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“In victory, be humble

In defeat, be strong

In all things, be fair”

Eternal Grand Master Haeng Ung Lee



A curiosidade € mais importante do que o conhecimento.

Albert Einstein

A preguica € a mae do progresso.
Se o homem nio tivesse preguica de caminhar, ndo teria inventado a roda.

Mario Quintana

Se ndo sabes, aprende; se ja sabes, ensina.
Somente os extremamente sabios e os extremamente estipidos € que ndo mudam.
A esséncia do conhecimento consiste em aplicd-lo, uma vez possuido.

Conficio

POEMINHA DO CONTRA
Todos estes que ai estao
Atravancando o meu caminho,
Eles passarao.

Eu passarinho!
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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA - PPGQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA - UFSM
BIORREMEDIA CAO DE HERBICIDAS EM AGUA DO CULTIVO DE ARROZ
IRRIGADO VISANDO MINIMIZAR O IMPACTO AMBIENTAL
Autor: Rafael Roehrs
Orientador: Prof. Dr. Renato Zanella
Santa Maria, 22 de dezembro de 2008

A produgdo de arroz irrigado depende, em parte, da aplicacdo de pesticidas
destacando-se os herbicidas que podem ser transportados para fontes de dgua gerando
polui¢do e riscos ao meio ambiente e ao ser humano. O melhoramento genético, otimiza¢ao
das praticas de cultivo e o uso de pesticidas no controle das pragas sdo alternativas para o
aumento da produtividade. O uso intensivo de pesticidas gera um impacto ambiental tornando
a degradacdo natural dos pesticidas mais lenta.

Visando desenvolver um processo economicamente vidvel para biorremediacdao de
aguas utilizadas no cultivo de arroz irrigado, isolou-se uma linhagem bacteriana de amostras
de solos com histérico de uso de pesticidas, e avaliou-se a influéncia exercida por diferentes
condig¢des na eficiéncia de degradacio. O procedimento consiste em isolar um microrganismo
proveniente do solo, utilizando incubacdo em meio seletivo para os herbicidas alvo. Apds
isolar e selecionar, através de ensaios de biodegradagdo, possiveis microrganismos com
potencial de degradagdo, estes foram identificados pela Universidade de La Republica
(Montevideo-Uruguai). A fim de acompanhar o potencial de degradacio da linhagem RRO2,
foi utilizado um sistema HPLC-UV com fase estaciondria Synergi Fusion RP-80, fase movel
acetonitrila:metanol:agua (30:24:46, v/v; pH 3,0), vazao 0,8 mL min’ e deteccao em 220 nm.
Avaliou-se a influéncia da fase de crescimento, da temperatura de incubacio e das condi¢des
de alta e baixa oxigenac¢ao do meio durante um periodo de 30 dias, utilizando meio de cultura
mineral com os herbicidas.

Os resultados mostraram a capacidade de degradacgao pela linhagem RRO2 para todos
os herbicidas estudados. Quando avaliou-se cada herbicida separadamente, foi obtida uma
diminui¢do de 50 a 100% na concentracdo inicial. Entretanto numa mistura de herbicidas, a
biodegradacdo foi bem menor, ou quase nula, considerando as condi¢des sem aeracdao do
meio. A aeracdo do meio pode melhorar a degradacdo dos herbicidas quando presentes em

misturas. Os resultados pouco satisfatérios de degradagdo ocorreram com 0 microrganismo



em fase de crescimento estaciondria, com pouca ou nenhuma degradacdo. Esta linhagem
suporta doses de até 10 vezes a concentracdo aplicada na lavoura de arroz, apresentando uma
degradacdao de 30 a 100% para a dose mais elevada em 28 dias. Quando esta linhagem ¢é
comparada com produtos comerciais os resultados obtidos foram semelhantes ou até
superiores, pois foi usado um menor nimero de células da linhagem RRO2 do que os
fornecidos pelos produtos comerciais. Quando avaliado o efeito sinérgico de dois processos
de biorremediacdo — a biorremediagdo microbiana e a fitorremediacdo — os resultados
mostraram que a combinagdo destes produz melhores resultados do que cada um dos
processos de remedicao isolados.

O uso de microrganismos na biorremediacdo do meio-ambiente € eficiente e
economicamente vidvel, uma vez que ndo é necessdria a introdu¢do de nenhum tipo de
substancia quimica com agao redutora ou oxidante, ou de equipamento que possa encarecer a
producdo de arroz. O impacto ambiental ndo pode ser desconsiderado, porém como sdo

utilizados microrganismos provenientes do local de cultivo, o impacto € reduzido.



ABSTRACT
DOCTORATE THESIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA - PPGQ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA - UFSM
HERBICIDES BIOREMEDIATION IN IRRIGATED RICE FIELDS WATER
AIMING TO LESSEN THE ENVIRONMENTAL IMPACT
Author: Rafael Roehrs
Adviser: Prof. Dr. Renato zanella
Santa Maria, December 22, 2008

Irrigated rice production depends on the pesticides application, among other factors.
Herbicides could be highlighted as the most used ones, which may be transported into natural
water sources, generating pollution and risk to the environment and to the human beings’
health. The genetic improvement along with cultivation techniques optimization and use of
pesticides to control plagues are alternatives to increase rice productivity. However, the
intensive use of pesticides generates a greater environmental impact, turning the natural
pesticides degradation even slower.

In order to develop an economically viable process for irrigated rice fields water
bioremediation, a bacterium strain from the soil with history of pesticides use has been
isolated, being the influence of different conditions in degradation efficiency evaluated. The
process consists in isolating a microorganism from the soil, utilizing selective medium
incubation for the target herbicides. After isolating and selecting, through biodegradation
assays, the possible microorganism with degradation potential, it was identified by the
University de la Republica (Montevideo-Uruguay). Aiming to observe closely the degradation
potential of strain RR02, it was utilized an HPLC-UV system with stationary phase Synergi
Fusion RP-80, mobile phase acetonitrile:methanol:water (30:24:46, v/v; pH 3.0), flow rate of
0.8 mL min"' and detection in 220 nm. The influence of the growth phase, the incubation
temperature and the conditions of high and low oxygenation of the medium during a 30-day
period was assessed utilizing a mineral culture medium with the herbicides.

The results show that the strain RR02 has a good capability to degrade the studied
herbicides. Since each herbicide has been separately evaluated, it was possible to notice a
decrease between 50 and 100% in the initial concentration. During the herbicides mixture
evaluation the biodegradation was lower, or almost null, considering the conditions without

aeration of the medium. The medium aeration can improve the herbicides degradation when



they are in a mixture. The least satisfactory degradation results happened during the
microorganism stationary growth phase, with little or no degradation at all. This strain
supports up to 10 times the doses used in the rice farming, showing a decline from 30 to
100% for the highest dose in 28 days. When this strain is compared to commercial products,
the results are similar or even higher, because it used a smaller number of cells of the strain
RRO2 than those provided by commercial products. The synergistic effect of two processes of
bioremediation — the microbial bioremediation and phytoremediation — were assessed and
displayed that the combination produces better results than each of the processes of
remediation alone.

The use of microorganisms in the environment bioremediation is efficient and
economically viable, since it is not necessary the application of any type of chemicals or
equipment that could multiply the cost of rice production. The environmental impact should
not be ignored; however, the fact that the microorganisms used in the research are actually

from the cultivation area considerably minimizes the impact.
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1 INTRODUCAO

Atualmente os pesticidas sdo uma necessidade para o aumento da produtividade e
diminui¢do das perdas geradas por organismos indesejados. A producdo de arroz de 1986 até
2004 cresceu aproximadamente 20%, enquanto, no mesmo periodo, a populacido teve um
crescimento de 30% (IRGA, 2008). Existem vdrias técnicas para aumentar a produtividade
agricola, dentre elas destacam-se o melhoramento genético dos cultivares, desenvolvimento e
otimizacdo das técnicas de cultivo e o uso de pesticidas. No entanto, a0 mesmo tempo em que
os pesticidas podem aumentar a produtividade dos alimentos, eles podem gerar um gradativo
problema ambiental. O uso indiscriminado de pesticidas resulta no excesso destes no meio
ambiente, comprometendo assim a qualidade da dgua, e consequentemente a saide publica,
considerando que a grande maioria deles € toxica (cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e
mimetizadores de hormoénios) podendo acumular-se no organismo de animais e do ser
humano, além de estarem associados a muitas doencas.

Desta forma, € possivel compreender o papel importante desempenhado pela
biorremediacdo de solos e de recursos hidricos. A biorremediacao, através da biodegradagao
dos poluentes por microrganismos, diminui o impacto ambiental de poluentes de uma forma
consideravelmente mais lenta, porém com um custo muito mais baixo do que outras formas
de remediacdo do meio ambiente. Todo impacto ambiental deve ser considerado, entretanto,
como muitos dos organismos (linhagens proficientes em degradacdo de pesticidas ou outros
compostos organicos) sao nativos do préprio solo cultivado, este risco é bem inferior ao
resultante da introdu¢@o de outras técnicas de remediacdo de poluentes.

Existe ainda um aspecto que precisa ser observado durante a utilizacdo de
microrganismos na biodegradacdo. Pode ocorrer o aparecimento do fendmeno denotado de
“biodegradacdo acelerada” que, apesar de ser facilmente contornado, impediria o pesticida de
atuar e cumprir o seu papel na protecdo contra os organismos indesejados. A solucdo €
bastante simples: realizar a rotacdo de cultura e/ou de pesticidas aplicados na drea a ser
cultivada.

Considerando o cardter imprescindivel da dgua para a vida na terra, a importancia do
uso de pesticidas para atender a crescente demanda mundial por alimentos e a conseqiiente
possibilidade destes contaminarem o meio ambiente e 0 homem, os objetivos deste trabalho
foram: (I) isolar microrganismos de amostras de solo com histérico de aplicacdo de pesticidas

que apresentem capacidade de degradar herbicidas usados no cultivo de arroz irrigado; (II)
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avaliar o potencial de degradacdo e a sua velocidade em diversas condi¢des de crescimento e
(IIT) desenvolver um método economicamente vidvel e de baixo impacto ambiental para ser
aplicado em campos de cultivo ou em efluentes de industrias de agrotdxicos, a fim de

diminuir o impacto gerado pelos pesticidas no solo e nas dguas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é uma planta da familia das Podceas que alimenta mais da
metade da populagdo humana no mundo (EMBRAPA, 2008). O arroz é um dos mais
importantes grios em termos de valor econdmico. E alimento bésico de 2,4 bilhdes de pessoas
e, segundo estimativas, até 2050, haverd uma demanda para atender o dobro desta populacdo
(BARBOSA, 2004). No Brasil, em 2004, o consumo de arroz era de aproximadamente 73
kg/habitante/ano, sendo a regido nordeste a com menor consumo - apenas 49
kg/habitante/ano, e o sudeste responsdvel pelo maior consumo de arroz do Brasil, com 90
kg/habitante/ano (IRGA, 2008).

O arroz € terceiro maior cereal mais cultivado no mundo, sendo ultrapassado apenas
pelo milho e o trigo. O Brasil estd entre os dez principais produtores mundiais de arroz, com
cerca de 11 milhdes de toneladas para um consumo de 11,7 milhdes de toneladas base casca
em 2004. Esta producdo € oriunda de dois sistemas de cultivo irrigado e de sequeiro
(EMBRAPA, 2008). A regido Sul é responsdvel por 60% da produgdo, o que equivale a sete
milhdes de toneladas, a segunda maior regido produtora de arroz constitui o centro-oeste, com
uma participagdo de 17%, ou dois milhdes de toneladas. Poucas foram as regides que
apresentaram um aumento na produ¢do ao longo do tempo; a regido sul, que em 1994 era
responsavel por 48% da produgdo anual no Brasil, passou para 60% e a regidao centro-oeste
passou de 14 para 17%. A regiao sudoeste apresentou a maior diminui¢do na produgdo — de
10% para apenas 2,8% da produgdo brasileira. As demais regides apresentaram uma

diminui¢do na producdo, como pode ser observado na Figura 1 (IRGA, 2008).
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Figura 1 - Participacao de cada regiao brasileira na producio de arroz (IRGA, 2008).

Dentro da regido Sul, o estado que mais produz arroz € o Rio Grande do Sul, com uma
producdo de 1,2 milhdes de toneladas nas safras de 2007/08. O Estado esta dividido em seis
regides produtoras de arroz (Figura 2), com as regides da Fronteira Oeste e da Campanha
sendo responsdveis por 70% da produgdo estadual, respectivamente 570 e 215 mil toneladas
de arroz na safra de 2007/08 (Figura 3). A regido de Santa Maria produziu 20 mil toneladas de
arroz das 124 mil toneladas produzidas pela regido da Depressdao Central (IRGA, 2008).
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Cerca de 150 milhdes de hectares de arroz sdo cultivados anualmente no mundo,
produzindo 590 milhdes de toneladas, sendo que mais de 75% desta producdo € oriunda do
sistema de cultivo irrigado (EMBRAPA, 2008).

O cultivo do arroz irrigado, por submersdo do solo, necessita em torno de 2.000 L (2
m®) de dgua para produzir 1 kg de grios com casca, estando entre as culturas mais exigentes
em termos de recursos hidricos. Apesar desta alta exigéncia, a manuten¢do de uma lamina de
dgua sobre a superficie do solo traz uma série de vantagens para as plantas de arroz
(EMBRAPA, 2008). A 4dgua necessdria para a cultura do arroz irrigado deve ser captada das
fontes (rios, lagos, barragens) de suprimento e conduzida até as fontes consumidoras
(lavouras). Estes procedimentos assumem um papel importante, tanto para a garantia da
produtividade, por meio de um correto manejo da dgua, quanto para a composicao dos custos
de producao (IRGA, 2007)

Conforme os dados da safra de 2002 para a producdo de 6.000 kg de arroz por hectare
o custo total estava em R$ 1.700,00 para o cultivo de arroz irrigado convencional, com um
custo beneficio de R$ 1,21 para cada R$ 1,00 investido. O gasto com a irrigacdo e com o
controle de plantas daninhas, pragas e doencas chega a 29% do custo de producdo de um
hectare (Figura 4), ou seja, R$ 480. Os dados da safra de 2007 mostram que o custo com a
irrigacdo e o controle de pragas foi de R$ 440,00 por hectare, muito préximo ao gasto em

2002.

arrendamento preparo do solo
15%

15%

plantio
1%
arms:zc:r?:rr:énto sementes

6%
10% b

’ adubo
5%

\adubagéo de
- cobertura

0,

colheita 3%

0,
16% controle planta

daninhas/pragas/
doencas
12%

irrigacao
17%

Figura 4 — Custo relativo de cada operacao na producao de um hectare de arroz no

método convencional (EMBRAPA, 2008).
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O manejo de &dgua na cultura do arroz irrigado compreende um conjunto de
procedimentos, todos considerados importantes, seja do ponto de vista econdmico, ou do
crescimento e desenvolvimento das plantas. A captagdo e distribui¢do, a necessidade de dgua
para irrigacdo, o periodo de submersdo do solo, a altura da lamina de 4dgua e a drenagem do
solo, sdo aspectos importantes a serem considerados (EMBRAPA, 2008).

O cultivo de arroz pode ser realizado no sistema irrigado, cujas lavouras concentram-
se em sua grande maioria no Sul do Pais, ou no sistema de terras altas (ou de sequeiro), que é
mais utilizado no cerrado brasileiro. O cultivo de arroz irrigado pode ser realizado em quatro
diferentes sistemas, os quais se diferenciam, basicamente, quanto a forma de preparo do solo,
aos métodos de semeadura e ao manejo inicial da 4dgua e dividem-se em: sistema
convencional, cultivo minimo, plantio direto, pré-germinado, mix de pré-germinado e
transplante de mudas. Atualmente, no RS predomina o sistema de cultivo minimo (61,1% da
area), seguido dos sistemas convencional (21,9%), pré-germinado + mix (11,3%) e plantio
direto (5,7%) (OLIVEIRA, 2006). J4 em Santa Catarina (SC), o sistema pré-germinado € a
unica forma de cultivo de arroz irrigado utilizado (SOSBAI, 2003). O sistema pré-germinado
apresenta algumas vantagens em relacdo aos outros sistemas, dentre as quais se destacam:
menor dependéncia das condi¢cdes meteoroldgicas para implantacdo das lavouras e, em
consequéncia, maior controle de espécies de plantas daninhas da familia das poéceas
(gramineas), especialmente o arroz vermelho; e melhor aproveitamento da &4gua das
precipitacdes pluviais nas operagdes de preparo de solo e formagdo da lamina de dgua,
resultando em menor dependéncia de 4gua dos mananciais durante o ciclo de

desenvolvimento da planta (MACEDO et al., 2007).

2.1.1 O consumo de agua pela orizicultura

A 1irrigacdo da lavoura de arroz estd intimamente relacionada ao sistema de cultivo
adotado. O Rio Grande do Sul caracteriza-se pelo cultivo de grandes areas de arroz, onde
predomina amplamente o sistema de cultivo com taipas em nivel. O irrigante coloca a 4gua no
ponto mais alto e a conduz por gravidade, mantendo uma ladmina de dgua através de taipas
construidas com diferenca de nivel de 5 a 10 cm. O Estado de Santa Catarina caracteriza-se
por pequenas dreas de cultivo, onde predomina amplamente o sistema de cultivo de quadros

em nivel. Este sistema tem se mostrado mais eficaz no manejo da 4dgua, tendo em vista a boa
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distribuicao da 4gua e um maior planejamento no sistema de irrigacao e drenagem (SOSBALI,
2007; EMBRAPA, 2008).

A quantidade de dgua exigida para o cultivo de arroz € o somatério da dgua necessaria
para saturar o solo, formar uma lamina, compensar a evapotranspiragdo e repor as perdas por
percolacdo vertical, as perdas laterais e dos canais de irrigagdo. Esta quantidade depende,
principalmente, das condi¢des climaticas, do manejo da cultura, das caracteristicas fisicas do
solo, das dimensdes e revestimento dos canais, da duragcdo do ciclo da cultivar, da localizacao
da fonte e da profundidade do lencol fredtico (SOSBAI, 2007; EMBRAPA, 2008).

Para suprir a necessidade de dgua durante o ciclo para os sistemas de cultivo
convencional, cultivo minimo e plantio direto, recomenda-se a utilizacdo de vazdes continuas
de até 1,5 litros por segundo por hectare, num periodo médio de irrigagao de 80 a 100 dias.
Solos com textura franco-arenosa ou arenosa e com maior gradiente de declividade
necessitam de vazoes maiores (SOSBAI, 2007; EMBRAPA, 2008).

No sistema de plantio com sementes pré-germinadas, o periodo de irrigacdo ¢é
proporcionalmente maior, iniciando-se ja no preparo do solo. Apesar disto, normalmente um
volume menor de dgua € utilizado durante o ciclo da cultura. Para o preparo do solo, aplica-se
uma lamina de dgua de 4 a 5 cm sobre a superficie, mais a lamina necessdria para saturar o
solo. A quantidade de dgua para saturar o solo é em fun¢do da profundidade do lencol fredtico
e/ou da camada impermedvel, do teor de umidade e do espaco poroso do solo. Normalmente
sd0 necessarios 1.000 a 2.000 m® por hectare para esta fase (SOSBAI, 2007; EMBRAPA,
2008).

Outra fase critica na demanda de dgua neste sistema ocorre por ocasido da reposicao
de dgua apods a aplicagdo do herbicida pds-plantio do arroz. Nesta fase, a reposicao devera ser
feita em um ou dois dias, sendo recomendavel uma vazido minimade 2 a3 L st por hectare, o
que sugere um escalonamento na aplicacdo do herbicida, para evitar falta de 4gua na
reposicio da lamina. Para a manutengdo da ldmina, vazdes em torno de 1 L ha' sdo
suficientes, tendo em vista a baixa percolacdo da dgua no solo, devido a formacdo da lama

(SOSBALI, 2007; EMBRAPA, 2008).

2.2 O uso de pesticidas na agricultura

Desde o inicio de seu desenvolvimento, a producdo agricola estd diretamente

relacionada com a aplicacdo de substincias quimicas para controlar as pestes, que atacam os
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produtos agricolas, prejudicando as colheitas. O uso de compostos quimicos no controle de
pragas data do periodo cldssico da Grécia e Roma. O mais antigo registro de uso de pesticidas
¢ atribuido aos sumérios que, em 2500 a.C., utilizavam enxofre para combater insetos
(BARBOSA, 2004).

Em 1998, o consumo no Brasil foi de aproximadamente 307 mil toneladas de produtos
comerciais, formulados com cerca de 250 ingredientes ativos. No periodo de 1964 a 1998, a
drea com culturas agricolas aumentou 78%, enquanto que o aumento no consumo de
pesticidas foi de 700%, no mesmo periodo (SPADOTO et al.,2004). Desde 1994, as vendas
de pesticidas no Brasil vém crescendo continuamente, ultrapassando os US$ 2 bilhdes, o que
corresponde a 6% do mercado mundial (BARBOSA, 2004)

Estas substincias tém sido mais usadas nas regides sudeste (38,9% em 1998), sul
(31,2%) e centro-oeste (22,8%), sendo que o Rio Grande do Sul utiliza 12% do total
(SPADOTO et al., 2004). A cultura de arroz irrigado estd em 9° lugar dentre as culturas que
mais utilizam pesticidas no Brasil, como mostra a Figura 5. Em nivel mundial, as vendas de
pesticidas por cultura sdo aproximadamente: hortalicas 23,6%, arroz 13%, milho 10,6%, soja

11,3%, algodao 9,6%, outros cereais 14,3% e outras culturas 17,6% (BARBOSA, 2004).

11%
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Figura 5 — Percentagem do consumo de pesticidas em algumas culturas agricolas no

Brasil, em 2004 (SINDAG, 2004)
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O arroz irrigado, cultura de destaque do sul do Brasil, ocupa uma éarea de
aproximadamente 1,3 milhdes de hectares nos Estados do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, que fornecem quase 60% da produgdo nacional (CONAB, 2006). No sistema
germinado, geralmente os insumos quimicos sdo aplicados antecedendo a semeadura
(adubos), via tratamentos das sementes (inseticidas) ou em pds-emergéncia (herbicidas,
inseticidas e adubos), diretamente na lamina de dgua; ou ainda, a lavoura € inundada apds a
aplicacdo, especialmente de herbicidas (NAKAGOME et al, 2006). Segundo SOSBAI (2005)
sao recomendados, no Brasil, para a cultura de arroz irrigado, 23 ingredientes ativos de
herbicidas (comercializados isoladamente ou em mistura na forma de 37 produtos
comerciais), 14 ingredientes ativos de inseticidas (25 produtos comerciais) e 25 ingredientes

ativos de fungicidas (40 produtos comerciais).

2.2.1 Impacto ambiental dos pesticidas

Os efeitos ocasionados por um pesticida no meio ambiente dependem intrinsecamente
da sua ecotoxicidade para organismos terrestres e aqudticos. Além disso, dependem
diretamente das concentracdes atingidas nos diferentes compartimentos ambientais (solo,
dgua, planta e atmosfera) que, por sua vez, dependem do modo e das condicdes de aplicagdo,
das propriedades fisico-quimicas, da quantidade ou dose usada, das condi¢des ambientais e do
comportamento e destino do pesticida no meio ambiente (SPADOTTO et al., 2004; ROCHA
et al.,2004).

Os pesticidas podem alcancar os corpos de dgua diretamente, em aplicacdes para
controle de plantas aqudticas e mosquitos; ou indiretamente, por meio da drenagem de terras
agricolas, permeagdo através do solo, em residuos de producdo de pesticidas e residuos
municipais (fungicidas e bactericidas) (BIZIUK et al., 1996). Como estes compostos sao
aplicados no campo mediante pulverizadores, bombas e avides, na forma de spray, a
influéncia dos ventos ndo pode ser evitada, e eles sdo entdo dispersos no ambiente, podendo
também atingir as dguas superficiais.

O aumento de eficicia dos compostos € de grande importancia, pois a quantidade de
produtos quimicos langcados no meio ambiente pode ser reduzida. O que ndo significa,
necessariamente, que o impacto ambiental seja menor, pois se deve levar em conta também a

ecotoxicidade destes compostos e 0 seu impacto em organismos nao-alvo.
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No entanto, o uso indiscriminado dos pesticidas tem feito com que sejam detectados
residuos destes no meio ambiente, em todos os compartimentos ambientais (ar, 4gua e solo) e
em todas as regides geogréficas, incluindo aquelas mais distantes de sua liberacdo original,
como oceanos, desertos e zonas polares (BAIRD, 2002). Estima-se que aproximadamente 700
mil toneladas de pesticidas sejam lancadas, anualmente, no meio ambiente (BARBOSA,
2004).

Depois da aplicagdo de um pesticida, vérios processos fisicos, quimicos, fisico-
quimicos e bioldgicos determinam seu comportamento. O destino dos pesticidas no meio
ambiente € governado por processos de retencdo (sorcdo, absorc¢do), de transformacdo
(degradagdo quimica e bioldgica) e de transporte (deriva, volatilizacdo, lixiviacdo e
carreamento superficial), e por interagdes destes processos. Além da variedade de processos
envolvidos na determinac¢do do destino ambiental dos pesticidas, diferencas nas estruturas e
propriedades das substincias quimicas, € nas caracteristicas e condicdes ambientais, podem

afetar estes processos (SPADOTTO et al., 2004).

2.2.2 Os pesticidas no cultivo de arroz

Atualmente existe no mercado um grande nimero de compostos para controle de
plantas daninhas, insetos, fungos e outros organismos que prejudicam a produgdo das lavouras
de arroz. Existe uma demanda crescente de novos produtos, com baixo impacto ambiental,
capazes de controlar esses organismos, que cada vez sdo mais resistentes. Os pesticidas estao
divididos em quatro classes toxicoldgicas (I = rétulo vermelho, II = rétulo amarelo, III =
rétulo azul e IV = rétulo verde). A classe I abrange os compostos considerados altamente
téxicos para seres humanos; a II, os medianamente téxicos, a III, os poucos téxicos e a IV, os
compostos considerados praticamente nao-téxicos para os seres humanos (SANCHES et al.,
2003).

Na Tabela 1, estdao relacionados os herbicidas indicados para a agricultura do arroz
irrigado, registrados no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA),
levando-se em considera¢do os produtos disponiveis no mercado e a suscetibilidade das
diferentes espécies daninhas aos diversos ingredientes ativos.

Alguns herbicidas mais indicados e empregados na cultura de arroz no Estado do Rio

Grande do Sul s@ao demonstrados na Tabela 2, sendo bentazona, clomazona, quincloraque,
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propanil e 2,4-D os mais empregados na cultura de arroz irrigado na Regido Central do
Estado, segundo informagdes do departamento de Fitotecnia da UFSM e do Instituto Rio

Grandense do Arroz (IRGA, 2007).

Tabela 1 — Herbicidas indicados para a cultura do arroz irrigado (AGROFIT, 2007;

ANVISA, 2007; SOSBAI, 2007 ).

Nome Comum Grupo Quimico IDAl Classe
(mg kg™ pc) Toxicoldgica

2,4-D Acidoariloxialcandico 1 1
Azinsulfuron Sulfoniluréia 0,1 111
Bentazona Benzotiadiazinona 0,1 111
Bispiribaque-sédico Acido pirimidiniloxibenzéico 0,01 I
Carfentrazona-etilica Triazolona 0,03 1A%
Cialofope-butilico Acido ariloxifenoxipropionico 0,003 I
Ciclossulfamurom Sulfoniluréia 0,03 111
Clomazona Isoxazolidinona 0,04 111
Dibrometo de diquate Bipiridilo 0,002 II
Dicloreto de paraquate Bipiridilo 0,004 |
Etoxissulfuron Sulfoniluréia 0,04 111
Glifosato Glicina substituida 0,042 v
Imazapique Imidazolinona 0,5 II
Imazetapir Imidazolinona 0,25 111
Metsulfuron-metilico Sulfoniluréia 0,01 111
Molinato Tiocarbamato 0,02 II
Oxadiazona Oxadiazolona 0,005 111
Oxifluorfem Eter difenilico 0,003 11
Pendimetalina Dinitroanilina 0,1 111
Penoxulam Sulfonanilida triazolopirimidina 0,05 I
Picloram Acido piridinocarboxilico 0,07 I
Pirazossulfuron-etilico Sulfoniluréia 0,006 11
Propanil Anilida 0,005 I
Quincloraque Acido quinolinocarboxililco 0,38 I
Sulfosato Glician substituida 0,03 111
Tiobencarbe Tiocarbamato 0,01 11
Triclopir-butolitico Acido piridiniloxialcanéico 0,05 I
Trifluralina Dinitroanilina 0,02 111

IDA = Ingestdo Didria Aceitdvel; pc = peso corporal
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Tabela 2 — Historico dos tratamentos usados para a determinacio da persisténcia de herbicidas e inseticidas na agua de irrigacao de

lavoura de arroz. Local: Varzea do Departamento de Fitotecnia da UFSM. Santa Maria, RS. (2003-08)

Herbicidas Produto Concentracdo ~ Formulacdo Doses ha™ Concentragdo tedrica
(Nome comum) Comercial (PC) (g L'ou g kg'l) Comercial ral/ea. (g PC(kgoul) na dgua (ug L'l)
Safra 2003/04
Bentazona Basagran 600 600 sL! 960 1,6 960
Clomazona Gamit 500 CE? 700 1,4 700
Propanil Propanil Milenia 360 CE 3600 10,0 3600
Quincloraque Facet PM 500 pM3 700 1,4 700
2,4-D amina Aminol 806 670 g e.a. SL 200 0,298 200
Bispiribaque-sodio Nominee 400 SC 400 sc! 50 0,125 50
Safra 2004/05
Bentazona Basagran 600 600 SL 960 1,6 960
Clomazona Gamit 500 EC 500 1,0 500
Propanil Spada WG 600 wWG® 3600 6,0 3600
Quincloraque Facet PM 500 PM 375 0,75 375
2,4-D amina Aminol 806 670 g e.a. SL 200 0,298 200
Pirazosulfuron-metil Sirius 250 SC 250 SC 20 0,080 20
Bispiribaque-sodio Nominee 400 SC 400 SC 50 0,125 50
Imazetapir Vezir 100 g e.a. SL 60 0,60 60
Imazetapir Vezir 100 g e.a. SL 120 1,20 120
Fipronil Klap 200 SC 24 0,120 24
Fipronil Klap 200 SC 48 0,240 48




32

Safra 2005/06
Bispiribaque-sédio Nominee 400 SC 400 SC 50 0,125 50
Bispiribaque-sodio Nominee 400 SC 400 SC 100 0,250 100
Imazetapir Vezir 100 g e.a. SA 100 1,00 100
Imazetapir Vezir 100 g e.a. SA 200 2,00 200
Pirazosulfuron-metil Sirius 250 SC 250 SC 20 0,080 20
Pirazosulfuron-metil Sirius 250 SC 250 SC 40 0,160 40
Imazetapir+ imazapique Only 100 ge.a.(75 g SL 75+ 25 1,00 75 e 25
e.a.+25ge.a.)
Imazetapir+imazapique Only 100 ge.a(75¢g SL 150+ 50 2,00 150 ¢ 50
ea. +25ge.a.)
M; (x) (5 herbicidas)
Bentazona Basagran 600 600 SL 960 1,60 960
Clomazona Gamit CE 500 CE 500 1,0 500
Quincloraque Facet PM 500 PM 375 0,75 375
Propanil Stam 480 480 CE 3600 7,5 3600
2,4-D amina U 46 D-Fluid 2,4-D 720 g e.a. SL 200 0,278 200
M; (2x) (5 herbicidas)
Bentazona Basagran 600 600 SA 1920 3,2 1920
Clomazona Gamit CE 500 CE 1000 2,0 1000
Quincloraque Facet PM 500 PM 750 1,5 750
Propanil Stam 480 480 CE 7200 15,0 7200
2,4-D amina U 46 D-Fluid 2,4-D 720 g e.a. SL 400 0,556 400




Safra 2006/07
Imazetapir+ imazapique Only 100 ge.a(75¢g SL 75+ 25 1,0 75e25
e.a.+25ge.a.)
Imazetapir Vezir 100 g e.a. SL 75 0,75 75
Imazapique Plateau 700 WG 17,5 0,25 17,5
Clomazona Gamit 500 CE 500 1,0 500
Quincloraque Facet PM 375 PM 375 0,75 375
Carbofuran Diafuran 50 50 GR® 400 8,0 400
Fipronil Standak 250 SC 37,5 0,15 37,5
Safra 2007/08
Imazetapir+ imazapique Only 100ge.a.(75 g SL 75+ 25 1,0 75 e 25
e.a.+25ge.a.)
Bispiribaque-sodio Nominee 400 SC 400 SC 50 0,125 50
Penoxsulan Ricer 240 SC 48 0,200 48
Clomazona Gamit EC 500 CE 600 1,2 600
Quincloraque Facet PM 375 PM 375 0,75 375
Carbofuran Diafuran 50 50 G 400 8,0 400
Fipronil Standak 250 SC 37,5 0,15 37,5

1.a. — ingrediente ativo
e.a. — equivalente dcido
'SL - Concentrado soltvel

2CE - Concentrado emulsionavel

’PM — P6 molhavel

*SC — Suspensio concentrada
WG — Granulos dispersiveis
°SA — Solugdo Aquosa

'GR - Granulado

PC — Produto Comercial

33
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2.3 Biorremediacio

Biorremediagdo €, por definicdo, o uso de organismos vivos, basicamente
microrganismos, para degradar contaminantes ambientais em produtos menos téxicos.
Biotecnologia ambiental ndo é um campo novo, € compostagem e dguas residuais sao
exemplos de biotecnologia ambiental (VIDALI, 2001). Devido ao fato da biorremediagao
parecer uma boa alternativa para as técnicas convencionais de recupera¢do do meio ambiente,
as pesquisas nessa drea tem aumentado, principalmente nos Estados Unidos (VIDALI, 2001).

Reciclagem dos elementos, organicos ou inorganicos, ¢ um fendmeno natural em
virtude da sua incorporacdo nos ciclos bioldgicos e sua liberagdo através dos ciclos
biogeoquimicos. Nas ultimas décadas, a extensiva urbanizacdo e a conseqiiente
industrializacdo para sintese e aplicacdo de quimicos industriais, além da interferéncia

humana, t€ém levado a uma mobilizacdo massiva das reservas naturais, resultando em polui¢ao

ambiental (KULKARNI e CHAUDHARI, 2007)

2.3.1 Biorremediacao microbiana

A técnica de biorremediacdo consiste no emprego de microrganismos, com ajuda de
fatores ambientais, visando a degradagdo ou transformag¢do de compostos téxicos em produtos
menos toxicos que ndo agredirdo o meio ambiente. A técnica de biorremediacdo de solo vem
sendo usada hd varios séculos em processos de compostagem de residuos organicos, para
produzir condicionadores de solo ou adubo. Desde a década de 1940 o processo de
biorremediacdo, como técnica de degradacdo de contaminantes organicos, vem sendo usado
na indudstria de petréleo para tratar residuos do processo de refino. O processo de
biorremediacdo pode ser executado ex sifu (i.e. landfarming', biopile®, bio-reatores) ou in situ.
No processo ex situ o material removido (solos escavados, efluentes ou sélidos) € tratado em
sistema aberto ou fechado, utilizando microrganismos na degrada¢do do contaminante. Uma
das alternativas € a disposi¢ao do solo contaminado em células ou em &reas abertas para a
dispersdo de nutrientes e microrganismos, além da aerag¢do do sistema. Os principais gastos

com o sistema sdo: escavacdo e remog¢do do material contaminado, drea para disposicdo do

1 . ~ . . .
Solos contaminados sdo misturados com solos modificados com agentes quelantes, umectantes e nutrientes

secundarios, e entdo revolvidos.

? Também denominada de biocélulas ou biopilhas. E um processo que une a compostagem e o landfarming para

aremediacdo de areas contaminadas.
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solo contaminado, andlises quimicas periddicas para avaliacdo do método, eficiéncia do
método de oxigenacgdo do sistema.

O processo in situ tem como objetivo criar um ambiente favordavel ao crescimento e
desenvolvimento de microrganismos capazes de degradar o contaminante no local. O
processo envolve projeto e instalacio de sistemas de suprimento de nutrientes,
microrganismos (no caso da bioampliacdo) e oxigénio (para estimular processos aerébios) ou
nitrogénio (para processos anaerobios) em sub-superficie (MURPHY et al., 1999).

A 4gua doce e do mar, solo e efluentes domésticos possuem grande quantidade e
diversidade de comunidades microbianas que demonstram capacidade de degradar moléculas
xenobidticas. Embora a capacidade de degradacdo de um organismo ou consércio seja
necessdria, a sua mera existéncia nao € o suficiente. Além disso, as condi¢des devem auxiliar
a degradacdo de modo a aumentar a eficiéncia do processo. Microrganismos podem ser
isolados da maioria das condi¢cdes ambientais, podendo se adaptar e crescer em temperaturas
extremas, condicdes desérticas ou aqudticas, com oxigénio em excesso ou em condicdes de
anaerobiose, ou na presenca de compostos toéxicos (VIDALI, 2001).

Quando o tempo e as condicdes sao favoraveis, mesmo que originalmente nao exista
nenhuma via metabdlica, é possivel degradar um composto organico sintético ou xenobidtico.
Por outro lado, células bacterianas tendem a limitar a quantidade de cddigos genéticos as
necessidades presentes, mas a capacidade genética de certas bactérias é ampla e essa
caracteristica confere uma vantagem seletiva quando ocorrem mudancas nas condig¢des
ambientais, ou por conferir melhor velocidade de crescimento pela bactéria portadora, ou por
transferir esse codigo genético as outras bactérias - através de plalsmideos3 (BARATHI e
VASUDEVAN, 2001).

Segundo HOHENER, HUNKELER & HESS (1998) existem, no minimo, quatro vias
diferentes que resultam em uma bactéria capaz de degradar um certo composto ou grupo de
compostos em um determinado sitio:

1. A flora microbiana natural ser exposta a molécula
xenobidtica por tempo suficiente, de forma a
expressar mudancas nos genes capazes de
codificarem enzimas para degradacio de um

composto. Esse tipo de evolugdo ocorre a todo o

3 < . . 5
Moléculas de DNA de fita dupla, auto-replicativas e menores que os cromossomos. Cromossomos sio

estruturas filamentosas contendo os genes e presentes no nucleo celular.
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momento, mas € relativamente lenta. Como
conseqiiéncia, a comunidade microbiana passa a ter
as vias degradativas, mas a degradacdo pode ser
insuficiente devido ao nimero reduzido de células
ou a baixa atividade;

A flora microbiana natural, que estd adaptada as
condicdes locais, € exposta a moléculas
xenobidticas. Com o tempo, as bactérias trocam
genes com capacidade degradativa com outras
c€lulas bacterianas préximas. Assim, a transferéncia
genética pode ser feita por conjugacio”, transducio’
ou transformacdo®. Do ponto de vista da
biorremediacdo, esse tipo de evolugio ¢
relativamente lento, mas pode ser melhorado;

Como o item 2, a flora microbiana natural pode ser
“equipada” com a capacidade degradativa. Uma vez
que o contaminante é conhecido, o grupo de genes
pode ser introduzido. Se ndo houver nenhum gene
natural, ele pode ser construido. As cepas de
laboratério podem ser usadas como doadoras, tanto
para transferir a capacidade para as cepas isoladas
do sitio contaminado, ou por introducdo de
doadores no local e deixar a transferéncia ocorrer;
Uma bactéria capaz de degradar o contaminante &
isolada do sitio contaminado. Contudo, a cepa
precisa ser capaz de competir com a flora natural do

sitio a ser remediado.

4 . ~ L . . A .
Processo de acasalamento caracterizado pela fusdo tempordria dos parceiros e transferéncia de genes; ocorre

particularmente em organismos unicelulares.

5 ~ . . L. s . . 21 ’
Transferéncia de material genético de uma bactéria a outra por intermédio de um virus.

® Um tipo de transferéncia de material genético na qual uma célula receptora adquire um fragmento de DNA que

estd presente em forma livre no meio circundante.
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Os microrganismos degradadores de pesticidas sao encontrados no mundo microbiano,
nos dominios eubactérias’, archaeg, e eukariag, tendo muitos tipos fisioldgicos: aerdbio,
anaerdbios (fermentativos, metanogénicos, redutores de enxofre), quimiolitotr(’)ficoslo, €
organismos fotossintéticos. Os residuos de pesticidas podem ser mineralizados por um
simples microrganismo ou por um conjunto de microrganismos. A biodegradacdo de um
complexo de moléculas normalmente envolve o efeito interativo das comunidades mistas de
microrganismos, € conta com a versatilidade metabdlica de bactérias e fungos (SILVA E
FAY, 2004).

Muitas bactérias, algumas isoladas de lavouras de arroz, foram selecionadas pelo
poder de degradar cloroanilinas, como Comamonas testosteroni (BOON et al., 2000),
Pseudomonas acidovorans BN3.1 (BRUNSBACH AND REINEKE, 1993), Proteus mirabilis
(CORREA E STEEN, 1995), Agquaspirillum e Paracoccus denitrificans 3CA
(SUROVTSEVA et al., 1996). Diferentes espécies de Enterobacter t€ém sido reportadas como
detentoras de potencial de degradacdo de fosfatos, glifosato, tetranitrato de pentaeritriol e
trinitrotolueno (SINGH et al., 2004). Fungos e bactérias sdo citados como habeis em degradar
propanil e 3,4-DCA, a bactéria Pseudomonas fluorescens pode hidrolisar propanil a 3,4-DCA
(ZABBLOTOWICZ et al., 2001; MARTINEZ, SILVA & MAYA., 2005). O maior grupo de
bactérias responsaveis pela remocao de pesticidas foi isolado de amostras de 4gua de um lago
oligotréfico'' e foram identificadas como gram negativas e classificadas como membros do
género Pseudomonas (41%) e Aeromonas (31%) (LOPEZ et al., 2005).

As rotas metabdlicas de degradacdo podem variar de microrganismo para
microrganismo; abaixo estdo algumas rotas metabolicas para os herbicidas clomazona, 2,4-D,

propanil, bentazona e quincloraque (Figura 7, 8, 9, 10 e 11). Para facilitar a compreensdo da

7 Um dos dois principais grupos de bactérias (o outro é a arqueobactéria). As eubactérias possuem caracteristicas
fundamentais que sdo consideradas tipicas da maioria das bactérias.

¥ Grupo principal de bactérias que inclui as bactérias metanogénicas, halofilicas extremas e termoaciddfilas, e
que diverge de outros grupos de bactérias nos estdgios evoluciondrios iniciais. Também chamada de
archaebacteria.

° Células que apresentam niicleo verdadeiro delimitado por uma membrana nuclear e que contém os
cromossomos, e que dividem por mitose. Células eucaridticas também contem organelas limitadas por
membrana, como mitocdndrias, cloroplastos, lisossomos e os complexos de Golgi. Plantas e animais,
protozoarios, fungos e algas (exceto algas azul-verde) sdo eucariontes.

' Organismos que utilizam compostos inorganicos como doadores de elétrons e necessitam de compostos
quimicos para a obteng@o de energia.

" Condigdes em que o nivel de nutrientes é baixo e o crescimento microbiano pequeno.
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rota de degradacdo da clomazona por microrganismos, os metabolitos foram numerados de 2
a 13 com a clomazona sendo 1 (Figura 7). No trabalho de Liu et al. (1996), foram avaliadas as
rotas de degradacdo em diferentes linhagens de Absidia spp. (2), Aspergillus spp. (6), Bacillus
spp (2), Candida spp. (2), Corynebacterum spp. (1), Cunninghamella spp. (4), Curvularia
spp. (1), Cylindrocarpon spp. (1), Helicostylum spp. (1), Mucor spp. (2), Mycobacterium spp.
(1), Nocardia spp. (3), Pseudomonas spp. (4), Rhizopus spp. (3), Rhodococcus spp. (2),
Sepedonium spp. (1), Streptomyces spp. (4), e Syncephalastrum spp. (1). Andlises
quantitativas de HPLC mostram que os metabolitos 2, 3, 4, 9, e 10 sdo formados pela maioria
dos microrganismos pela degradacdo do herbicida clomazona. Alguns poucos conseguem
metabolizar clomazona e produzir como metabdlitos os compostos 5, 8 e 13. E apenas uns
cinco microrganismos conseguem produzir os metabodlitos 6, 7 e 11 a partir da degradagdo da
clomazona. Reagdes de transformacdes microbianas incluem hidroxilagdo do anel aromatico
formando os metabdlitos 10, 11, 12 e 12a; hidroxilagdo do grupo benzil para formar o
metabodlito 8 e com uma subseqiiente dehidrogenacao para formar a amida 9; hidroxilacdo na
posicdo 5 para formar o metabolito 2, e subseqiiente dehidrogenacdo para formar 3; e uma
hidroxilagao do grupo metil para formar o composto 4. Os metabdlitos 3,4’ -catecol (12) e
3’,6’-hidroquinona (12a), sdo provenientes de hidroxilacdes orto e para no metabdlito 10
(LIU et al., 1996). O metabolismo de degradagdo, suas enzimas e seus subprodutos para os
herbicidas 2,4-D (Figura 8) e propanil (Figura 9) estdao apresentados abaixo.

Para o herbicida propanil estdo representadas duas possiveis rotas de degradacdo
(Figura 9). Para ambas, a enzima chave € a aril acilamidase, que é responsdvel em transformar
propanil em 3,4-DCA (3,4-dicloroanilina) (ENGELHARDT et al. 1973; GIACOMAZZI e
COCCHET, 2004). Esta enzima ndo necessita de um ifon metdlico para sua atividade
catalitica. E induzida por propanil e inibida por reagentes sulfidril e fons metalicos e por 3,4-
DCA (ENGELHARDT et al. 1973). A degradacdo microbiana do herbicida propanil inicia
com a transformacdo do herbicida em 3,4-DCA através da enzima aril acilamidase. Em
metabolismo aerdbio, o 3,4-DCA é convertido em diclorocatecol e em cloroanlinas, estas sdo
convertidas em clorocatecol (GIACOMAZZI e COCCHET, 2004). Estes metabdlitos entram
na via de degradac¢do de compostos arométicos (e-escola, 2009).

O herbicida bentazona é degradado principalmente pela hidroxilagdo do anel fendlico
nas posicoes 6 e 8 para formar 6-OH-bentazona e 8-OH-bentazona (Figura 10). Estes
metabolitos sdo dificeis de identificar porque ambos sao metabolizados rapidamente. Dentro
de 24 horas, bentazonas hidroxiladas sdo incorporadas como insoliveis, ligadas a dcidos

humicos e fulvicos. Outro metabdlito frequentemente formado € 2-amino-N-isopropil
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benzamida (AIBA). AIBA pode ser hidrolisado a dcido antranilico, o qual é facilmente
catabolizado por muitos microrganismos do solo ou usado na sintese de triptofano. Solos com
histérico de aplicacdo de bentazona acima de oito anos exibem uma mineralizacdo de
bentazona de 5-6 vezes maior do que solos sem este histérico. Estes dados sugerem que a
comunidade microbiana de solos que foram expostas repetidas vezes a bentazona adaptaram-
se para mineralizar bentazona (WAGNER et al.,1996, KIM et al., 1998). FORNIER et al.
(1993), demonstrou que o aumento de doses de 2,4-D aumenta a capacidade dos
microrganismos de usar o herbicida como fonte de carbono, desse modo estimulando a rdpida
degradacdo de 2,4-D apds a segunda aplicacgdo. WAGNER et al. (1996) mostram que o
metabdlito da degradacdo de bentazona mais abundante encontrado no solo foi o
metilbentazona. Este resultado sugere que a N-metilagio é uma das etapas de
biotransformac¢do de bentazona. Devido ao nivel de metilbentazona encontrado no solo
aumentar durante o experimento, isso indica que este metabdlito persiste mais do que os
outros, como AIBA e as bentazonas hidroxiladas. N-metilacdo ocorre pela transferéncia de
uma metila da S-adenosilmetionina catalisada por N-metiltransferase. Dois metabdlitos da
bentazona, AIBA e o 4cido antranilico, provenientes da hidrdlise das ligacdes N-S da
estrutura tiadiazina, como também a 6 e 8-hidroxibentazonas foram encontradas no solo. O
dcido antranilico e AIBA podem ser incorporados ao material himico do solo, através de
reacOes oxidativas. Semelhantemente, as hidroxibentazonas sdo rapidamente incorporadas a
matéria organica do solo e desse modo nao podendo mais ser extraidas. A presenca destes
metabolitos sugere que ambas as rotas de degradacdo de bentazona ocorrem, mas nio é
possivel afirmar qual é a dominante (WAGNER et al.,1996).

A maioria dos microrganismos, como levedura, podem crescer tanto em condi¢des
anaerdbias quanto aerdbias e, portanto, sao expostas continuamente a Espécies Reativas de
Oxigénio (ERRO) gerados como bioprodutos do metabolismo (Costa & Ferreira, 2001). A S.
cerevisiae pertence ao grupo das leveduras anaerdbias facultativas. Isto significa que fermenta
hexoses como a glicose e a frutose, independente da concentragdo de oxigénio. A glicose € a
principal fonte de carbono da S. cerevisiae, uma preferéncia que é mediada por um complexo
processo de repressdo e ativagdo de genes e de proteinas, usualmente conhecido como
repressao da glicose ou repressdo catabdlica (De Winde et al., 1997; Gancedo, 1998). Quando
a concentracdo de glicose cai para menos de 0,2% no meio, hd a desrepressdo das enzimas
que participam da biossintese na mitocondria e de outros genes necessirios para o
crescimento respiratério (De Winde et al., 1997; Gancedo, 1998). Esse crescimento apresenta

fases distintas do ponto de vista metabdlico e cinético (figura 10). Ap6s um breve periodo de
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adaptacdo em meio rico (YPD — 2% glicose), chamado de fase lag, as células iniciam uma
divisdo celular a cada hora e meia (fase exponencial), com energia proveniente da
fermentacdao da glicose. Ao diminuir a disponibilidade de glicose no meio, ocorre a
desrepressao catabodlica (transicdo diduxica), na qual hd uma parada transiente na divisao
celular, enquanto as células sdo preparadas para o metabolismo respiratério. Apds, ela
reassume a divisdo celular em um ritmo mais lento (uma divisdo a cada trés ou quatro horas),
utilizando o etanol como fonte de carbono produzido durante a fermentacdo (fase pOds-
diduxica). Quando todas as fontes de carbono forem exauridas, as células entram na fase
estaciondria na qual podem sobreviver por muito tempo na auséncia de nutrientes (Pringle &

Hartwell, 1982; Fuge & Werner, 1997).

Fase Esiaciondria

Fase Pds diauxica

Fase Diauxica

Fase Exponencial

Densidade Relativa da Cultura

Tempa (horas)
Figura 6 — Fases de crescimento de uma levedura selvagem quando iniciada em

meio completo (adaptado de Fuge e Werner, 1997).

Muitos estudos sobre o quincloraque tem avaliado a toxicidade oxidativa induzida por
este herbicida e a funcdo das enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD) e
catalase na protecdo dos microrganismos contra o estresse oxidativo. A linhagem de
Burkholderia cepacia WZ.1 quando exposta a quincloraque expressou algumas proteinas para
contra-atacar o estresse e proteger a si mesma de danos. Quincloraque induziu a expressao de

uma enzima da familia das super6xido dismutases, a Mn-SOD. Da mesma forma, a linhagem
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expressou vdrias proteinas para degradar este herbicida. A biotransformacao do quincloraque
(Figura 11) inicia com a sua transformacao em 3,7-bicloreto de quinolina; e esta foi catalisada
por uma dioxigenase, e entdo modificada para cloroftalato via reacdo com aminotransferase.
Cloroftalato foi transformado em 3-clorocatecol através de ftalato dioxigenase redutase
(PDR), ftalato dihidrofiol desidrogenase e 4,5-dihidroxiftalato descarboxilase. Finalmente,
clorocatecol 1,2-dioxigenase (1,2-CCD) catalisou 3-clorocatecol em 2-cloro-cis-cis-muconato
via uma rota orto. Apds a desclorinagdo, os subseqiientes metab6litos foram dirigidos para o

ciclo do TCA (LI et al., 2008).
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Figura 8 — Rota de degradacao microbiana do 2,4-D (adaptado de SINGH et al, 1999;

LIPTHAY et al., 2003).
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A via do 4cido 3-acetoadipico é a via geral para o metabolismo de compostos
aromaticos, tendo como produtos resultantes a acetil-CoA e o &acido succinico, os quais

entram facilmente no ciclo do 4cido tricarboxilico (TCAlz) (Figura 12).
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< H,O
/-) Citrato \
oxalacetato \

CoA SH
m cis-aconitato
O Vo
Ciclo

isocitrato

de Krebs J/ e
malato "/ \m

a -cetoglutarato
NAD+
fumarato /
coast EEED—%

/ succinato\ succinil-CoA \m

FAD / \
GDP + PI

Figura 12 — Ciclo do acido tricarboxilico (TCA) ou Ciclo de KREBS (PELCZAR et al.,
1996)

Nesse processo o composto € transformado em catecol e dcido protocatecdico (SILVA
e FAY, 2004). Em geral, as vias metabdlicas bacterianas de degradacdo aerdbica de
hidrocarbonetos e compostos aromdticos, como os herbicidas clomazona e propanil, podem
ser divididas em trés partes. Primeira, o substrato aromético € transformado num metabdlito
di-hidroxiaromdtico (tipicamente um catecol). Tal é conseguido através da introducdo de

grupos hidroxila por mono ou di-oxigenases. A segunda fase consiste na abertura do anel do

12 Ciclo do 4cido tricarboxilico, também conhecido como ciclo do acido citrico ou ciclo de Krebs.
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catecol por di-oxigenases. Estas enzimas catalisam a adi¢do de oxigénio molecular ao anel,
quebrando uma das ligacdes carbono-carbono. A quebra do anel pode ocorrer em duas
posicdes distintas: entre os grupos hidroxila (quebra intradiol ou orto) ou adjacente a um dos
grupos hidroxila (quebra extradiol ou meta). As di-oxigenases que fazem a adic¢do intradiol
sdo enzimas cujo cofactor é Fe’ e produzem 4cido cis, cis-mucénico (ou um derivado deste),
e as di-oxigenases que fazem a adicdo extradiol, que s@o enzimas dependentes de Fe™,
produzem o semialdeido 2-hidroximucénico (ou um derivado). As enzimas catecol 1,2-di-
oxigenases e catecol 2,3-di-oxigenases sdo exemplos tipicos de desidrogenases intradiol e
extradiol, respectivamente. Na terceira e ultima fase do catabolismo dos hidrocarbonetos
aromaticos, o produto resultante da abertura do anel € convertido em intermedidrios do
metabolismo central (acetil-CoA, oxalato e piruvato, por exemplo) (e-escola, 2009).

No catabolismo aerdbico, as rotas mais periféricas de degradacdo envolvem reagdes de
oxigenacdo executadas por monooxigenases e/ou dioxigenases de hidroxilagdo que geram
compostos dihidroxiaromadticos (catecol, protocatecolate, gentisato, hidroquinona e
hidroxiquinol). Estes compostos intermedidrios sdo os substratos de enzimas de quebra de
anel que usam o oxigénio molecular para abrir o anel aromatico entre dois grupos hidroxil
(clivagem orto, catalisada por intradiol dioxigenases) ou proximo de um dos dois grupos
hidroxil (clivagem meta, catalisada por extradiol dioxigenases) (DIAZ, 2004).

O ideal € que as estratégias de biorremediacdo sejam estruturadas baseadas no
conhecimento dos microrganismos presentes no ambiente poluido, em suas habilidades
metabdlicas, e como eles respondem as mudangas nas condi¢des ambientais. Para aumentar a
eficiéncia metabdlica de um microrganismo com fins para uma aplicacdo ambiental particular,
modificagdes devem ser feitas em dois diferentes niveis: (1) manipulacio de rotas catabdlicas
especificas, e (2) manipulacdo de células hospedeiras. Buscando aperfeicoar a taxa de
remogao do poluente e ampliar a faixa de substratos de uma rota catabdlica, a manipulacio de
enzimas chaves para ambas as rotas € mecanismo de regulacido que controlam a expressao dos
genes catabdlicos serdo necessarios. A combinagdo racional de rotas catabélicas pode permitir
a completa metabolizacdo do xenobidtico, como pode ser mostrado com o desenvolvimento
de uma bactéria capaz de mineralizar bifenilas policloradas, e pode prevenir a formacgao de
produtos finais ou metabdlitos toxicos por evitar que o poluente fosse pela rota errada. A
combinacdo em uma Unica linhagem bacteriana de diferentes habilidades de degradagdao com
tracos genéticos que fornecem vantagens seletivas em sitios alvos é uma estratégia promissora
para biorremediacdo in situ. Entretanto, nem sempre € possivel combinar em um tnico

organismo todos os recursos necessdrios para resolver um problema ambiental, como no caso
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de remoc¢do de misturas complexas em esgotos. Sob essas circunstancias, uma estratégia
conveniente é a produgdo de um consércio sintréfico'® no qual os membros sio especializados
em certas etapas biodegradativas ou na degradacdo de certos poluentes. Interacdes entre
plantas e micrébios € também uma alternativa praticavel para a remocao de compostos téxicos
de ambientes poluidos (rizorremediagdo). Estratégias de biorremediacao envolvendo plantas
que expressam genes bacterianos para a imobilizagdo de metais pesados ou TNT
(trinitrotolueno) sdo atualmente tecnologias verdes custo beneficio é de grande interesse
publico e cientifico (DIAZ, 2004).

Os microrganismos do solo tém uma fun¢do importante na atenuacdo dos efeitos
ambientais dos compostos organicos, uma vez que podem adaptar-se a presenca desses
compostos potencialmente toxicos e sobreviver por meio de sua degradacdo, ou seja, utilizar
essas moléculas como nutrientes e energia. A transformacdo dos pesticidas por
microrganismos, na qual deriva algum beneficio nutricional do processo, usando a molécula
organica como fonte de carbono e energia, ou outro nutriente, € chamado de metabolismo. O
metabolismo, freqiientemente resulta na completa mineralizagdo de um agrotoxico, isto €, em
sua conversao para diéxido de carbono, dgua e fons inorgéanicos. Esta via metabdlica consiste
em uma série de reagdes seqiienciais de transformacdo, cujo propdsito € a conversdo do
pesticida em moléculas que possam ser processadas pelo metabolismo intermedidrio ou
central, servindo entdo como precursores para a biossintese dos constituintes celulares
(JANKE e FRITSCHE, 1985). O critério essencial do processo descrito acima exige que o
resultado do metabolismo seja um material passivel de entrar no ciclo do 4cido tricarboxilico
(TCA). Coletivamente, microrganismos possuem a maior diversidade enzimaética encontrada
no planeta e metabolizam milhdes de compostos organicos para capturar energia para crescer.
O uso de microrganismos tem aumentado nos sistemas a fim de biodegradar compostos
xenobidticos téxicos — uma aplicagdo comumente conhecida como biorremediacdo
(ALEXANDER, 1994; LAWRENCE e ELLIS, 1999). Adicionalmente, a estrutura quimica
do composto (tamanho da molécula, presenca ou auséncia de certos substituintes), a
disponibilidade de microrganismos, o tipo de ambiente (aerébico ou anaerébico), € os niveis
de nutrientes, luz, pH e temperaturas influenciam fortemente na taxa de transformacdo/
assimilacdo do composto quimico. (CORREA e STEEN, 1995; KULKARNI e
CHAUDHARI, 2007).

3 A s e . L, .
"> Fendmeno em que uma espécie vive dos produtos de outra espécie.
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A maioria dos microrganismos no solo estd localizada na fina camada de dgua que
circunda as particulas do solo, e nesta escala ocorrem rapidas e significantes modificagdes no
potencial redox por causa da respiracdo microbiana e a limitacdo na difusdo de gases. Essas
modificagdes refletem na distribui¢do e na atividade das bactérias aerdbias degradadoras de
pesticidas, como, por exemplo, em solos muito imidos, como em cultura de arroz irrigado; a
taxa de difus@do do oxigénio atmosférico dentro do solo € limitada, e a transformacgdo
anaerdbia de pesticidas torna-se importante. Em escala de campo, a degradacdo dos pesticidas
¢ 6tima em temperatura mesofilica'* e ocorre lentamente (ou ndo ocorre) em temperaturas
mais baixas ou muito altas (TOPP et al., 1997). A taxa de crescimento microbiano também
estd relacionada, em parte, a concentracdo e a diversidade do substrato. A concentracdo € um
parametro importante na determinacdo da velocidade da biodegradacdo. A cinética de
degradacdo de muitos pesticidas aproxima-se da equacdo de primeira ordem, isto €, a taxa de
degradacdo decresce na propor¢do da concentracdo residual do pesticida (SILVA e FAY,
2004).

Diferentes técnicas de biorremediacao podem ser empregadas dependendo do grau de
saturacdo e de oxigenacdo da area. Técnicas in situ de remediacdo sdo aquelas que aplicadas
no solo ou na dgua produzem o minimo de impacto. Técnicas ex sifu sao aquelas que para
serem aplicadas no solo ou em recursos hidricos necessitam que a drea contaminada seja
removida por escavagdo (solo) ou por bombeamento (dgua). As técnicas de bioampliagdo
envolvem a adicao de microrganismos proficientes na degradacao de poluentes.

As técnicas de biorremediacdo in situ s@o as opcoes mais desejaveis devido ao baixo
custo e a0 menor impacto ambiental, uma vez que eliminam a escavacdo e o transporte dos
contaminantes. As principais técnicas de biorremediacdo in situ sdo:

Bioventilacdo — o tratamento in situ mais comum e envolve a suplementacdo de ar e
nutrientes no solo contaminado para estimular a flora endégena. A bioventilacdo emprega
baixos fluxos de ar e fornece somente a quantidade de oxigénio necessdria para a
biodegradagdo evitando a volatilizacdo e liberacdo do contaminante na atmosfera (VIDALLI,
2001; SILVA e FAY, 2004).

Biodegradacdo in situ — envolve a suplementacdo de oxigé€nio e nutrientes pela
circulacdo de solugdes aquosas através do solo para estimular a flora natural a degradar os

poluentes organicos. Esta técnica pode ser usada em solo e dguas subterraneas. Geralmente

' Faixa moderada de temperatura (entre 25 e 40 °C).
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esta técnica inclui condi¢des como a infiltragdo de dgua contendo os nutrientes € oxigénio ou
outro receptor de elétrons para tratamento de dguas subterraneas (VIDALI, 2001).

Biosparging — consiste em injetar ar sob pressdo abaixo da dgua mineral para
aumentar a concentragdo de oxigénio na dgua subterranea e aumentar a taxa de degradacao
bioldgica da flora nativa (VIDALIL 2001).

Bioampliagdo — envolve freqiientemente a adicdo de microrganismos enddgenos e
exdgenos na darea contaminada. Dois fatores sdo limitantes no uso da adicdo de culturas
microbianas na drea de tratamento: 1) sdo raras as culturas exdgenas que competem
suficientemente bem com a populacdo endégena e sdo capazes de se desenvolver e sustentar
eficientemente um nivel populacional e 2) a maioria dos solos com um longo tempo de
exposicao a efluentes biodegradaveis tem microrganismos endégenos que sio eficientes em
degradar os contaminantes se a drea a ser tratada for bem conduzida (VIDALI, 2001; SILVA
e FAY, 2004). O sucesso na aplicacdo da bioampliacdo é dependente da identificacido e
isolamento de linhagens microbianas apropriadas, e de sua subseqiiente sobrevivéncia e
atividade, uma vez inseridas no habitat alvo. Esta técnica envolve linhagens extraidas de
amostras de locais poluidos, sendo o crescimento com o contaminante como fonte tnica de
carbono ou nitrogénio, o que resulta na selecdo de uma linhagem que expressa a habilidade de
degradacao requerida.

A introducdo de microrganismos ndo nativos ou de nutrientes para ampliar a flora
nativa in situ poderia ser considerada impactante. Como a taxa de degradacdo decresce na
propor¢ao da concentragdo residual do pesticida, também o nimero de células vidveis
decresce. Entretanto os microrganismos apresentam formas de sobrevivéncia na falta de fonte
de carbono, uma delas € o estado de dorméncia. A limitagdo de carbono, nitrogénio ou fésforo
leva o microrganismo de um estado de reprodugdo para um estado de sobrevivéncia. Este
estado € muito resistente a agentes estressantes como temperatura, pesticidas, antibidticos e
corantes. A concentracdo de dgua intracelular diminui e o metabolismo diminui a quase zero
permanecendo as células vidveis até 0 momento em que encontrar condi¢des favoraveis para o
crescimento. O estado de dorméncia tem uma carga de energia baixa e contém baixas
concentracdes de nucleosideos trifosfatados, como a Acetil-CoA (ROSZAK e COLWELL,
1987, THOPSON et al., 2005).

As técnicas de biorremediacdo ex situ envolvem a escavacdo ou remoc¢do do solo
contaminado do terreno. Entre as técnicas mais usadas estao:

Landfarming — € uma técnica simples na qual o solo contaminado e escavado é

espalhado sobre uma célula de confinamento podendo ser adicionados nutrientes inorganicos
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(N, P, K). O solo € periodicamente revolvido com arado para aumentar a aeragdo e facilitar o
contato dos residuos com as bactérias, até os poluentes serem totalmente degradados. Devido
a possibilidade de lixiviagdo dos contaminantes, as células de tratamento devem ser
construidas de modo a proteger o solo superficial e as dguas subterraneas. (VIDALI, 2001;
SILVA e FAY, 2004).

Compostagem — € uma técnica que envolve combinar solo contaminado com material
organico nao toxico como esterco, fertilizante ou dejetos agricolas. A presenga desta matéria
organica serve de suporte para o desenvolvimento de uma populagdo microbiana rica e de
elevacdo da temperatura que € caracteristico da compostagem (VIDALI, 2001; SILVA e
FAY, 2004).

Biopilhas — ou biocélula € um hibrido de compostagem e landfarming. Esta tecnologia
envolve o amontoamento dos solos contaminados em pilhas (ou "células") e estimulo da
atividade microbiana aerdbica dentro do solo através da aeracdo e/ou adicdo de sais minerais,
nutrientes, € umidade. A maior atividade microbiana resulta na degradacao dos componentes
de produtos petroliferos absorvidos através da respiracdo microbiana. Biopiles sao
semelhantes aos landfarms, ambas sdo acima do solo, sdo sistemas que utilizam oxigénio,
geralmente a partir de ar, para estimular o crescimento e a reproducdo de bactérias aerdbias,
que, por sua vez, degradam os contaminantes adsorvidos ao solo. Embora landfarms sejam
aeradas por aracdo, biopiles sao aeradas na maioria das vezes, for¢cando o ar para dentro das
células por injecdo através de encanamentos perfurados (VIDALI, 2001; EPA, 2009).

Biorreatores — reatores de lodo ou reatores aquosos sao usados para tratamentos ex situ
de solo e dguas contaminados bombeados do local contaminado. Esse material é misturado
mecanicamente no reator, recebendo nutrientes e ar ou oxigénio para manter o conteido sob
condic¢des aerdbias. O solo tratado entdo € transferido de volta a drea original ou a outro local.
Esse tipo de biorreator € ideal para tratamento de solos com alto teor de argila, devido a
dificuldade de tratamento in sifu de solos com baixa permeabilidade (VIDALI, 2001; SILVA
e FAY, 2004).

2.3.2 Fitorremediaciao

No mercado americano de remediacdo, a fitorremediagdo responde por 0,5% do

mercado total e a biorremediagdo responde por apenas 2%. A fitorremediagdo ganhou

popularidade com agéncias governamentais e industrias na dltima década, e o seu comércio
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envolve a descontaminacdo de 80% de compostos organicos e de 20% de inorganicos,
tendendo a se tornar a tecnologia de escolha para projetos de remediacdo em paises em
desenvolvimento, devido ao custo e a facilidade de sua implementagdo (PILON-SMITS,
2007).

Fitorremediacdo consiste no uso de plantas e seus associados (microbiota) para
limpeza de ambientes poluidos. Nessa tecnologia sdo empregados processos naturais pelos
quais as plantas e a flora microbiana, presente na rizosfera', degradam e seqiiestram
poluentes organicos e inorganicos. Em geral, para utilizar plantas como fitorremediadores,
elas necessitam de crescimento rapido, elevada produgdo de biomassa, competitividade, vigor
e tolerancia a poluicdo (LAMEGO e VIDAL, 2007). Nos sistemas comerciais wetlands
utilizados para tratamento de esgoto doméstico e outros tipos de dguas residuais, as plantas
sdo cultivadas em tanques e absorvem sdlidos suspensos, metais e patdgenos, também
promovem abrigo para crescimento de microrganismos. Todo tipo de planta pode ser usado
para biorremediacdo desde hortalicas até drvores. Plantas aqudticas funcionam bem para
remediacdo organica, devido a presenca de niveis elevados de enzimas de degradagdo
organica (PILON-SMITS, 2005). Somente compostos organicos podem ser fitorremediados
por degradacdo, os elementos inorgdnicos ndao podem ser degradados, mas podem ser
estabilizados ou removidos e estocados.

Existem cinco tipos de fitorremediacdo baseados nos processos fisioldgicos das
plantas: fitoestabilizacdo, fitovolatizacao, fitodegradagao, fitoestimulacdo e fitoextracao.

A fitoestabilizacdo consiste no uso de plantas com o propdsito de estabilizar os
poluentes no solo, prevenindo perdas por erosdao ou lixiviagdo. Estudos demonstram que a
associacdo de plantas e microrganismos, como fungos micorrizas, pode ter um efeito
significante na absor¢ao de uranio pelas plantas (LAMEGO e VIDAL, 2007).

A fitovolatizacdo é o processo no qual, apds a absorcdo e incorporacdo no tecido da
planta, os poluentes podem deixa-la na forma volétil. Culturas como arroz, brdcolis, couves, e
algumas outras plantas sdo capazes de volatilizar selénio (PILON-SMITS, 2005). Como a
volatizacao remove completamente o poluente do local na forma de gds, sem a necessidade de
realizar a colheita da planta, a fitovolatiza¢cdo mostra-se como tecnologia bem atrativa.

Na fitodegradacdo, as plantas podem degradar poluentes orgéanicos diretamente por

suas proprias atividades enzimaticas. Esse tipo de processo € ideal para poluentes organicos

15 e . . . . L, . . .
Regido do solo submetida a influencia das raizes dos vegetais e caracterizada por ser uma zona de intensa

atividade microbiana.
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que sao moveis nas plantas (como herbicidas, trinitrotolueno e tricloroetileno) e envolve a
acdo de complexos enzimdticos nas plantas, como glutationa e citocromo P-450
monooxigenases. A fitodegradacdo geralmente estd associada a plantas, mas pode ser
resultado de microrganismos endofiticos (BARAC et al, 2004; LAMEGO e VIDAL, 2007).

A degradagdo de poluentes organicos por microrganismos na rizosfera, estimulada
pelas plantas, compreende o processo de fitoestimulacdo. Esse processo tem sido ttil para a
limpeza de ambientes contaminados por compostos organicos hidrofébicos que nao podem
ser absorvidos pela planta, mas podem ser degradados por microrganismos como bifenilas e
outros hidrocarbonetos de petréleo (KAIMI et al., 2006 apud LAMEGO e VIDAL, 2007).

A fitoextragdo utiliza plantas hiper-acumuladoras que extraem os contaminantes do
solo ou da dgua e acumulam nos seus tecidos. As plantas hiper-acumuladoras sdo capazes de
acumular um ou mais elementos inorganicos em niveis até cem vezes maiores que outras
espécies, crescendo sob as mesmas condi¢des. Para a técnica de fitoextracdo, fica clara a
necessidade de colheita posterior da planta, contendo o poluente acumulado em seus tecidos,
podendo o material colhido ser utilizado para propdsitos ndo-alimentares. O processo de
fitoextragdo é muito utilizado para remocao de metais pesados, neste caso quando a maior
parte dos metais estiver localizada na parte aérea, a colheita pode ser realizada por métodos
convencionais de agricultura. E necessario que a colheita seja feita antes que as folhas caiam,
ou a planta morra para evitar que os metais retornem ao solo. Para solos contendo metais
como niquel, zinco ou cobre, o valor do metal extraido pode incentivar a fitorremediagao. O
volume ou o peso de biomassa pode ser reduzido por processos térmicos, quimicos ou
microbianos. A redu¢do via queima da biomassa pode ser uma alternativa utilizada para gerar
energia, onde as cinzas podem ser tratadas como minério, do qual pode ainda ser extraida a
contaminacdo metdlica (quando as cinzas forem ricas em apenas um ou dois metais)
(GRATAO et al., 2005). Tem sido demonstrados hiper-acumuladores para As, Co, Cu, Mn,
Ni, Pb, Se, e Zn. Estes elementos sdo tipicamente hiper-acumulados acima de 0,1-1% do peso
seco, mesmo quando a concentragdo externa € baixa (PILON-SMITS, 2005).

O uso de plantas aqudticas na fitorremediac@o justifica-se pela intensa absor¢do de
nutrientes e pelo seu rdpido crescimento, além da facilidade de retird-las de lagoas e pela
possibilidade de aproveitamento de sua biomassa. As plantas aqudticas podem ser utilizadas
para uso animal ou humano; sua utilizacdo para consumo deve ser cautelosa, devido aos

niveis de poluentes acumulados. Existem sistemas de fitorremediacdo baseados em
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P 16 2ot . .
macroéfitas ~ aquaticas flutuantes (enraizadas ou livres), submersas e emergentes. Todas as
macroéfitas exercem importante papel na remocao de substincias dissolvidas, assimilando e
incorporando-as a sua biomassa, porém a espécie Eichhornia crassipes, o aguapé, tem sido a

hidréfita mais estudada para o tratamento de 4gua com plantas (DINARDI et al., 2003).

2.3.3 Pistia stratiotes

z

Pistia stratiotes (Figura 13) é uma erva invasiva de 4dgua corrente que € encontrada
através dos trépicos e subtrépicos. E uma planta flutuante livre que é capaz de formar densos
tapetes sobre a superficie dos lagos, lagoas, rios e outras massas de dgua. Pistia stratiotes é
uma planta popular de lagos de jardim e € freqiientemente espalhada pelo despejo de aquario
ou lagos de plantas ornamentais. Fragmentos, ou a planta inteira, podem ser transmitidos
através de barcos ou equipamento de pesca a partir de uma drea infestada para um corpo de

agua limpa (Global Invasive Species Database, 2009).

Nome cientifico: Pistia stratiotes

Familia: Araceae

Nomes populares: alface d’dgua, repolhinho d’agua, erva de santa Luzia, mureré e flor
d’agua.

Ocorréncia: Lagos, cursos hidricos, charcos e banhados.

Espécies similares: Eichhornia crassipes (aguapé)

Descricao

P. stratiotes é uma planta aqudtica flutuante livre e perene de dguas paradas. Ela é
uma stoloniferous”, forma coloOnias, e tem rosetas de até 15 cm de didmetro e com raizes
emplumadas (Figura 13A). As folhas sdo verde-claras e com textura aveludada/peluda com

muitas veias proeminentes longitudinais (Figure 13B).

'® Sdo formas macroscépicas de vegetacdo aqudtica. Incluem macroalgas, pteridéfitas (samambaias e musgos)
adaptados para a vida aqudtica e angiospermas.

' Plantas que apresentam estolho. Em boténica, chama-se estolho a um caule rastejante com as caracteristicas
tipicas dum caule erecto, que promove a reprodugdo vegetativa da planta, podendo criar raizes e caules erectos
nos nés. Em muitas espécies de gramineas, como a grama, esta € a forma como a planta consegue colonizar uma

grande porcdo de solo disponivel.
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Figura 13 - Ilustracao (A) e fotografia (B) das raizes e folhas de P. stratiotes.

Descricao do habitat

Para P. stratiotes sobreviver, ela exige um habitat imido e temperado. E geralmente
encontrado em lagos e rios, porém, pode sobreviver na lama. P. stratiotes pode suportar
temperaturas extremas de 15 a 35 °C. A melhor faixa de temperaturas para o crescimento da
planta é de 22 a 30 °C. P. stratiotes prefere dguas ligeiramente dcidas (6,5 — 7,2 pH) e
moderada dureza (5 .-20 KH) (Global Invasive Species Database, 2009).

Impacto ambiental

P. stratiotes pode provocar um grave impacto sobre o ambiente e a economia das
zonas infestadas. O denso tapete criado por ligado das rosetas promove a maioria dos
problemas encontrados com a alface d’agua (Figura 14). Estes tapetes podem ter um efeito
econdmico negativo, bloqueando hidrovias, aumentando assim a dificuldade de navegacdo e

prejudicando os esfor¢os do controle de inundacdo. Tapetes de P. stratiotes também pode
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perturbar os ecossistemas naturais. Eles podem levar a uma menor concentracio de oxigénio
nas 4guas e sedimentos devido ao bloqueio da interface ar-dgua e respiracdo da raiz. Os
tapetes extremamente espessos de P. stratiotes podem impedir a luz solar de alcangar dguas
superficiais. O efeito cumulativo destas caracteristicas negativas da planta é a perda de
biodiversidade nos habitats invadidos. Os tapetes de P. stratiotes também podem servir como

um lugar para a reproducao de mosquitos (Global Invasive Species Database, 2009).

Figura 14. Infestacio por Pistia stratiotes ou alface d’agua .

Usos

P. stratiotes é uma planta ornamental popular, utilizada em tanques e aqudrios. Ha

descricdo de usos medicinais das folhas.

Distribuicao geografica

Pistia stratiotes € provavelmente nativo da América do Sul, mas agora é encontrada

por todos os trépicos e subtropicos.
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2.3.4 Vantagens e desvantagens

Existem vdrios mitos no uso de processos de biorremediacdo para degradagdo e
remo¢dao de contaminantes ambientais. Como qualquer método de “limpeza” do meio
ambiente, 0 método possui vantagens e desvantagens.

A maior vantagem da biorremediacdo € ser um processo natural. A populacdo
microbiana aumenta com a presenca do composto contaminante e diminui apds a degradacao
do contaminante. Os residuos da degradacdo geralmente sdo menos toxicos e incluem CO,,
H,O e biomassa celular. Teoricamente, a biorremediacdo pode ser usada para a completa
destruicio de uma grande variedade de contaminantes. Muitos compostos que sao
considerados téxicos podem ser transformados em produtos de menos toxicidade. O processo
de biorremediacao, transferindo contaminantes de um meio ambiente para outro, por exemplo,
do solo para a 4gua ou ar, pode permitir a completa destrui¢cdo do poluente alvo. Por ser um
processo que pode ser utilizado in situ; elimina a necessidade do transporte do material
contaminado ou do contaminante para outros locais para tratamento. A biorremedia¢do pode
ser menos onerosa do que outras tecnologias de limpeza de dreas contaminadas ou de residuos
téxicos (VIDALIL 2001).

Como desvantagem desse método, pode ser citada a necessidade de o composto ser
biodegraddvel — nem todos os compostos sdo suscetiveis a rdapida e completa degradacgdo.
Existem casos em que os produtos da biodegradacdo podem ser mais téxicos ou mais
persistentes do que o composto inicial. Processos bioldgicos sdo muitas vezes altamente
especificos. Um importante grupo de fatores para o sucesso do processo consiste na presenca
de populacdo microbiana metabolicamente capaz de degradar o substrato alvo, em condi¢des
de crescimento favordveis no ambiente, e na disponibilidade e quantidade apropriadas de
nutrientes e contaminantes. Nao € facil extrapolar dados de ensaios em escala piloto para
escala real. Outro ponto negativo do processo de biorremediagdo € a necessidade de um tempo
maior para a degradacdo do contaminante do que outras opg¢des de tratamento, como

escavacao e remocao do solo contaminado ou incineracdo (VIDALI, 2001).
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9 CONCLUSOES

A biorremediacio € uma tecnologia interdisciplinar que envolve microbiologia,
engenharia, ecologia, geologia e quimica. A linhagem bacteriana RRO2 isolada de solo de
cultivo de arroz, com tratamento prévio dos herbicidas bentazona, clomazona, propanil,
quincloraque e 2,4-D provou ser eficiente na degradacdo destes pesticidas e do metabdlito
3,4-DCA. Ela esta apta a consumir todos os herbicidas isoladamente além de varios pesticidas
simultaneamente em uma mistura — estes, no entanto, com uma taxa de degradacao inferior. A
aeracdo ¢ uma peca chave para a biodegradacao de misturas de herbicidas que, por estarem
misturados, ampliam o espectro de atuag¢do, porém inibem ou impedem que ocorra a
biodegradagdo natural deles pelo meio ambiente.

Esta linhagem, devido ao seu maior potencial de degradacdo de herbicidas ser na fase
de crescimento exponencial, € uma excelente candidata para o processo de bioampliagdo, no
qual a biorremediacdo ocorre através da inoculac@o de linhagens proficientes na degradacdo
de contaminantes ambientais ou de formulacdes enzimaticas.

Os resultados obtidos nos experimentos, com a aeracdo do sistema na presenca de
propanil, permitem concluir que somente a aeracdo do sistema ja é suficiente para eliminar o
propanil do meio ambiente em menos de 14 dias, sem a presenca de seu metabolito 3,4-DCA
quando tratado com a linhagem RRO2.

Outro fator importante € que a presenca de um pesticida pode inibir a biorremediagdo
dos outros pesticidas aplicados simultaneamente ou ja presentes no solo ou nos recursos
hidricos. Essa falta de a¢ao pode ser devido a inibi¢do de uma enzima chave do metabolismo
ou por produzir algum metabdlito téxico ou que tenha uma agao inibitéria em enzimas chaves
do metabolismo de xenobidticos.

O tempo necessério para a degradacdo dos herbicidas do estudo, quando misturados, €
de 28 dias, o que € excelente para evitar a biodegradag¢do acelerada — fato que impediria o
pesticida de exercer sua fung¢do de protecdo contra possiveis pragas, plantas daninhas ou
insetos. Em escala laboratorial, o periodo de biodegradacao foi de 28 dias, entretanto no meio
ambiente a velocidade de degradacdo pode ser mais rdpida devido a outros fatores de
degradacdo como luz solar, precipitacao pluvial e temperatura, microrganismos nativos. Este

aumento na velocidade de degradacdo nos permite aplicar a linhagem alguns dias antes da



141

colheita, e ndo alguns meses, além de permitir o preparo do solo para receber outras culturas
que possam ser sensiveis a esses herbicidas em um menor tempo.

Os herbicidas usados na cultura de arroz irrigado t€m um efeito prejudicial para a vida
aqudtica, pois a drenagem da dgua da lavoura das culturas de arroz coincide com a época de
reproducdo dos peixes. Entdo, todo sistema de cultivo de arroz que libera dgua para o meio
ambiente precisa ser monitorado com relacdo a concentracdo de pesticidas, e planos de
gerenciamento, de manejo da cultura de arroz irrigado e de desempenho para proteger a vida
aqudtica precisam ser desenvolvidos e implementados. O método de biorremediacdo
desenvolvido pode ser utilizado tanto em campo de cultivo de arroz irrigado ou de outra
cultura, quanto em industrias de sintese de pesticidas. E um método economicamente vidvel,
uma vez que nao € necessdria a introducdo de nenhuma forma de energia ou substincia
quimica, além de seu baixo impacto ambiental, pois 0s microrganismos sao nativos do solo de

cultivo de arroz.
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10 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a biodegradagdo de outros pesticidas do mesmo grupo quimico dos herbicidas

estudados por ac¢do da linhagem bacteriana RR02.

e Determinar se a produc¢do de indculos para um pesticida especifico, com uma
exposi¢ao previa a um unico pesticida, pode modificar o potencial de degradacao deste
pesticida ou de uma mistura de pesticidas em solucdo. Produzir in6culos especificos,
expondo as celulas aos pesticidas isoladamente ou numa mistura, e aplici-los numa
solucdo contendo mistura de pesticidas e avaliar seu efeito na degradacdo dos

pesticidas.

e Avaliar a participagdo de enzimas oxidativas e redutoras na biodegradacdo de

diferentes herbicidas ou de pesticidas.

e Determinar, através de GC-MS ou LC-MS, os metabdlitos da biodegradacdo dos

herbicidas e outros pesticidas, usando inibidores.

e Determinar a presenga ou ndo dos pesticidas intracelularmente nas células bacterianas
e nas folhas, raizes, frutos e outras estruturas de armazenamento de substincias de

reserva das plantas.

e Utilizar a biotenconlogia para determinar e isolar o(s) gene(s) envolvido(s) na
degradacao dos pesticidas. Utiliza-los para aumentar a eficiéncia da biodegradacdo de

pesticidas.
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11 APLICACOES

Abaixo, discute-se as aplicagdes dos resultados obtidos neste trabalho.

Na industria de producao de pesticidas

A inddstria pode fornecer junto com a embalagem do pesticida a linhagem RRO2,
estabilizada em farelo de cereais ou mesmo liofilizada. Ap6s o uso do pesticida, o agricultor
poderd incubar na embalagem a linhagem e depois do tempo indicado retornar a embalagem

para a eémpresa.

A inddstria pode utilizar a linhagem RR02 em tanques de estabilizacao de efluentes da
producdo que contenham pesticidas. O custo para aplicar esse procedimento € baixo, uma vez
que esta linhagem cresce perfeitamente em solugdes aquosas contendo apenas os
contaminantes. A industria s teria o gasto da aeracdo, pois o sistema € permanente, ou seja,

enquanto houver contaminante ha viabilidade celular.
Na agroindistria

A linhagem RRO2 pode minimizar a contaminag¢do de recursos hidricos como rios,
lagos ou cérregos. O agricultor antes de liberar a d4gua do cultivo de arroz pode aplicar a
linhagem RR02, em forma de spray, na lavoura e apds o tempo recomendado, liberar a dgua.
O impacto ambiental gerado pela linhagem RR02 é minimo, para ndo dizer nulo. Na natureza
a competicdo com outros microrganismos e a oferta de fonte de energia regula a populacao

dos microrganismos.

Também € possivel utilizar a linhagem RR02 em solos contaminados, desde que
estejam umidos. A descontaminacdo de solos é importante, pois evita a contaminac¢do dos
recursos hidricos pela lixiviagdo do solo, permitindo assim que seja feito um rodizio de

cultivo.

Em laboratorios
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Para laboratérios que trabalhem com esses herbicidas, um sistema que consiste
basicamente em um recepiente de 50 L ou mais, dependendo do volume de residuos gerados,
pode ser construido. O recipiente pode ser opaco e com uma bomba de aquério para promover
a aeragdo do sistema. Os residuos aquosos de pesticidas (padrdes ou solugdes comerciais)
podem ser armazenados nesse recepiente. Apds uma andlise para determinar a concentragao
pode-se descartar o conteido do recipiente, tendo o cuidado de permanecer com a quinta parte
da solug@o no frasco para continuar com o tratamento dos residuos. Outro cuidado que deve

ser tomado € ndo colocar solventes organicos.
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