Bio 1 com menos concentracdo e a Bio 5 com a maior concentracao
deste pesticida (9,78 * 0,006 mg Kg' e 23,58 + 0,012 mg Kg* de solo,
respetivamente).

Na figura 24 sdo apresentados os valores de concentracdo obtidos para o
pesticida terbutilazina nas diferentes biomisturas, no final dos ensaios de

biodegradacdo com fungos e a respetiva andlise estatistica.

20,00 -
18,00 -
16,00 -

O

14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00
6,00

—
—
— @

—
AW

mg Terb Kg? desolo

4,00 -
2,00

0,00 T T T T T 1
Bio 1l Bio2 Bio 3 Bio 4 Bio 5 Bio 6

Figura 24- Concentracdo do pesticida terbutilazina (mg Kg™ de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de 180 dias ap6s contaminacdo. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio 2= Fusarium sp. +
Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride +
Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L.

saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna representa o
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valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Letras distintas significa que existem diferencas

significativas para p<0,05.

Através da analise estatistica efetuada, foi possivel verificar que néo existem
diferencas significativas (p<0,05) entre as concentracdes de terbutilazina para as
biomisturas contendo o substrato organico cortica. No entanto, também foi possivel
constatar que a biomistura contendo vermiculite (Bio 5) ndo sO apresenta uma
concentragcdo deste pesticida significativamente maior nas amostras recolhidas
(p<0,05) que a da Bio 4 (em que a sua composi¢cdo € a mesma exceto o substrato
organico), como a sua concentracdo é também significativamente superior (p<0,05)
em relacdo as restantes biomisturas.

Observando o grafico B da figura 25, relativamente aos ensaios contendo
bactérias, verificamos uma grande diferenca de concentragdo entre as biomisturas
contendo o substrato organico cortica (Bio 7 e 9) e o substrato vermiculite (Bio 8 e 10).
A Bio 7 contém 15,40 + 0,008 mg Kg™* e a Bio 9 contém 16,11 + 0,008 mg Kg™, ja as
biomisturas com vermiculite contém 34,50 + 0,017 mg Kg* e 42,64 + 0,021 mg Kg’
! correspondendo as biomisturas 8 e 10, respetivamente. No entanto, os resultados
obtidos para as estas Ultimas biomisturas j& demonstram que a concentracdo de
pesticida é aproximadamente metade do valor inicial. E também de notar, a acentuada
diminuicdo das concentracdes nas biomisturas 7 e 9, apenas 40 dias apos a
contaminac&o.

mg Terb Kg'! de solo

50,00
70,00
50,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

A 80,00 -
] ] ] ] 70,00 |
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40,00 -
30,00 -
20,00 -
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|_|
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Figura 25- Concentracéo do pesticida terbutilazina (mg Kg"l de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de: A) 0 dias e B) 40 dias ap6s contaminacéo. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 +
Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Cortica; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna representa o

valor médio de 3 replicados + desvio padréao.
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Na figura 26, encontram-se o0s valores de concentracdo do herbicida
terbutilazina para as biomisturas dos ensaios de biodegradacdo com bactérias no final
dos ensaios i.e. 120 dias ap6s a contaminacdo. Estes resultados foram sujeitos a uma
andlise estatistica de forma a verificar quais as biomisturas que apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) na reducdo da concentragdo do pesticida

terbutilazina.

50,00 -
45,00 -
40,00 - b b
35,00 - I I
30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00 -

1000 - 2 C
5,00 - |

D,DD T T T 1
Bio7 Bio B Bio 9 Bio 10

mg Terb Kg? de solo

Figura 26- Concentracdo do pesticida terbutilazina (mg Kg™ de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de 120 dias ap6s contaminagéo. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio
9= Bac 2 + Corti¢a; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3
replicados + desvio padréo. Letras distintas significa que existem diferencas significativas para
p<0,05.

No final do ensaio (Figura 26), verifica-se que a maior biodegradacdo ocorreu
na Bio 9, apresentando no final do ensaio uma concentragdo em terbutilazina de 7,33
+ 0,004 mg Kg™.

Comparando as biomisturas contendo a bactéria Bac 1, constatamos que a Bio
7 (contendo cortica) apresentou valores de concentracdo significativamente inferiores
(p<0,05) relativamente & Bio 8 (contendo vermiculite), 9,18 + 0,046 mg Kg™ e 34,42 +
0,017 mg Kg, respetivamente. Para a bactéria Bac 2, presente nas biomisturas 9 e 10
(cortica e vermiculite, respetivamente) também se observaram diferencas significativas
(p<0,05) entre elas, nomeadamente, a Bio 9 apresentou valores de concentracdo
significativamente inferiores (p<0,05) & biomistura 10 (7,33 = 0,004 mg Kg™* e 35,86 *
0,018 mg Kg™, respetivamente).
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Na tabela 6, encontram-se as percentagens de remocéo de terbutilazina no
final do ensaio. Analisando e comparando todas as biomisturas, verificamos que a
biomistura que apresentou maior taxa de biodegradacdo foi a Bio 9, com uma
percentagem de remocao proxima dos 90%, removendo o terbutilazina quase na sua
totalidade. Pelo contrario, a biomistura que menos removeu este pesticida foi a Bio 10,
com uma percentagem de remocgdo de 48,3%. Verifica-se também, que nos ensaios
de biodegradacéo contendo fungos, foram obtidas percentagens de remoc¢do muito
boas, rondando entre os 80 e 88%, aproximadamente. Deve no entanto ter-se em
conta que o tempo de duracdo dos ensaios com fungos foi superior em 60 dias,

relativamente aos ensaios com as bactérias.

Tabela 6- Percentagens de remogédo do pesticida terbutilazina, 180 dias apds a contaminacao,

nas diferentes biomisturas.

Bio 1 Bio 2 Bio 3 Bio 4 Bio 5 Bio 6 Bio 7 Bio 8 Bio 9

Bio 10

% Remocédo de
Terbutilazina

87,4 86,4 86,0 85,3 79,4 85,9 86,8 50,4 89,4

48,3

Getenga et al. (2009), realizaram um estudo com duracdo de 98 dias onde
verificaram a degradacdo de terbutilazina (com uma concentracao inicial de pesticida
de 22 mg L™ em culturas liquidas, por uma espécie bacteriana Arthrobacter sp. e
também por um consorcio microbiano, isolados a partir de um solo com historial de
contaminacdo com atrazina. A percentagem de degradacdo obtida utilizando o
consorcio microbiano revelou-se maior do que a percentagem obtida utilizando apenas
o isolado bacteriano (79% e 65% respetivamente). Comparando com 0S N0OSSOS
resultados, observamos que as percentagens por nés obtidas foram superiores as
obtidas no estudo referido anteriormente (acima dos 85% exceto para a Bio 5). E
importante também realcar que 0s nossos resultados foram obtidos para ensaios em
solo e ndo em cultura liquida.

Num estudo também levado a cabo por Grenni et al. (2009), foi utilizada a
bactéria Rhodococcus wratislaviensis (isolada a partir de uma amostra de agua
subterranea de um aquifero onde j& foi detetado o pesticida terbutilazina e o seu
metabolito DET), para realizar a degradacdo de terbutilazina em culturas liquidas,
onde o tempo de meia-vida obtido para este pesticida foi de 62 dias. Comparando com
0S nossos resultados, verificamos que todas as biomisturas, com excecdo das

biomisturas 4, 5 e 10, conseguiram remover metade da concentragdo do pesticida num
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menor intervalo temporal (aproximadamente 15 dias para a Bio 6; menos de 30 dias
para as biomisturas 1,2 e 3; e aproximadamente 40 dias para a Bio 9).

Trés anos mais tarde, Grenni et al., (2012) avaliaram a capacidade de
degradacao de terbutilazina por uma cultura de enriquecimento obtida a partir de uma
amostra de solo (com historial de contaminagcdo com o0 mesmo herbicida). Realizando
ensaios de degradacao também em solo, foi obtido um tempo de meia-vida de 95-105
dias, valores muito superiores aos por nos obtidos, mesmo para as biomisturas
utilizando apenas um isolado fungico ou bacteriano (exceto para a Bio 10, onde o
pesticida terbutilazina apresentou um tempo de meia-vida de 120 dias).

Grenni et al., (2012) e Getenga et al. (2009) referem que a biodegradacéo dos
herbicidas da classe das triazinas pode ser mais facilmente levada a cabo por
consorcios ou por apenas um isolado de microrganismos, desde que o isolamento
tenha sido feito a partir de locais previamente contaminados com esta familia de
herbicidas.

Pinto et al. (2012) também verificaram a degradagéo do pesticida terbutilazina,
em culturas liquidas, por espécies de fungos isolados a partir de uma biomistura de
solo e cortica (previamente contaminada com o pesticida em questdo). A maior
percentagem de remoc&o foi obtida pelo fungo Aspergillus oryzae com uma remocao
de aproximadamente 80% em dez dias de ensaio, com uma concentragdo inicial de
pesticida de 25 mg L™. Num estudo levado a cabo por Bending et al. (2012) de 42
dias, também foi verificada a remoc¢édo de terbutilazina a partir de culturas liquidas
(com uma concentrac&o inicial de pesticida de 10 mg L™) por nove estirpes flingicas. O
fungo Stereum hirsutum foi 0 que mais removeu o terbutilazina das culturas liquidas
com uma percentagem de remocdo de aproximadamente 80%. Comparando 0s
resultados destes dois estudos com os resultados por nés obtidos, verificamos que as
percentagens de remocao se encontram proximas. No entanto, as concentrages de
pesticida utilizadas nestes dois estudos sdo muito mais baixas do que as utilizadas no
nosso, e 0s ensaios de degradacao foram realizados em culturas liquidas, facilitando
assim o processo da degradacao, dai a relevancia significativa dos nossos resultados.

Kodama et al. (2001), realizaram um estudo semelhante mas com o pesticida
simazina, da mesma familia do terbutilazina. O fungo Penicillium steckii foi obtido
através do isolamento a partir de uma amostra de solo previamente contaminada com
simazina. Os ensaios de degradagcdo em solos foram inicialmente contaminados com
100 mg Kg™, e a taxa de remocéo obtida foi de 45% em 35 dias de ensaio. Por outro
lado, Ribas et al. (2009) utilizou o fungo Lentinula edodes para degradar o herbicida
atrazina em culturas liquidas com 10 ug mL™ de pesticida. Em 30 dias de ensaio o

fungo conseguiu remover 35% de atrazina, que comparando com 0S NOSSOS
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resultados, e se tratando de terbutilazina, aos 15 dias de ensaio a Bio 6 ja se
encontrava com menos 55% de pesticida, aproximadamente. Demonstrando a boa
capacidade de remocéo de terbutilazina nas primeiras duas semanas do ensaio deste
NOSso consarcio microbiano.

No estudo realizado previamente a este (Rodrigues, 2012; Rodrigues, 2014),
foram utilizados quatro espécies fungicas para degradar os quatro pesticidas em
estudo, terbutilazina, difenoconazol, diflufenicio e pendimetalina. Os quatro fungos
foram obtidos por procedimentos de enriquecimento seletivo, a partir de amostras de
solo e/ou biomistura contaminadas com os pesticidas em estudo, e 0s ensaios de
degradacao foram realizados em solo contendo o substrato orgénico cortica e apenas
um isolado fungico separadamente. Algumas semelhancas foram encontradas entre
este estudo e o atual. Ao fim de 120 dias e partindo de uma contaminacao inicial de 20
mg de terbutilazina Kg™ de solo, utilizando o fungo F. oxysporum e o fungo L. edodes
na presenca da cortica, foi obtida uma percentagem de remog¢do muito proxima dos
91%, enquanto utilizando o fungo Paecilomyces variotti e o fungo T. viride, foi obtida
uma percentagem cerca de 89% de remocao de terbutilazina. Estas percentagens ndo
variam muito da obtida neste estudo utilizando a bactéria Bac 2 na presenca da
cortica, em que foi obtida uma taxa de remocdo de 89,4% também em 120 dias de
ensaio.

Devemos realcar que uma das melhores percentagens de remocao de 87,4%
ocorreu para a Bio 1, que apenas continha o isolado fungico L. saksenae,
demonstrando as capacidades deste fungo na degradacéo deste pesticida.

Apesar do tempo de ensaio ter sido cerca de dois meses mais curto, a Bio 9,
contendo a Bac 2 na presenca de cortica, foi a biomistura que revelou a maior taxa de
remocao deste pesticida (89,4%). Este resultado pode indicar que um aumento do
periodo do ensaio para as bactérias pode ainda melhorar significativamente os
resultados obtidos. Em suma, foram obtidas elevadas percentagens de remocao para
a maioria das biomisturas estudadas, mesmo se tratando de um herbicida altamente

persistente no solo.
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6.3.2. Difenoconazol

No gréfico B (Figura 27), correspondente aos 15 dias de contaminacdo, 0s
resultados obtidos demonstram que a Bio 6 € a biomistura com a menor concentracao
de fungicida (15,53 + 0,008 mg Kg™), ja a biomistura com a maior concentracio é a
Bio 2 (19,27 + 0,010 mg Kg™), cujo valor néo variou muito da concentrac&o inicial.
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Figura 27- Concentragao do pesticida difenoconazol (mg Kg™* de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de: A) 0 dias; B) 15 dias; C) 30 dias; D) 100 dias e E) 140 dias ap6s contaminagdo. Bio

1= L. saksenae + Cortica; Bio 2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. +
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Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride
+ Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L. saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. +

Cortica. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padréo.

As concentracdes das biomisturas 1,3 e 5 encontram-se muito proximas dos 17
mg Kg™* de solo. Aos 30 dias ap6s a contaminacdo, mais uma vez, é a Bio 6 que
contem a menor concentracdo de pesticida, rondando os 8 mg Kg*. Comparando este
altimo valor com a concentracao inicial, a Bio 6 sofreu um decréscimo acentuado,
tendo também em consideragéo o intervalo de tempo decorrido, tendo a capacidade ja
ter removido mais de metade da concentragao.

No grafico D, aos 100 dias ap6s a contaminacdo dos ensaios, as
concentracdes do herbicida difenoconazol ja foram bastante reduzidas, comparando
com a concentracao inicial, todas as biomisturas jA conseguiram remover mais de
metade da concentracdo inicial do fungicida. Na figura D, podemos concluir que o0s
microrganismos precisam de um tempo de adaptagcdo e desenvolvimento para que a
cinética de biodegradacgéo seja impulsionada, i. e. a grande remocéao é realizada ao
fim dos 100 dias e n&o para periodos inferiores. A diferenca entre os 100 e os 140 dias
ja ndo é tdo acentuada o que denota ja uma certa estabilizagdo no crescimento e
desenvolvimento da comunidade microbiana instalada. A semelhanca do observado
no grafico C, € a Bio 5 que possui a maior concentragdo deste pesticida
(aproximadamente 10 mg Kg™).

Na figura 28 sdo apresentados os valores de concentracdo obtidos para o
pesticida pendimetalina nas diferentes biomisturas, no final dos ensaios de

biodegradacdo com fungos e a respetiva analise estatistica.
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Figura 28- Concentracao do pesticida difenoconazol (mg Kg™ de solo) nas amostras recolhidas

ao fim de 180 dias ap6s contaminacdo. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio 2= Fusarium sp. +
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Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride +
Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L.
saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna representa o
valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Letras distintas significa que existem diferencas

significativas para p<0,05.

Observando os resultados obtidos na figura 28, verifica-se que é a Bio 5 a que
apresentou a menor concentracdo residual de difenoconazol com um valor de 5 + mg
Kg™. Este resultado é de extrema importancia dado que nesta biomistura o substrato
usado foi a vermiculite, 0 que significa que se trata de uma biomistura que n&o produz
qualquer tipo de residuo final contaminado. Este resultado pode ser talvez justificado
por um melhor desenvolvimento do consércio fungico utilizado nesta biomistura, na
presenca da vermiculite. Este substrato constituido por magnésio, aluminio e ferro,
talvez sirva de fonte energética para este consoércio microbiano, auxiliando no seu
crescimento e desenvolvimento. Para além de apresentar a vantagem de ndo ser
produzido um residuo final, a vermiculite de origem mineral, apresenta uma elevada
porosidade promovendo o arejamento do solo, a sua porosidade e retencdo da
humidade.

Por outro lado, a Bio 2 foi a que menos degradou este pesticida, apesar da
concentracéo residual obtida ser jA muito baixa comparada com a concentragao inicial.
Comparando apenas as biomisturas contendo o substrato orgénico cortica (Bio 1, 2, 3,
4 e 6), verificamos que existem diferencas significativas (p<0,05). Nomeadamente, a
Bio 2, apresentou valores significativamente superiores (p<0,05) a Bio 3 e 4,
demonstrando ser a biomistura que menos removeu este pesticida do solo. J4 a Bio 4,
apresentou valores significativamente inferiores (p<0,05) a Bio 6, revelando-se uma
biomistura mais eficaz que esta Gltima na remoc&o do pesticida.

Fazendo a comparacao entre as biomisturas contendo os substratos organicos
cortica e vermiculite, Bio 4 e 5, respetivamente, podemos constatar que ndo existem
diferencas significativas (p>0,05) entre elas, em que ambas as biomisturas
apresentaram uma concentracao final de difenoconazol de 5,37 + 0,003 mg Kg™e 5,34
+ 0,003 mg Kg' , respetivamente. No entanto, apesar dos dois valores de
concentracdo serem bastante proximos, é a Bio 5 a que tem a menor concentracao
residual de difenoconazol no final do ensaio.

Relativamente aos ensaios contendo bactérias, e observando o grafico B da
figura 29, verificamos uma grande diferenca entre as biomisturas contendo o substrato
cortica (Bio 7 e 9) e o substrato vermiculite (Bio 8 e 10). A concentracdo obtida nas

primeiras ronda os 8 mg de difenoconazol Kg* de solo (menos de metade da
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concentracdo inicial) e a concentracdo obtida nas Gltimas ronda os 13 mg Kg™. E
importante também referir, a acentuada diminuigdo das concentragcées nas biomisturas
7 e 9, apenas 40 dias ap6s a contaminagao.
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Figura 29- Concentracéo do pesticida difenoconazol (mg Kg'1 de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de: A) 0 dias e B) 40 dias ap6s contaminacéo. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 +
Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Cortica; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna representa o

valor médio de 3 replicados * desvio padréo.

Na figura 30, encontram-se os valores de concentracdo do fungicida
difenoconazol para diferentes biomisturas no final dos ensaios de biodegradag¢éo com
bactérias. De forma a verificar possiveis diferencas significativas (p<0,05) entre as
concentracdes de pesticida obtidas para as diferentes biomisturas no final do ensaio,

sujeitaram-se estes resultados a uma analise estatistica.
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Figura 30- Concentracao do pesticida difenoconazol (mg Kg™ de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de 120 dias apds contaminacdo. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio
9= Bac 2 + Cortica; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3
replicados + desvio padréo. Letras distintas significa que existem diferencas significativas para
p<0,05.

No final do ensaio, aos 120 dias de contaminacdo (Figura 30), as
concentracdes de difenoconazol nas Bio 7 e 9 diminuiram para 6,90 + 0,003 mg Kg™ e
6,03 + 0,003 mg Kg™, respetivamente, enquanto as biomisturas 8 e 10 ndo sofreram
uma grande alterac&o nas suas concentracdes (~12 mg Kg™). No entanto, foi a Bio 9 a
gue apresentou a menor concentragdo deste pesticida no final do ensaio, tendo sido a
melhor biomistura a remover este pesticida do solo.

Analisando estatisticamente os resultados, e observando a figura 30, podemos
constatar que existem diferencas significativas (p<0,05) entre a Bio 7 e 9 contendo
cortica, sendo esta Ultima a que apresentou valores de concentracao
significativamente inferiores (p<0,05).

No que diz respeito as biomisturas com a bactéria Bac 1 (Bio 7 e 8), obtiveram-
se concentragdes de difenoconazol com diferencas significativas (p<0,05), na qual a
primeira biomistura apresentou valores de concentracdo significativamente inferiores
(p<0,05) a segunda. No que diz respeito s biomisturas contendo a bactéria Bac 2 os
resultados sdo semelhantes, em que a biomistura contendo cortica (Bio 9) apresentou
valores de concentracdo significativamente inferiores (p<0,05) a concentracdo de
difenoconazol na biomistura contendo vermiculite (Bio 10). Assim sendo, podemos
concluir que independentemente das bactérias, as biomisturas mais eficazes a

remover este pesticida foram as biomisturas com o substrato orgéanico cortica.
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Na tabela 7, encontram-se as percentagens de remoc¢do de difenoconazol no
final do ensaio. Fazendo a analise e comparagcdo entre todas as biomisturas,
verificamos que a biomistura mais bem-sucedida na descontaminacdo deste fungicida
foi a Bio 5, com uma percentagem de remoc¢ao de 74,4%, valor também muito proximo
do obtido para a Bio 4, de 74,2%. Para a elevada taxa de biodegradacéo alcancada na
Bio 5, pode ter sido fundamental a presenca de vermiculite, a qual pode ter sido usada
como substrato energético para 0os microrganismos, dado que nesta biomistura a
toxicidade do meio néo é atenuada como na presenca de cortica.

Pelo contrario, a biomistura que menos removeu este pesticida foi a Bio 10,
com uma percentagem de remocéo de 43,2%, o que pode dever-se apenas ao tempo

do ensaio.

Tabela 7- Percentagens de remocdo do pesticida difenoconazol, 180 dias apds a

contaminagédo, nas diferentes biomisturas.

Bio 1 Bio 2 Bio 3 Bio 4 Bio 5 Bio 6 Bio 7 Bio 8 Bio 9

Bio 10

% Remocédo de

Difenoconazol | '03 66,3 72,1 74,2 74,4 67,6 66,9 43,8 71,1

43,2

Apesar dos ensaios de degradacao contendo bactérias terem menos tempo de
contaminacdo do que o0s ensaios contendo fungos (120 dias e 180 dias,
respetivamente), os valores de remocéo do pesticida difenoconazol para as Bio 7 e 9
ndo variaram muito em relacdo as percentagens obtidas para as biomisturas com
isolados fungicos, rondando aproximadamente os 67% e 71%.

Pinto et al. (2012), para além de terem realizado o estudo de biodegradagéo
com o pesticida terbutilazina, realizaram também um estudo nas mesmas condicdes
para o fungicida difenoconazol. Os ensaios realizado em culturas liquidas e com uma
duracdo de 10 dias apresentaram uma percentagem de remoc¢do do pesticida (com
uma concentracdo inicial de 19 mg L") de aproximadamente 93%, 88%, 87%, 85%
83%, e com os isolados fungicos Penicillium brevicompactum, A. oryzae, L. saksenae
e L. edodes, respetivamente. Todos os fungos foram isolados a partir de uma
biomistura de solo e substrato organico cortica, previamente contaminada com o
pesticida em questdo. Comparando com 0s nossos resultados, os resultados obtidos
por Pinto et al. (2012) sdo superiores aos por nds obtidos, talvez devido ao facto da

concentracdo adicionada aos ensaios ser muito mais baixa do que a adicionada nos
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Nnossos ensaios de biodegradacao e por se tratar de culturas liquidas, cuja degradacao
se torna mais facilitada do que na matriz do solo.

Woo et al. (2010), num estudo de degradacdo em culturas liquidas utilizando
dois fungicidas da mesma familia do difenoconazol, e com uma duragéo de 21 dias,
conseguiram obter percentagens de remocdo de 54% e 75% para o fungicida
tebuconazol (concentracéo inicial de 0,77 Kg m™) e propiconazol (concentracao inicial
de 1,39 Kg m?®), respetivamente.

Nos ensaios de degradacdo realizados por Rodrigues (2012), os quatro
isolados fangicos F. oxysporum, L. edodes, P. variotti e T. viride, obtidos a partir de
amostras de solo e/ou biomistura previamente expostas ao pesticida difenoconazol,
removeram 82%, 76%, 75%, e 74% da concentracéo inicial do pesticida (20 mg Kg*
de solo), respetivamente. Em 120 dias de contaminag&o e para os ensaios utilizando o
isolado fungico T. viride, foi obtida uma percentagem de 74% de remocdo de
difenoconazol, percentagem igualmente obtida no nosso estudo utilizando as
biomisturas 4 e 5 (Bio 4= L. saksenae, T. viride, Fusarium sp. e cortica e Bio 5= L.
saksenae, T. viride, Fusarium sp. e vermiculite), cuja percentagem foi a mais alta
obtida.

Em resumo, os resultados obtidos no nosso estudo sao promissores, devido ao
facto de se tratar de um fungicida relativamente persistente no solo e com uma
degradacao lenta (Thom et al., 1997; Dong et al., 2013; FAO, 2014).

6.3.3. Diflufenicdo

Da figura 31 podemos concluir que em todas as biomisturas a concentragéo de
diflufenicdo foi significativamente reduzida ao fim de 100 dias, pelo que
aproximadamente 75% da concentracdo inicial deste pesticida foi removida do solo
pelas diferentes biomisturas. Resultados semelhantes foram registados ao fim de 140

dias.
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Figura 31- Concentragdo do pesticida diflufenicdo (mg Kg'l de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de: A) 0 dias; B) 15 dias; C) 30 dias; D) 100 dias e E) 140 dias ap6s contaminacao. Bio
1= L. saksenae + Cortica; Bio 2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. +

Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride

+ Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L. saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. +

Cortica. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padré&o.
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Na figura 32 sdo apresentados os valores de concentracdo obtidos para o
pesticida pendimetalina nas diferentes biomisturas, no final dos ensaios de
biodegradacao com fungos e a respetiva andlise estatistica.
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Figura 32- Concentracdo do pesticida diflufenicdo (mg Kg™* de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de 180 dias ap6s contaminagdo. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio 2= Fusarium sp. +
Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride +
Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L.
saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna representa o
valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Letras distintas significa que existem diferencas

significativas para p<0,05.

Aos 180 dias (Figura 32), verificamos que € a Bio 2 a mais eficaz a remover
este pesticida do solo, com uma concentracéo residual de 3,62 + 0,002 mg Kg™,
indicando que o isolado fungico Fusarium sp. conseguiu uma reducdo superior a 80%
de diflufenicdo para o periodo de tempo estudado. Dado que a capacidade de
remocdo deste herbicida foi inferior para as restantes biomisturas, podemos concluir
gue este fungo é mais eficiente isoladamente na biodegradacdo deste xenobiodtico do
que os varios consorcios flngicos avaliados neste trabalho. Os fungos do género
Trichoderma, bem como do género Lecanicillium tém vindo a ser utilizados como
agentes de biocontrolo de espécies de fungos fitopatogénicos, como no caso do
Fusarium spp. (Verma et al., 2007a; Goettel et al., 2008; Ferrigo et al., 2014). A partir
destes resultados, talvez se tenha observado uma acdo antagonista dos fungos T.
viride e L. saksenae para com o fungo Fusarium sp., fazendo com que este ultimo
tenha sido mais eficiente na remocdo do diflufenicdo isoladamente do que em
consorcio.
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Contrariamente a Bio 6 foi a que menos degradou este pesticida, apesar da
concentracao residual ter sido 5,79 + 0,003 mg Kg™, tratando-se de uma concentracéo
muito baixa comparando com a concentragdo inicial. Este resultado demonstra
também uma menor eficiéncia do consércio utilizado nesta biomistura
comparativamente ao Fusarium sp. isolado. Fazendo apenas a comparacdo entre as
biomisturas contendo cortica (Bio 1, 2, 3, 4 e 6), verificamos que existem diferencas
significativas (p<0,05). Em relacdo a Bio 1, constatamos que a concentragdo de
pesticida no final do ensaio é significativamente superior (p<0,05) a concentracao
remanescente do mesmo pesticida na Bio 2, o que podera indicar que o L. saksenae é
menos eficiente que o Fusarium sp. na biodegradacdo desta substéncia ativa. Da
analise global dos resultados podemos concluir que a presenca do fungo Fusarium sp.
isolado ou em consorcio € um fator determinante para a obtencdo de maiores taxas de
biodegradacao do diflufenicdo e consequentemente menores concentragdes residuais
no solo.

Comparando as Bio 4 e 5, contendo o0 mesmo consércio microbiano diferindo
apenas no substrato adicionado (cortica e vermiculite, respetivamente), verificamos
que nao existem diferencas significativas (p<0,05) entre as concentragfes obtidas
para estas no final do ensaio (4,90 + 0,002 mg Kg* e 4,81 + 0,002 mg Kg@,
respetivamente).

Relativamente ao resultado da biodegradacdo pelas bactérias estudadas
podemos concluir pela figura 33 que, 40 dias apdés a contaminagao, ocorreram
diferencas significativas entre as biomisturas contendo cortica (Bio 7 e 9) e vermiculite
(Bio 8 e 10). Estas diferencas permitem concluir que a presenca de cortica pode ser
um fator determinante na reducdo da concentracdo de diflufenicdo encontrada nas
amostras de solo. O valor mais baixo para a concentracdo de diflufenicdo foi obtido
para a Bio 9 com o valor de 7,76 + 0,004 mg de Kg™, seguido da Bio 7 com o valor de
8,62 + 0,004 mg Kg*. Mais uma vez, é importante também referir, a acentuada
diminuicdo das concentracdes nas biomisturas 7 e 9, 40 dias ap6s o inicio dos

ensaios.
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Figura 33- Concentracao do pesticida diflufenicdo (mg Kg™ de solo) nas amostras recolhidas
A) 0 dias e B) 40 dias apds contamina¢éo dos ensaios de biodegradacdo com bactérias. Bio 7=
Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Corti¢a; Bio 10= Bac 2 +

Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrao.

Na figura seguinte (Figura 34) encontram-se representados os resultados
obtidos para o pesticida diflufenicdo nas diferentes biomisturas, 120 dias ap6s a
contaminacdo. De forma a verificar possiveis diferencas significativas (p<0,05) entre
as concentracdes de pesticida obtidas para as diferentes biomisturas no final do

ensaio, sujeitaram-se estes resultados a uma andlise estatistica (Figura 34).
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Figura 34- Concentracdo do pesticida diflufenicdo (mg Kg™* de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de 120 dias ap0s contaminagédo. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio

9= Bac 2 + Cortiga; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3
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replicados + desvio padréo. Letras distintas significa que existem diferencas significativas para
p<0,05.

Como observado na figura 34, no final do ensaio de biodegradagéo contendo
bactérias, a concentragcéo do pesticida diflufenicdo na Bio 9 diminuiu para 4,00 + 0,002
mg Kg™ de solo, enquanto nas biomisturas 8 e 10 a concentracéo foi reduzida para
menos de metade da concentracéo inicial (8,98 + 0,005 mg Kg™ e 8,21 + 0,004 mg Kg’
! respetivamente). No entanto, a Bio 9 foi a que apresentou a menor concentraco
deste pesticida no final do ensaio de biodegradacéao, tratando-se de uma concentracdo
significativamente diferente das restantes biomisturas, o que indica que a Bac 2 é a
mais eficiente na biodegradacgé&o do diflufenicdo. Tanto na biomistura com cortica como
na biomistura com vermiculite, esta foi a bactéria cuja presenga determinou menores
concentracdes residuais deste xenobiotico nas amostras de solo avaliadas.

Nas biomisturas contendo a bactéria Bac 1, constatamos que a biomistura
contendo cortica apresenta uma concentracado de herbicida significativamente inferior
(p<0,05) a concentragédo de herbicida na biomistura contendo vermiculite, no final do
ensaio. O mesmo se verifica nas biomisturas contendo Bac 2 (9 e 10), em que a
biomistura contendo cortica, no final do ensaio, apresenta uma concentragdo
significativamente inferior (p<0,05) a concentracdo apresentada pela biomistura
contendo vermiculite.

Na tabela 8, encontram-se as percentagens de remocao de diflufenicdo no final
do ensaio. Comparando e analisando todas as biomisturas, verificamos que a
biomistura mais bem-sucedida na descontaminacdo deste herbicida foi a Bio 2, com
uma percentagem de remocado de 81,9%, valor aproximado do obtido para a Bio 9, de
80,0%. A primeira trata-se de uma biomistura com um isolado fungico de Fusarium sp.
e a segunda um isolado bacteriano Bac 2, ambas com o substrato organico cortica.

Pelo contrério, a biomistura que menos removeu este pesticida foi a Bio 8, com
uma percentagem de remocé&o de 55,1%, o que indica que o isolado bacteriano Bac 1
ndo possui eficiéncia suficiente para a biodegradagdo deste composto. Em resumo,
maiores percentagens de remocgéo de diflufenicdo foram observadas nas biomisturas
com fungos em detrimento das biomisturas com bactérias, 0 que mais uma vez pode

ser justificado pela menor duragdo dos ultimos.
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Tabela 8- Percentagens de remogéo do pesticida diflufenicédo, 180 dias apdés a contaminacéo,

nas diferentes biomisturas.

Bio 1 Bio 2 Bio 3 Bio 4 Bio 5 Bio 6 Bio 7 Bio 8 Bio 9

Bio 10

% Remocao de
Diflufenicao

72,8 81,9 76,0 70,6 76,0 71,1 65,8 55,1 80,0

59,0

Pinto et al. (2011), realizou um estudo de degradacdo para 0 pesticida
diflufenicdo em culturas liquidas, utilizando o fungo L. edodes. Com uma duracdo do
ensaio de 20 dias, tendo sido a percentagem de remocao por eles obtida superior a
70%.

Nos ensaios de degradacdo, ja referidos neste trabalho, realizados por
Rodrigues (2012), os quatro isolados fangicos F. oxysporum, P. variotti, L. edodes, e
T. viride, obtidos a partir de amostras de solo e/ou biomistura previamente expostas ao
pesticida diflufenicdo, removeram 76%, 70%, 67%, e 65% da concentragdo inicial do
pesticida (20 mg Kg* de solo), apés 120 dias, respetivamente. O resultado obtido
neste estudo com o F. oxysporum, foi superior ao registado no nosso ensaio (71,1%) o
que pode ser o resultado deste fungo estar em consoércio com outros e ndo sob a
forma de isolado fungico. Contrariamente maiores remogdes foram encontradas no
nosso estudo para os consorcios contendo T. viride, comparativamente aos resultados
apresentados por Rodrigues (2012).

Existem na bibliografia um numero muito reduzido de estudos acerca da
biodegradacdo deste herbicida por culturas de microrganismos (isolados ou em
consorcio), pelo que o nosso estudo podera ser importante na medida que permite
perceber mais aprofundadamente quais alguns dos factores que podem afectar a taxa

e cinética de biodegradacéo.

66




Biodegradacéo de pesticidas em solos e biomisturas.

6.3.4. Pendimetalina

Observando a figura 35, verificamos que aos 15 dias de contaminagéo, néo

existem grandes diferengas nos valores de concentracdo de pendimetalina entre as

varias biomisturas em estudo, relativamente ao valor inicial.

Figura 35- Concentracdo do pesticida pendimetalina (mg Kg™* de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de: A) 0 dias; B) 15 dias; C) 30 dias; D) 100 dias e E) 140 dias ap6s contaminacao. Bio
1= L. saksenae + Cortica; Bio 2= Fusarium sp. + Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. +

Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride
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+ Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L. saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. +

Cortica. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padréo.

No entanto, aos 30 dias, ja se tornam mais visiveis diferencas de concentracéo
entre as seis biomisturas. Ao fim deste periodo a Bio 6 ja apresenta uma concentracao
de pendimetalina muito reduzida com um valor de 7,44 = 0,004 mg Kg*, tendo sido
este valor reduzido para 1,69 + 0,001 mg Kg™*ao fim de 100 dias. Ao fim deste tempo
as concentracdes do herbicida pendimetalina j& se encontram muito abaixo do valor de
contaminacdo e todas as biomisturas ja conseguiram remover mais de metade da
concentracao inicial do herbicida. A maior concentracdo de pesticida foi obtida para a
Bio 2, no entanto trata-se de uma concentracao ja muito reduzida (2,88 + 0,002 mg Kg
1). Apds 140 dias, ndo foi possivel detectar nas amostras recolhidas da Bio 5 nenhum
residuo de pendimetalina, o que foi confirmado nas andlises realizadas posteriormente
ao fim de 180 dias quer por HPLC-UV quer por LC-MS.

De realgar que a presenca de vermiculite na Bio 5 parece ter sido o fator
determinante para a remocéo total deste herbicida do solo, dado que a uUnica diferenca
para a Bio 4 é a presenca deste substrato mineral que substituiu a cortica. Também
para o difenoconazol a presenca de vermiculite parece ter sido um fator determinante
na sua remocao (ver secgao 6.1.2).

Na figura 36 sdo apresentados os valores de concentracdo obtidos para o
pesticida pendimetalina nas diferentes biomisturas, no final dos ensaios de

biodegradacdo com fungos e a respetiva analise estatistica.
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Figura 36- Concentracao do pesticida pendimetalina (mg Kg™ de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de 180 dias ap6s contaminacao. Bio 1= L. saksenae + Corti¢a; Bio 2= Fusarium sp. +
Cortica; Bio 3= L. saksenae + Fusarium sp. + Cortica; Bio 4= L. saksenae + T. viride +
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Fusarium sp. + Cortica; Bio 5= L. saksenae + T. viride + Fusarium sp. + Vermiculite; Bio 6= L.
saksenae + T. viride + F. oxysporum + Aspergillus sp. + Cortica. Cada coluna representa o
valor médio de 3 replicados + desvio padrdo. Letras distintas significa que existem diferencas

significativas para p<0,05.

Diferencas significativas (p<0,05) foram encontradas para os resultados
relativos a concentracao de pendimetalina nas varias biomisturas no final dos ensaios.
Podemos também verificar que as biomisturas 3, 4 e 5 conseguiram remover do solo 0
pesticida pendimetalina na sua totalidade. As restantes biomisturas (1, 2 e 6), apesar
de nado terem removido totalmente este pesticida, também foram muito eficientes, uma
vez que as concentragdes residuais foram muito baixas, 0,71 + 0,0004 mg Kg™, 1,44 +
0,0007 mg Kg™, 0,45 + 0,0002 mg Kg*, respetivamente. Comparando as Bio 4 e 5,
gue apresentam a mesma constituicdo exceto o substrato adicionado (cortica e
vermiculite, respetivamente), também verificamos que todas elas conseguiram, ao fim
de 180 dias, remover a pendimetalina na totalidade. E de realcar no entanto, que a
remocao total do pendimetalina foi mais rapida na Bio 5, na presenca de vermiculite, o
que pode indicar uma cinética de biodegradacdo mais rapida na presenca deste
substrato mineral.

Comparando os resultados obtidos para a Bio 1 e Bio 2, talvez possamos
concluir que o Fusarium sp. se mostrou mais eficiente na biodegradagdo deste
xenobidtico, comparativamente ao L. saksenae, nas condi¢des deste estudo.

Nos resultados dos ensaios contendo bactérias (Figura 37), podemos observar
gue apoés 40 dias, a remocdo do pesticida ultrapassou os 70% para todas as
biomisturas. No entanto, sdo as biomisturas 10 e 7 as que apresentaram

respectivamente maior e menor concentragdo de pesticida.
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Figura 37- Concentracdo do pesticida pendimetalina (mg Kg™ de solo) nas amostras recolhidas
A) 0 dias e B) 40 dias apds contaminacéo dos ensaios de biodegradacdo com bactérias. Bio 7=
Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio 9= Bac 2 + Corti¢a; Bio 10= Bac 2 +

Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3 replicados + desvio padrao.

Os resultados obtidos no final do ensaio de biodegradacdo com bactérias (120
dias de contaminacdo) encontram-se na figura 38, cujos resultados, foram sujeitos a

analise estatistica.
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Figura 38- Concentracéo do pesticida pendimetalina (mg Kg™ de solo) nas amostras recolhidas
ao fim de 120 dias ap0s contaminagédo. Bio 7= Bac 1 + Cortica; Bio 8= Bac 1 + Vermiculite; Bio
9= Bac 2 + Corti¢a; Bio 10= Bac 2 + Vermiculite. Cada coluna representa o valor médio de 3
replicados + desvio padréo. Letras distintas significa que existem diferencas significativas para
p<0,05.
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Da andlise da figura 38 podemos concluir que todas as modalidades estudadas
apresentaram concentragdes remanescentes de pesticida no solo consideravelmente
mais baixas do que a concentragcdo inicial. A Bio 8, apresentou um resultado
significativamente diferente do obtido para as outras biomisturas (p<0,05) e foi ainda
aguela que apresentou maior eficiéncia na remocdo do herbicida, contendo apenas
0,36 + 0,0002 mg Kg*, como concentrac&o residual. E importante realgar que também
neste caso a vermiculite na Bio 8 foi um fator determinante para a maior eficiéncia na
remocdo deste pesticida. Comparando a composi¢édo da Bio 7 com a Bio 8, a Unica
diferenca € no substrato, cortica na Bio 7 e vermiculite na Bio 8. Podemos também
concluir que a Bac 1 foi a bactéria mais eficiente i.e. a que conduziu a menores
concentracdes residuais no solo principalmente na presenca de vermiculite.

Na tabela 9, comparando e analisando todas as percentagens de remocao de
pendimetalina obtidas para as biomisturas, verificamos que as mais eficazes na
remocdo deste herbicida do solo foram as Bio 3, 4 e 5, com uma percentagem de
remocado de 100% e a Bio 8 com 99,5%. Nas biomisturas contendo fungos foi a Bio 5
aquela onde se conseguiu uma remogao de 100 % num periodo de tempo mais curto.
No caso das biomisturas com bactérias, 120 dias foram suficientes para que a Bac 1
removesse 99,5% do pesticida.

Em resumo o herbicida pendimetalina foi aguele onde se observaram de uma
forma geral as maiores taxas de remocéo nas condigcbes do nosso estudo, todas as

biomisturas apresentaram valores superiores a 95%.

Tabela 9- Percentagens de remocdo do pesticida pendimetalina, 180 dias apés a

contaminagéo, nas diferentes biomisturas.

Bio 1 Bio 2 Bio 3 Bio 4 Bio 5 Bio 6 Bio 7 Bio 8 Bio 9

Bio 10

% Remocao de
Pendimetalina

99,0 97,9 100,0 | 100,0 | 100,0 99,3 97,5 99,5 95,7

97,8

Elsayed e EI-Nady (2013), estudaram a capacidade de biodegradacdo do
herbicida pendimetalina em culturas liquidas durante 28 dias, tendo obtido também
percentagens de remog¢do de 100%, em culturas com uma concentracdo inicial de
pesticida de 100 pg/mL.

Nos ensaios de biodegradacdo realizados por Rodrigues (2012), os quatro

isolados fungicos utilizados F. oxysporum, L. edodes, P. variotti e T. viride, cujo
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isolamento foi feito a partir de amostras de solo e/ou biomistura previamente expostas
ao pesticida em questdo, conseguiram remover respetivamente, 99%, 99%, 98%, e
97% da concentracao inicial do pesticida (70 mg Kg™ de solo), ao fim de 120 dias.

Pinto et al. (2012), utilizando culturas liquidas dos fungos L. saksenae, F.
oxysporum, A. oryzae, P. brevicompactum e L. edodes, obtiveram percentagens de
remocéo de 99,5%, 99,4%, 99,1%, 98,8 e 96,1%, respetivamente, ao fim de 10 dias de
ensaio.

Podemos verificar que em todos os estudos de biodegradacgéo acima referidos,
as percentagens de degradacdo para este pesticida foram sempre mais elevadas,
comparativamente aos restantes pesticidas estudados, tratando-se de um herbicida

considerado moderadamente persistente no solo (Rodriguez-Liébana et al., 2014).

6.3.5. Consideracdes finais

Relativamente a modalidade controlo i. e. sem adicdo de microrganismos, 0s
resultados obtidos por n6es mostram taxas de biodegradacao inferiores a 3%, ao fim
dos 180 dias. Relativamente a adsor¢do ao substrato organico verificamos que no
controlo solo + cortica, a quantidade de pesticida adsorvido duplicou quando
comparamos o valor adsorvido as 48h com o valor adsorvido na desmontagem do
ensaio, ao fim dos 180 dias. De uma forma geral, este comportamento foi comum a
todas as modalidades i .e. a percentagem de adsor¢cdo ao substrato aumentou, ao
longo do ensaio, sendo este aumento muito inferior nas modalidades com
microrganismos, comparativamente a situacdo de auséncia. Para os compostos que
apresentaram taxas de remocao proximas de 100% como o herbicida pendimetalina, a
adsorcdo ao substrato diminui no final do ensaio comparativamente ao valor inicial,
pelo que existe nitidamente uma redugdo na adsorcdo com 0 aumento da
biodegradacdo do composto na biomistura, 0 que demonstra que a adsorcdao dos
compostos a cortica deve ser um processo reversivel.

De uma forma geral, a adsor¢cao a cortica verificada no final do ensaio foi
sempre inferior a 5% da concentracao inicial para todos os compostos em estudo,
sendo menor quanto maior a remocao do respetivo composto.

No final de todos os ensaios de degradacdo em solos, quer na presenca de
fungos ou bactérias, a ordem de eficiéncia na remocao dos pesticidas foi a seguinte:

pendimetalina> terbutilazina> diflufenicido> difenoconazol.
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6.4. Biodegradacdo dos pesticidas

Para verificar a metabolizacdo dos xenobidticos resultante da atividade
microbiana presente nas diferentes biomisturas estudadas, foram analisadas
diferentes amostras recolhidas ao fim de 100 e 180 dias por LC-ESI-MS e LC-ESI-

MS?, ap6s tratamento adequado (ver secdo 5.6. e 5.7.).
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Figura 39- Cromatograma de corrente iénica total (TIC) obtido para as amostras de solo da Bio
4, recolhidas 100 dias apds a contaminacdo. Compostos com tr 22,18 e 28,67 min
identificados como sendo 2-hidroxi-terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-

2’6-dinitrobenzenamina-N-6xido (M2), respetivamente.

O cromatograma obtido para as amostras da Bio 4 (Figura 39) ap6s 100 dias,
permitiu a identificacdo dos quatro pesticidas em estudo aos tempos de retencao (tr)
32,68; 41,18; 42,33 e 48,44, respetivamente para terbutilazina (Huff & Foster, 2014),
difenoconazol (Khalil & Huat, 2012), diflufenicAo (Thurman & Ferrer, 2008) e
pendimetalina (Ferrer & Thurman, 2006). Adicionalmente, foram identificados dois
outros picos com tempo de retencdo (tr) 22,18 e 28,67 min que correspondem

provavelmente aos metabolitos dos herbicidas terbutilazina e pendimetalina, 2-hidroxi-

73

ML:

1.05E S
Emzs Pami
ME

copoE~Few
4R




Biodegradacéo de pesticidas em solos e biomisturas.

terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’'6-dinitrobenzenamina-N-
oxido (M2), respetivamente, uma vez que os espetros de full MS (Figura 40 e Figura
42) e MS? (dados ndo apresentados) para estes metabolitos sdo coincidentes com os
espectros reportados para estes compostos (Ramakrishna et al.,2008; Lambropoulou
& Nollet, 2014).

COpo6AFev4AR #2986 RT: 22.19 AV: 1 NL: 2.18E4
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Figura 40- Espetro full MS obtido para o composto 2-hidroxi-terbutilazina (2-OH-TERB), com tr

22,18 min, na amostra da Bio 4 apés 100 dias.

No espetro de full MS, apresentado na figura 40, podemos observar dois ibes a
m/z 212 (100%) e a m/z 156 (5%) que correspondem, respetivamente, ao ido
molecular [M+H]" e ao fragmento [CsH1oNsO]. Este padrdo de fragmentacdo encontra-
se de acordo com a via proposta por Lambropoulou & Nollet (2014) para o produto de
degradacéo de terbutilazina, 2-OH-TERB.

Entre os pesticidas s-triazinas, 0 composto terbutilazina é o mais persistente no
ambiente (p. e. agua superficial e solo) (Palma et al.,, 2014). A formacdo de
metabolitos é principalmente devido a processos bioquimicos, como a desalquilacéo,
descloracéo, hidroxilacao, desaminacao e clivagem dos anéis dos compostos originais
(Grenni, 2011; Grenni et al.,, 2013). Os metabolitos desaminados e desalquilados
formam-se maioritariamente por mecanismos de degradagdo bibtica, enquanto os
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hidroxilados podem-se formar tanto por via bidtica como abidtica. Os metabolitos
desalquilados, desaminados e hidroxilados tém toxicidades semelhantes ou mesmo

superiores aos seus compostos de origem (Portugal, 2010)
O pesticida terbutilazina, na 4gua e no solo, encontra-se sujeito a Vvarios

processos de degradacdo, sendo um dos possiveis intermediarios o composto 2-
hidroxi-terbutilazina, que se forma a partir do processo de hidroxilagdo (Bottoni et al.,
2013). Esta via metabdlica ja se encontra descrita para a bactéria Pseudomonas sp.
(Figura 41) (Grenni, 2011), mas ainda nao existem relatos na literatura acerca desta

via de biodegradacédo em fungos.
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Figura 41- Vias de metabolizacéo do herbicida terbutilazina pela bactéria Pseudomonas sp. R1

= C(CHs)3;; OH- TERB: Hidroxi-terbutilazina; DET: Desetil-terbutilazina; OH-DET: Hidroxi-
desetilterbutilazina; BIS-DES: Di-butil-desetil-terbutilazina (adaptado de Grenni, 2011)
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No entanto, a presenca eventual do produto de hidroxilagdo 2-OH-TERB, nas
amostras avaliadas, parece indicar que a hidroxilacdo é um dos possiveis processos
de metabolizacdo utilizados por este consorcio microbiano (L. saksenae, T. viride e
Fusarium sp.).

Relativamente ao herbicida pendimetalina podemos observar no espetro de full
MS apresentado na figura 42, a presenca de um ido molecular [M+H]" a m/z 356 com
abundancia de 100% e dois ides menos intensos a m/z 311 e 173. Este padrao de
fragmentacdo encontra-se de acordo com a via de fragmentacdo proposta por
Ramakrishna et al. (2008) para o produto de degradacdo, N-(1-etil-1-propil)-
3,4dicarboxi-2’6-dinitrobenzenamina-N-6xido (decrito como M2 na figura 16 da sec¢éo
4.6.4., pagina 28).
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Figura 42- Espetro full MS obtido para o composto N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’6-

dinitrobenzenamina-N-6xido (M2), com tr 28,67 min, na amostra da Bio 4 apds 100 dias.

O herbicida pendimetalina € moderadamente persistente no solo, e devido ao
facto de apresentar uma baixa capacidade de sorcdo a matéria organica, torna-se

facilmente moével no ambiente, levando a contaminacdo de aguas subterrédneas e
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superficiais (Mohan et al., 2007; Undeger et al., 2010; Shehzad et al., 2012;
Rodriguez-Liébana et al., 2014).

Existem ainda poucos estudos acerca da degradacdo deste herbicida pelos
microrganismos do solo, nomeadamente por fungos. No entanto, Megadi et al. (2010)
realizaram um estudo de biodegradacdo deste pesticida pela acdo da bactéria B.
circulans tendo obtido 6-aminopendimetalina e 3,4-dimetil 2,6- dinitroanilina como
produtos de degradacdo por nitro-reducdo e desalquilagcdo, respetivamente. A
degradacéo dos herbicidas dinitroanilinas, ocorre maioritariamente por estas duas vias
de degradacéo (Megadi et al., 2010), no entanto, a presenca eventual do produto de
hidrélise M2, nas amostras avaliadas, parece ser um indicador que a hidrélise € um
dos possiveis processos de metabolizacdo utilizados por este consdrcio microbiano (L.

saksenae, T. viride e Fusarium sp.).
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Figura 43- Cromatograma de corrente ionica total (TIC) obtido para extratos resultantes dos
ensaios de desadsorcdo da cortica (ver secdo 5.7.), para a Bio 4, 100 dias apés a
contaminagcdo. Compostos com tr 22,18 e 28,67 min identificados como sendo 2-hidroxi-
terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’6-dinitrobenzenamina-N-6xido

(M2), respetivamente.

O cromatograma obtido para as amostras de desadsor¢éo da cortica (ap6s 100

dias), para a Bio 4 (Figura 43), permitiu mais uma vez a identificacdo de dois picos
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com tr 22,18 e 28,67 min, que correspondem provavelmente aos metabolitos dos
herbicidas terbutilazina e pendimetalina, 2-OH-TERB e M2, respetivamente. Esta
confirmacéo foi efetuada através dos espectros de full MS (dados ndo apresentados),
que permitiu obter um padréo de fragmentacéo para estes dois compostos semelhante
aos apresentados nas figuras 40 e 42.

Estes resultados permitem verificar a presenca destes dois produtos de
degradacédo nos extratos de desadsorcéo da cortica, nas amostras recolhidas aos 100
dias, confirmando que para além do composto original também os respetivos
metabolitos podem sofrer uma adsorcéo a superficie deste substrato organico.
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Figura 44- Cromatograma de corrente iénica total (TIC) obtido para as amostras de solo da Bio
4, recolhidas ap6s 180 dias. Composto com tr 22,18 min identificado como sendo o 2-hidroxi-
terbutilazina (2-OH-TERB).

O cromatograma obtido para as amostras de solo no final do ensaio (180 dias),
na Bio 4 (Figura 44) permitiu também identificar o pico de 2-OH-TERB com tr 22,18

min. No caso do produto de degradagdo do herbicida pendimetalina, ndo foi possivel

78




Biodegradacéo de pesticidas em solos e biomisturas.

identificar a sua presenca nestas amostras, indicando assim que este metabolito no

final do ensaio j& ndo se encontrava presente no solo.
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Figura 45- Cromatograma de corrente ionica total (TIC) obtido para extratos resultantes dos
ensaios de desadsorcdo da cortica (ver secdo 5.7.), para a Bio 4, 180 dias apos a
contaminagdo. Compostos com tr 22,18 e 28,67 min identificados como sendo 2-hidroxi-
terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’6-dinitrobenzenamina-N-6xido

(M2), respetivamente.

O cromatograma obtido para as amostras de desadsor¢éo da cortica no final do
ensaio (180 dias), na Bio 4 (Figura 45) permitiu também a identificacdo dos picos de 2-
OH-TERB com tr 22,18 min e M2 com tr 28,67 min. Ao contrério do que foi verificado
no cromatograma das amostras de solo no final do ensaio (Figura 43), o0 metabolito do
herbicida pendimetalina foi identificado nos extratos de desadsor¢cédo da cortica. Isto
demonstra que nesta biomistura, o metabolito M2 no final do ensaio deixou de se
encontrar presente no solo mas ainda se encontrava adsorvido a cortica, sendo
provavelmente necessario uma duracdo superior do ensaio para que também este
metabolito fosse posteriormente biodegradado por acdo microbiana.

Na tabela 10, encontram-se os resultados obtidos, apds 100 e 180 dias, para

0s: i) metabolitos encontrados no extrato de amostras de solo apés tratamento
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adequado- Metabolitos (S) e ii) metabolitos encontrados nos extratos de desadsorcao

da cortica — Metabolitos (C).

Tabela 10- Presenca ( « ) ou auséncia ( - ) dos produtos de degradacdo 2-hidroxi-
terbutilazina (2-OH-TERB) e N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’6-dinitrobenzenamina-N-6xido
(M2), nos extratos de amostras de solo e extratos de desadsorcao da cortica, apds 100 e 180

dias na presenca de fungos.

- _ Metabolitos (S) Metabolitos (C)
Biomistura Tempo (dias)
2-OH-TERB M2 2-OH-TERB M2
Bio 1 100 v - v v
io
180 v - v -
Bio 2 100 v v v v
io
180 v - v -
Bio 3 100 v v v v
io
180 v - v -
Bio 4 100 v v v v
' 180 v ) v v
Bio & 100 v v
io -
180 v -
100 v v v v
Bio 6
180 v v v v

M2: N-(1-etil-1-propil)-3,4dicarboxi-2’6-dinitrobenzenamina-N-6xido (Figura 16, seccao 4.6.4).
2-OH-TERB: 2- hidroxi-terbutilazina.

Metabolitos (S): metabolitos encontrados no extracto de amostras de solo, apés tratamento adequado.
Metabolitos (C): metabolitos encontrados no extracto resultante dos ensaios de desadsor¢ao da cortica.

Observando a tabela 10 verificamos que o metabolito da degradacdo do
terbutilazina, identificado como 2-OH-TERB, se encontra presente em todas as
amostras de solo e cortica (aos 100 e 180 dias), para todas as biomisturas em estudo.

Um facto interessante observado na Bio 1 € que o produto de degradacdo do
herbicida pendimetalina, identificado como M2, aos 100 dias de contamina¢do néo se
encontra presente nos extratos das amostras de solo, mas foi detetado nos extratos de
desadsorcao da cortica. No entanto, no final do ensaio, o0 metabolito deste pesticida
ndo é detetado nem no solo nem na cortica. Este resultado parece ser mais uma
confirmacdo de que a adsorcdo dos pesticidas, bem como dos seus produtos de

degradacao, é um processo reversivel.
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Nas Bio 2 e Bio 3, o metabolito M2 foi detetado em extratos de amostras de
solo e em extrato de desador¢cdo da cortica, apés 100 dias, verificando-se a sua
auséncia em ambos os extratos no final do ensaio i.e. ap6s 180 dias.

No caso da Bio 4, o metabolito do herbicida pendimetalina foi detetado em
ambas as amostras (solo e cortica), ap6s 100 dias, enquanto no final do ensaio
apenas foi detetado nos extratos de desadsor¢éo da cortica, indicando uma possivel
degradacao total do metabolito M2 presente no solo.

Para a Bio 5, ndo foram realizados ensaios de desadsorcdo dado que néo é
possivel proceder a separacdo entre o solo e a vermiculite, tendo sido analisadas
apenas amostras conjuntas (solo + vermiculite). Através da tabela 10, podemos
verificar que o metabolito M2 se encontra no solo aos 100 dias, mas j4 ndo esta
presente aos 180 dias, o que esta de acordo com a remogdo obtida para este
herbicida nesta biomistura (ver sec¢éo 6.3.4, Tabela 9).

Para finalizar, observamos também que na Bio 6 o metabolito M2 foi detetado
guer no solo quer na cortica, em ambas as recolhas realizadas.

Estes resultados permitem concluir que a cortica € um material natural com
uma elevada capacidade de adsorgdo, nomeadamente em relacdo aos compostos em
estudo. Esta adsorgcéo pode ser considerada um fator muito importante na reducédo da
toxicidade do meio, permitindo um maior desenvolvimento e consequentemente uma
maior biodegradacao por parte da comunidade microbiana presente.

No que diz respeito ao herbicida diflufenicdo, ndo foi detetado qualquer produto
resultante da sua degradacdo. Quanto ao fungicida difenoconazol, ter-se-a detetado a
presenca eventual do seu metabolito 1,2,4-triazol nas amostras de solo recolhidas da
Bio 1, no final do ensaio aos 180 dias. No entanto, a quantidade deste metabolito
parece ser muito reduzida, o que ndo permite a sua identificagdo inequivoca através
dos espectros de massa obtidos.

Os resultados parecem indicar que as espécies fungicas utilizadas neste
trabalho utilizam a hidroxilacdo e a hidrélise como vias de degradacédo/metabolizacéo
dos herbicidas terbutilazina e pendimetalina, respetivamente. Apesar de néo haver a
total confirmagéo da existéncia do metabolito 1,2,4-triazol nas amostras da Bio 1 no
final do ensaio, talvez haja uma indicacdo de que o fungo L. saksenae, presente nesta
biomistura, utilize a desalquilagdo para degradar/metabolizar o fungicida

difenoconazol.
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7. Concluséao

De uma forma geral, podemos concluir que todos os isolados microbianos bem
como os consércios utilizados neste estudo, monstraram elevadas capacidade de
remocao/biodegradacdo dos pesticidas selecionados.

O pesticida mais biodegradado/removido foi o herbicida pendimetalina, apesar
de se tratar de um herbicida moderadamente persistente, remocdes de 100% foram
obtidas com a Bio 3 (L. saksenae, Fusarium sp. e cortica), 4 (L. saksenae, T. viride,
Fusarium sp. e cortica) e 5 (L. saksenae, T. viride, Fusarium sp. e vermiculite),
demonstrando a capacidade de degradacéo destes diferentes sistemas.

A maior eficiéncia na remogéo do herbicida terbutilazina do solo foi exercida
pela Bio 9 com uma percentagem de remocdo de 89,4%. A segunda remocdo mais
eficaz deste herbicida foi realizada pelo isolado fungico L. saksenae, demonstrado a
grande potencialidade deste fungo na biodegradacdo deste xenobidtico.

As biomisturas 4 e 5 com o consoércio microbiano: L. saksenae, T. viride,
Fusarium sp. e cortica ou vermiculite, respetivamente, mostraram ser as biomisturas
com maior potencial para a biodegradacdo do difenoconazol, apresentando
percentagens de remocdo de cerca de 74%. De realcar o desempenho obtido na
biodegradacdo do difenoconazol na presenca de vermiculite (Bio 5), e o facto de se
tratar de uma biomistura que n&o produz qualquer tipo de residuo.

Relativamente ao herbicida diflufenicdo o Fusarium sp. (presente na Bio 2) foi o
mais eficiente, com taxas de remogé&o superiores a 80%.

Fazendo uma comparacdo entre todas as biomisturas, os pesticidas foram
removidos com a seguinte ordem de eficiéncia: pendimetalina>terbutilazina>
diflufenicdo>difenoconazol.

No que diz respeito ao tempo de meia-vida dos pesticidas estudados, verificou-
se que foi com a Bio 6 (L. saksenae, T. viride, F. oxysporum, Aspergillus sp. e cortica),
que a cinética de biodegradacao foi mais rapida. Assim sendo, utilizando a Bio 6 foi
possivel obter um tempo de meia-vida de 15 dias para o pesticida terbutilazina e um
tempo de meia-vida de aproximadamente, 30 dias para os pesticidas difenoconazol,
diflufenicéo e pendimetalina.

No que diz respeito aos substratos utilizados (cortica e vermiculite),
demonstraram ser bons aliados na biodegradacdo/remocédo dos pesticidas estudados.
A cortica sendo um material natural, apresentou uma elevada capacidade de
adsorcdo, em relacdo aos compostos em estudo. Esta adsorgcéo pode ser considerada
um fator muito importante na reducéo da toxicidade do meio, o que ira permitir um
maior desenvolvimento e consequentemente uma maior biodegradacdo por parte da

comunidade microbiana presente. O substrato mineral vermiculite, também
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demonstrou ser um bom aliado na biodegradacdo dos pesticidas em estudo,
montrando-se o fator determinante para uma maior remoc¢do do fungicida
difenoconazol.

Através de LC-ESI-MS e LC-ESI-MS? foi ainda possivel identificar a presenca
de dois metabolitos nos extratos de solo e no substrato organico cortica, confirmando
assim a metabolizacdo microbiana dos dois pesticidas terbutilazina e pendimetalina
por hidroxilagdo e hidrolise, respetivamente. Ter-se-a detetado também a presenca
eventual do metabolito 1,2,4-triazol (produto de degradacdo do difenoconazol), nas
amostras de solo recolhidas (Bio 1), no final do ensaio.
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