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RESUMO

O paclobutrazol (PBZ) é o regulador vegetal utilizado no manejo da producdo da mangueira
na maioria dos pomares sob as condigdes semiaridas do Nordeste. Apesar da sua eficiéncia na
produtividade, estudos demonstram que o PBZ permanece ativo no solo por muito tempo e
isso pode afetar o desenvolvimento das proximas colheitas, reduzindo o vigor vegetativo. A
biodegradacdo do paclobutrazolem solo ndo saturado e com historico de aplicacao,foi
avaliada durante 49 dias usando glicerol e residuos industriais (glicerol do biodiesel, torta de
amendoim e torta de gergelim) como fontes de adicionais de carbono. Os residuos
agroindustriais (torta de amendoime e torta de gergelim) além de carbono, também séo fontes
de nitrogénio. Foram realizados estudos cinéticos do consumo de PBZ, além da contagem dos
micro-organismos totais, do perfil do pH e da fitotoxicidade no inicio e final dos
experimentos. Adicionalmente, estudos investigativos acerca de produtos da biodegradagéo
foram realizados, com analises de espectroscopia de infravermelho. A torta de amendoim foi
o melhor residuo agroindustrial, sendo usado nas quatro estratégias realizadas na proxima
etapa. Nessas quatro estratégias de biodegradacdo foram realizados experimentos usando 100,
80, 50 e 20 % m/m do solo sem histérico com a adicéo de 0, 20, 50 e 80 % m/m de solo com
historico, respectivamente. A adicdo de solo com histérico (50 ou 80% m/m) e a torta de
amendoim favoreceram a biodegradacdo dosolo sem historico, cuja biodegradacédo foi maior
que 95%. O residuoselecionado apresentou-se como uma adequada fonte de carbono e de
nitrogénio, e, o solo com histérico um eficiente reservatério de micro-organismos capazes de
degradar o PBZ.

Palavras chave: Regulador vegetal,cometabolismo, cossubstratos.



ABSTRACT

Paclobutrazol (PBZ) is a growth regulator used in the management of mango production in
most orchards in semi-arid conditions of the Northeast. Despite its efficiency in productivity,
studies show that the PBZ remains active in the soil for a long time and this may affect the
development of the next crop, reducing plant vigor. The biodegradation of paclobutrazol
(PBZ) was evaluated during 49 days using glycerol and agro-industrial wastes (biodiesel-
derived glycerol, peanut cake and sesame cake) as additional carbon sources and unsaturated
soil with a history of PBZ application. Kinetic studies were performed of PBZ consumption
beyond count of total microorganisms, pH profile and phytotoxicity at the beginning and end
of the experiments. Additionally, investigative studies on the caracterization of
biodegradation samples were performed with infrared spectroscopy analysis. Biodiesel-
derived peanut cake was the best agro-industrial waste, andthis was used in the following four
strategies. Four biodegradation strategies were performed using 100 %, 80 %, 50 % and 20 %
of soil without history with the addition of 0 %, 20 %, 50 % and 80 % of soil with history,
respectively. The addition of soil with history (50 or 80%) and the selected waste (peanut
cake) favored biodegradation of soil without history, with rates about 95 %. The peanut cake
waste proved to be an adequate source of carbon and nitrogen, and the soil with history,
proved to be an efficient reservoir of microorganisms capable of biodegrading PBZ.

Key-words: Plant growth regulator, cometabolism, cossubstrates.
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INTRODUCAO

A mangueira (Mangifera indica L.) é uma planta da familia Anacardiaceae importante
economicamente no Submédio Sdo Francisco, onde sdo colhidos mais de 90 % das mangas
exportadas pelo Brasil, sendo a variedade Tommy Altkins a que ocupa 95 % dos 40 mil
hectares cultivados (EMBRAPA, 2004). Entretanto, naturalmente existe uma restricdo nos
periodos de safra da manga, pois a mangueira é caracterizada por possuir um antagonismo
entre vigor vegetativo e a intensidade da floracdo, de tal forma que todo fator que reduz o
vigor vegetativo, sem alterar a atividade metabolica, favorece a floragdo (AVILAN;
ALVAREZ, 1990).

Este antagonismo é um dos maiores problemas da cultura ja notério em diversas
regides brasileiras, causando baixa produtividade e sérios problemas de comercializagdo. A
necessidade de buscar solucGes para este problema implicou no avango de pesquisas visando
adequar o florescimento da mangueira as épocas mais favoraveis em relacdo ao mercado e a
fitossanidade. A inducgédo floral por meio de reguladores surgiu como uma solucdo que
possibilitou o escalonamento da produgéo de manga (SILVA, 2007).

O paclobutrazol (PBZ) é o regulador vegetal utilizado no manejo da producdo da
mangueira, na maioria dos pomares sob as condi¢des semiaridas do Nordeste(VAZ et al,
2015). A eficiéncia, bem como a vida média do PBZ no solo, depende das préaticas culturais,
das condic¢des climaticas e do tipo de solo. Contudo, estudos comprovam a persiténcia do
paclobutrazol no solo por periodos prolongados. Observagdes em trés anos indicaram que a
quantidade de paclobutrazol residual aumenta ao longo dos anos, afetando severamente outras
colheitas (SINGH; BHATTACHERJEE, 2005).

Outros problemas relacionados ao PBZ sé&o encontrados por ele possuir um moderado
potencial contaminante de aguas subterraneas (MILFONT et al, 2008) e bioacumular em
tecidos comestiveis de peixes ( US EPA 2007b). E considerado pelo IBAMA um pesticida
classe Ill, perigoso ao meio ambiente e altamente persistente;e quantoa salide humana o
paclobutrazol é pouco toxico, embora ndo se conheca os efeitos em a pequenas doses (MAPA,
2016).

A biorremediacdo € um processo que visa acelerar a taxa de biodegradacdo de um

grande numero de xenobioticos, como o PBZ, permitindo a recuperacdo do solo em um
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espaco de tempo reduzido. Ressalta-se ainda que a biorremediacdo seja uma alternativa
atraente e de baixo custo, baseada no estimulo da atividade metabdlica dos micro-organismos
para a conversdo dos contaminantes em metabdlitos e biomassa (CHAINEAU et al, 2005).
Uma das principais estratégias de biorremediacéo envolve o estimulo da microbiota, quando a
relacdo C:N:P se encontra prejudicada, podendo ser empregados fertilizantes e fontes
adicionais de carbono na funcdo de cossubstratos, visando a cooperacdo metabdlica e o
cometabolismo, estratégias microbianas pelas quais auxiliam na remoc¢do dos contaminantes
do solo (SENEVIRATNE et al, 2008).

Partindo deste principio, a adicdo de pequenas quantidades de cossubstratos ao solo
contaminado pode contribuir para 0 aumento da velocidade de biodegradacdo de compostos
persistentes. Diferentes classes de moléculas podem ser utilizadas com este propoésito, dentre
elas, ressalta-se o potencial dos coprodutos de processos do setor agroindustrial, em funcao da
grande disponibilidade e oferta ou por servirem de fontes preferenciais de carbono para
sintese de moléculas importantes ao processo, tema recente e ainda pouco explorado
(VASCONCELOS; OLIVEIRA; FRANCA, 2013; NASCIMENTO; OLIVEIRA; FRANCA,
2013).

O presente trabalho investigou a biodegradacdo do paclobutrazol em solos néo
saturados. Inicialmente foi analisado o desempenho de residuos industriais (glicerol do
biodiesel, torta de amendoim e torta de gergelim) como possiveis fontes adicionais de
nutrientes. A melhor fonte adicional foi selecionada e utilizada numa nova etapa do estudo, a
qual testou o efeito da inoculacdo do solo com histérico ao solo sem historico. Estas foram as
estratégias de biorremediacdo do solo ndo saturado sem histérico de aplicacdo de
paclobutrazol.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

o O objetivo geral deste trabalho foi investigar a biodegradacdo de paclobutrazol em

solos ndo saturados, utilizando bioestimuloe bioaumento.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar estudo cinético da biodegradacdo do PBZ, da concentracdo de células e do pH, em
experimentos utilizando solo ndo saturado, tratados com duas fontes de carbono adicionais:
glicerol comercial e glicerol bruto; e duas fontes de carbono e nitrogénio: tortas de gergelim e
amendoim;

Selecionar o residuo mais adequado para a biodegradacdo do PBZ;

Realizar ensaios para intensificar a biodegradacdo no solo sem histérico, utilizando o residuo
industrial selecionado na etapa anterior e solo com histérico de aplicacdo de PBZ;

Determinar a fitotoxicidade dos experimentos com cossubstratos;

Caracterizar os ensaiosde biodegradacéo utilizando espectroscopia FTIR.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Reguladores de crescimento vegetal

A agricultura no Brasil estd cada vez mais dependente de agrotoxicos e fertilizantes
quimicos. Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior
mercado mundial de agrotdxicos. Segundo o 2° Seminario sobre Mercado de Agrotoxicos e
Regulacdo, realizado em Brasilia em 2012, enquanto nos ultimos dez anos 0 mercado mundial
de agrétoxicos cresceu 93%, o mercado brasileiro cresceu 190% (ANVISA, 2012). Em 20009,
as vendas atingiram 789.974 toneladas, e em 2010 ultrapassaram a casa de 1 milhdo de
toneladas (RIGOTTO, 2011).

Os reguladores de crescimento sdo considerados agrotoxicos e podem ser definidos
como substancias naturais ou sintéticas que podem ser aplicadas diretamente nas plantas para
alterar 0os processos vitais ou estruturais, com a finalidade de aumentar o rendimento da
producdo, melhorar a qualidade ou facilitar a colheita (BRASIL, 2011; LACA-BUENDIA,
1989; MATEUS, 2004). Estes compostos reduzem o comprimento da parte aérea das plantas
sem alterar os padrdes de desenvolvimento ou ser fitotoxico. Os horménios vegetais que sdo
0s principais responsaveis pelo desparo do alongamento da planta sdo as giberelinas (GA’s) e
auxinas, logo os reguladores de crescimento sdo antagonistas destes, alterando a estrututura
morfoldgica da planta (RADEMACHER, 2000).

Segundo Rademacher (2000) os reguladores de crescimento podem ser classificados
em dois grupos principais: etileno (p. ex. Etefon) e inibidores da biossintese de GA (p. ex.
Paclobutrazol). Dentre os reguladores de crescimento que atua inibindo da biossintese de GA,

quatro grupo séo conhecidos:

i) "6nio™ (compostos que possuem carga positiva de amonio, fosfénio ou grupo sulfonio para

bloquear a biosssientese de GA’s diretamente antes do ent-Kaureno),

i) Os compostos com um heterociclo contendo N (atua na fase de oxidagdo do ent-caureno),
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iii) Os compostos estruturalmente parecidos com acido 2-oxoglutérico (interfere nas fases
finais da biossintese de GA), e

iv) E 0 16,17-dihidro-GAs (Atua na inibicdo de dioxigenases, que catalizam fases finais do

metabolismo de GA).

Cada um destes grupos inibe 0 metabolismo GA em distinta etapas durante a via de
biossintese das giberelinas. Uma visdo geral sobre os pontos de interagdo durante esta

biossintese é mostrado na Figura 3.1.

- > FPP— GGPP "'Elnrume-quat—ﬂl Y
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Figura 3.3 — Esquema simplificado das etapas da biossintese de giberelinas e pontos de inibicdo por
reguladores de crescimento (X, X = maior e menor atividade, respectivamente). Precurssores nos
protoplastos originam o difosfato de geranilo (GPP), difosfato de farnesilo (FPP) e finalmente o
difosfato de geranilgeranilo (GGPP) que € ciclizado via copalil difosfato (CPP) para ent-caureno. No
reticulo endoplasmatico e posteriormente no citoplasmao ent-caureno € oxidado a GA em varias
etapas. (RADEMACHER, 2000).
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Dentro do grupo de inibidores contendo um nitrogénio no heterociclo, compostos do
tipo triazol atingiram um grau de interesse elevado, como o paclobutrazol e o uniconazol-P,
que sdo intimamente relacionados (SAITO, 2006). Este inibidores sdo utilizados em culturas
de arroz, arvores frutiferas e ornamentais. Outros como ancimidol pirimidinas e flurmidol
também sdo comercializados para uso ornamentais; e astetciclases (TET) tém sido utilizadas
como indutor de nanismo em plantulas de arroz para transplante (RADEMACHER, 2000).

Reguladores do grupotriazol possuem uma caracteristica estrutural comum que pode
explicar seu mecanismo de acdo na oxidacdo ent-caureno, estes compostos possuem um par
de elétrons livres no nitrogénio hibridizado sp? do seu anel heterociclico, o qual fica
localizado na periferia da molécula. As enzimas envolvidas na oxidagdo do ent-caureno a
acido ent-caurendico sdo monooxidases que muito provavelmente contém citocromo P450 e é
bem provavel que os pares isolados de elétrons livres dos reguladores de crescimento
deslocam o oxigénio a partir do seu local de ligagéo ao ferro protoheme presente no citocromo
P450 (RADEMACHER, 2000).

O paclobutrazol e uniconazol-P possuem dois e um atomos de carbono assimétricos,
respectivamente. Esta estrutura permite que o uniconazol possua dois enantibmeros, eno caso
do paclobutrazol, quatro. De acordo com Sugavanam(1984) os enantidmeros opticos (2S, 3S)
exercem uma atividade reguladora do crescimento das plantas mais pronunciada e blogueia a
biosintese de GA, mais especificamente, enquanto o0 2R e 3R é que atuam mais na inibi¢do da
biossintese de esterdides. A esta Ultima acdo € atribuido o efeito colateral fungicida do
paclobutrazol; ambos diastereisomeros (2RS,3RS) consistem a forma comercial do
paclobutrazol (RADEMACHER, 2000).

O paclobutrazol, (PBZ) [(2RS, 3RS) -1- (4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl) pentan-3-ol], € um regulador de crescimento utilizado em sistemas agricolas com
0 proposito de controlar o crescimento vegetativo, e aumentar a capacidade reprodutiva das
plantas. As caracteristicas quimicas do PBZ sdo: grupo quimico azol, massa molecular de
293,8, formula molecular C15H20CIN3O, ponto de fusdo 165-166 °C, densidade de 1,22 g/mL
e solubilidade em agua de 35 mg/L. O PBZ é uma molécula hidrofébica e ligeiramente polar,
com partes hidrofilicas, principalmente o ciclo insaturado com o nitrogénio (N) e a hidroxila
(OH) (MILFONT et al, 2008 p. 2167) (Figura 3.2).
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Figura 3.4 —Estrutura quimica do paclobutrazol (MILFONT et al, 2008)

A acdo do paclobutrazolnas plantas consiste em interferirna sintese das giberelinas,
inibindo a oxidagcdo do ent-caureno para &cido ent-caurendico, que é o precursor do &cido
giberélico na via da biossintese de giberelinas. Esta reacdo é catalizada pela ent-caureno
oxidase dependente do citocromo P450. O paclobutrazol impede a ligacdo que forma este
sistema enzimatico, bloqueando assim a via (SRIVASTAYV et al, 2010).Giberelinas estimulam
o alongamento celular. Quando a producdo de giberelina é inibida, ainda ocorre a divisao
celular, mas as novas células ndo sdo alongadas. O resultado sdo os brotamentos com 0s
mesmos numeros de folhas e entrends comprimidos num comprimento mais curto. A
diminuicdo do crescimento do didmetro do tronco e ramos também sdo
observadas(CHANEY, 2005).

Outra resposta de arvores para o tratamento com PBZ é o aumento da producdo do
horménio &cido abscisico e o do componente fitol da clorofila, benéfico para o crescimento e
salde das arvores. O PBZ também pode induzir modificagdes morfoldgicas de folhas, como
poros dos estdbmatos menores, folhas mais grossas, € aumento do nimero e tamanho dos
apéndices superficiais, aumento da densidade de raizes que possam oferecer uma melhor
tolerdncia ao estresse ambiental, resisténcia a doencas (CHANEY, 2005; FLETCHER et al,
2000); reducdo no comprimento do pseudocaule de bananeiras e dos perfilhos (MAIAet al,
2008). O conjunto dessas modificacdes fisiologicas propocionam uma maior produtividade

com um facil manejo da cultura.

O paclobutrazol é geralmente aplicado anualmente no solo, na zona das raizes, ou no

dossel arboreo, porém a aplicacdo no solo tem apresentado melhor eficiéncia (SINGH, 2000).
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Mangueiras tratadas com PBZna Indiacom as concentracdes de 5 el0gramas de ingrediente
ativo por arvore, em vérias fases de maturacdo do fruto, foram detectados residuos apenas em
frutos verdes (SHAMA; AWASTHI, 2005).

Véarios parametros definem o comportamento de um agrotoxico no solo,
principalmente as propriedades quimicas, estruturais e fisicas da molécula, como por
exemplo: solubilidade em &gua, constante de dissociacdo e pressdo de vapor. A disseminacao
de um xenobiotico, apés a sua descarga no ambiente, € determinada pela sua particdo entre as
fases solida/liquida/gasosa do sistema e de seu potencial para concentrar na biota. S&o
considerados persistentes 0s agrotoxicos que podem permanecer quimicamente ativos no solo
por muitos anos, podendo causar efeitos negativos até sobre a saide humana (SILVA et al,
2004).

Estudos demonstram que o paclobutrazol permanece ativo no solo durante varios anos
e pode afetar severamente o crescimento e desenvolvimento de culturas subsequentes,
reduzindo o comprimento da planta em cinco espécies testadas (HAMPTON, 1988). Para
determinar o grau de degradacdo ndo biologico do paclobutrazol, Jacksonet al (1996)
adicionaram o componente em agua estéril, em condicdes de escuriddo e em 25°C, os
resultados indicaram meia-vida de 4,5 anos. Uma vez que o PBZ ndo é volatil e no solo fica
protegido da radiacdo UV, infere-se que a perda ndo-biolégica seja pequena (JACKSONEet al.,
1996).

O comportamento do PBZ quanto a mobilidade no solo e na agua, tem sido
caracterizado como um composto com um potencial moderado (US EPA, 2007). O
documento de sintese para a revisao de registro preparada por US EPA (2007) mostra que 0s
estudos de equilibrio em laboratério, indicaram que o PBZ tem a capacidade de ser mével sob
certas condicBes. Estudos com nove solos US variando na textura de arenoso para argiloso
indicaram valores para o coeficiente de adsorcdo de solo Kd no intervalo de 1,3-23,0 mL/g. A
adsorcdo pareceu aumentar com um aumento no teor de matéria organica do solo e uma
diminuigéo do pH do solo. Os resultados laboratoriais de experiéncias em coluna de lixiviagao
de solos, resumidas ainda em US EPA (2007), indicaram baixa mobilidade nos experimentos
usando PBZ marcado com metino em solos que variam em textura de areia para argila-barro.
Os experimentos usando PBZ marcado com triazol também mostraram pouca mobilidade em
colunas de areia e areia-argila e argila-argila. Em todos os casos, a maioria (58,6-90,7%) de

residuos de PBZ aplicados ndo lixiviaram dos 10 cm superiores das colunas de solo tratado.
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Estudos de transporte e sor¢do do PBZ em solos de regido de pomares de manga
irrigada (regido Vale do Rio S&o Francisco), evidenciaram que este composto oferece riscos
reais de contaminacdo de aguas subterraneas para estes solos (MILFONT et al, 2008).
Entretanto, o potencial para o pesticida atingir aguas subterraneas em altas concentragdes €
baixo (EFSA, 2006).

Em relacéo a volatilizagdo do PBZ, é improvavel que volatilize de forma significativa
devido a baixa pressao de vapor estimado. O coeficiente de particdo octanol-agua (log KOW)
de 3,2 indica um potencial para este produto quimico de bioacumulacdo em peixes. Um
estudo de bioacumulacéo de peixe, realizado por 14 dias, apresentou fatores BCF (fator de
bioconcentracdo) de 20x para tecidos comestiveis (dia 3), 248x para tecidos ndo comestiveis
(dia 3), e 44x para peixe inteiro (dia 10) (US EPA, 2007b).

O paclobutrazol foi reportado como persistente no solo, sendo encontrado em culturas
de manga, trés anos apds a sua aplicagdo (SINGH; BHATTACHERJEE, 2005). O
paclobutrazol é considerado um pesticida classe 111 — perigoso ao meio ambiente, segundo a
classificacdo por periculosidade ambiental exigida pelo IBAMA e altamente persistente
(MAPA, 2016). A classificacdo de periculosidade ambiental é feita segundo os parametros de
bioacumulacdo, persisténcia, transporte, toxicidade a diversos organismos, potencial
mutagénico, teratogénico e carcinogénico. A classificagdo varia de Altamente, Muito, Pouco
ou apenas Perigoso (IBAMA, 2016).

A classificacdo toxicologica dos agrotdxicos a satde humana, a cargo do Ministério da
Saude, se baseia na dose letal 50 (DLsg), que se trata da quantidade suficiente para matar uma
pessoa. Segundo esta classificacdo, o paclobutrazol esta na classe 1V — pouco téxico (DLso >
59/ Kg) (MAPA, 2016). E interessante ressaltar que esta classificagdo ndo pode ser
considerada um fator de seguranca, visto que leva em conta apenas a dose letal, e sabe-se que
a exposicdo a pequenas doses de agrotoxicos podem induzir a morte celular, citotoxicidade,
reducdo da viabilidade das células, efeitos que na maioria dos casos ndo sdo considerados
(RIGOTTO, 2011).
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3.2 Biorremediacao: estratégias e aplicacdes em solos

Biorremediacdo € um processo no qual se utilizam agentes biolégicos para remover
poluentes toxicos do ambiente terrestre e aquatico. Este processo biotecnoldgico de
remediacdo tem sido intensamente pesquisado e recomendado pela comunidade cientifica
atual como uma alternativa viavel para o tratamento de ambientes contaminados, tais como
aguas superficiais, subterraneas e solos, além de residuos e efluentes industriais em aterro ou
areas de contencdo (GAYLARDE et al., 2005).

Caracteriza-se como degradacdo microbiana, o processo de completa mineralizagdo
das moléculas organicas, resultando em agua, CO,, ions inorganicos e energia. Este processo
¢ determinante para a eliminacdo ou reducdo de agrotoxicos no ambiente (SILVA et al.,
2003). Os micro-organismos, através da producgdo de enzimas extracelulares, co-metabolismo
ou catabolismo, transformam os xenobi6ticos em metabdlitos diversos, que servirdo de
substratos para si ou para outros (producdo de biomassa); ou atacado por enzimas
extracelulares diversas, no caso de co-metabolismo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006)

As tecnologias de biorremediacdo vém sendo amplamente estudadas e utilizadas para
remediacao de locais contaminados, estas podem ser feitas a através de dois processos: in situ,
quando o tratamento € efetuado no préprio local, e ex situ, quando o procedimento é efetuado
fora do local impactado (BOOPATHY, 2000). Para ambos 0s processos é necessario conhecer
a cinética da biodegradacdo. Os estudos ex situ sdo Uteis para determinar a rapidez e extensdo
da biorremediagdo, fornecendo, assim, um desenho criterioso na obtengdo de uma
biorremediagdo 6tima. No entanto, nem todos o0s ensaios de laboratério sobre
biodegradabilidade podem ser usados para simular os complexos processos de biorremediacdo
em condicBGes naturais de campo. Sendo assim, opta-se por um estudo in situ, onde sdo
levados em consideracdo fatores fisicos, quimicos e biolégicos de forma mais eficaz (SILVA
et al., 2004).

O bioestimulo tem por objetivo aumentar o nimero ou estimular a atividade dos
micro-organismos degradadores da comunidade nativa de uma determinada regido
contaminada, atraves da adicdo de receptores de elétrons, nutrientes ou doadores de elétrons.
Diferentemente do bioestimulo, o bioaumento consiste na introducdo propriamente dita de

micro-organismos degradadores podendo ser estes geneticamente modificados, nativos ou ndo
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(GAYLARDE et al., 2005). E necessario, portanto, observar o historico de contaminacéo e
realizar estudos preliminares, que varia de caso para caso, para a escolha do método mais

eficaz.

A aceleracdo da degradacéo microbiana de poluentes xenobidticos geralmente depende
do suplemento de carbono, nutrientes como nitrogénio (N) e fdsforo (P), temperatura,
disponibilidade de oxigénio, pH do solo, potencial redox e o tipo e concentragdo do poluente
organico (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Bioestimulos de sucesso na biorremediacdo de
HPA’s foram realizados adicionando-se nutrientes na forma de fertilizantes (DELLILE et al
2009) ou residuos orgéanicos (p. ex. esterco de vaca e fezes de galinha) na biorremediagédo da
atrazina (UMAR et al, 2009). Em alguns casos a adi¢cdo de gases (p. ex. metano, etano, eteno,
propano e fenol) é realizada com objetivo de induzir enzimas do co-metabolismo bacteriano
(BAEK et al, 2013; MCKEEVER et al, 2012) ou gases e nutrientes inorganicos contendo N e
P (HATZINGER; STREGER; BEGLEY, 2015).

No que diz respeito ao bioaumento, alguns estudos explicam falhas que ocasionam a
menor eficiéncia da biodegradacdo devido a competitividade e adaptabilidade em relacdo aos
membros das comunidades nativas. Na biodegradacédo do paclobutrazol, o bioaumento por um
consércio microbiano de Pseudomonas ndo apresentou alta eficiéncia, entretanto o associado
ao bioestimulo por glicerol foi eficaz (VAZ, 2006; VAZ 2011; VAZ et al 2012; SANTOS
FILHO, 2013). Outras falhas também foram relatadas devido a predacdo por protistas, como
por exemplo no tratamento de aguas residuais (BOUCHEZ et al, 2000). Para este tipo de
estratégia, aspectos ecologicos devem ser levadas em consideracdo (FANTROUSSI,
AGATHOS, 2005) e devido a isso novas ideias tém surgido como bioaumento com genes
(genes catabdlicos encapsulados) (DEJONGHE et al, 2001) e o uso de produtos a base de

enzimas livres para remediar corpos de agua contaminados com atrazina (SCOTTet al, 2010).
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3.3Micro-organismos e mecanismos envolvidos na biodegradacgéo

A biomassa microbiana do solo é considerada 0 componente vivo da matéria organica
e representa aproximadamente de 10% desta. A matéria organica, por sua vez, compreende 1
% a 5 % do solo. Constituida por micro-organismos vivos menores que 5-10 pm, a biomassa
microbiana tem sua atividade bioldgica altamente concentrada nas primeiras camadas do solo
(1-30 cm) (VIEIRA, 2004). Esta biomassa €é representada por fungos, bactérias,
actinomicetos, leveduras e representantes da microfauna como os protozoéarios; e 0s micro-
organismos sdo a principal fonte de enzimas do solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Os
valores obtidos de biomassa microbiana variam muito com o tipo de solo, vegetacao e clima,
e sua gquantidade esta relacionada com a quantidade e qualidade de carbono que o solo recebe
(SILVEIRA, 2007).

Os mecanismos metabdlicos envolvidos na biodegradacdo dos xendbidticos podem
ser: a) diretamente no metabolismo celular central, no caso de moléculas com massa molar
menor que 600 (catabolismo); b) através de catalise com enzimas extracelulares, as quais
geram metabolitos com estruturas mais simples para serem metabolizadas; e c¢)
transformagcbes ndo programadas geradas por enzimas de pouca especificidade do
metabolismo periférico (co-metabolismo) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Sendo assim, a

biodegradacdo pode ser metabdlica ou co-metabolica.

As transformacg6es na biodegradacdo metabolica ocorrem gerando energia necessaria
para a biossintese e é derivada da oxidacdo completa do composto remanescente em CO, e
agua. As reacdes envolvidas em tais vias, resultam em molécula passivel de entrar no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA), como por exemplo, a via acido-acetoadipico é uma via geral do
metabolismo de compostos aromaticos, levando aos produtos acetil-CoA e o &cido succinico,
0s quais entram no ciclo TCA (SILVAet al, 2004). J& os metabdlitos gerados durante as
transformacgdes incidentais do co-metabolismo podem ainda conjugar-se com outros
compostos, condensar ou polimerizar, adquirindo uma conformagéo quimica semelhante ao
hamus (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Nos estudos de Silvaet al (2008) o paclobutrazol foi usado como fonte de carbono e
energia em condigdes aerobias e mesofilicas e, entre 0s micro-organismos enriquecidos em

meio de cultura, ndo foi detectada a presenca de fungos. Em virtude do baixo numero de



24

actinomicetos, estes nao foram considerados importantes. Portanto, o consoércio resultante foi
composto de bactérias, as quais foram isoladas, purificadas e agrupadas por RAPD (Random
Amplified PolimorphicDNA). A identificacdo de alguns isolados por seqiienciamento parcial
do gene 16SrDNA revelou a predomindncia de bactérias pertencentes aos géneros

Stenotrophomonas, Bacillus e Brevibacillus.

Em geral, micro-organismos decompositores de xenobio6ticos podem ser bactérias,
fungos e clorofitas. Os principais representantes degradadores procariotos e eucariotos estdo

representados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1—Micro-organismos degradadores de xenobiéticos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006)

Bactérias gram-negativas, Azospirillum e Hafnia
aerodbias/ microaerofilica

fixadoras de N,

Bastonetes gram-negativos, aerébios Pseudomonas (inUmeras espécies)

e Xanthomonas,Alcaligenes,
Paracoccus, Azotobacter,
Procariotos Rhizobium,  Agrobacterium e

Flavobacterium.

Bastonetes gram-negativos, Proteus, Enterobacter, Klebsiella e
anaerobio facultativo Serratia

Bastonetes e Coccus gram-positivos Micrococcus, Bacillus e
esporulantes Clostridium

Outros gram-positivos ndo Arthobacter e Nocardia

esporulantes

Eucariotos Aerobios e heterotréficos Mucor, Rhizopus, Neurospora,
Fusarium, Glomerela,
Chaetomium, Aspergillus,
Rhizoctonia, Trametes e

Phanerochaete.

Clorofitas Chorella
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Em experimentos de avaliagdo de campo, Silva et al (2003), verificaram por meio da
técnica de contagem em placa, o efeito do paclobutrazol nas diferentes comunidades
microbianas de solos sob cultivo comercial de manga. Os resultados obtidos demonstraram o
efeito toxico do paclobutrazol nos micro-organismos do solo, sendo que o nimero de coldnias
bacterianas, fungicas e de actinomicetos cultivaveis, apresentaram um decréscimo médio de
58 %, 28 % e 28 %, respectivamente. Jacobs e Berg (2000) verificaram o efeito inibidor do
paclobutrazol sobre diversos fungos patogénicos da madeira, como: Armillaria,
Botryosphaeria, Ceratocystis, Fusarium, Ophiostoma, Sirococcus, Sphaeropsis e Verticilium.
Este efeito inibidor, segundo Jackson et al. (1996) é em consequéncia da estrutura quimica do
PBZ que apresenta grande similaridade estrutural com os fungicidas do grupo dos triazois,

que sao usados no controle de um amplo espectro de fitopatdgenos.

Os micro-organismos que realizam biodegradagdo co-metabdlica necessitam de uma
fonte adicional de carbono para garantir seu crescimento, chamado substrato primario. Estes
fornecem fontes de carbono e energia para 0S micro-organismos crescerem, promovendo a
atividade metabolica; que estimula a liberacdo de enzimas chave para a formacgdo de
metabdlitos assimilaveis (HORVATH, 1972). Lu et al (2015) verificaram a aceleracdo da
biodegradacdo, por uma bactéria fotossintética de amido em &guas residuais,adicionando
acido malicocomo substrato primario. Este causou, rapidamente, um acimulo de biomassa e
forneceu enzimas celulares que atuaram na quebra do amido em dextrina, sacarose, malte e

glicose.

Com o intuito de investigar os mecanismos moleculares envolvidos no co-
metabolismo, Sun et al (2015) observaram, através de dados obtidos de analises
transcriptbmica, que 0s genes das vias de degradacdo de um corante (polimero aromatico)
foram regulados positivamente nos tratamentos em que estava presente o subtrato adicional
lignina.O fungo Irpex lacteus CD2 é capaz de secretar varias enzimas mesmo sem corante ou
lignina, a presenca do corante pode ligeiramente aumentar a expressao destas, entretanto a
expressdo causada apenas pelo corante tende a diminuir, impossibilitando que o fungo alcance
de alta eficiéncia na biodegradacdo. Apenas com a adi¢do de lignina houve uma significativa

expressao dos genes envolvidos e uma degradacéo de alta eficiéncia do corante.
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3.4Fatores fisicos associados a biodegradacéo

Fatores como propriedades quimicas do composto aplicado e as caracteristicas do solo,
como matéria organica, pH, conteldo de argila e umidade; afetam o processo de sorcéo, o
qual determina a disponibilidade do composto em relacdo a acdo dos micro-organismos alvo e
ndo-alvos a sua degradacdo. Se um composto for ligado primeiramente a um constituinte do
solo, como por exemplo caulinita e areia, ele sera rapidamente mineralizado em taxa e
extensdo equivalentes como se tivesse sido adicionado ao solo em solugcéo aquosa. J& quando
0s compostos ligam-se primeiramente a outros compostos do solo, como por exemplo
montmorilonita, acidos falvicos ou &cidos humicos, suas mineralizacdes sdo lentas ou
inexistentes, sendo que normalmente, a interacdo com esses constituintes do solo inibem a
degradacdo (KNABEL et al, 1996).

A temperatura tem sua influéncia nos processos de sor¢éo, solubilidade e viscosidade,
os quais tém grande influéncia na taxa de reacdo e na atividade da populacdo do solo.
Processos de biodegradacdo sdo maximos em temperaturas entre 24 e 35°C (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). A temperatura no solo afeta muitos processos que contribuem para a
dissipagdo dos xenobioticos, como a atividade microbiana, a volatilizagdo e os processos de
transporte. Dentro da faixa de temperatura, normalmente encontrada nos solos agricultaveis, a

biodegradacdo geralmente aumenta com a temperatura e umidade (SILVA; FAY, 2004).

A 4gua presente no solo compete pelos sitios de adsor¢cdo com o agrotoxico,
determinando também sua disponibilidade ao ataque microbiano (SILVA; FAY, 2004).
Segundo Alexander (1977), a umidade auxilia nas trocas gasosas, dissolve e transporta 0s
diferentes nutrientes. Por esses motivos, a meia-vida dos agrotdxicos tende a ser mais longa
em solos secos (VAN DER WERF, 1996).

O pH idealpara a biodegradacao para maioria dos solos é entre 5,6 e 8,0 (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006) Bactérias heterotrdficas dependem de um pH neutro ou proximo disso para
degradar compostos xenobidticos (SPINELLI, 2006). Os valores de pH para um determinado
microambiente devem estar relacionados ao tamanho dos organismos e a multiplicidade de
enzimas, as quais sdo, em sua maioria, pH dependentes e estdo relacionadas aos componentes

celulares, como, por exemplo, as membranas (SILVA; FAY, 2004).
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3.5 A Trajetdria dos Estudos sobre a Biodegradacéo do PBZ

Utilizando oito solos agricolas, Jackson et al (1996) enriqueceram um meio mineral
com PBZ e obteve nove isolados bacterianos capazes de degradar o paclobutrazol, sendo oito
pertencentes ao género Pseudomonas e um ao Alcaligenes. O processo de biodegradacéo
funcionou apenas em condigBes aerébias e temperaturas meséfilas. Estudos com *C
localizado no anel cloro-benzeno mostraram a total mineralizacio deste a **CO,. Por outro
lado, dados obtidos na investigacdo da suscetibilidade do anel 1,2,4-triazol, a partir de
cultivos utilizando apenas o PBZ como fonte de nitrogénio revelaram crescimento limitado,
sugerindo que as bactérias inoculadas ndo utilizaram o PBZ como fonte de nitrogénio
(JACKSON et al, 1996).

Em solos do Vale S&o Francisco (Nordeste do Brasil),bactérias capazes de degradar o
PBZ foram isoladas de solos com e sem historico de aplicacdo e, a partir destes isolados,
foram selecionadas apenas bactérias do género Pseudomonas. Este género foi escolhido
devido a sua capacidade de degradar hidrocarbonetos, agrotoxicos com estruturas similares ao
paclobutrazol, como a atrazina e o cloro-benzeno (VAZ et al 2012); e por ser anteriormente
relatada como degradadora de PBZ nos trabalhos de Jackson et al (1996).0s isolados obtidos
de dois solos das Fazendas Mandacart e Bebedouro, com e sem historico foram testados
como inoculo nos ensaios de biodegradacdo — meio mineral + PBZ — e os melhores
resultados foram 47 e 43% para os consdrcios do solo Mandacard (MS) sem histérico e
Bebedouro com histérico (BC). Testes de biodegradacdo com as trés bactérias utilizadas no
consorcio (MS) quando usadas cada uma isoladamente, obtiveram-se baixas taxas de
biodegradacdo (14% e 20%), levando a inferir-se que a biodegradacdo é resultado da
cooperacdo de mais de uma espécie microbiana. Entretanto, outros géneros (Streptomyces e
Rhodococcus) testados pelo autor, em adicdo a cultura mista MS, resultou num crescimento
menor e ndao ocorreu biodegradacdo do PBZ. A possivel causa seria a inibicdo competitiva,
ocasionada pela presenca de compostos antibacterianosproduzidos por Streptomyces (Vaz,
2006; Vaz et al, 2015).

Os mesmos autores também avaliaram o efeito da adicdo de glicose ou glicerol como
fontes de carbono adicionais na biodegradacdo do PBZ. Nos ensaios que continham glicose e
PBZ, apenas a glicose foi consumida devido a repressdo catabdlica causada pela glicose. A

literatura j& prevé que presenca de repressor catabdlico reprime 0s genes responsaveis pela
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utilizacdo de fontes alternativas de carbono, ou seja, o cometabolismo (BRUCKNE;
TITGEMEYER, 2002). J& o uso do glicerol comercial como uma fonte adicional de carbono,
a taxa de biodegradacéo foi maior atingindo cerca de 75% em 10 dias de cultivo(VAZ, 2006;
VAZ et al 2015).

Estudos sobre a biodegradacdo do PBZ nos solos mencionados do Vale do Séo
Francisco, usando trés bactérias do género Pseudomonas presentes no consércio MS, citado
anteriormente, foram realizados em condi¢Oes estéreis e ndo-estéreis, adicionando apenas 10
ou 25 mg/L de PBZ, ou adicionando PBZ e 50 ou 100 mg/L de glicerol (Vaz et al., 2012). Os
resultados de biodegradacdo ndo foram diferentes com relagdo ao tipo de solo, nem em
relacdo ao solo ser ou ndo esteéril, ou ainda com relagdo a concentracdo de PBZ utilizada. Em
todos o0s ensaios, a biodegradacdo foi, em média, 40% apds 14 dias de cultivo. Ja no conjunto
de ensaios contendo glicerol a biodegradacdo atingiu cerca de 70% em 28 dias. Os autores
verificaram, através da cinética de crescimento microbiano, que quando foi utilizado o
glicerol como fonte adicional, houve um periodo de consumo apenas do glicerol, que ocorreu

em quatro dias, e somente apds este periodo, houve consumo do PBZ.

Vaz et al (2015b) realizaram estudos sobre a cinética de biodegradacdo em solos ndo
saturados. Foram utilizados solos com ou sem histérico de aplicacdo de PBZ, adicionando ou
ndo glicerol. Os experimentos com glicerol, com ou sem histérico de aplicacdo do PBZ,
apresentaram reducéo significativa do xenobiotico a partir de 14 dias, permanecendo apenas
1% de PBZ ap06s 63 dias. Contudo, em solo sem historico, com ou sem a adi¢do do glicerol a
biodegradacdo foi de aproximadamente 64% a partir de 14 dias. Estes dados nestas condi¢fes
experimentais ddo uma certa relevancia ao critério de ter ou ndo ter histérico de aplicacdo de
PBZ direcionando para melhores condi¢Ges. Acredita-se que a menor biodegradacdo obtida

em solos sem historico seja devido a microbiota ndo adaptada ao PBZ.

Santos-Filho (2014) avaliou o efeito do bioestimulo e do bioaumento, na
biodegradagdo de PBZ, em solos ndo saturados e ndo estéreis. Em casos onde se aplicou o
bioestimulo com glicerol, a biodegradacdo variou entre 79 e 60% e, para 0 bioestimulo com
meio mineral, a biodegradacdo alcancou, em média 94%. Quando no bioestimulo foram
combinados glicerol e meio mineral, a biodegradacéo foi cerca de 85%. J& nos ensaios onde 0
autor utilizou apenas bioaumento, a biodegradacéo variou entre 29 e 38 %.A combinacédo de
bioestimulo e bioaumento se mostrou promissoracom 81 a 96% de biodegradagdo. Em

algumas situacoes, o bioestimulo combinado de bioaumento consiste numa estrategia eficiente
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para biodegradacdo, uma vez que a fonte de nutriente fornece mais receptores de elétrons
favorecendo micro-organismos nativos e nao-nativos (FANTROUSSI; AGATHQOS, 2005).

3.6Residuos industriais e sua utilizacdo em bioprocessos

O glicerol bruto € obtido do processo de transesterificagdo de acidos graxos presentes
em o6leos e gorduras, com um alcool de cadeia curta, metanol ou etanol, em presenca de um
catalisador alcalino,acido ou enzimatico. Esta reacdo resulta em uma mistura heterogénea de
duas fases: uma de acidos graxos metilados (biodiesel) e outra que é o glicerol bruto
(BOURNAY et al, 2005; OOl et al, 2004).

Mundialmente, o glicerol, co-produto do biodiesel, cresceu de 200.000 toneladas em
2004 para 1.224 milhdes de toneladas em 2008 (YANG et al, 2012). A producéo de biodiesel
gera aproximadamente 10% de glicerol por volume (ZHOUet al, 2008) e foi estipulado que o
mercado do biodiesel geraria 37 bilhdes de galdes de biodiesel e 4 bilhoes de galdes de
glicerol bruto em 2016 (ANAND; SAXENA, 2011). Como consequéncia do aumento da
producdo, em 2007 o preco do glicerol bruto caiu nos EUA de $0,25 para $0,05 por libra
(YANG et al, 2012). No Brasil o BNDES (Banco Nacional de Desenvolvimento Econdmico e
Social) tornou isenta de receita a venda do glicerol bruto, tendo em vista que o prego poderia
causar uma crise no mercado, e a descarga do glicerol ser suscetivel de causar um sério
problema ambiental (BNDES, 2009). A maioria do glicerol residual € descartado em rios ou
simplesmente incinerados, caracterizando o biodiesel como um combustivel cinza e ndo verde
(ANAND; SAXENA, 2011).

A industria usa apenas glicerol purificado como matéria-prima, consequentemente o
glicerol ndo refinado tornou-se um potencial poluente ambiental, e sua gestdo precisa ser bem
estudada (YANG et al, 2012). Recentemente, pesquisas vém sendo desenvolvidas para a
utilizacdo direta do glicerol bruto, incluindoseu uso como matéria-prima na producdo de
guimicos por via bioldgica.01,3 propanediol, por exemplo,é produzido através de
fermentacdo anaerdbia por Klebsiella pneumoniae (MU et al, 2006) e sua producdo foi
otimizada com um rendimento maximo de 56 g/L (HIREMATH; KANNABIRAN;



30

RANGASWAMY,2011). O &cido citrico é outro composto que foi biossintetizado a partir de
glicerol bruto por Yarrowia lipolytica, com rendimento de 0,62 g/g (RYMOWICZ et al,
2006). A producdo de hidrogénio foi possivel pela fotofermentacdo do glicerol bruto por
Rhodopseudomonas palustris com rendimentos 75% do valor tedrico (SABOURIN-
PROVOST; HALLENBECK, 2009). Ainda, os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo poliésteres
que podem ser produzidos por Cupriavidus necator utilizando glicerol bruto(FIGUEIREDO
et al, 2014). O glicerol bruto foi utilizado na biodegradacdo de PAHs em solo contaminado
(VASCONCELOS et al, 2013) e na denitrificacdo de aguas residuais (BODIK et al, 2009).

Residuos obtidos ap0s a extracdo mecéanica do 6leo de sementes sdo denominados de
tortas. Na extracdo por prensagem, o teor de 6leo observado nas tortas depende da espécie
processada e das especificacdes das prensas, e varia entre 15 e 27% para graos como algodao,
girassol, pinhdo-manso e nabo-forrageiro (NEIVA JUNIOR, 2007; VAN CLEEF, 2008). Os
farelos geram um residuo bastante inferior de dleos, da ordem de 1,5%, resultando num maior
teor de proteina bruta (RAKSHIT et al., 2008).

Esses residuos agroindustriais se destacam pela abundancia em determinadas regides
do pais e pelo baixo custo. Segundo o Foreign Agricultural Service (FAS- United States
Departament of Agriculture) o consumoem toneladas de Oleos vegetaisvem aumentando
através dos anos, gerando em torno de 178.280.000 toneladas de 6leos e 2.674.200 toneladas
de farelo em 2015.0 brasil é o 7° maior produtor de 6leos vegetais e farelos do mundo, com
uma producao de 8,50 milhdes de toneladas em dezembro de 2015, e 127,500 toneladas de
farelo e tortas (FAS, 2015). A Tabela 3.2apresenta as espécies de olearginosas potencialmente

mais produtivas para a producéo de biodiesel.
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Tabela 3.2: Oleaginosas com potencial para producdo de biodiesel no Brasil. Distribui¢éo por regiéo,
teor de 6leo, produtividade e producéao de 6leo (ABDALLA et al, 2008).

Espécie Distribuicdo  Teor de Produtividade  Producéao
6leo (%) (kg/ha/ano) de bleo
(kg/ha/ano)
Amendoim NE, CO 49 1800 882
Babagu N, NE 4 15000 600
Canola S 38 1800 684
Carocgo de N, NE, CO, 15 1800 270
Algodao S, SE
Dendé/Palma N 20 10000 2000
Gergelim NE, CO 39 1000 390
Girassol S, SE, CO 42 1600 672
Mamona NE 44 1500 660
Nabo S, SE, CO 29 500 145
forrageiro
Pinhao NE, SE, CO 40 8000 3200
manso
Soja CO 19 2200 418

Apbs a criacdo do Programa Brasileiro de Desenvolvimento do Biodiesel
(PROBIODIESEL), em 2002, concebido com o objetivo de fomentar a producgéo de biodiesel,
a partir de diferentes matérias-primas; de acordo com a Petrobio (2005) a producéo de tortas a
partir das oleaginosas, correspondente ao biodiesel a ser produzido em 2008, foi estimada em
3.676.566 ton, mas a capacidade autorizada para producdo de biodiesel foi de 2.537.000 m?
(249% maior). Considerando as mesmas proporcdes, 0 Brasil podera estar produzindo cerca

de 8,9 bilhdes de ton de torta

O aproveitamento biotecnoldgico destes residuos, juntamente com a reducdo da
poluicdo ambiental e adocdo de tecnologias limpas tem sido uma tendéncia na industria e
trazem vantagens nos aspectos ambiental, social e econbémico. Neste sentido, pesquisas
envolvendo a biomassa das tortas foram direcionadas na geracdo de bioetanol e outros
compostos de extensa faixa valores. A torta de dendé, foi investigada por Ferreira (2013)

como possivel fonte de matéria celulésica (32,4 %), prevendo uma producdo de etanol de
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segunda geracdo de 210 L de etanol por tonelada de torta. Para isso, foram testados pré-
tratamentos com &cido sulfurico, alcalino e de sacarificacdo enzimatica, todos bem sucedidos.
A fermentacdo foi realizada utilizando Saccharomyces cerevisiae a qual mostrou-se eficiente

com o rendimento de Yps de 0,49.

Em relacdo a composicdo, o teor protéico nas tortas é relativamente alto, 36 % nas
tortas de amendoim e 40 % nas de mamona (JARDIM, 1976; MOTA; PESTANA, 2011). O
teor de gordura também varia consideravelmente (3 a 24 %) e o teor de fibra é cerca de 20 %,
0 que leva a utilizacdo de tortas em larga escala na alimentacdo de animais ruminantes
(MORRISON, 1966). A torta de mamoma possui um alto teor de nitrogénio e por isso é muito
utilizada na alimentacdo animal, mas seu uso € limitado pela presenca de ricina e principios
alergénicos, necessitando de um processo de destoxicacdo. Outros residuos de oleaginosas,
como o farelo de babacu, de algodao, de dendé e de soja podem ser utilizados na alimentacao

animal sem a necessidade de processamento prévio (ABDALLA et al, 2008).

Outros residuosagroindustriais como bagaco de cana, bagaco de laranja, casca de arroz
e farelo de soja foram avaliados como substratos, em fermentacdes semi-solida com
Aspergillus niger, para a producédo de celulases, com a finalidadede serem destinadas para a
conversdo enzimética da biomassa lignocelulésica em bioetanol. Os melhores resultados
foram obtidos com farelo de soja e bagaco de laranja(FARINAS et al, 2008). Castilho (2000)
investigou diversas condi¢cdes de umidade na fermentacdo semi-sélida comAspergillus niger
utilizando farelos de trigo e soja como substratos presentes na composicdo do meio de cultura,

a fim de obter e extrair pectinases.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Solo

Foram utilizadas amostras de solos coletados de regido com plantio de manga (Mangifera
indica L. cv. Tommy Atkins) irrigada, na regido do S&o Francisco (Fazenda Andorinhas), as
quais foram fornecidas pela EMBRAPA Semiarido. Estes solos foram coletados junto ao
tronco onde o PBZ foi aplicado, entre 0 e 20 cm de profundidade e em quatro pontos, em 6
plantas, totalizando em média 3 Kg. O solo em questdo foi identificado como sendo um solo
com historico de paclobutrazol (PBZ) por oito anos (2007-2014). No entanto, é preciso
ressaltar que a ultima aplicacdo do paclobutrazol neste solo foi 6 meses antes da coleta desta

amostra.

As amostras de solo foram colocadas em isopor com gelo até sua chegada ao laboratorio,
onde foram espalhadas e acondicionadas em bandejas plasticas e colocadas para secar ao sol a
temperatura ambiente. Apds o procedimento de secagem, o solo passou por peneira de
abertura de malha de 5 mm/ 32 Mesh para a retirada de detritos, raizes, pedregulhos, etc,

obtendo-se uma amostra homogénea. As amostras foram armazenadas a 4° C em geladeira.

A caracterizacdo das amostras de solo compreendeu um conjunto de analises, a saber: pH,
CTC (Capacidade de retencdo de cétions), carbono fosforo total, calcio, magnésio, sodio,
potassio, aluminio, hidrogénio e enxofre (Tabela 4.1). As analises foram realizadas pelo

Instituto Agrondmico de Pernambuco-IPA, seguindo a metodologia da Embrapa (1997).

Tabela 4.1.Caracterizacéo fisico-quimica do solo

pH CTC Ca Mg Na K Al H S P

(L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (/L) (mg/L)

7,8 14,4  2,1042 255,276 82,8 312,816 0 6,552 4,416 393
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4.2 Paclobutrazol

O paclobutrazol utilizado foi proveniente de sua formulacdo comercial Cultar 250 SC
(Syngenta), que apresenta uma concentracdo de 250 g/L de paclobutrazol e 750 g/L de
ingredientes inertes. Para o preparo de solugdes padrdes foi utilizada sua forma pura (Sigma).

4.3 Residuos industriais: obtencéo e caracterizacao

O glicerol bruto foi cedido pelo Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE). Este foi obtido a partir do processo de transesterificacdo de acidos graxos
presentes no 6leo de algoddo, gerando biodiesel e glicerol bruto. A caracterizacdo (Tabela
4.2) foi realizada pelo Laboratério de Analise de Alimentos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco.



Tabela 4.2 —.Caracterizacdo do glicerol bruto

Nutriente Média Nutriente Média

MS* 80,46% Fe 22,37mg

Acidos 9,75% Proteina  0,05%

Graxos Bruta

Glicerol  55,95% Energia 5,24 KJ

Metanol 10,96 pH 8,75
meq

Ca 0,23 mg NDT** 65%

Mg 0,12 mg CHOT*** 12,34%

Cu 0,12 mg FDN**** 3 450

* Nutrientes calculados com base na MS (Matéria Seca) dos Alimentos.

** Nutrientes Digestiveis Totais
*** Carboidratos Totais

**** Fibra em Detergente Neutro

4.4Tortas de amendoin e de gergelim

35

As tortas resultantes da extracdo do 6leo das sementes de amendoin e de gergelim foram

obtidas pelo processo de pressdo mecanica a frio, e cedidas pela Embrapa Algoddo em

Campina Grande. A caracterizacdo quimica (Tabela 4.3) foi realizada e cedida por esta

Empresa.
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Tabela 4.3 —Caracterizagéo da torta de Amendoim e gergelim.

Nutriente Torta de Torta de

amendoim (%) gergelim (%)

C 55,3 48,5
N 7,2 5,8
H 8,6 7,6
S 1,9 1,9
O 27,0 36,3

4.5 Ensaios de biodegradacao

Os ensaios de biodegradacdo foram conduzidos conforme metodologia adotada por Vazet
al (2015), que consiste em colocar 2,5 g solo com histérico de aplicacdo de PBZem
erlemeyers de 125 mL, e adicionar 1 mL da solucéo contendo PBZ e os substratos dissolvidos
(tabela 4.4). Os experimentos foram realizados 28 + 1°C, durante o periodo de 49 dias, sem
agitacdo. A umidade foi mantida pela adi¢do, semanalmente, de 1 mL de agua destilada

estéril.

Os bioestimulos utilizando os residuos industriais (glicerol bruto, torta de amendoim e
torta de gergelim) foram comparados com o ensaio controle (contendo apenas solo e PBZ) e
com o ensaio com glicerol comercial. As condi¢cdes dos experimentos usando bioestimulo
estdo representadas na Tabela 4. Partindo dos resultados obtidos nessas condi¢des, novos
experimentos foram realizados para investigar a quantidade necessaria de solo com historico,
para ser usada como uma fonte de micro-organismos, promovendo assim o bioaumento em
solo sem historico de aplicacdo (Tabela 4.5). Nessa etapa do trabalho, aléem de bioaumento,
também foi utilizado o bioestimulo com o residuo selecionado. Em todos os experimentos a
concentracdo de PBZ foi 4,0 ug/g. Nos experimentos usando bioestimulo e bioaumento, a
concentra¢do do residuo selecionado foi a mesma utilizada nos experimentos apenas com

bioestimulo (Tabela 4.4). As concentracGes de tanto de glicerol comercial quanto de glicerol
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bruto foram de acordo com aquela utilizada por Santos-Filho (2014). A concentragdoutilizada
de tortas foi 0,1%, e estafoi definidasendo aproximadamente duas vezesa quantidade de
nitrogénio necessaria para o crescimento dos micro-organismos estimada por Ridgway et al

(1990) na elaboracdo do seu meio mineral.

Tabela 4.4 —Condicdes experimentais usando bioestimulo.

Experimento Fonte adicional concentracao
(mg/g)
El - -
E2 Glicerol comercial 2,4
E3 Glicerol bruto 2,4
E4 Torta de amendoim 4,0
E5 Torta de gergelim 4,0

Tabela 4.5 —Condic¢des experimentais usando bioestimulo e bioaumento.

Ensaio torta de Solo com Solo sem
amendoim historico (g) historico (g)

(mg/g)
E6 4,0 0,0 2,5
E7 4,0 0,5 2,0
E8 4,0 1,25 1,25

E9 4,0 2,0 0,5
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4.6Métodos Analiticos

4.6.1 Determinacdo da concentracao de células

Concentracdo de células (bactérias e fungos cultivaveis) no solofoi determinada pela
técnica do Spread plate, apds diluicGes seriadas das amostras e expressa em Unidade
Formadora de Coldnia por grama de solo (UFC/g). A metodologia adotada foi baseada na
Instrucdo Normativa n° 62 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL,
2003). O procedimento consistiu em adicionar a 2,5g de solo, 100 mL de solucéo salina 0,9
%(m/V) gerando uma solucdo méae, e a partir desta solugdo retirou-se 1mL e inicou-se as
dilui¢bes seriadas em tubos com 9 mL de solucdo salina. Estas diluigdes (0,1 mL) foram
semeadas em placas de petri com meio de cultura Agar Triptona Soja (TSA) e incubadas por
24-48h em estufa a 30°C. Apos o periodo de incubacdo, as coldnias foram contadas, tendo-se
o0 cuidado de considerar apenas as placas que continham de 30 a 300 coldnias. A Equacdo 1

foi utilizada para a quantificacdo da concentracdo de células.

C=;XdX; (1)

C= concentracéo de células (UFC/qg)

n= numero de UFC;

d= dilui¢do da contagem de coldnias.
v=volume colocado na placa;

m= massa de solo utilizada no experimento;

V= volume de soluc¢éo salina utilizado na solu¢do mée.
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4.6.2 Determinagéo da concentracédo de PBZ

Na determinacdo da concentracdo de PBZ, foram adicionados 10 mL de metanol a 2,5 g
de solo contidos em frasco Erlenmeyer de 125 mL. Esta suspensdo foi colocada em mesa
incubadora rotativa (New Brunswick Scientific Company, SC 25) a 150 rpm e 25°C. Apo6s 30
minutos, a suspensao foi filtrada a vacuo em membrana de 0,2 um de porosidade. A amostra
filtradafoi injetada no cromatografo liquido, equipado com uma bomba quaternaria acoplado a
um sistema desgaseificador (DGU-20A5r), um forno para controlar a temperatura da coluna, e
um detector de arranjo de diodos (DAD)(SPD-M20A).0 software utilizado foi o LC-
Solutions fabricado pela Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan). A coluna usada no método foi
uma C-18(150mmx4,6mm - Phenomenex, Torrance, CA, EUA) eas condi¢bes de operacao
foram: fase movel composta de agua e metanol na proporcéo de 20:80 (V/V), 0,4 mL/min e
221 nm. O teste de recuperacdo foi realizado enriquecendo o solo com 4ug e extraindo-se
conforme a metodologia descrita acima, e obteve-se 105,75% da quantidade inicial de PBZ. A

concentracdo de PBZ foi calculada pela Equacéo 2.

=G x3) x5 @

C= concentracdo de PBZ na amostra (ug/g);

m= massa de PBZ calculada pelo software do Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficiéncia(ug);

Vm= volume de metanol usado na extracdo (mL);

M= massa de solo usada no experimento (g);

Vi= volume injetado no cromatdgrafo liquido(em pL);

R=recuperacao (%).
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4.6.3 Determinagéo da concentracéo de glicerol

As amostras de 2,5 g de solo,dos ensaios contendo PBZ e glicerol, foram adicionados
10 mL de &gua destilada. Os frascos de Erlenmeyer contendo as suspensbes foram
acondicionados em mesa agitadora a 150 rpm e 30°C, durante 30 min. Em seguida, foi
realizada uma filtracdo em papel filtro qualitativo. O filtrado foi utilizado para a determinacéo
da concentracdo de glicerol utilizando-se o Kit Triglicerides Liquiform (Labtest Diagnostica).

A leitura da absorbancia foi realizada em505 nm em espectrofotdmetro (700 plus, Femto).

4.6.4 Fitotoxicidade

A determinacdo da fitotoxicidadeforam realizados utilizando amostras de: solo, PBZ
nas concentragdes dos ensaios, tortas, e os ensaios (E1, E2, E3, E4,e E5) nos tempos inicial e
final. Utilizou-se sementes de Allium cepa (Vale Ouro - IPA 11), cedidas pelo Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA). Cada 30 sementes foram submetidas aos diferentes
tratamentos referente aos ensaios de biodegradacdo, em placas de Petri, as quais foram
acondicionadas a temperatura ambientex 28 °C por 3 dias. As raizes foram coletadas e

medidas com auxilio de uma régua, e o indice de germinacéo foi calculado pelaEquacédo 3.

S1 R1
IG = (— x R
S2 R2

) x 100 3)
GI- indice Germinacio (%);

S1- 0 nimero de sementes germinadas no extrato de solo;

S2- 0 nimero de sementes germinadas no controle;

R1-comprimento médio da raiz no extrato de solo (cm);

R2- comprimento médio da raiz no controle (cm).
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4.6.5 Espectroscopia de infravermelho

As alteracdes na estrutura quimica do PBZ, ap0s os cultivos de biodegradacdo foram
analisadas pelo CETENE (Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste) via
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (Fourier Transmission
Infrared — FTIR), em espectrofotometro Burker (Vertex 70), sequindo a metodologia ATR

(Reflexdo Total Atenuada) com a utilizacdo de um cristal de Germanio.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Biodegradacéo utilizando a estratégia de bioestimulo

A quantificagio de micro-organismos
biodegradagdo é mostrada no Figura 5.1. No segundo dia de biodegradagdo observa-se nos
ensaios E1 (PBZ - controle), E2 (glicerol comercial), E4 (torta de amendoim) e E5 (torta de
gergelim) um consideravel aumento no crescimento microbiano. Em E3 (glicerol bruto) esta
fase é observada com sete dias de cultivo. Houve maior crescimento nos primeiros dois dias
no experimento E5. A partir de sete dias, houve um decréscimo na concentracdo de células em
E1l, E2 e E5. A partir de 35 dias houve um aumento na concentracdo de células em todos 0s
experimentos, com excecdo daquele em que foi adicionado apenas PBZ como fonte de

carbono. De uma forma geral, houve crescimento de heterotréficos cultivaveis em todos

experimentos.

heterotréficos

cultivaveis

1E10 ¢

1E9 |

1E8 |

Células (UFC/qg)
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Figura 5.1 — Crescimento dos experimentos usando bioestimulo. E1:sem fontes adicionais, E2:
glicerol comercial, E3: glicerol bruto, E4: torta de amendoim e E5: torta de gergelim.
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Ao final dos experimentos de biodegradacdo todos ensaios suplementados com fontes
de carbono adicionais apresentaram maior crescimento do que aquele obtido no experimento
E1 (Tabela 5.1). O experimento E4 apresentou crescimento 18 % maior que o do experimetno
E1. Nao houve diferenca significativa entre E2 e E5, e o crescimento em E3 foi 11 % maior

do que em E1.

Tabela 5.1 — Concentracdo de células e crescimentoobtidos com 49 dias nos experimentos E1:sem
fontes adicionais, E2: glicerol comercial, E3: glicerol bruto, E4: torta de amendoim e E5: torta de

gergelim.
Experimento Concentracao Aconcentracao

(Log UFC/g) (%)
El 7,0 £4,3 4,6
E2 75+205 11,3
E3 78+3,0 15,6
E4 8,3+£5,7 23,0
ES5 7,5+4,558 11,4

A quantificacdo do glicerol revelou que em dois dias este ja tinha sido totalmente
consumido nos ensaios E2 e E3. A confirmacdo de que o a fonte adicional é consumida no
inicio do processo também foi relatado nos experimentos com solos saturados de Vazet al.
(2012).

A presenca da fonte adicional na biodegradacdo, bem como a concentracao utilizada
parecem ter uma determinada influéncia no crescimento dos microorganismos. Nos
experimentos com PBZ em solos ndo saturados de Vaz et al (2015a), utilizando a razéo
PBZ:glicerol (1:5) a concentragdo UFC/mL ficou em torno de 10°. J& nos ensaios de Santos
Filho (2015b) utilizando uma razdo PBZ:glicerol (1:600) mostram que houve um aumento no
Log UFC/g de 10° para 10’quando se utilizou glicerol, meio mineral de Ridgway, ou ambos.
Em experimentos de biodegradag¢do de HPA’s o nimero heterotroficos total, bactérias totais e
especificos micro-organismos degradadores de HPA’s aumentaram em torno de 10° para 10" e

10° nos experimentos em que foram adicionados fertilizantes industriais (DELILLE, 2009).
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A presenca de um substrato adicional tambeém auxilia nos processos de remediacdo
onde os niveis de contaminacdo sdo baixos; pois o crescimento microbiano é uniformemente
igualado ao declinio do substrato numa situacdo denominada “minima concentra¢do do
substrato”. Nestes casos, a metabolizacdo do contaminante precisa ser sustentada por outro

composto numa concentracdo adequada (SILVA, 2004).

O pH do solo durante a biodegradagéo, apresentou pequena variacdo, mantendo-se
entre 6,7 e 8,0 em todos experimentos (Figura 5.2), estando dentro da faixa ideal para a
biodegradacdo citada por Moreira& Siqueira (2006) que € entre 5,6 a 8,0. Este parametro é

um dos mais importantes, umas vez que influencia na disponibilidade do composto.
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Figura 5.2 —Valores do pH nos ensaios E1:sem fontes adicionais, E2: glicerol comercial, E3: glicerol

bruto, E4: Torta de amendoim e E5: torta de gergelim.

A biodegradacéo ocorreu independente da presenca de uma fonte adicional de carbono
(Figura 5.3a e 5.3b). No ensaio controle E1, a biodegradacdo em sete dias foi 26,08 %,
consideravelmente maior que nos ensaios E2 (4,81 %), E3 (9,58 %), e E4 (0,0 %). Por outro
lado, uma taxa similar ao E1 foi obtida no ensaio E5 (23,09 %), entretanto nestas duas
condigdes a biodegradacdo estabilizou aos 35 dias. Entre 0 7° e 35° a biodegradacdo aumenta
consideravelmente em todos experimentos adicionados de fontes de carbono e/ou nitrogénio:
67,09% (E2), 54,09% (E3), 70,87% (E4) e 51,94% (E5). Na fase final, entre 35° a 49° dias,
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foi um periodo em que foi possivel testar a resisténcia e biodegradabilidade da microbiota

nativa. Nesta fase ocorreu biodegradacdo apenas nos ensaios E2 (12,52%) e E4 (15,76%),

considerando todo o periodo de experimento, as taxas foram em torno de 85,0 % a

biodegradacao nestes dois ensaios.
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Figura 5.3 — Concentragdo de PBZ (a) e biodegradacéo (b) durante os experimentos com bioestimulo:
El:sem fontes adicionais, E2: glicerol comercial, E3: glicerol bruto, E4: torta de amendoim e E5: torta

de gergelim.
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Dentre os varios processos metabdlicos envolvidos na biodegradacdo, o co-
metabolismo é caracterizado por estimular a producdo de enzimas chave através da
suplementacdo do meio com um substrato primario, promovendo a degradacdo do segundo
substrato com uma maior eficiéncia (HORVATH, 1972; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; LU
et al.,, 2015). A presenca do co-substrato ativa mecanismos moleculares nas células,
aumentando a expressdo de genes codificadores de enzimas (SUN et al, 2015). E possivel
ainda afirmar que residuos organicos adicionados causam mudancas ambientais no solo
favorecendo a degradacdo de poluentes pela microbiota nativa e um residuo pode ser melhor
que o outro devido aos seus respectivos teores de carbono e nitrogénio em relagdo ao
contaminante (UMAR et al, 2009).

O bioestimulo como estratégia de biodegradacdo tem sido relatado com sucesso em
varios estudos. A adicdo de fertilizantes comerciais aumentaram taxas de biodegradacdo de
hidrocarbonetos para 50% (DELLILE et al 2009), e biofertilizantes em pesquisas com 0
herbicida ametrina diminuiram o tempo de biodegradagdo a aumentaram a taxa de CO,

acumulado para 300 mg/L em comparacio a 200 mg/L no controle (REGO et al, 2014).

Os estudos na linha de biodegradacdo do PBZ anteriormente realizados apontam que
altas percentuais de biodegradacdo sdo atingidos quando se utiliza solos com historico e
aplicando altos teores de fontes adicionais (tabela 5.2). O resultado da utilizacdo da torta de
amendoim (ensaio E4) como cossubstrato, de 85% de biodegradacdo, significa um dos
maiores valores ja atingidos. A utilidade deste residuo em bioprocessos agrega mais valor a

um co-produto que € na maior parte das vezes descartado em aterros (SEVERINOet al, 2002).

Tabela 5.2 — Pesquisas anteriores sobre a biodegradagdo de PBZ em solos néo saturados.

PBZ:Glicerol % de biodegradacéao
Solo sem histérico Solo com historico
Vaz et al (2015a) 15 64% com ou sem glicerol 99%com ou sem glicerol
Santos Filho (2014) 1:600 — Com glicerol 60 — 79%
e Com meio mineral 94%
Vaz et al (2015b) Com glicerol e meio mineral 85%

Com inéculo 29 — 38%

Bioestimulo + bioaumento 81 — 96%
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5.2 Biodegradacéao utilizando bioaumento e bioestimulo

Nos estudos realizados por Silva (2003) testando varios solos, o solo com histérico de
aplicacdo do paclobutrazol foi 0 que apresentou maior capacidade degradativa (42 %). Vaz et
al. (2015), utilizando solos ndo saturados, observaram que a presenga de histérico de
aplicacdo de PBZ foi o fator que determinou a maior eficiéncia biodegradativa do solo. Sendo
assim, nesta etapa dos experimentos, 0 solo com historico foi misturado ao solo sem historico
em diferentes porcentagens combinado do melhor residuo como fonte de carbono adicional, a

torta de amendoim.

Em relacdo aos micro-organismo heterotréficos totais, a Tabela 5.3 apresenta a
concentracdo de células e o crescimento obtidos com 49 dias de cultivo dos solos sem
historico utilizando bioaumento pela adicdo de solo com histérico de aplicacdo. O
experimento usando apenas o solo sem historico, E6, apresentou um decréscimo no numero
de micro-organismos. Por outro lado, o experimento com 80 % de solo com histérico (E9)
apresentou o maior crescimento, ndo havendo significativa diferenca com relacdo ao
experimento usando 50 % de solo com histérico (E8). No experimento com 20 % de solo com
histérico (E7) houve um crescimento discreto.

Tabela 5.3 —.Concentragéo de células e crescimentoobtidos com 49 dias nos experimentos E6: 100%
de solo sem histdrico, E7: 80% de solo sem historico, E8: 50% de solo sem histérico, E9: 20% de solo
sem historico.

Experimento Concentracao A concentracao
(Log UFCl/g) (%)
E6 6,2+ 6,2 -4,6
E7 6,5+ 6,9 0,11
ES8 6,9+ 6,5 7,0

E9 6,9+ 6,9 7,3
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Segundo Silva (2003), ao se aplicar um composto quimico ao solo a microbiota passa
por um periodo de adaptacdo. ApoOs esse periodo,a velocidade em que ocorrem asreacdes
metabolicas pode ser mais lenta ou mais rapida, porémcaso haja outras adicdes do composto
organico durante operiodo de metabolismo ativo, ocorre dissipacdo da segundaadi¢do sem
ocorrer 0 periodo de adaptacdo. Neste caso, ataxa de biodegradacdo pode aumentar com

outras aplicagdessubsequentes.

A concentracdo de PBZ no solo e a biodegradacdo sdo apresentadas nas Figuras5.4a e
5.4b, respectivamente. atingiram altos valores nos experimentos E9 e E8, 97,5e 95%,
respectivamente. Nos experimentos E6 e E7, os valores foram 47,5 e 55%, respectivamente.
Além disso, nos ensaios E6 e E7 a biodegradacdo estabilizou em 21 dias, diferentemente dos

ensaios E8 e E9 em que a concentracdo de PBZ diminuiu até 49 dias.
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Figura 5.4 —Concentracdo de PBZ (a) e biodegradacao (b) durante os experimentos com bioestimulo
e bioaumento:E6: 100 % de solo sem historico; E7: 80 % de solo sem histérico; E8: 50% de solo sem
histérico; E9: 20% de solo sem histérico.

Na natureza 0s micro-organismos existem em consorcio e culturas raramente sdo

puras. E comum que a tendéncia que culturas mistas apresentem uma degradacio mais rapida
que cutivos puros (SORIANO&SORIANO, 2015; SIRIPATTANAKUL-RATPUKDI et al.,
2015), isto porque a sua biodiversidade pode aumentar a sobrevivéncia no ambiente e o

aumento do numero de vias catabdlicas disponiveis para a biodegradacdo do contaminante
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(SMITH; PAUL, 2005). Varios géneros de actinomicetos tem sido encontrados com
capacidade de degradar pesticidas como organoclorados, triazinas, triazinonas, carbamatos,
organofosfatos, acetanilidas e sufonildrias (SORIANO&SORIANO, 2015). Isolados de
Arthrobacter e Streptomyces juntos sdo capazes de mineralizar diazinon, mas nenhuma das
bactérias puras produz CO, a partir deste inseticida. O mesmo ocorre com uma mistura de
Pseudomonas e Arthrobacter, onde apenas juntos degradam o herbicida silvex
(ALEXANDER, 1999).0 consércio de Pseudomonas plecoglossicida e Pseudomonas
aeruginosa foi isolado de um solo contaminado, e foi capaz de degradar em torno de 95 % do
inseticida organofosforado profenofos (SIRIPATTANAKUL-RATPUKDI et al., 2015).

No soloapenas a abundéncia dos micro-organismos ndo parece ser tdo importante
guanto a diversidade (Kennedy 1999), pois ha um fenémeno conhecido como redundancia
onde varias espécies possuem fungdes bioldgicas semelhantes, e a perda de uma espécie é
compensada funcionalmente por outras, exibindo diversas formas de sobrevivéncia,
adaptando-se a diferentes condicBes de crescimento e suportando adversidades do ambiente
(Perry et al, 1989). Logo um solo que apresenta alta redundancia de fun¢des no ecossistema
provavelmente é capaz de manter o equilibrio de processos ecol6gicos, mesmo sob um
disturbio (Zilli et al, 2003). Este efeito tampdo de distirbios externos é abordado como
resiliéncia, o qual depende diretamente da biodiversidade das interagbes e processos
ecoldgicos (Perry et al, 1989)

Sendo assim, vistoque os ensaios E8 e E9 que continham uma mistura de solo com
historico e solo sem historico obtiveram porcentagens de biodegradacdo maiores queo ensaio
E4 que continha 100% solo com historico, atribui-se que provavelmente seja devido a maior
diversidade da comunidade microbiana oriunda da mistura de solos, determinando uma maior
eficiéncia da biodegradacdocaracterizando o efeito tampao, atreladoa alta adaptabilidade dos

micro-organismos.
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5.3 Caracterizagdo das amostras dos experimentos de biodegradagdo usando

espectroscopia FTIR

As Figuras 5.5a e 5.5b apresentam as anélises de espectroscopia no Infravermelho
por Transformada de Fourier das amostras: PBZ dissolvido em &gua destilada e apenas do
metanol, respectivamente. Comparando os espectros destas figuras & possivel verificar uma

banda a 1650 cm™ (nica para espectros de PBZ.
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Figura 5.5— Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) do PBZ dissolvido
em agua (a)e do metanol(b).
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Os espectros das amostras de solo dos experimentos E1 e E2 nos tempos inicial e
final sdo apresentados nas Figuras 5.6a e 5.6b, respectivamente. Comparando-se 0s espectros
dasamostras no inicio e no final dos experimentos, observa-se a auséncia da banda a 1650 cm’
lapenas na amostra final de ambos os experimentos. Esta banda corresponde a C = C
pertencente ao grupo benzeno e o C = N pertencente ao anel 1,2,4 - triazol, presentes na

estrutura do paclobutrazol.
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Provavelmente esta validacdo de biodegradacdo do PBZ pode ser estendida para 0s
demais ensaios, uma vez que esta ocorreu independente da utilizagdo da fonte de carbono e

foi utilizado o mesmo solo contendo a mesma microbiota em todos ensaios.

5.4 Fitotoxicidade

Os resultados do teste de fitotoxicidade do pesticida, dos residuos agro-industriais e
dos ensaios,foram avaliados através do indice de germinacdo das sementes de Allium Cepa,

representado na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 —indices de germinag&o das amostras no inicio e no final dos experimentos de
biodegradacdo: E1 (sem fonte adicional), E2 (glicerol comercial), E3 (glicerol bruto), E4 (torta de
amendoim) e E5 (torta de gergelim).

Amostra indice de Germinagao (%)
tempo inicial tempo final
Apenas PBZ 52,27 —
Glicerol bruto 48,94 —
Torta de amendoim 51,27 —
Torta de gergelim 52,27 —
El 82,4 96,6
E2 96,6 85,17
E3 81,87 65,61
E4 90,11 85,51

E5 80,71 135,83
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De acordo com Paradelo et al. (2008), a fitotoxicidade pode ser considerada
moderada entre 50 e 80%, e ausente, quando acima de 80%. Observa-se que a concentracao
de PBZ (4 ng/g) utilizada ndo foi considerada toxica, entretanto o indice de germinacdo foi
aumentado ao se adicionar o solo (ensaio E1- controle). Dentre os residuos agroindustriais
apenas o glicerol bruto se apresentou tdxico. Nos ensaios observou-se um aumento no indice
de germinacdo comparado com os residuos separadamente, acredita-se que o solo auxiliou de
alguma forma a germinagdo das sensiveis sementes de Allium cepa. Contudo,em relagdo ao
inicio e final dos experimentos observa-se que indice sofre uma diminui¢cdo de 6 % no
experimento E2 (glicerol comercial), 16,3 % em E3 (glicerol bruto), 4,6 % em E4 (torta de
amendoim) e em E5 (torta de gergelim), o indice aumentou 55,12 %. Com excessdo do E3, 0s
indices de germinacdo das amostras no tempo final dos experimentos revelam fitotoxicidade

negativa para os produtos resultantes da biodegradacao.
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6. CONCLUSOES

Os experimentos de biodegradacdo por bioestimulo revelaram que a torta de amendoim
promoveu uma bioestimulacdo mais acentuada associada a um maior crescimento microbiano,

e os dados foram similares aos ensaios com glicerol comercial.
As condicgdes de pH também favoreceram a acdo dos micro-organismos.

A otimizacdo da biodegradacdo para o solo sem historico (bioestimulo + bioaumento)
mostrou que o solo com historico de aplicacdo de PBZ é uma excelente fonte de micro-

organismos adaptados e que o bioestimuloem solos sem histérico ndo foi suficientemente alta.

Espectros FTIR indicam biodegradacdo dos anéis aromaticos PBZ pela microbiota

diversificada e especializada do solo com histérico de aplicacao.

Para a concentragdo de 4 pg/g de PBZ os ensaios ndo foram considerados fitotdxicos,
exceto nos casos em que o glicerol bruto foi usado. A biodegradacdoaumentou o indice de
germinacdo quando foi usada a torta de gergelim, propocionando uma melhora na qualidade

do solo.
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Abstract The biodegradation of paclobutrazol (PBZ) was
evaluated during 49 days using glycerol and agro-industrial
wastes (biodiesel-derived glycerol, peanut cake and sesame
cake) as additional carbon sources and unsaturated soil
with a history of PBZ application. Biodiesel-derived peanut
cake was the best agro-industrial waste, and this was used
in the following four strategies. Four biodegradation
strategies were performed using 100, 80, 50 and 20 % of
soil without history with the addition of 0, 20, 50 and 80 %
of soil with history, respectively. The addition of soil with
history (50 or 80 %) and the selected waste (peanut cake)
favored biodegradation of soil without history, with rates
about 95 %. The peanut cake waste proved to be an ade-
quate source of carbon and nitrogen, and the soil with
history, proved to be an efficient reservoir of microorgan-
isms capable of biodegrading PBZ.
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Introduction

The mango (Mangifera indica L.) is a plant of the anac-
ardiaceae family originated in Southeast Asia, which
exhibits alternate bearing and a considerable variation in
yield in alternate years. Plant growth regulators can
effectively induce flowering in the mango in off years [1].
Mango plantations in Brazil occupy about 74,000 hectares,
generating a production of over 1.1 million tons; produc-
tion characterized by a high level of technology, such as
irrigation, floral induction and improved varieties [2].
Paclobutrazol  [(2RS, 3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-
dimethyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-yl) pentan-3-ol] is a plant
growth regulator which inhibits the synthesis of gib-
berellins and is applied as a soil drench [3, 4]. Paclobu-
trazol (PBZ) remains active in soil, however, and can affect
the growth and development of subsequent crops, mainly
by influence on the soil microbial activity [5, 6]. Persis-
tence of PBZ in soil for longer than 3 years increases the
residual amount and affects other crops severely [1].
Degradation of chemical pollutants by indigenous
microbes in the soil is limited by sub-optimal growth
conditions. Nutrient supplementation, however, can be
used to stimulate biodegradation in soil [7]. Biostimulation
contributes to the fertility of soil by adding organic matter
and nutrients [8], since it increases the activity of indige-
nous bacteria [9]. Biostimulation, however, does not
always work well due to the scarcity of indigenous
degraders [10]. On the other hand, bioaugmentation is the
direct application of selected microorganisms to the site.
This is a promising and low-cost bioremediation method, in
which effective bacterial isolates or microbial consortia are
introduced into contaminated soil. The inoculation of soil
with exogenous or laboratory-modified bacterial cultures
still arouses many reservations [11]. Moreover, introducing
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alien species to soil is not easily acceptable by the public
[12]. Agro industrial wastes are excellent sources of
nutrients for soil and can be used in biodegradation by
biostimulation. The addition of small amounts of cossub-
strate to contaminated soil may contribute to increase the
biodegradation rate of recalcitrant compounds. Different
classes of molecules can be used for this purpose, among
which potential by-products of industrial processes in the
food sector, agribusiness and fuel stand out due to their
wide availability and supply or because of the osmoregu-
latory properties of some of them or because they serve as
preferred sources of carbon for synthesis of molecules
important to the process. This is a recent conclusion and
has not yet been well explored [13].

Biodiesel-derived glycerol is a major challenge to the
biodiesel industry due to the huge volumes that must be
processed. This sub-product has been used in the bioreme-
diation of parboiled rice effluent as an efficient carbon source
for Pichia pastoris X-33 [14]. Biodegradation of PBZ by
Pseudomonas [15], Alcaligenes, Stenotrophomonas, Bacil-
lus and Brevibacillus [3] in mineral medium was possible
using PBZ as sole carbon source. However, biostimulation
with glycerol was more effective than the bioaugmentation
with a mixed culture of Pseudomonas, when sterilized sat-
urated soils [16]. The most significant factor for the increase
of biodegradation in unsaturated soil was the application
history of PBZ [15].

The present work investigated the biodegradation of
PBZ in unsaturated soils with and without an application
history of PBZ. Initially the performance of commercial
glycerol and agro industrial wastes (biodiesel-derived
glycerol, peanut cake and sesame cake) were analyzed as
potential additional sources of nutrients. The best addi-
tional source was used in a new phase of the study, in
which we tested the soil inoculation effect with history into
soil with no history. These were strategies for bioremedi-
ation of unsaturated soil without an application history of
PBZ.

Materials and Methods
Soil

Soil samples were collected from areas used for mango
plantation (Mangifera indica L. cv. Tommy Atkins) in the
irrigated region of San Francisco—Andorinhas Farm. The
soil was collected near the trunk where the PBZ had been
applied between 0 and 20 cm deep and at four points of six
plants, totaling an average of 3 kg. The soil concerned had
been identified as a soil with application history of PBZ for
the previous 8 years (2007-2014). The last application of

@ Springer

PBZ in the soil was 6 months prior to collection of the
samples.

Paclobutrazol

The paclobutrazol used was from a commercial formula-
tion, Cultar 250 SC (Syngenta), having a concentration of
250 g/L of paclobutrazol and 750 g/L of inert ingredients.
To prepare standard solutions the pure form (Sigma) was
used.

Agro-industrial Wastes

Crude glycerol was ceded by the Northeast Center for
Strategic Technologies (Pernambuco, Brazil). This waste
had been obtained from the transesterification process of
fatty acids of cotton seed oil for biodiesel production. The
characterization of biodiesel-derived glycerol had been
carried out by the Food Analysis Laboratory of the Federal
Rural University of Pernambuco (Brazil). Crude glycerol
contained: 55.95 % glycerol; 9.75 % fatty acids; 0.23 mg
Calcium; 0.12 mg Magnesium; 0.12 mg Copper; 22.37 mg
iron; 0.05 % crude protein; 12.34 % total carbohydrates
and 3.45 % neutral detergent fiber; pH 8.75. Cakes from
the extraction of oil from seeds of peanut and sesame were
obtained by the cold mechanical pressure process. These
cakes were ceded by Brazilian Agricultural Research
Corporation (Paraiba, Brazil). Peanut cake contained:
55.3 % carbon; 7.2 % nitrogen; 8.6 % hydrogen; 1.9 %
sulfur and 27 % oxygen. Sesame cake contained: 48.5 %
carbon; 5.8 % nitrogen; 7.6 % hydrogen; 1.9 % sulfur and
36.3 % oxygen.

Biodegradation

Experiments were carried out according to the methodol-
ogy reported by Vaz et al. [15]. A mass of 2.5 g of soil was
put into a 125 mL-Erlenmeyer and 1 mL of a solution
containing PBZ. The experiments were carried out at
28 & 1 °C for 49 days. The soil was manually agitated
weekly and 1 mL of sterile distilled water was added each
time to retain moisture. The conditions of the experiments
are shown in Table 1.

Analytical Methods

The viable cell counting technique was applied to the
samples taken at 0 and 49 days. Serial dilutions in saline
solution 0.9 %w/V were performed for the viable cell
count. Aliquots of 0.1 mL of the diluted samples were
plated, in triplicate, in plates containing Tryptone Soya
Agar (pancreatin digest of casein; papain digest of soybean
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Table 1 Conditions for

biodegradation experiment Experiment Soil with history Spil without Additional carbon source ACS concentration
(2) history (g) (ACS) (mg/g)
Al 2.5 0.0 - -
A2 2.5 0.0 Glycerol 24
A3 2.5 0.0 Crude glycerol 24
A4 2.5 0.0 Peanut oil cake 4
A5 2.5 0.0 Sesame oil cake 4
A6 0.0 2.5 Peanut oil cake 4
A7 0.5 2.0 Peanut oil cake 4
A8 1.25 1.25 Peanut oil cake 4
A9 2.0 0.5 Peanut oil cake 4

meal; sodium chloride; agar). The plates were incubated
upside down (agar up) at 30 °C for 48 h. Plates containing
30-300 colonies were measured and recorded as colony
forming units (CFU) per gram of soil.

To each 2.5 g of soil in a 125 mL Erlenmeyer flask,
10 mL of methanol (HPLC grade, Mallinckrodt Baker—
Phillipsburg, NJ, USA) was added. The Erlenmeyer flask
was placed on a rotating incubator at 150 rpm and 25 °C,
for 30 min. The suspension was subjected to vacuum fil-
tration, using a membrane of 0.45 pum. The filtrate was
analyzed by high performance liquid chromatography
(HPLC) in a Shimadzu system equipped with a quaternary
pump coupled with a degasser (DGU-20A5r), an oven for
controlling column temperature, an auto sampler and a
diode array detector (DAD)(SPD-M20A). The chromato-
graphic conditions were: methanol/water (80/20), 0.4 mL/
min, 30 °C, 221 nm and C-18 column (Shim-pack;
46 mm x 25 cm). Glycerol was quantified by spec-
trophotometry (spectrophotometer Fento 700 plus) using
the Triglyceride Liquiform kit. The phytotoxicity of addi-
tional carbon sources and biodegrading products were
carried out using seeds of Allium cepa (Vale Ouro—IPA
11). The seeds, provided by the Agronomic Institute of
Pernambuco—IPA, were germinated in Petri dishes (20
seeds/plate) filled with the additional carbon source and at
ambient temperature. After three days the roots were
measured and the result was expressed as germination
index (GI) according to Eq. (1).

S1 RI1
I=(—.—-100 1
(SZ R2> (1)
where: GI, germination index; S1, number of seeds ger-
minated in the soil; S2, number of seeds germinated in

distilled water; R1, length of rootlets in the soil; R2, length
of rootlets in distilled water.

Table 2 Colony forming unit per gram of soil and microbial growth
percentage obtained in experiments Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8
and A9

Experiment Log (CFU/g) with 49 days Growth (%)
Al 7.0 4.6

A2 75 11.3

A3 7.8 15.6

A4 8.3 23.0

AS 7.5 11.4

Ab 6.2 —4.6

A7 6.5 0.11

A8 6.9 7.0

A9 6.9 73

Results and Discussion

Biodegradation of PBZ Using Commercial Glycerol
and Agro-industrial Waste as an Additional Carbon
Source

In relation to number of microorganisms in unsaturated
soil, Table 2 shows the Log (CFU/g) with 49 days. There
was growth in all experiments, even when only PBZ was
used (A1). The greatest growth was observed in A4. On the
other hand, the growth was very discrete when no addi-
tional carbon source (A1) had been added. At 49 days, the
Log (CFU/g) showed A4 about 18 % higher than Al.
There was no significant difference between A2 and AS,
that is, when we used glycerol or sesame oil cake as
additional carbon sources, respectively. A3 was about
11 % higher than Al.

With respect to pH, there was almost no variation, it
remained between 6.7 and 7.6 in all experiments. The pH is

@ Springer
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one of the most important parameters for biodegradation,
since it has direct influence on the organic molecule. The
pH influences the availability and absorption of the com-
pound and the heterotrophic bacteria depend on a pH close
to neutrality to degrade xenobiotics [17].

Biodegradation was independent of the presence of an
additional source of carbon (Fig. 1a). However, in the
experiment with only PBZ as the carbon source (Al) or
with addition of sesame cake (A5), biodegradation ceased
at 35 days. Biodegradation with commercial glycerol (A2),
crude glycerol (A3) and peanut cake (A4) was more pro-
nounced only after 7 days. Biodegradation was higher
when commercial glycerol or peanut oil cake was added
(Fig. 1b). This higher biodegradation in the A4 experiment
agrees with the highest growth presented in Table 2.

In the control experiment (Al), the biodegradation at
7 days was 26.08 %. This rate was much higher in relation
to experiments A2 (4.81 %), A3 (9.58 %) and A4 (0.0 %).
On the other hand, the rate was similar that obtained in
experiment A5 (23.09 %). Biostimulation is necessary
when the ratio C:N:P is impaired and the addition of
nutrient sources aims at metabolic cooperation and come-
tabolism [18]. The biodegradation had a considerable
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Fig. 1 Time course of PBZ concentration (a) during experiments Al,
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increase between the 7th and 35th days in all experiments
with additional sources of carbon and/or nitrogen: 67.09 %
(A2), 54.09 % (A3), 70.87 % (A4) and 51.94 % (AS). The
final phase, between 35 and 49 days, was a period to test
the resistance and biodegradability of native microbiota. In
this phase, biodegradation only occurred in experiments A2
(12.52 %) and A4 (15.76 %).

For the degradation of PBZ by a mixed bacterial culture
composed of three species of Pseudomonas spp. in satu-
rated soils, biodegradation was considerably higher, on
average 70 %, when commercial glycerol was used as an
additional carbon source. In trials without glycerol, it was
around 40 % [16].

The PBZ concentration used in these work (4 pg/g) was
not phytotoxic (Table 3). None of the additional carbon
sources presented phytotoxicity (GI higher than 80 %). On
the other hand, after 70 days of biodegradation, phytotox-
icity was moderate when crude glycerol was used (65.61 %
GI). Phytotoxicity can be considered moderate when the GI
is between 50 and 80 % and there is no phytotoxicity, when
GI is above 80 % [19].

Effect of Inoculation of Soil with PBZ Application
History on the Biodegradation in Soil Without
Application History

Peanut cake was selected to the next experiments, since
this waste was the one which showed the highest
biodegradation. Experiments were performed with 100 %
soil with no history, as well as experiments with a mixture
of 80, 50, and 20 % with soil with no history and 20, 50,
and 80 % of soil with a history of application (Table 1: A6
A7 A8 and A9) respectively. After repeated application of
some pesticides, the soil microorganisms were able to
detoxify the pesticides. These microorganisms adapt the
pesticide to use as a carbon or energy source and they can
grow on it [20].

Table 2 shows the Log (CFU/g) at 49 days and the
increase or decrease compared to the initial time. In A6
(100 % of soil without application history) there was a
decrease in the Log (CFU/g). The highest growth was
observed in A9 (80 % of soil with application history). On

Table 3 Germination index (IG) of the carbon sources and after
70 days of biodegradation

Carbon source 1G (%) Experiment 1G (%) after 70 days
PBZ 824 Al 96.6
Glycerol 96.6 A2 85.2
Crude glycerol 81.9 A3 65.6
Peanut oil cake 90.1 A4 85.5
Sesame oil cake 80.7 AS 135.8
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the other hand, the growth was very discrete, when 80 and
20 % of soil without and with application history, were
used, respectively (A7). There was no significant difference
between A8 and A9, that is, as we used 50 or 80 % of soil
with application history.

In the experiment with 100 % soil without an applica-
tion history of PBZ (A6), biodegradation occurred until
21 days (Fig. 2a, b). Similar behavior was observed in the
experiment with 80 % soil without an application history
(A7). On the other hand the residual concentration of PBZ
was almost exhausted at 49 days when 50 or 80 % of soil
with history were used (A8 and A9, respectively). The
highest biodegradation values with 50 or 80 % soil with a
history coincided with the highest values of log (CFU/g).

Many biodegradations require the cooperation of more
than a single species. The various interactions represent
several types of synergism, where a multispecies mixture is
more rapid than the sums of the rates of reactions effected
by each of the separate species. Isolates of Arthrobacter
and Streptomyces together were able to mineralize diazi-
non, but neither bacterium alone produces CO, from this
insecticide. A mixture of Pseudomonas and Arthrobacter
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Fig. 2 Time course of PBZ concentration (a) during experiments A6,
A7, A8 e A9. Time of course of PBZ biodegradation (b) during
experiments A6, A7, A8 and A9

together degrades the herbicide silvex, although neither
alone has this capacity [21].

Conclusions

Biostimulation increased degradation of PBZ, by native
microbiota, more sharply when glycerol or peanut cake
were used as the additional source of carbon, due to higher
microbial growth. Biodegradation products were not phy-
totoxic, except those obtained when crude glycerol was
used. Biostimulation did not provide high biodegradation
when soil without PBZ application history was used. The
soil with an application history of PBZ proved to be an
excellent source of microorganisms adapted to the degra-
dation of PBZ.
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