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BIODEGRADACAO DE PACLOBUTRAZOL EM DOIS SOLOS
CULTIVADOS COM MANGA NO VALE DO SAO FRANSCISCO

Autor: Fernanda Leitao Vaz
Orientador: Prof. Dr. André Maciel Netto

Coorientador: Prof. Dra. Ester Ribeiro Gouveia

RESUMO

O paclobutrazol  ([2RS,3RS]-1-(4-Clorofenil)-4,4-dimetil-2-(1H-1,2,4tiazolil1)
pentanol3) € um regulador de crescimento vegetal, cujo modo de acdo inclui a inibicdo da
giberelina. Quando adicionado ao solo, sua mobilidade € relativamente baixa e, por isso, este
composto se acumula ao solo. O objetivo deste trabalho foi investigar a degradacdo de
paclobutrazol (PBZ) por uma cultura mista de Pseudomonas spp., isolada de um solo
proveniente do vale do Sdo Francisco, localizado no Nordeste do Brasil. Os experimentos de
biodegrada¢do foram realizados em batelada, sob condicOes estéreis e ndo-estéreis. O
paclobutrazol na sua forma pura (Sigma) e na sua formula¢do comercial Cultar 250 SC
(Syngenta), foi utilizado como unica fonte de carbono e também adicionado de glicerol. Dois
solos (Argissolo-Amarelo e Vertissolo) provenientes da regido do Vale do Sdo Francisco
foram utilizados. Foi utilizada uma cultura mista de bactérias do gé€nero Pseudomonas,
isoladas previamente por enriquecimento. O paclobutrazol foi utilizado nas concentragdes de
10 e 25 mg/L e a concentrag@o de paclobutrazol foi determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Trés modelos mateméticos foram utilizados para avaliar a cinética de
biodegrada¢do do paclobutrazol obtida experimentalmente. Segundo a andlise estatistica
(ANOVA), os resultados de biodegradacdo obtidos foram semelhantes, tanto para o
Argissolo-Amarelo quanto para o Vertissolo bem como para os experimentos em condi¢des
estéreis e ndo-estéreis, e para o PBZ puro e o PBZ comercial. A biodegradacdo alcancou valor
maximo de 43%, quando foi utilizado apenas PBZ como tnica fonte de carbono. Entretanto,
quando o glicerol foi utilizado como fonte adicional de carbono, a biodegradacdo chegou a

70%, aproximadamente. Foram obtidos 6timos ajustes utilizando os modelos de dupla cinética



e logistico, pois a biodegradacdo do paclobutrazol segue visivelmente duas fases bem
distintas, uma répida e outra mais lenta. O tempo de meia-vida do PBZ obtido por meio da
equacdo de dupla cinética foi de aproximadamente 55 dias quando ele foi utilizado na
concentracdo de 10 mg/L, e de 170 dias quando foi utilizado na concentragio de 20 mg/L. Em
ambos os casos, o PBZ foi utilizado como tunica fonte de carbono. Quando o PBZ foi
utilizado juntamente com o glicerol, o tempo de meia-vida caiu para aproximadamente 10

dias nas duas concentragdes utilizadas.

Palavras-chave: Paclobutrazol, Biodegradacao, Pseudomonas, Glicerol, Modelagem



BIODEGRADATION OF PACLOBUTRAZOL IN TWO SOILS
CULTIVATED WITH MANGA IN SAO FRANSCISCO VALLEY

Author: Fernanda Leitao Vaz
Adyviser: Prof. Dr. André Maciel Netto

Coadyviser: Prof. Dra. Ester Ribeiro Gouveia

ABSTRACT

Paclobutrazol ([2RS, 3RS] -1 - (4-Chlorophenyl) -4.4-dimethyl-2-(1H-1, 2,4
tiazolill) pentanol3) is a plant growth regulator, whose mode of action includes the is
inhibition of gibberellin. When applied to the soil, its mobility is relatively low, therefore this
compound has accumulated in the soil. The aim of this study was to investigate the
degradation of paclobutrazol (PBZ) by a mixed culture of Pseudomonas spp. isolated from a
Sdo Francisco soil valley, in the northeastern region of Brazil. The biodegradation
experiments were conducted in batch mode under sterile and nonsterile conditions.
Paclobutrazol was used in its pure form (Sigma) and its commercial formulation Cultar 250
SC (Syngenta). It was used as the sole carbon source and also with additions of glycerol. Two
soil types (Argissolo-Amarelo and Vertissolo) from the region of the S@o Francisco were
used. A mixed culture of bacteria of genus Pseudomonas isolated previously by enrichment
was used in the tests. Paclobutrazol was used at concentrations of 10 and 25 mg/L and the
concentration of paclobutrazol was determined by high performance liquid chromatography
(HPLC). Three models were used to assess the biodegradation kinetics of paclobutrazol
obtained experimentally. According to statistical analysis (ANOVA), the results of
biodegradation were similar for both the Argissolo-Amarelo and Vertissolo as well as for the
experiments in sterile and nonsterile conditions and for pure PBZ and commercial PBZ
(Cultar). The biodegradation reached maximum value of 43% when PBZ was used as sole
carbon source, however, when glycerol was used as an additional source of carbon
biodegradation reached 70% approximately. Excellent fits were obtained using mathematical
models of dual kinetics and logistics, as the biodegradation of paclobutrazol follows two

clearly distinct phases, one fast and one slow. The half-life of PBZ obtained through the dual



kinetic equation was approximately 55 days when it was used at a concentration of 10 mg/L,
170 days when the concentration of 20 mg/L was used, both using only PBZ as carbon source.
When PBZ was used together with glycerol the half-life decreased to approximately 10 days

at the concentrations used.

Keywords: Paclobutrazol, Biodegradation, Pseudomonas, Glycerol, Modeling



1 INTRODUCAO

A agricultura moderna se v€ agora confrontada com um problema muito complexo
que € o de achar equilibrio entre os beneficios da utilizagdo de agroquimicos e a minimizagéo
do risco de contaminacgdo de solos e de aqiiiferos causados por esses compostos.

O destino de um agroquimico a partir do seu ponto de aplicacdo, pela superficie do
solo e dentro do subsolo, é governado por processos interativos de sorcdo, transformacio e
transporte. O entendimento da ci€ncia que estd por trds desses processos € uma das chaves
para assegurar o seu uso ambientalmente correto. Também, é fundamental o desenvolvimento
e a validacdo de modelos computacionais como ferramentas preditivas nas avaliacdes do
impacto ambiental desses produtos (SILVA et al., 2003a).

E primordial a compreensdo dos mecanismos envolvidos no destino de poluentes
organicos e minerais, a fim de poder adaptar os itinerdrios agrondmicos, estudar o impacto a
longo prazo desses produtos sobre o solo, prever os riscos de poluicdo e elaborar estratégias
de biorremediacao (HARVEY, 1997).

A maioria dos compostos organicos xenobidticos, tais como agroquimicos em geral,
ndo se perpetua no ambiente, pois eles podem ser biodegradados pela acdo de organismos
vivos presentes na natureza (MARTINS, 1993). A degradac@o microbiana é considerada o
mais importante processo que determina a persisténcia desses compostos no solo. Os micro-
organismos, devido a sua capacidade degradadora, participam de forma significativa na
eliminacdo ou redug@o acentuada dos niveis desses compostos empregados na agricultura
(ARAUIJO et al., 2003). O termo biodegradacio tem sido utilizado para a descri¢io de
transformacdes de todos os tipos, incluindo aquelas que originam produtos menos toxicos que
0 composto original, pela sua inativacdo, assim como aquelas responsdveis pela completa
mineraliza¢do até CO, e HbO (MUSUMECI, 1992). Sdo cada vez mais frequentes os estudos
baseados na adi¢do de micro-organismos para degradar compostos agroquimicos, bem como a
degradacdo total ou parcial desses compostos por populagdes microbianas naturais presentes
em solos (UETA et al., 2002). Bactérias e fungos t€m sido descritos como os principais
degradadores, e a introdug@o destes compostos no solo pode servir de fonte de nutriente,
principalmente como fonte de carbono, nitrogénio e fésforo (MONTEIRO, 2001).

O paclobutrazol  ([2RS,3RS]-1-(4-Clorofenil)-4,4-dimetil-2-(1H-1,2,4tiazolil1)
pentanol3), molécula xenobidtica, ¢ um regulador do crescimento de plantas muito utilizado

em culturas de manga, cujo modo de a¢@o € a inibicdo da giberelina (JACKSON et al., 1996).



O Brasil é o terceiro maior exportador mundial de manga, apés o México e a India,
com cerca de 138 mil toneladas (FAO STATISTICS, 2005). Essa posi¢do no ranking mundial
se deve, principalmente, as 6timas condigdes ambientais da regido, associadas a modernas
tecnologias de producdo, como o uso de fito-reguladores. O principal grupo de reguladores de
crescimento atua inibindo a sintese da giberelina, hormonio responsével pelo crescimento da
planta (FLETCHER et al., 2000).

O semidrido do Nordeste brasileiro permite a producido de manga em qualquer época
do ano, inclusive em periodos em que a oferta do produto € escassa. Entretanto, em algumas
épocas dessas, a utilizagdo do paclobutrazol ndo tem apresentado respostas favordveis a
floracdo da mangueira, acarretando prejuizos para os produtores (SILVA et al.,, 2003a).
Jackson et al. (1996) reportaram que o paclobutrazol permanece no solo por varios anos, e que
isso pode afetar o crescimento e desenvolvimento de colheitas subsequentes, principalmente
pela reducdo do vigor vegetativo. A andlise de contaminacdo de d4guas subterrdneas
apresentou o paclobutrazol como um agrotéxico que possui baixa mobilidade no ambiente,
sendo considerado um contaminante em potencial (SILVA et al., 2003a). Trabalhos recentes,
realizados no vale do Sdo Francisco, mostraram que o PBZ utilizado em pomares com manga
irrigada em Argissolo-Amarelo e Vertissolo Héplico, oferece risco real de contaminagdo das
dguas subterraneas da regido (MILFONT et al., 2008).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estudar aspectos biolégicos
envolvidos na biodegradacdo do paclobutrazol, com vistas a serem utilizados na otimizagdo
de biotecnologias de tratamento de residuos. Os objetivos especificos foram:

1- Avaliar a biodegradagdo do paclobutrazol diante de diversos fatores; i) influéncia
do tipo de solo, ii) impacto da concentracdo de PBZ, iii) competicio com micro-organismos
nativos, iv) influéncia da presenca de uma fonte de carbono adicional, v) comparacdo entre
duas fontes de PBZ.

2- Descrever e analisar a cinética de biodegradagdo do paclobutrazol por meio de
modelos ja estudados na literatura, e assim, obter um modelo que melhor represente os dados

experimentais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Uso de agroquimicos e impacto ambiental

Devido ao aumento da populacdo e a crise de alimentos no mundo, o uso de
agroquimicos tornou-se comum para o aumento da producdo agricola. Em fungdo do uso
intensivo de produtos quimicos na agricultura moderna e da formacgdo de grandes quantidades
de residuos, nos ultimos anos tem havido uma maior preocupacdo em se conhecer o
comportamento e destino desses compostos nos diversos ecossistemas (JAVOREKOVA et
al., 2001).

Xenobidticos € a denominacdo dada aos compostos organicos produzidos por via de
sintese quimica e que nunca estiveram presentes na natureza. SAo compostos quimicos
poluentes da biosfera, pois t€ém estruturas moleculares e sequéncias de ligagcdes que ndo sdo
reconhecidas pelas enzimas degradativas existentes na natureza e, portanto, resistem a
biodegradagdo, ou ndo sdo completamente metabolizados, resultando em um actimulo no
ambiente (SILVA; FAY, 1997).

Compostos agroquimicos sdo xenobidticos utilizados na agricultura com a finalidade
de controle fitossanitdrio, aumento da produtividade e garantia da produg@o de alimentos para
a humanidade que se encontra em continuo crescimento. Muitos desses produtos t€m seu
efeito nocivo ao meio ambiente, devendo ser recomendado de maneira criteriosa a fim de
reduzir o risco de impacto ambiental (ARAUJO, 2002). O impacto causado por esses
compostos gera um conflito entre a necessidade de manter um nivel de atividade de um
xenobidtico no ambiente e o desejo de degradar esse composto quimico para moléculas menos
téxicas e menos prejudiciais ao ambiente (BAKER; HERSON, 1994).

O Brasil é o maior mercado de agrotoxicos do mundo. O levantamento foi
encomendado pela Associagdo Nacional de Defesa Vegetal (Andef), que representa os
fabricantes, ¢ mostra que essa industria movimentou, no ano de 2008, US$ 7,1 bilhGes ante
US$ 6,6 bilhdes do segundo colocado, os Estados Unidos (PACHECO, 2009).

A Figura 1 mostra um esquema dos védrios caminhos de contaminacdo que um
agrotoxico percorre. Além da contaminagdo ambiental, outro problema relacionado ao uso

excessivo de agroquimicos € a contaminagdo de pessoas com o composto.
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Figura 1 — Caminhos de contaminacdo que um agrotoxico pode percorrer (SOARES;
PORTO, 2007).

Ha um consenso de que o impacto ambiental de um xenobidtico depende de alguns
critérios (SILVA et al.,, 2003b), entre eles destacam-se: quantidade do ingrediente ativo
aplicado e local de aplicagdo; particdo e concentracdo nos compartimentos ar, solo, dguas
superficiais e subterraneas; taxa de degradacio e toxicidade em cada compartimento.

A degradacdo do meio ambiente € principalmente percebida pela contaminagdo
direta dos lencdis fredticos e da atmosfera, ou pelas suas consequéncias indiretas sobre o
homem e os outros organismos vivos, via a cadeia alimentar. No entanto, a maioria dos
poluentes transita pelos solos e € exatamente nesta zona ndo saturada que vai se condicionar a
manifestacdo de seu carater poluidor de dguas subterrdneas (BARRIUSO et al., 1996). O solo
intervém como um filtro bio-fisico-quimico (HILLEL, 1998) mais ou menos eficaz entre a
superficie do solo, onde os produtos sao aplicados, e o lengol fredtico, permitindo a
eliminacdo do poluente por biodegradacdo ou biotransformagdo, ou ainda retardando seu
efeito pela sorcdo sobre as particulas sélidas.

O solo é um sistema vivo e heterogéneo, sendo composto de muitas associacdes
microbianas. Essas associagdes sdo sensiveis a modificacdes fisicas e quimicas, tais como:
alteracdo no modo de cultivo e adi¢do de substincias biologicamente ativas que podem afetar
o0 equilibrio microbiano (ARAUJO, 2002).

Estudos sobre os efeitos dos xenobidticos nos solos e nos organismos do solo sdo

realizados, em sua maioria, a curto-prazo, apos a aplicacdo de uma tinica dose do composto.



No entanto, no campo, um ou mais agroquimicos podem ser aplicados repetidamente no
mesmo solo por muitos anos, o que pode levar a um aumento na concentragdo de residuos
desses xenobidticos ou de seus metabdlitos. Desta forma, a possibilidade de efeitos danosos
sobre a biomassa microbiana pode ser muito maior, podendo levar a um decréscimo nas
populacdes microbianas, afetando assim a biodiversidade. Estes efeitos estdo associados a
sucessdo ecoldgica de bactérias e fungos e a cadeia alimentar associada a estes organismos
(SILVA et al., 2003b). A extensdo e a duracio destas modificagdes dependerdo da intensidade

e do tempo de exposi¢do ao composto.

2.2 Persisténcia de xenobidticos

Quando aplicados as folhas, os compostos agroquimicos podem ser absorvidos
pelas plantas e manifestar seu mecanismo de acdo, o que ¢é desejivel, podem ser
transformados, ou retidos e, caso nenhum desses processos ocorra, a molécula pode ser
transportada para diferentes compartimentos do ambiente. A Figura 2 mostra, de forma

esquematica, as diferentes rotas percorridas pelo composto orgénico.
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Figura 2 - Esquematizacio do movimento de
agroquimicos nos solos (RIBEIRO et al., 2007).

Alcangando o solo, parte da molécula pode sofrer volatilizagdo, outra parcela pode
escoar superficialmente e contaminar corpos d’dgua superficiais, em alguns casos, ser

lixiviada e, consequentemente, contaminar os aquiferos. Durante o transporte, pode ficar



retida no solo, retardando ou até mesmo impedindo o seu movimento ao longo do perfil.
Quando esté na solucdo do solo, pode ficar sujeita a degradagdo quimica e/ou microbioldgica,
gerando metabdlitos, algumas vezes até mais toxicos que a molécula original e, em alguns
casos, chegar até a mineralizacdo. Devido a presenca prolongada de muitas moléculas no solo,
a retencdo desempenha um papel preponderante no comportamento dos agroquimicos, bem
como na seguranca do ambiente (RIBEIRO et al., 2007). Portanto, é necessario conhecer bem
o ambiente em que a molécula estd inserida a fim de melhor compreender a sua dindmica no
meio, bem como 0s mecanismos envolvidos.

Xenobidticos podem ser classificados como persistentes caso a degradacdo, pelos
micro-organismos nativos do solo, demore mais do que a degradagdo da maioria das
substancias naturais, que tem em média uma meia vida entre 14 e 21 dias (SILVA et al,
2003b).

Os adsorventes em solos que retém os agroquimicos sdo a matéria orgénica, os
argilominerais e os 6xidos e hidréxidos, principalmente os de ferro e de aluminio pela sua
abundancia em solos tropicais. A intensidade do processo e a quantidade de agroquimico que
serd retido pelo solo dependem das caracteristicas quimicas e das propriedades das moléculas

ou grupos funcionais dos agroquimicos (SILVA; FAY, 1997).

2.3 Biorremediacao de solos

Implementar tecnologias de tratamento de &dreas contaminadas por Xxenobidticos,
utilizando micro-organismos nativos e/ou modificados, ¢ uma tendéncia tecnoldgica de
consenso em todo mundo e requer conhecimentos de vdrias dreas do saber: microbiologia,
bioquimica, biologia molecular, quimica orgénica e analitica, engenharia. Estes estudos sdo de
grande importancia tanto industrial quanto ambiental, e tem por objetivo principal a busca do
método ideal de uso e eliminagdo de agroquimicos na natureza. Por isso é fundamental o
conhecimento mais detalhado de todo o comportamento do agroquimico no ambiente, suas
interagdes com o solo e com os micro-organismos, bem como suas caracteristicas bdsicas
SILVA; FAY, 1997).

Nao existem, na biosfera atual, rotas enzimdticas catabdlicas capazes de degradar
todos os compostos sintetizados durante os ultimos 100 anos. Embora tem-se um cendrio de
3,5 bilhdes de anos de evolucdo quimica e, segundo estimativas recentes, entre sete a vinte

milhdes de espécies vivas, o tipo de molécula e as rotas metabdlicas destas espécies sdo



semelhantes entre si (BELLINASO, 2002). O metabolismo atual da biosfera ndo difere
drasticamente do metabolismo da biosfera de milhdes de anos atrés, portanto, € de se esperar
que as moléculas sintetizadas, que vém sendo produzidas pela cultura humana, podem ser
toxicas e/ou persistentes ao ambiente.

A biorremediag¢do vem sendo desenvolvida com o objetivo de explorar a diversidade
genética e a versatilidade metabdlica microbiana para a transformagdo de contaminantes em
produtos menos téxicos que possam ser integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais. Sao
cada vez mais frequentes os estudos baseados na adicdo de micro-organismos para degradar
compostos quimicos, bem como a degradacdo total ou parcial de pesticidas por populagdes
microbianas naturais presentes em solos (UETA et al., 2002).

A degradacdo microbiana é considerada o mais importante processo que determina a
persisténcia de pesticidas no solo. Os micro-organismos, devido a sua capacidade
degradadora, participam de forma significativa na eliminag@o ou redu¢@o acentuada dos niveis
desses compostos empregados na agricultura (ARAUJO et al., 2003).

O metabolismo pode resultar na completa mineralizacdo das moléculas organicas,
isto €, sua conversdo para CO,, dgua, {fons inorganicos e energia, que € utilizada na biossintese
dos constituintes celulares. Em contrapartida, muitos micro-organismos sdo capazes de
transformar parcialmente os compostos quimicos em produtos sem produgdo de energia para
0 seu crescimento; este processo € denominado de cometabolismo e é um fendmeno celular
tipico. Pesquisas sobre estas transformacdes cometabdlicas microbianas revelam que estes
processos sdo normalmente atribuidos a atividade de enzimas nio especificas do metabolismo
periférico celular, capazes de modificar outras substincias que ndo sdo seus substratos
naturais (SILVA et al., 2003b).

Hoje se sabe que alguns compostos xenobidticos podem ser biodegradados por uma
populacdo e por isolados microbianos. Esta biodegradacdo, comumente, € mais provavel
quando a estrutura quimica do xenobidtico é semelhante a estrutura das moléculas naturais
(ALEXANDER, 1997). Algumas vezes, as enzimas que catabolizam a degradacdo desses
compostos naturais apresentam baixa especificidade pelo seu substrato, possibilitando que
xenobidticos com estruturas quimicas semelhantes aos compostos naturais também sejam
catabolizados. Realmente, varios trabalhos relatam a biodegradacdo até CO, e H,O de
compostos derivados do benzeno (WHYTE et al.,, 1997; MARTINS; MERMOUD, 1998;
SILVA; FAY, 1997; PAMUKOGLU; KARGI, 2008).

O isolamento e a sele¢do de linhagens microbianas capazes de degradar xenobidticos

em geral, a partir de solos, tém sido realizado na busca de micro-organismos adaptados ao



ambiente onde vai ser empregado e com potencial poder de degradagdo da substincia de
interesse. Uma vez que micro-organismos presentes nos solos sdo capazes de degradar e
mineralizar xenobidticos, pode-se desenvolver a biorremediacdo de sitios contaminados
empregando-se micro-organismos selecionados (UETA et al., 2002).

No Brasil, o uso de bactérias e fungos para biorremediar dreas contaminadas € uma
atitude recente. Uma das poucas instituigdes que pesquisam nessa drea é a Embrapa Meio
Ambiente, localizada em Jaguaritina (SP). Presentes no solo, as bactérias se alimentam dos
pesticidas que vdo se depositando. Multiplicadas em laboratdrio e devolvidas a terra sob a
forma de granulos compostos de argila e alginoto (polimero usado para dar liga na mistura),
as bactérias aceleram o processo natural de biodegradacdo. O diuron é um exemplo de
herbicida que pode ter sua vida ttil reduzida com a aplicagdo de bactéria. Usado no controle
de plantas daninhas nas culturas de citros, cana-de-actcar e milho, o diuron, pelos métodos
naturais demora em média 90 dias para se degradar, porém em solo tratado, esse tempo de
biodegradagdo é reduzido pela metade. Outros herbicidas como o propanil, usado no cultivo
do arroz e a atrazina, no cultivo de diversas culturas, também t€m sua vida util reduzida pela
aplicagdo de micro-organismos ao solo (MELO, 2006).

As bactérias se destacam por apresentarem uma ampla diversidade metabdlica como,
por exemplo, o género Pseudomonas, capaz de metabolizar mais de 90 diferentes compostos
organicos como Unica fonte de carbono e energia (BAKER; HERSON, 1994). Registros mais
recentes na literatura indicam que esse gé€nero é capaz de degradar hidrocarbonetos
(GHAZALI et al., 2004), 2.4-diclorofenol (KARGI; EKER, 2005), naftaleno (LEE et al.,
2003) e organofosfatos (FOSTER et al., 2004), além do préprio paclobutrazol (VAZ, 2006;
JACKSON et al., 1996).

Alguns autores também verificaram a participagdo de Pseudomonas em vias
metabdlicas de degradacdo de compostos similares ao paclobutrazol, como cloro-benzeno
(MCLEISH; ESSENBERG, 2004) e atrazina (STEPHENS; KOTHARU, 2002 a e b; SMITH
et al., 2005). Em trabalhos sobre a biodegrada¢@o de paclobutrazol, alguns autores obtiveram
oito isolados de Pseudomonas, dentre os nove com capacidade de biodegradagdo. Os mesmos
encontraram que um dos isolados de Pseudomonas foi capaz de degradar o anel cloro fenil,

mas nio o anel 1,2,4 triazol do paclobutrazol (JACKSON et al., 1996).



2.3.1 Biodegradacao em solo

Em geral, experimentos para estudos sobre a biodegradagdo s@o iniciados com ensaios
em condigdes saturadas (com todos os poros do solo preenchido com &4gua) utilizando
bactérias nativas do solo. Esses experimentos sdo realizados em frascos contendo solo
saturado com uma solucdo contendo o xenobidtico a ser degradado. Alguns trabalhos fazem o
uso desses experimentos na biodegradacdo de diferentes compostos. Moreels et al. (2004)
utilizaram experimentos em batelada na degradacdo de éter metil terc-butilico (MTBE) por
bactérias nativas. Pamukoglu; Kargi (2008) utilizaram ensaios em batelada para estudar a
cinética de degradagdo do 2,4,6-triclorofenol por Rhodococcus rhodochrous, e ainda, Besse-
Hoggan et al. (2009) utilizaram essa metodologia para a biodegradacdo de atrazina por
Pseudomonas sp..

Experimentos em batelada permitem verificar o potencial de biodegradacdo de
agroquimicos sob diferentes condigdes para a sua futura aplicagdo no solo. Podem ser
verificados diversos fatores que interferem na biodegradagdo ou na persisténcia de um
composto quimico. Fatores de natureza bioldgica ou fisico-quimica podem interferir

fortemente na biodegradacao.

2.3.2 Fatores que afetam a biodegradacao de agroquimicos

2.3.2.1 Solo

Diversos fatores fisicos podem influenciar na biodegrada¢do de xenobidticos,
principalmente as condigdes do solo como: umidade, temperatura, pH e matéria organica
(KARPOUZAS; WALKER, 2000; SINGH et al., 2003). Em trabalho com a degradacido de
etoprofos, um nematicida, Karpouzas; Walker (2000) verificaram que uma linhagem de
Pseudomonas putida degradou o composto mais efetivamente em solos com potenciais de
dgua de -33 e -10 kPa, com temperaturas de 20 °C e 35 °C , com pH 6,8 ou 8,3, e com matéria
organica entre 0,3 e 8,5 %.

Os agroquimicos podem estar presentes de formas distintas nos solos, dissolvidos na
solug@o do solo, vaporizados no ar do solo, adsorvidos ou oclusos nas particulas minerais e
organicas, fatores estes que também podem dificultar o processo de biodegradacio
(MONTEIRO, 1997). O grau de associagdo de poluentes orginicos e inorganicos no solo é

governado por interagdes fisico-quimicas complexas (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).
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Tanto a textura como a estrutura do solo influenciam diretamente o comportamento
dos agroquimicos. A distribuicdo dos tamanhos dos poros influi particularmente nos
processos de transferéncia envolvendo a difusdo dos agroquimicos em microporos
(MARTINS, 1993), porém, a sua composicdo mineraldgica, e o teor e o tipo da matéria
organica, desempenham papel preponderante no processo de interacdo solo-agroquimico.

Na matéria orgénica, os grupos funcionais dcidos fulvicos e dcidos himicos sdo os
grandes responsdveis pela troca catidnica no solo e a sua capacidade de sor¢do ndo deve de
forma alguma ser desprezada (CALVET, 1988; MARTINS, 1993). A presenca de certo teor
de matéria organica pode provocar interagdes do tipo hidrofébicas (particdo entre duas fases).

O excesso de sal pode provocar aumento ou diminuicio da solubilidade de
agroquimicos. Por exemplo, as moléculas neutras ou levemente bésicas, como € o caso das
triazinas (GREEN; KARICKHOFF, 1990) podem ter sua solubilidade diminuida, ao passo
que as levemente dcidas podem ter sua solubilidade aumentada, como por exemplo, o
picloram (CALVET et al., 1980) ou o pentaclorofenol (MARTINS, 1993). Esses efeitos sdo
geralmente explicados devido as variacdes de forcas eletrostdticas na solugdo (SPOSITO,

1989).

2.3.2.2 Molécula xenobiotica

A rigor, define-se como xenobidtico qualquer substidncia quimica estranha ao
sistema biolégico humano originado externa ou internamente a ele (TEIXEIRA, 2009).
Compostos agroquimicos sdo xenobidticos utilizados na agricultura com finalidade de
controle fitossanitdrio, aumento da produtividade e garantia da produgdo de alimentos para a
humanidade que se encontra em continuo crescimento. Muitos desses produtos tém seu efeito
nocivo ao meio ambiente, devendo ser recomendado ou aplicado de maneira criteriosa a fim
de reduzir o risco de impacto ambiental (ARAUJO, 2002).

Existem vdrias razdes que tornam um composto xenobidtico recalcitrante a
biodegradagdo, como: substituicdes incomuns com cloro ou outro halogénio, ligacdes
incomuns ou seqiiéncias de ligacdes em dtomos de carbono tercidrios e quaterndrios, anéis
aromadticos altamente condensados e moléculas de altissimo peso molecular. Outras razdes
mais sutis podem ser: incapacidade do composto induzir a sintese de enzimas degradadoras,
impossibilidade do composto penetrar nas células microbianas por falta de permeases
adequadas, indisponibilidade do composto devido a insolubilidade ou adsor¢do, e toxicidade

excessiva do composto parental ou de seus produtos metabdlicos (SILVA; FAY, 1997).
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2.3.2.3 Interacdes entre 0S micro-organismos

Além de fatores fisicos, também existem os fatores bioldégicos como competi¢do
entre 0s micro-organismos nativos por substratos, antagonismo e preda¢do (KARPOUZAS;
WALKER, 2000).

A biodegradagdo de compostos complexos requer freqlientemente a cooperacdo de
mais de uma espécie microbiana. Culturas puras podem metabolizar somente uma faixa
limitada de substratos, assim, a formagdo de populacdes mistas com ampla capacidade
enzimadtica € necessaria (ALEXANDER, 1997).

Os membros de uma comunidade microbiana t€ém papéis significantes e podem
depender da presenca de outras espécies para sobreviver quando a fonte de energia € limitada
e confinada a carbonos complexos. As vantagens de uma cultura mista podem ser atribuidas a
efeitos de sinergismo entre os membros da associacdo. O mecanismo € complexo, sendo
possivel que uma espécie remova os metabdlitos téxicos de outras espécies precedentes. Isto
também possibilita a degradagdo de compostos que a primeira degradou apenas parcialmente,
por uma segunda espécie (GHAZALI et al., 2004). Porém, se os organismos envolvidos na
cultura mista ndo fazem parte de uma mesma associa¢do adaptativa, a cultura pode ndo ser
estavel, havendo assim a predomindncia de um ou mais organismos (CALDWELL et al.,

1997).

2.3.2.4 Fonte de carbono adicional

As fontes de carbono presentes também podem influenciar na biodegradagdo. A
presenca de fontes adicionais pode aumentar ou diminuir a biodegradagdo de xenobidticos
(SINGH et al., 2003; SCHMIDT et al., 1987).

H4a diversos exemplos em que os contaminantes organicos podem ndo estar em
quantidades suficientes, ou disponiveis para a biodegradacdo pelos micro-organismos
presentes. Se a concentragdo do composto estiver abaixo de um determinado nivel inicial,
necessdrio para fornecer as exigéncias de fontes de carbono e energia aos micro-organismos, a
degradacd@o pode ndo ocorrer. Alternativamente, se a concentracdo do composto exceder um
determinado nivel, problemas de toxicidade podem ocorrer. Finalmente, pode ndo ser possivel
a degradagdo direta do composto, portanto, a degradacdo através de um processo

cometabdlico pode ser necessdria. Geralmente, a utilizacdo simultanea de diferentes fontes de
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carbono favorece o crescimento microbiano numa situag@o de limita¢do de carbono (BAKER,
1994).

Além disso, a presenga de um repressor catabdlico, ou seja, de uma fonte de carbono
que reprime a expressdo de certos genes e dperons, que sdo responsdveis pela utilizagdo de
fontes alternativas de carbono, pode resultar numa baixa ou nenhuma taxa de biodegradacio,
havendo apenas o consumo da fonte de carbono preferencial (BRUCKNER; TITGEMEYER,
2002).

Por outro lado, em inimeros trabalhos sobre biodegradacdo, diferentes autores
verificaram o beneficio de uma fonte de carbono adicional. LaPat-Polasko et al. (1984)
encontraram que a degradacdo de cloreto de metileno por uma linhagem de Pseudomonas sp.
foi mais rdpida quando o acetato estava presente do que quando foi utilizado apenas cloreto de
metileno como tnica fonte de carbono. Schmidt et al. (1987) verificaram que a presenca de
glicose como substrato secunddrio aumentou a taxa de degradacdo de p-nitrofenol por
Pseudomonas. Além disso, eles verificaram que nem todos os substratos adicionados
estimularam a degradagdo de p-nitrofenol, como a adi¢@o de fenol que inibiu a degradacao.

Em outros trabalhos, Lee et al. (2003) observaram que o piruvato pode ser usado
como fonte adicional de carbono para estimular o crescimento e a degradacdo de
hidrocarbonetos polinucleares aromaticos (HPAs) por Pseudomonas putida G7. Figueiredo et
al. (2004) e Gondim et al. (2004) verificaram que Pseudomonas aeruginosa BB2-572, uma
bactéria isolada de poco de petréleo, aumentou significativamente a degradacdo do
paclobutrazol quando, além deste composto, os meios continham glicerol como fonte de
carbono adicional. Vaz (2006), em estudos com bactérias isoladas do solo, verificou a
degradacdo de 75 % do paclobutrazol quando foi adicionado glicerol, contra apenas 47 % de
biodegradacdo sem a adi¢do de glicerol. Em contrapartida, este mesmo autor verificou que
quando a glicose foi a fonte adicional de carbono, ndao houve biodegradagdo de PBZ,
indicando que a glicose agiu como um repressor catabdlico.

Em trabalhos mais recentes, Passos et al. (2009) observaram uma diminui¢ao de 62
horas na biodegradacido de fenol por Aspergillus sp. quando havia presenca de glicose no
meio, neste caso a glicose ndo agiu como repressor catabdlico. Ho et al. (2009) utilizaram o
acetato como fonte de carbono secunddria na degradacdo de fenol, verificando uma maior

eficiéncia da biodegradac@o do composto citado.



13

2.3.3 Modelos que descrevem a biodegradacao

Os modelos mateméticos podem contribuir para prevenir altos niveis de substancias
toxicas nos solos, ou nos frutos de plantas tratadas com agroquimicos e indicam que tais
substancias devem ser sistematicamente monitoradas. Os modelos matematicos sdo descritos
para diversas finalidade na agricultura, dentre elas, para simular a absor¢do de substancias
organicas pelas plantas (FUGISAWA et al., 2002; TRAPP et al., 2003), bem como o seu
comportamento no solo (GANG et al., 2003; MILFONT et al., 2008).

A determinacdo de modelos mateméticos que descrevam o processo de cinética de
degradacdo fornece dados necessdrios para estudar os efeitos negativos de um produto
quimico em um ecossistema.

Modelo cinético de primeira ordem tem sido largamente utilizado para descrever a
cinética de dissipacdo naturalmente de vérios herbicidas no solo tanto em condi¢des de
campo, como no laboratério (MARTIN; MERMOUD, 1998; RIGITANO et al.,, 2001;
SCORZA JUNIOR; RIGITANO, 2009; LOPEZ-GALINDO et al., 2010).

Um modelo de degradag@o de primeira ordem € muitas vezes usado para simular a
diminui¢do da massa residual de um composto quimico em um sistema solo apds a sua
aplicacdo (DYKAAR; KITANIDIS, 1996). Se a constante de velocidade de primeira ordem
for constante ou o tempo de meia-vida permanecer inalterado no processo de degradagdo, a
massa residual da degradacdo quimica diminuird exponencialmente com o tempo (WALKER,
1974).

O modelo de cinética de primeira ordem ¢ descrito pela equacéo 1:

dc _

a - e v

Na qual, k; é a constante de velocidade de degradacdo de primeira ordem (1/t) e C é
a concentragdo do composto no tempo ¢ e é expressa em g/L. O modelo de primeira ordem
tem como solugdo analitica a expressdo obtida na equagdo 2:

C(t)=Cye™ 2)

Na qual, Cy € a concentrag@o inicial do composto.
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No entanto, o uso dessa equacdo para a modelagem da taxa de transformacdo de
poluentes implica que um Unico sistema microbiano ou enzimético esteja envolvido (com
somente uma via de degradagdo) e que a taxa de degradacdo ndo € afetada pela toxicidade do
poluente ou a adaptagdo microbiana (a taxa de degradacio mdxima nao varia durante o
processo) (MARTINS; MERMOUD, 1998).

Para muitos compostos complexos, a cinética de primeira ordem ndo € adequada,
pois a biodegradagdo desses compostos pode ocorrer com velocidades diferentes ao longo do
processo. Nesse caso, resultados utilizando modelos de dupla cinética de primeira ordem t€m
tido bons ajustes, principalmente quando a biodegradacdo ocorre primeiramente numa reacio
mais rdpida (equacgdo 3) e depois segue uma degradagdo com uma taxa mais lenta (equagio 4)

(GANG et al., 2003; LOPES-GALINDO et al., 2010).

=—k.C 3
dt K ©)
dc,

=—k,C 4
dt L @

As equagdes 3 e 4, quando somadas, t€ém como solu¢do analitica a equacio 5, a qual

descreve um modelo de dupla cinética de primeira ordem:

Ct)=Cf e +(1- fle ™} 5)

Na qual C{(t) € a concentragdo do composto no tempo ¢ em (g/L); Co € a concentracio
inicial do composto; f'é a fracdo do composto biodegradado atribuido a reagdo rdpida; kg € a
constante de velocidade de primeira ordem da reagado rdpida (1/t); (1-f) representa a fragdo do
composto biodegradado atribuido a reacdo lenta; e k. é a constante de velocidade de primeira
ordem da reacdo lenta (1/t).

Outros estudos tém revelado a ampla aplicacdo da equacdo logistica quadraitica
(ELQ) em diversas dreas ambientais, tais como: na ecologia (principalmente na descricdo de
processos de crescimento populacional), em relacdes presa-predador, em interagdes
competitivas, no gerenciamento de fontes renovaveis, na evolug@o da resisténcia a pesticidas,

no controle ecolégico de pestes (EDELSTEIN-KESHET, 1988), e recentemente, dados sobre
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a degradacdo de hipoclorito de sddio foram melhor ajustados utilizando também a equagdo

logistica (Equagio 6) (LOPES-GALINDO et al., 2010).

ac = kC(l - Ej 6)
dt K

A solug¢@o analitica da equacdo logistica (equagdo 6) é dada por:

C,Ke"

0= e 1)

)

Na qual, K representa a concentracdo final assintdtica, ou seja, € a concentragdo em
que a biodegrada¢do do PBZ se estabiliza e este ndo ¢ mais degradado, enquanto k ¢ um
pseudo-coeficiente de primeira ordem e por isso estd relacionado com a taxa de degradagdo

(111).

2.4 Paclobutrazol (PBZ)

Paclobutrazol (PBZ), [2RS, 3RS]-1-[4-clorofenil]-4,4-dimetil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
i)pentan-3-ol] (Figura 3), é um composto regulador de crescimento vegetal utilizado em
sistemas agricolas com o propdsito de controlar o crescimento vegetativo, aumentando a
capacidade reprodutiva da planta. O grau de resposta no crescimento e floracdo varia com o

método de aplicagdo do produto e com a concentracdo utilizada (SILVA; FAY, 1997).

OH
|
(CH,4),CCH — CHCH2@ cl
|
(O
N _//

Figura 3 - Formula estrutural da
molécula de Paclobutrazol.
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Muitos estudos sdo desenvolvidos utilizando o PBZ numa ampla diversidade de
culturas vegetais, tendo destaque a cultura de manga na India (SHARMA; AWASTHI, 2005;
SINGH; BHATTACHERIJEE, 2005). No Brasil, principalmente nos estados do Nordeste,
muitos estudos também estdo sendo realizados em cultivares de manga, em Mossor6-RN
(MENDONCA et al., 2001), na Bahia (MOUCO; ALBUQUERQUE, 2005) e em Petrolina
(FONSECA et al., 2005). Na regiao Sudeste, em Jaboticabal-SP (SANTOS et al., 2004), e
Vigcosa-MG (SIQUEIRA et al., 2004), foram realizados estudos com Citrus e em Palma-MG,
com morangueiro (DUARTE FILHO et al., 2004).

O primeiro efeito do PBZ € a paralisagdo do crescimento da planta, que afeta os
fluxos vegetativos novos, reduzindo a extensido dos ramos. Esse efeito inibidor do PBZ sobre
o crescimento varia em fun¢@o do cultivar. Outro efeito do uso do PBZ € a antecipacdo do
florescimento que, em alguns casos, quanto maior a dose usada, maior € a precocidade do
florescimento comparada com plantas que ndo receberam o produto (FONSECA et al., 2005).

O paclobutrazol pode ser aplicado nas folhas ou diretamente no solo. E absorvido
passivamente pelas raizes, caule e folhas e tem movimento acropétalo dentro da planta,
movendo-se pelo xilema para folhas e brotos (SILVA et al., 2003a). A forma de aplicagdo
mais eficiente é feita pela diluicdo do produto em um ou dois litros de dgua, que depois é
despejado junto ao caule da planta ou na projecio da copa. E importante que essa drea seja
irrigada logo apds a aplicacdo, pois é a dgua que conduz o produto até as raizes, para ser
absorvido pelas plantas. O PBZ deve ser aplicado depois da emissdo de, pelo menos, dois
fluxos vegetativos, apds a poda pds-colheita.

O composto ativo alcanga os meristemas subapicais da planta inibindo a oxidacdo do
kaureno para dcido kaurendico, o qual é precursor do 4cido giberélico. O resultado € a
reducdo da divisdo celular sem ocasionar citotoxicidade e a conseqii€éncia morfoldgica direta é
a redugdo do vigor vegetativo (SILVA et al., 2003c).

No Vale do Sao Francisco, na regido do Semidrido do Nordeste do Brasil, estd
situado um dos mais importantes pdlos brasileiros de agricultura irrigada, tendo a cultura da
manga expressiva representatividade na pauta de exportacdo de frutos. Fazem parte do
perimetro irrigado do Sdo Francisco: o Pdlo de Mandacaru, em Juazeiro-BA e o Pélo de
Bebedouro, em Petrolina-PE, com drea total de aproximadamente 45.000 ha. Ambos os pélos
sdo grandes produtores de manga para exportagdo. De forma a suprir a demanda do fruto para
a exportacdo, o paclobutrazol € o fito-regulador mais usado para a indug¢ao floral, garantindo a
produgdo de frutos durante todo o ano. Esse composto € utilizado na cultura da manga para o

controle do crescimento, redu¢do da poda e manipulagdo do cultivo para a expansdo da
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produgdo (SILVA et al., 2003c). 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). Apesar da vantagem associada a produtividade, esse regulador de
crescimento permanece ativo no solo por muitos anos, podendo afetar severamente o
crescimento e o desenvolvimento dos cultivos subseqiientes pela redugdo do vigor vegetativo
(ATTYIA et al., 1983; HAMPTON, 1988).

Infelizmente, segundo dados da Embrapa Meio Ambiente (2004), para compensar
perdas que ocorrem durante as aplicagdes, as dosagens de agroquimicos sdo exageradas. Em
1996, a Embrapa Meio Ambiente realizou ensaio de campo com pulverizagdo aérea de
herbicidas, comprovando que cerca de 47% dos produtos ndo atinge o alvo. O resultado disso
¢ altos teores de residuos na dgua e no solo, além de resisténcia bioldgica a essas substancias.
Especula-se que a superdosagem do paclobutrazol seja uma das causas da redug@o da floracdo
da mangueira em algumas épocas do ano, acarretando prejuizos para os produtores; outro
fator preocupante é o acimulo de paclobutrazol no solo, tornando a regido vulnerdvel a
contaminacao.

Segundo a EMBRAPA Semidrido, uma das decisdes mais dificeis quanto ao uso do
PBZ ¢ a determinacdo da dosagem a aplicar. Em trabalhos experimentais sdo mencionadas
doses sem especificar tamanho e condi¢des de vigor das plantas, tipos de solo e irrigagdo,
sendo recomendada a dose de um grama por metro linear de didmetro de copa. Entretanto, o
que se verifica é que esta recomendag¢do embora se ajuste para plantas entre 3 € 5 m de
diametro da copa, fica excessiva para plantas de didmetro inferior e insuficiente para plantas
maiores. Estudos t€m demonstrado que, em algumas épocas do ano, a utilizacdo do
paclobutrazol ndo tem apresentado respostas favordveis a floracdo da mangueira, acarretando

prejuizos para os produtores (SILVA et al., 2003a).

Estudo recente, sobre o risco de contaminacdo das dguas superficiais e subterraneas
da regido do submédio do Sa@o Francisco, constatou a presenga do paclobutrazol em dguas
subterraneas, destacando essa substincia como um contaminante em potencial para a regiao
(FERRACINI et al., 2001; EMBRAPA MEIO AMBIENTE, 2004). Apesar da grande
quantidade de paclobutrazol que € aplicada as culturas e do risco de contaminagdo dos
aqiiiferos associados a essa molécula, seu destino no solo ainda ndo estd claro e é pobremente
documentado. Em particular, o conhecimento da capacidade desse produto de interagir com a

fase sélida e a sua mobilidade em solos naturais, sobretudo os solos do Semiarido, €

incipiente.
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Estudos t&ém demonstrado que este composto permanece ativo no solo por muito
tempo e que sua meia-vida varia com o tipo de solo e as condicdes climdticas. Na India,
Sharma; Awasthi (2005) verificaram que mangueiras tratadas com paclobutrazol por trés anos
consecutivos, nas concentracdes de 5 a 10 g de ingrediente ativo por drvore, nio apresentaram
residuos de PBZ nos frutos maduros, porém, foi verificado um aumento progressivo das
concentracdes de PBZ no solo, indicando cardter cumulativo. O mesmo acimulo no solo foi
observado por Singh; Bhattacherjee (2005). Na cultura do morango, foi observado que os
residuos de paclobutrazol permaneciam ativos no solo por, pelo menos, onze meses apds a
ultima aplicag@o do produto (McARTHUR; EATON, 1987).

A figura 4 mostra um exemplo da reducdo do vigor vegetativo nas mangueiras
tratadas com excesso de paclobutrazol. As duas plantas, apontadas com a seta em amarelo,
possuem a mesma idade das outras mangueiras mostradas na figura, no entanto, 0s seus

tamanhos sdo bem menores que as das outras.

Figura 4 — Aspecto da reducdo do vigor vegetativo apds aplicacdo de
paclobutrazol em excesso. Destaque para a mangueiras apontadas pela seta
que possuem a mesma idade das outras mangueiras da foto.

Na 4gua, a meia-vida do paclobutrazol é de 24 dias, enquanto que no solo nao foi

detectada dissipacdo até a amostragem aos 168 dias ap6s a aplicacao do produto. Corpos de
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dgua superficial nas regides proximas as culturas frutiferas sdo, portanto, suscetiveis a
contaminacdo pelo paclobutrazol com o risco de promover efeitos adversos em organismos
que habitam estes ambientes (JONSSON et al., 2002).

O paclobutrazol pode ser lixiviado em solos arenosos com baixo teor de matéria
organica (COSTA et al., 2008) e ndo ¢ fotodegradado apds exposi¢do a luz do sol por 10 dias.
Trabalhos t€ém comprovado que ele é degradado aerobicamente no solo por um tempo de
meia-vida em torno de 1-7 meses, dependendo do tipo de solo, e ndo se espera que sofra
hidrélise quando depositado no meio ambiente (SILVA et al., 2003a).

Na falta de parametros experimentais, em geral, considera-se o tempo de meia-vida
do paclobutrazol, no solo, em torno de 200 dias. O coeficiente de particio do paclobutrazol no

carbono orgénico KOC € em torno de 400 mL/g (VOGUE et al., 1994). Segundo Goss (1992),

em solos organicos raramente ocorre perda de agroquimico por “escoamento superficial” e

lixiviagdo, e agroquimicos com Koc acima de 300 mL/g sdo fortemente sorvidos pela matéria

organica.

A solubilidade do paclobutrazol em dgua é de 35 mg/L a 25° C. O produto tem alto
potencial para ser lixiviado em solos com baixo teor de matéria organica e € levemente volétil
(SILVA et al., 2003a).

A persisténcia também pode influenciar na atividade microbiana do solo. Silva et al.
(2003c), em contagem de micro-organismos de amostra de solo onde o PBZ era aplicado
frequentemente, mostraram uma reduc¢do de 58 % do total de micro-organismos no solo.

O paclobutrazol apresenta propriedades fungicidas. Jacobs; Berg (2000) verificaram
o efeito inibidor deste composto sobre diversos fungos patogénicos da madeira, como:
Armillaria, Botryosphaeria, Ceratocystis, Fusarium, Ophiostoma, Sirococcus, Sphaeropsis e
Verticilium. Burpee (1998) estudou sua atividade contra o fungo Rhizoctonia solani. Também
foi descrito como sendo inibidor do crescimento fiingico por Jackson et al. (1996), uma vez
que é estruturalmente similar aos fungicidas do grupo triazol.

O paclobutrazol pode ser facilmente absorvido pelos organismos, pois possui baixa
solubilidade em &4gua e alta afinidade por gorduras. Quando essa absor¢do excede a
velocidade de eliminagdo, ocorre seu actimulo, isto €, a bioconcentracdo do composto
(SPACIE; HAMELINK, 1985). Esse fenomeno é de grande importincia, tanto na
manifestacdo dos efeitos subletais de agroquimicos em organismos ndo-alvo, quanto na

prevengdo de contaminagdo de fontes protéicas de consumo humano (KANAZAWA, 1981).
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Vergieva (1998) testou a exposicdo ao paclobutrazol em ratas Wistar nas
concentracdoes de 50, 200 e 500 mg/kg, observando algumas mds-formagdes fetais em
decorréncia da exposicdo Unica, principalmente na maior dose (500 mg/kg), ndo sendo
observadas, porém, quaisquer alteracdes na dose de 50 mg/kg.

Um estudo realizado por Nielsen; Andersen (2001) permitiu avaliar a absor¢do pela
pele humana, de trés agroquimicos: methiocarb, pirimicarb e paclobutrazol, admitindo o uso e
ndo-uso de luvas. Os autores observaram que o paclobutrazol foi mais rapidamente absorvido
pela pele e essa absor¢do aumenta com o tempo de exposi¢do e concentragdo do agroquimico,
e que as luvas de nitrilo sdo as que mais protegem a pele no caso de contato prolongado.

Segundo Worthing; Hance (1994), o valor estimado da ingestdo didria aceitdvel
(IDA) para o paclobutrazol é de 0,1 mg/kg de peso corpdéreo. A concentragio maxima
permitida do ingrediente ativo em corpos de dgua, para evitar efeitos adversos quanto ao
consumo do peixe, seria equivalente a 0,2 mg/L. Este valor foi estimado considerando-se o
peso de um individuo adulto de 70 kg que consumiria diariamente 500 g do peixe, sendo que
essa concentracdo na dgua seria atingida pela aplicac@o direta da dose médxima recomendada

do paclobutrazol (3,0 kg/ha de ingrediente ativo) sobre uma lamina de dgua de 150 cm.

2.4.1 - Possiveis vias de biodegradacao de paclobutrazol

Nio se conhece muito a respeito do composto paclobutrazol e, portanto, as vias de
metabolizagdo deste composto ainda sdo desvendadas. No entanto, como na degradagido de
compostos conhecidos, pertencentes aos mesmos grupos funcionais contidos na molécula de
paclobutrazol (cloro-benzeno e triazol), pode-se presumir que a via de degradacdo utilizada
seja semelhante.

A Figura 5 apresenta a via utilizada por Pseudomonas spp. P51, JS150, RHOI1, JS6
para a degradacdo do cloro-benzeno a 3-oxoadipato, e este dltimo é um intermedidrio no
metabolismo da fenilalanina, aminoicido formado a partir da via glicolitica (McLEISH;
ESSENBERG, 2004).

As Figuras 6 e 7 apresentam trés vias diferentes, utilizadas por vérios micro-
organismos para a degradacdo da atrazina a &4cido cianidrico. Na Figura 6, os micro-
organismos Pseudomonas sp. ADP, Ralstonia sp. M91-3, Clavibacter sp., Agrobacterium sp.
J14a e Alcaligenes sp. SG1 degradam o composto triazol a 4cido ciandrico, que entra no ciclo
do 4cido ciantrico onde se vai obter CO,, H,O e NHj3 como produtos finais (STEPHENS;

KOTHARU, 2002a). Na Figura 7, € mostrada uma via metabdlica utilizada por Rhodococcus
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spp. NI86/21, Pseudomonas spp. 192, 194 e Streptomyces sp. PS1/5 e Nocardia sp. também
utilizada para a degradacdo da atrazina, e essa via pode seguir duas rotas metabdlicas
diferentes. Uma dessas rotas, leva a producdo de dcido ciantrico, por enzimas diferentes da
via mostrada na Figura 6, porém esta também entra na via do dcido cianirico como no
processo anterior. O outro caminho leva a formacdo de 2-Cloro-4hidroxi-6-amino-1,3,5-
triazina, como produto final (STEPHENS; KOTHARU, 2002b).

Smith et al. (2005) verificaram experimentalmente que a degradag@o da atrazina por
Nocardia sp. e Rhizobium sp. seguiu a via de degradacdo mostrada na Figura 2.10, levando a
formacdo de 4cido ciandrico.

As vias de degradacdo dos dois grupos funcionais mais complexos, que formam o
paclobutrazol, mostram que o gé€nero Pseudomonas participa ativamente de vdrias etapas,
despertando interesse na investigacdo sobre a degradacdo de paclobutrazol utilizando-se este

género bacteriano.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Solo

Os solos foram coletados de regides com plantio de manga (Mangifera indica L. cv.
Tommy Atkins) irrigada, sem histérico de aplicacio de paclobutrazol, nas estacdes
experimentais de Bebedouro - PE e de Mandacaru - BA, ambas pertencentes 8 EMBRAPA
Semidrido, localizadas no Vale do Sao Francisco no Nordeste do Brasil. A Figura 8 mostra a

localizag@o dos p6los de Bebedouro e Mandacaru.
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Figura 8 — Localizacdo das amostras de solo; (a) P6lo de Bebedouro-PE (b) Pdlo de

Mandacaru-BA (MILFONT, 2006).

O clima da regido ¢ muito quente e semidrido, com temperatura média do ar de 26,2
(£0,9) °C e uma precipitagio pluviométrica anual de 535,8 (+ 180,3) mm (AZEVEDO et al.,
2003), concentrada em uma estacido chuvosa entre os meses de janeiro e abril. Os solos foram
classificados como Argissolo-Amarelo (p6lo de Bebedouro) e Vertissolo (p6lo de Mandacaru)

(MILFONT, 2006). Caracteristicas sobre a composi¢ao dos solos encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos solos utilizados nos ensaios de biodegradacdo
de Paclobutrazol (MILFONT, 2006)

Variavel Argissolo-Amarelo Vertissolo
pHmo (1:2,5) 6,75 7,3
Carbono organico (g/kg) 6,9 +0,1 6,4+0,1
Nitrogénio (g/kg) 0,6 0.8
Argila (%) 7,0 48,1
Silte (%) 9,4 223
Areia (%) 83,6 29,6
CTC (cmol/kg) 3,38 19,86

CTC — Capacidade de troca cationica

As amostras de solo foram coletadas da camada superficial (0 - 0,20 m) utilizando
um trado. A coleta foi realizada em pontos aleatdrios. Apds a coleta, as amostras dos solos
foram secas ao ar, destorroadas e passadas em peneiras de 2 mm e, em seguida, armazenadas
a temperatura ambiente.

Para os experimentos em condicdes estéreis, os solos foram esterilizados utilizando
radiacdo gama numa dose de 35 KGy. A fonte de radiagdo gama utilizada foi um irradiador
de Cobalto-60, modelo Gamacell 220, localizado no Laboratério de Radiacio Gama, no

Departamento de Energia Nuclear da UFPE.

3.2 Paclobutrazol

Foi utilizado o Paclobutrazol na sua forma pura (Sigma) e na formulagdo comercial
Cultar 250 SC (Syngenta), que apresenta uma concentracdo de 250 g/L. de paclobutrazol e 750

g/L. de ingredientes inertes. A tabela 2 apresenta alguns caracteristicas do paclobutrazol.



Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas do paclobutrazol (SILVA et al., 2003a)

Nome IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry)

[2RS, 3RS]-1-[4-chlorophenyl]-
4,4-dimethyl-2-(1H- 1,2,4-triazol-
1-yl)pentan-3-ol
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Grupo quimico Azol

Peso molecular 293,8

Formula molecular C5H,0CIN5O

Forma Soélidos cristalinos brancos
Ponto de ebulicio 165-166 °C

Pressdo de vapor (20 °C) 0,001 mPa

Solubilidade 26 mg/L em 4gua (20 °C)
Destino no ambiente Solo e dgua

T 1/2 no solo 0,5-1,0 ano

T 1/, em solo franco-argiloso (pH 8,8; 14% M.O.) < 42 dias

T 12 em solo franco-arenoso (pH 6,8; 4% M.O.) > 140 dias

Resisténcia a hidrolise pH 4-9

Degradacdo pela luz U.V. (pH7) 10 dias

3.3 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados foram isolados previamente por enriquecimento em
pesquisas anteriores (VAZ, 2006), e pertencem a colecdo do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Sdo micro-organismos com capacidade de degradacio
do paclobutrazol que foram isolados de solo da regido do Vale do Séo Francisco, portanto, sdo
micro-organismos adaptados as condi¢des climaticas da regido.

As bactérias foram identificadas como pertencentes ao género Pseudomonas
utilizando os meios seletivos dgar Cetrimida, dgar D4 e meio King (VAZ, 2006). O meio
Agar D4 foi descrito por Kado; Heskett (1970) como sendo seletivo para o género em
questdo. Além desse, foram utilizados os meios Agar Cetrimida (MERK) e o meio de King et
al. (1954).

Foram utilizadas trés linhagens de bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sp.,
denominadas Pseudomonas sp. MS09, Pseudomonas sp. MS23 e Pseudomonas sp. MS26. As
bactérias do género Pseudomonas foram selecionadas devido a sua capacidade de degradar os

mais diversos compostos.



28

3.4 Procedimento Experimental

Foram realizados dois experimentos de biodegradacdo de paclobutrazol, um com
apenas PBZ como fonte de carbono e outro acrescentando o glicerol como fonte adicional de

carbono.

3.4.1 Ensaio de biodegradacao

O ensaio de biodegradacdo foi realizado em batelada sob condi¢des estéreis e nado-
estéreis, segundo Martins; Mermoud (1998). Os experimentos foram realizados com duas
concentracdes de PBZ, 10 e 25 mg/L, para os dois tipos de solo e em triplicata. Essas duas
concentracdoes foram escolhidas para se trabalhar dentro da faixa de solubilidade do
paclobutrazol. Foi utilizado tanto o PBZ na sua forma pura (Sigma) como na sua formulacio
comercial Cultar 250 SC (Syngenta). Os experimentos utilizando fonte adicional de carbono
foram realizados com duas concentracdes de PBZ, 10 e 25 mg/L para os dois tipos de solo e
em triplicata. O glicerol foi utilizado nas concentragdes de 50 e 125 mg/L, quando a
concentracdo de PBZ foi de 10 e de 25 mg/L, respectivamente, mantendo a proporcio
glicerol:PBZ (5:1) utilizada em estudos anteriores (VAZ, 2006). A Figura 9 apresenta o
esquema de todos os ensaios de biodegradacdo realizados.

Foram utilizados 5 g de solo para um volume de 25 mL de solucdo, sendo este
calculado subtraindo a umidade do solo. Os micro-organismos foram adicionados na
concentracio de aproximadamente 107 células/mL. Foi realizado um experimento controle
sem adi¢@o desses micro-organismos. O desenho esquematico do experimento encontra-se na
Figura 10.

Os experimentos foram conduzidos em mesa agitadora a 200 rpm (Figura 11),
durante um periodo de aproximadamente 28 dias a 30 °C. Amostras foram retiradas para a
quantificacdo de PBZ e medida do pH, a cada sete dias. Os micro-organismos foram

quantificados em tempos alternados.
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Ensaio de Biodegradacio

|
PEZ [tinica fonte de

PBZ e Glicerol

carhono)
|
PBZ (Sigma) PBEZ (Cultar) PBZ (Cultar) + Glicerol
10 mg/L 25 mg/L 10 mg/L. +50 mgL 25 mg/L + 125 mg/L
Argissolo-Amarelo Vertissolo

Condigies
Estereis

Condicies Nio
Estereis

Figura 9 — Esquema dos ensaios de biodegradacao.
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5 g de solo .
Padronizado para
107 células/mL
Micro-organismos

Agua
Solo
PBZ
25 mL de liquidos
(PBZ + Micro-organismos + Agua)

Figura 10 — Preparo no ensaio de biodegradag@o.

Figura 11 — Experimento conduzido em mesa agitadora.
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3.5 Métodos analiticos
3.5.1 Quantificacdo do crescimento microbiano e monitoramento do pH

As bactérias foram quantificadas pela técnica de contagem de células vidveis em
placas (Figura 12). A amostra contendo células bacterianas foi diluida serialmente em dgua
estéril e essas diluicdes foram plaqueadas em placas de Petri com meio de cultura Agar
Triptona Soja (TSA) e incubadas por 24 horas em estufa a 30 °C para a contagem das
colonias. O resultado é obtido em UFC (unidade formadora de coldnia) / mL (TORTORA et
al., 1998).

O pH da suspensdao foi medido durante todos os experimentos para verificar a
variacdo desse e a possivel influéncia sobre o crescimento das bactérias e consequentemente

na biodegradacido do PBZ.

ImL 1mL 1mL
Amostra

AN

—_—

1mL | 1mL

B
000 000000

l 30 °C, 24h

Figura 12 — Esquema para contagem de células vidveis em placa.
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3.5.2 Quantificacao do paclobutrazol

Amostras de 1 mL foram coletadas em intervalos de tempo predefinidos. De cada
amostra foi extraido PBZ adicionando-se 9 mL de metanol, logo apds centrifugou-se a 5000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,2 um e injetado
diretamente no cromatédgrafo.

Para a quantificacio de PBZ, inicialmente foi preparada uma curva padrio,
utilizando soluc¢des de PBZ nas seguintes concentragdes: 0,1; 1,0; 3,0; 8,0; 16,0 e 20,0 mg/L.

A concentracido de paclobutrazol foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) segundo Vaz et al. (2007) com modificacdes. Nesse caso, as condi¢cdes de
operacdo foram as seguintes: fase mével de dgua e metanol na proporcdo de 10:90 (v/v) e a
vazdo de 0,7 mL/min. A coluna utilizada foi ODS, 4,6 x 250 mm x 5 pum (Beckman
Ultrasphere).

A percentagem de biodegradacdo de paclobutrazol foi expressa pela equagdo 8.

% Biodegradagdo de PBZ = C/Ci.100 ®)

Na qual, C é a concentragdo de PBZ encontrada (apds quantificacdo das amostras

por CLAE) e Ci € a concentragdo inicial de PBZ.

3.5.3 Quantificacio do glicerol

Para a quantificagcdo do glicerol, amostras de 5 mL foram centrifugadas a 5000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,2 pm e injetado no
cromatégrafo.

O glicerol foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
condicdes de trabalho foram as seguintes: 50°C, 1 mL/min e uma coluna Shodex KS 802
(Lonpak — divisao da Millipore). Foram preparadas cinco solugdes para a constru¢@o da curva

padrdo, nas seguintes concentracoes: 5,0; 20,0; 60,0; 100,0 e 150,0 mg/L.
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3.6 Modelagem da biodegradacio de paclobutrazol

Os modelos de cinética de primeira ordem, de dupla cinética de primeira ordem e
logistico, representados pelas equacdes de 1 a 7 descritas no item 2.3.3, foram aplicados aos

resultados obtidos nos ensaios de biodegradacdo utilizando o programa Sigma Plot 11.0.

3.7 Analise estatistica

Foi realizada uma anélise de variancia (ANOVA) para os resultados de biodegradacdo,
para avaliar a significancia estatistica, utilizando o programa Excel (Office 2003).

Segundo a ANOVA, a variag@o total € igual a variacdo entre os tratamentos mais a
variag¢do dentro dos tratamentos (CALLEGARI-JACQUES, 2003).

Quando ha efeito diferencial entre tratamentos, a variacdo entre eles deve ser maior
que a varia¢do dentro do mesmo tratamento. Ou seja, a Varidncia Entre deve ser maior do que
a Varidncia Dentro. Isso equivale a dizer que se houver diferenca entre grupos, o resultado da
divisdo da Varidncia Entre pela Varidancia Dentro deve ser maior do que 1. Esse célculo é
chamado de razdo F de variancias e seu resultado € comparado com um valor tabelado.

Se ndo hd diferenca entre os tratamentos, entdo a Varidncia Entre deve ser igual a
Variancia Dentro e a razdo F entre elas € 1. Para testar a significancia do valor de F obtido no
experimento, isto é, verificar se o valor de F calculado difere de 1 ao acaso ou por efeito dos
tratamentos, compara-se este valor com um F tabelado. Este dltimo estipula o limite para uma
diferenca aleatdria entre as varidncias Entre e Dentro. Se F calculado for menor que F
tabelado, conclui-se que ndo ha diferenca entre os tratamentos, jd que a variacdo observada
entre tratamentos ¢ da mesma ordem daquela observada dentro dos tratamentos. Se F
calculado for maior do que F tabelado, entdo hé diferenca significativa entre os tratamentos.

Para obter 0 Fealculado utiliza-se a equagao 9.

M
Fcalculado = M—gE (9)
D

Na qual, MQr € a Média Quadritica Entre Grupos e MQp é a Média Quadratica
Dentro dos Grupos.

A Tabela 3 apresenta todas as equagdes utilizadas para a andlise de variancia.
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Tabela 3 — Equacdes utilizadas para a andlise da varidncia (CALLEGARI-JACQUES, 2003).

Causas de SQ GL MQ Fcalculado Ftabelado
variacao
Entre grupos k ) gl,=k-1 SO, MO, F, ologl
(tratamentos) 50 = Z_I: & (Xi_ XJ k-1 MQ,
Dentro dos k| n 2 l. = ( . )— k SO
- 8lp n; D
SQ, = ( X, -X ,-J Sn)-«
grupos D ; ; jj an’ k
(residuo)

SO — Soma Quadrética, SQr — Soma Quadratica Entre Grupos, SOp — Soma Quadrética Dentro Grupos, GL —

Graus de Liberdade, MO — Média Quadrética, k — nimero total de grupos, n; — nimero de observagdes em cada

grupo, F — Valor do teste F tabelado, F..cu40 — Valor de F calculado, Fpeaqo — Valor de F tabelado.

a.glg.glp
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios utilizando apenas paclobutrazol como fonte de carbono
4.1.1 Crescimento microbiano

O crescimento microbiano para os ensaios em condicdes estéreis apresentou valores
semelhantes, tanto para o PBZ (Sigma) quanto para o PBZ (Cultar), como pode ser observado
na Figura 13. No tempo zero, para os ensaios em condi¢des estéreis, a quantidade de células
corresponde ao inéculo de micro-organismos adicionados ao experimento. Logo, esse valor
foi semelhante para os dois tipos de PBZ (Sigma e Cultar), para os dois tipos de solo
(Argissolo-Amarelo e Vertissolo) e para ambas as concentragcdes de PBZ (10 mg/L e 25
mg/L) utilizadas, sendo em média 9,4.106 UFC/mL.

Para os ensaios em condi¢Oes ndo-estéreis, que o crescimento microbiano divergiu
um pouco, quando comparado com o resultado obtido para os experimentos em condig¢des
estéreis. Nesse caso, a concentracdo inicial de células foi em média de 1,8.107 UFC/mL
(Figura 13). Essa diferenca pode ser atribuida aos micro-organismos presentes no solo nio-
estéril. O tempo zero é o tempo em que a quantidade de células corresponde ao indculo de
micro-organismos adicionados ao experimento juntamente com OS MmICro-0rganismos

presentes no solo.



Condicao Estéril

4.00E+07 -
E
.00E+07 1 '
) 3.00E+0 0O 0 dias
L
=} @ 14 dias
% 2.00E+07 | m 21 dias
£
(o]
(7]
¢ 1.00E+07 -
o
0.00E+00 -
g g - - g g - -
(o)) (o)) (o)) (o)) o o o o
€ € € € € € € €
o [Ye) o [Ye) o [Ye) o [Ye)
z o z o z ﬁ z o
o o 9 9 o o 9 9
g g @ @ g g @ @
© © © ©
E E | £ | £ E E £ | £
< < o o < < 5} 5}
o o > > o o > >
] ] ] ]
(7] (7] (7] (7]
=) =) =) <)
< < < <
PBZ (sigma) - estéril PBZ (cultar) - estéril
Condicao Nao Esteéril
4.00E+07 -
-
g 3.00E+07 | O 0 dias
LDL B 14 dias
£ 2.00E+07 | W 21 dias
[
£
[&]
(7]
©  1.00E+07 |
o
0.00E+00 -
- - - - - - - -
(o)) (o)) (o)) (o)) (o)) (o)) (o)) (o))
€ € € € € € € €
o o) o [Ye) o [Ye) o [Ye)
z o z o z ﬁ z ﬁ
o o 9 9 o o 9 9
g g @ @ g g @ @
© © © ©
= = 2 2 = = £ 2
< < 0} 0} < < 5} 5}
o) o) > > o) o) > >
] ] S S
[2] [2] (2] (2]
o o o o
< < < <
PBZ (sigma) - ndo estéril PBZ (cultar) - ndo estéril
Figura 13 - Crescimento dos micro-organismos nos dois solos

(Argissolo-Amarelo e Vertissolo), utilizando o PBZ (Sigma e Cultar), nos
ensaios em condicdes estéreis e ndo-estéreis, nos tempos 0, 14 e 21 dias.
Média de trés réplicas.
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Apbs 21 dias de experimento de biodegradacdo, para os ensaios em condicdes
estéreis e nado-estéreis, houve um pequeno crescimento microbiano. Tal crescimento foi
semelhante também para os dois tipos de PBZ, para os dois tipos de solos e para as duas
concentracdes de PBZ utilizadas, ficando em média de 3,2.107 UFC/mL.

Nao houve crescimento de micro-organismos no experimento controle em condi¢des
estéreis, visto que nesse ensaio ndo foram adicionados micro-organismos e o solo utilizado foi
esterilizado. No experimento controle em condi¢cdes ndo-estéreis, a quantidade de células
iniciais foi em média de 1,5.102 UFC/mL, sendo esta a concentracdo de bactérias do solo ndo-
estéril. Ap6s 21 dias houve um pequeno crescimento no experimento controle, em média de
2,8.102 UFC/mL, onde este crescimento se deu provavelmente devido aos nutrientes contidos

no solo.

4.1.2 Medicoes do pH

Nao houve alteracdo do pH ao longo do tempo de experimentos (Figura 14). O pH
ficou em torno de 5,3 para o Argissolo-Amarelo nas duas concentracdes utilizadas (10 e 25
mg/L) e para os dois PBZ (Sigma e Cultar). O mesmo ocorreu para o Vertissolo, que teve o
pH por volta de 6,8, em ambos os tipos de PBZ utilizados e em ambas as concentragdes
utilizadas. Essa variag@o se deve as caracteristicas do solo, pois o Vertissolo estudado tem um
pH em dgua maior que o Argissolo-Amarelo (MILFONT, 2006). A ndo variacdo do pH indica
que ndo houve interferéncia desse fator e que a diferenca de pH entre os dois tipos de solo

também ndo afetou a biodegradagao.
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Figura 14 — Valores médios de pH ao longo do experimento de biodegradacao realizado
nos dois solos (Argissolo-Amarelo e Vertissolo) utilizando PBZ (Sigma e Cultar) em
duas concentracdes (10 e 25 mg/L) nos ensaios em condi¢Oes estéreis e ndo-estéreis.
Média de trés réplicas;

mg/L;

; A — Argissolo-Amarelo 25

; O — Vertissolo 25 mg/L.



39

4.1.3 Biodegradacao de paclobutrazol

No ensaio em que a concentragdo inicial de PBZ foi de 10 mg/L, a biodegradacdo de
PBZ apd6s 21 dias foi de aproximadamente 43 % para os dois solos e para os dois PBZ (Sigma)
e (Cultar), tanto para a condi¢do estéril quanto para a ndo-estéril (Figura 15).

Os ensaios que utilizaram a concentracdo de 25 mg/L de PBZ apresentou em média
41% de biodegradacio de paclobutrazol nos experimentos em condigdes estéreis € 39% nos

experimentos em condigdes ndo-estéreis (Figura 16).
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Figura 15 - Biodegradacdo de paclobutrazol em dois solos (Argissolo-Amarelo e
Vertissolo) em condicdo estéril e ndo-estéril utilizando PBZ (Sigma e Cultar) na

concentracdo de 10 mg/L. Média de trés réplicas; A - Argissolo-Amarelo; ®m -
Vertissolo.
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Figura 16 - Biodegradacdo de paclobutrazol em dois solos (Argissolo-Amarelo e
Vertissolo) em condicdo estéril e ndo-estéril utilizando PBZ (Sigma e Cultar) na
concentracdo de 25 mg/L. Média de trés réplicas; A — Argissolo-Amarelo; W —
Vertissolo; A — Argissolo-Amarelo controle; 00 — Vertissolo controle.
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Analisando a ANOVA com 95% de confianga observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os dois solos, Argissolo-Amarelo e Vertissolo, estudados, bem como para
os PBZ (sigma) e PBZ (cultar) utilizados e nem para as duas concentracdes de PBZ estudadas
(10 e 25 mg/L). Houve uma pequena diferenga significativa entre os experimentos utilizando
PBZ (sigma) e PBZ (cultar) em condicdes estéreis, no entanto, essa diferenca ndo foi
verificada nos experimentos com condicdes ndo-estéreis. A ndo divergéncia entre os
experimentos realizados em condicdes estéreis e ndo-estéreis revela que nao ha participacio
na biodegradacdo do PBZ das bactérias presentes no solo nio-estéril, ou estas se encontram
em pequena quantidade.

Apesar dessas bactérias terem sido isoladas do préprio solo, e por isso esperar-se que
a biodegradacio em solo ndo-estéril fosse um pouco maior que a do solo estéril, tal fato nao
foi observado. Isto ndo ocorreu pois, provavelmente, as bactérias com capacidade de degradar
PBZ presentes no solo estivessem em pequena quantidade e por isso a presenca delas ndo
influiu no resultado.

Nao era esperado que a biodegradacdo do PBZ fosse semelhante para os dois solos
estudados, pois estes diferem muito entre si, sendo o Vertissolo um solo com maior teor de
argila que o Argissolo-Amarelo. Milfont et al. (2008) estudaram o transporte de paclobutrazol
nos mesmo solos utilizados no presente trabalho. Estes autores verificaram que o PBZ ¢
transportado mais rapidamente no Vertissolo que no Argissolo-Amarelo, pois o dltimo tem
mais matéria organica o que contribuiu para a maior sor¢do do PBZ. No entanto, a ndo
divergéncia dos resultados, entre os solos estudados, pode ser atribuida aos ensaios realizados
em condicdes de saturag@o.

Para os dois solos (Argissolo-Amarelo e Vertissolo), para as duas fontes de PBZ
(Sigma e Cultar) e para as duas concentracdes de PBZ utilizadas (10 e 25 mg/L) nos
experimentos em condigdes estéreis, houve um pequeno periodo de fase lag (periodo em que
praticamente nido houve biodegradacdo) de aproximadamente 2 dias (Figuras 15 e 16). Nao
foi verificada a presenca de fase lag nos ensaios em condi¢des ndo-estéreis, visto que a
primeira amostra foi retirada apenas com sete dias de ensaio, mas provavelmente essa fase lag
também esteve presente como nos experimentos em condigdes estéreis.

Em todos os experimentos, tanto em condi¢es estéreis como em condigdes nio-
estéreis, a biodegradagdo praticamente ndo se alterou apds 14 dias de cultivo (Figuras 15 e
16). Em um estudo anteriormente realizado, em meio de cultura liquido com apenas PBZ
como fonte de carbono na concentracdo de 1 g/l e com a cultura mista utilizada no presente

trabalho, a biodegradacdo cessou com 20 dias de cultivo, chegando a aproximadamente 47 %
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(VAZ, 2006). Nesse caso, foi utilizada uma concentragdo muito maior de PBZ, e, portanto, o
consumo de PBZ pelos micro-organismos foi bem maior. Esse fato se deu, provavelmente,
devido ao meio de cultivo mineral, que era rico em nutrientes que possibilitou o aumento do
crescimento dos micro-organismos, e, consequentemente, aumentou a biodegradacao. Alguns
trabalhos sobre a biodegradacdo de PBZ também apresentaram essa estabilizacdo na

degradacg@o apds um periodo do experimento (JACKSON et al., 1996; SILVA et al., 2003c¢).

4.2 Ensaio de biodegradacao utilizando paclobutrazol como fonte de carbono e glicerol

como fonte de carbono adicional

4.2.1 Crescimento microbiano

Nos experimentos em condigdes estéreis a contagem de micro-organismos
apresentou resultados semelhantes tanto para o Argissolo-Amarelo quanto para o Vertissolo.
No tempo zero, a quantidade de células foi em média 4,13.107 unidades formadoras de
coldnias por mililitro (UFC/mL), o que corresponde ao nimero de células do indculo, visto
que se trata de um experimento em condi¢des estéreis. Portanto, esse valor foi semelhante
para os dois tipos de solo e para as duas concentragdes de PBZ (10 e 25 mg/L).

Ap6s 35 dias de ensaio, os resultados obtidos apresentaram valores também
semelhantes para os dois solos, no entanto, diferiram com relagdo a concentragdo de PBZ.
Quando foi utilizado PBZ na concentracio de 10 mg/L o crescimento foi em média de 3,7.10°
UFC/mL, enquanto com a concentracio de 25 mg/L o crescimento foi de 4,9.10° UFC/mL
(Figura 17). Essa diferenga pode ser atribuida a concentracio de glicerol que foi maior quando
utilizada a concentragdo de 25 mg/L de PBZ.

Nos experimentos em condi¢gdes ndo-estéreis a quantidade de células iniciais foi maior
que nos ensaios em condicdes estéreis, diferenca esta que pode ser atribuida aos micro-
organismos presentes no solo ndo-estéril. Nesse caso a concentrag@o inicial de células foi em
média 4,0.10° UFC/mL. Vale ressaltar que em condicdes ndo-estéreis, o tempo zero é a
quantidade de células correspondente ao indculo juntamente com 0Os micro-organismos
presentes no solo. Também apds 35 dias, os resultados apresentaram diferencas quando
comparados aos obtidos no experimento estéril. Em média foram contabilizadas 4,2.10°

UFC/mL para ambos os solos, quando utilizadas as concentracdes de PBZ com 10 mg/L e
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glicerol de 50 mg/L e 8,7.10° UFC/mL em média também para ambos os solos, quando
utilizadas as concentracdes de PBZ com 25 mg/L e glicerol de 125 mg/L (Figura 17).

Quando comparados o crescimento microbiano nos experimentos com apenas PBZ e
com PBZ e glicerol, este tultimo apresentou valores maiores, pois o glicerol, neste caso
funcionou como um fonte adicional de carbono que favoreceu a ocorréncia de um maior
crescimento microbiano.

Nao houve crescimento de micro-organismos no experimento controle realizado em
condicdes estéreis, visto que nesse ensaio ndo foram adicionados micro-organismos e o solo
utilizado foi esterilizado. Este fato indica que a biodegradacio foi realizada somente pelas
Pseudomonas que foram adicionadas.

Nos experimentos em condi¢cdes ndo-estéreis, a quantidade de células iniciais no
ensaio controle foi de aproximadamente 1,36.102 UFC/mL, sendo esta a concentracdo de
bactérias do solo ndo-estéril. No tempo de 35 dias houve crescimento no experimento controle

para 2,1.10* UFC/mL, atribuido ao consumo de glicerol e aos nutrientes contidos no solo.
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4.2.2 Medicoes do pH

O pH, ao longo dos experimentos, praticamente ndo se alterou tanto nos ensaios em
condi¢des estéreis, quanto em condi¢des ndo-estéreis (Figura 18). O pH ficou em torno de 5,0
para o Argissolo-Amarelo e de 6,8 para o Vertissolo, para ambas as concentragdes estudadas,

como nos resultados obtidos quando se utilizou apenas o0 PBZ como fonte de carbono.

PBZ (Cultar) + Glicerol PBZ (Cultar) + Glicerol
Condicao Estéril Condicédo ndo Esteéril
8 8-
’ 73\E/D/E/D\B\B\E] 7 73\‘3—5/‘]\8/‘]\9—43
T Eo
A\W A/A\A/A/A\A//M
i 5
5
4 T T T T T T T T
At 0 5 10 15 20 25 30 35 40

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (dias)
Tempo (dias)

Figura 18 - Valores médios de pH ao longo do experimento de biodegradacio realizado
nos dois solos (Argissolo-Amarelo e Vertissolo) utilizando PBZ (Cultar) em duas

concentracoes (10 e 25 mg/L) e glicerol na duas concentragdes (50 e 125 mg/L) nos ensaios
em condicdes estéreis e ndo-estéreis. Média de trés réplicas;

; A — Argissolo-Amarelo 25 mg/L; ; O — Vertissolo 25
mg/L.

4.2.3 Biodegradacao de paclobutrazol

No ensaio em que foi utilizada a concentrac@o inicial de PBZ de 10 mg/L e de
glicerol de 50 mg/L, a biodegradagdo de PBZ apds 35 dias de experimento foi de
aproximadamente 70% para os dois solos e para as condigdes estéril e ndo-estéril (Figura 19).
Aproximadamente o mesmo valor, 69% de biodegradacdo foi obtido nos experimentos em
que foi utilizada a concentragdo de PBZ de 25 mg/L e de glicerol de 125 mg/L, para ambos os

solos e para as duas condicdes estudadas (Figura 20).
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Figura 19 - Biodegradacdo de paclobutrazol em dois solos (Argissolo-Amarelo e
Vertissolo) em condicdo estéril e ndo-estéril utilizando 10 mg/L de PBZ e 50 mg/L de

glicerol. Média de trés replicatas; A — Argissolo-Amarelo; B — Vertissolo; A -
Glicerol (Argissolo-Amarelo);
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PBZ (25 mg/L) + Glicerol (125 mg/L) PBZ (25 mg/L) + Glicerol (125 mg/L)
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Figura 20 - Biodegradacdo de paclobutrazol em dois solos (Argissolo-Amarelo e
Vertissolo) em condicdo estéril e ndo-estéril utilizando 25 mg/L. de PBZ e 125 mg/L de

glicerol. Média de trés réplicas; A — Argissolo-Amarelo; B — Vertissolo; A — Glicerol
(Argissolo-Amarelo); ; A — Argissolo-Amarelo controle; O —
Vertissolo controle; A — Glicerol (Argissolo-Amarelo) controle;
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Nao houve diferenca significativa entre os dois solos estudados (Argissolo-Amarelo
e Vertissolo) e entre as duas condicdes estudadas (estéril e nao-estéril), isto implica que ndo
h4 participacdo das bactérias presentes no solo ndo-estéril na biodegradacdo. Diante desse
resultado, a biodegradacdo de PBZ obtida pode ser atribuida exclusivamente as bactérias
Pseudomonas adicionadas no experimento.

Segundo a andlise estatistica (ANOVA), foi bem significativa a diferenca entre os
experimentos com apenas PBZ e os experimentos com PBZ e glicerol, que no caso deste
ultimo aumentou a biodegradacdo do PBZ de cerca de 40% para 70%.

Diferentemente do que se possa pensar, 0 aumento no crescimento microbiano
atribuido ao glicerol ndo é de todo responsdvel pelo aumento da biodegradacdo, pois
experimentos anteriores realizados por Vaz (2006) utilizando a glicose como fonte de carbono
adicional, contribuiu para o crescimento dos micro-organismos, no entanto inibiu a
biodegradagdo do PBZ. Essa inibicdo da biodegradacdo, na presenga de outra fonte de
carbono pode ser atribuida a uma repressdo catabdlica. Na repressdo catabdlica, a presenca de
uma fonte de carbono que reprime a expressdo de certos genes e Operons, que sio
responsdveis pela utilizacdo de fontes alternativas de carbono, pode resultar numa baixa ou
nenhuma taxa de biodegradacdo, havendo apenas o consumo da fonte de carbono preferencial
(BRUCKNER; TITGEMEYER, 2002). A diferenca entre os experimentos sem € com
glicerol como fonte adicional de carbono se deve provavelmente a um processo cometabdlico,
em que enzimas utilizadas na degradacdo do glicerol, também devem ter contribuido com a
biodegradacdo do PBZ.

Por outro lado, em inimeros trabalhos sobre biodegradacdo, diferentes autores
verificaram o beneficio de uma fonte de carbono adicional. Em trabalhos mais recentes,
Passos et al. (2009) observaram uma diminui¢do de 62 horas na biodegradacio de fenol por
Aspergillus sp. quando havia presenca de glicose no meio e Ho et al. (2009) utilizaram o
acetato como fonte de carbono secunddria na degradacdo de fenol, verificando uma maior
eficiéncia da biodegradacdo do composto citado.

Para os dois solos e para as duas concentracdes do PBZ utilizado, nas condicdes
estéril e ndo-estéril, houve um pequeno periodo de fase lag, periodo em que praticamente ndo
hd biodegradacdo, de aproximadamente 4 dias. Este periodo estd relacionado com a fase de
adaptacdo dos micro-organismos ao meio, € também coincidiu com o periodo em que
continha glicerol no meio, pois ndo h4 mais glicerol apds 4 dias de ensaio (Figuras 19 e 20), e
por isso, pode-se concluir que houve um crescimento diduxico, ou seja, o segundo substrato

(PBZ) s6 foi degradado quando houve o término do primeiro (Glicerol).
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Nos experimentos utilizando o PBZ como unica fonte de carbono, a biodegradacdo
cessou com 14 dias de cultivo, porém s6 chegou a aproximadamente 42%, enquanto nos
ensaios com PBZ e glicerol a biodegradacdo cessou com 28 dias e alcancou cerca de 70%.
Diante disso, pode-se atribuir ao glicerol a grande capacidade de estimular as Pseudomonas
estudadas para a biodegradagdo do PBZ.

Vaz (2006) apresentou resultados semelhantes aos encontrados no presente trabalho
utilizando o glicerol como fonte de carbono adicional na biodegradacdo de PBZ. O valor de
biodegradagdo, obtido por esse autor, foi de aproximadamente 75%, no entanto, em apenas
dez dias de experimento. O menor tempo e a maior biodegrada¢do podem ser atribuidos aos
experimentos, que nesse caso, foram realizados em meio mineral liquido, sem a presenca de
solo. Portanto, os resultados encontrados no presente trabalho, em sistemas de solo saturado,

simulam mais precisamente as condicdes ambientais onde o agroquimico é encontrado.

4.3 Modelagem da biodegradacao

4.3.1 Modelos matematicos aplicados a biodegradacio de paclobutrazol

Os dados experimentais obtidos foram ajustados a trés modelos cinéticos (primeira
ordem, dupla cinética de primeira ordem e logistico).

O coeficiente de correlagdo (R) mostrou que o modelo de primeira ordem ndo se
ajustou bem aos dados experimentais (Tabela 4). Isso se deu, principalmente, porque a
biodegradacdo de paclobutrazol ocorreu em duas etapas distintas, uma mais rdpida e outra
mais lenta, tendendo para a estabilizagdo da biodegradacdo. Isso ocorre, provavelmente,
devido a complexidade da molécula de paclobutrazol que é formada por um anel triazol e um
anel cloro-benzeno e possui ainda uma cadeia carbonica aberta.

O coeficiente de correlacdo (R) mostrou que foi obtido um 6timo ajuste das
equacdes de dupla cinética de primeira ordem e logistica com os dados obtidos em laboratério
para os dois solos estudados (Argissolo-Amarelo e Vertissolo), bem como para as duas
concentracdoes de PBZ utilizadas (10 e 25 mg/L), tanto nos experimentos com apenas PBZ,

como nos experimentos com PBZ e glicerol (Figuras 21 e 22).



Tabela 4 — Constantes e parametros cinéticos da biodegradacio de paclobutrazol.

Primeira ordem Dupla cinética de primeira ordem Logistica .,
C(t) = Cye™ Ct=C,{fer +(1- e} CO=% +Cc0f o)
Co k R Cy kg ky f R Cy K k R
Argissolo-Amarelo 9,176  0,0197 0,868 10,414 0,1921 0,0037 0,3973 0,940 10,419 55157 0,0995 0,938
Homelt Vertissolo 9,032 10,0205 0,872 10,270 0,1857 0,0026 0,4196 0,950 10,276 5,3879 0,1013 0,947
o Argissolo-Amarelo 22,101 0,0146 0,834 25,220 0,1830 0,0012 0,363 0,950 25,217 15,3368 0,1182 0,986
et Vertissolo 22,056 0,0169 0,848 25,317 0,1800 0,0012 0,4011 0,990 25,320 14,3439 0,1101 0,988
Argissolo-Amarelo 9,535  0,0452 0,980 10,250 0,2027 0,0272 0,345 0,995 10,244 0,7221 0,0066 0,996
PBZ + Homelt Vertissolo 9,298 10,0454 0,972 10,134 0,1910 0,0219 0,4256 0,994 10,138 11,5340 0,0176 0,994
Glicerol Argissolo-Amarelo 22,859 10,0502 0,953 25,392 0,1446 0,0031 0,683 0,994 25,453 4,8230 0,0296 0,998
25 mg/L

Vertissolo 22,905 0,0494 0,951 25,507 0,1609 0,0084 0,6233 0,994 25,554 5,1993 0,0325 0,997
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Figura 21 - Modelagens de dupla cinética de primeira ordem e logistica aplicadas aos dados
experimentais de biodegradacdo de paclobutrazol utilizando o mesmo como tnica fonte de
carbono; (a) Argissolo-Amarelo — PBZ 10 mg/L; (b) Vertissolo — PBZ 10 mg/L; (c) Argissolo-
Amarelo — PBZ 25 mg/L; (d) Vertissolo — PBZ 25 mg/L. Média de doze réplicas.
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Figura 22 - Modelagens dupla cinética de primeira ordem e logistica aplicadas aos dados
experimentais de biodegradacido de paclobutrazol utilizando PBZ adicionado de glicerol como
fontes de carbono; (a) Argissolo-Amarelo — PBZ 10 mg/L e Glicerol 50 mg/L; (b) Vertissolo —
PBZ 10 mg/L e Glicerol 50 mg/L; (c) Argissolo-Amarelo — PBZ 25 mg/L e Glicerol 125 mg/L;
(d) Vertissolo — PBZ 25 mg/L e Glicerol 125 mg/L. Média de seis réplicas.
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Lopez-Galindo et al. (2010) utilizaram varios modelos para descrever a degradacio
de hipoclorito de s6dio e de uma amina alifatica (alquilamina). Dentre os modelos analisados
por estes autores, 0os de maior &xito foram os de dupla cinética de primeira ordem e o logistico
e o modelo que menos se ajustou foi o de cinética de primeira ordem, como no presente
trabalho. Para estes autores, o modelo escolhido para melhor se ajustar a uma degradacio,
depende de como se sucede o processo degradativo do composto organico estudado.

Poucos sdo os trabalhos na literatura que descrevam a biodegradacdo de
paclobutrazol, e menos ainda trabalhos sobre a modelagem desse processo. Silva et al.
(2003c) fizeram um estudo de biodegradacdo desse composto diretamente no solo, sem adi¢do
de micro-organismos, ou seja, apenas como a participacdo dos micro-organismos presentes
naturalmente no solo, e alcancaram 45,13% de biodegradacdo em 60 dias, no entanto, com
120 dias, a biodegradacdo era de apenas 49,79%. Esses dados mostram que em um primeiro
momento o PBZ ¢ degradado mais rdpido e posteriormente, essa degradagdo segue bem lenta,
0 mesmo ocorreu nos ensaios realizados para este trabalho. Estes mesmos autores também
utilizaram um modelo de cinética de primeira ordem, no entanto, o ajuste obtido por eles ndo
foi tao bom.

Esse perfil observado na biodegradacdo do PBZ, em que a mesma € mais rdpida no
comeco e praticamente cessa ao longo do tempo, foi o que fez com que ndo se obtivesse um
bom ajuste com uma cinética de primeira ordem no presente trabalho. Entretanto, esse mesmo
perfil foi o responsavel pelo 6timo ajuste obtido quando se utilizou as equagdes de dupla
cinética de primeira ordem e logistica. Esse decréscimo caracteristico, também foi observado
em ensaios de biodegradacio realizados em outros experimentos (SILVA et al., 2003¢c; VAZ,
2006).

Possivelmente, a biodegradacido natural desse composto no solo pode levar mais
tempo que os observados em laboratdrio, porém, através de uma sucessdo ecoldgica
microbiana essa biodegradacdo poderd chegar a 100%.

O coeficiente f obtido através do modelo de dupla cinética de primeira ordem, que
corresponde a fracdo de PBZ que foi biodegradada durante a reacdo rédpida, sendo de
0,392+0,032 nos experimentos que utilizaram apenas PBZ como fonte de carbono (Figura 21)
e nos experimentos com PBZ (10 mg/L) e glicerol (50 mg/L) (Figuras 22a e 22b). Isso
significa que aproximadamente 40% da biodegradacio de PBZ foi realizada mais
rapidamente, numa taxa kg que ficou em torno de 0,189+0,008 h'. Enquanto que 60% da
biodegrada¢do ocorreu numa taxa mais lenta k;. J4 nos experimentos utilizando as

concentracdes de 25 mg/L de PBZ e 125 mg/L glicerol, o coeficiente f foi de 0,683 e 0,623,
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para os solos Argissolo-Amarelo e Vertissolo, respectivamente (Figuras 22c e 22d). De
acordo com este resultado, 68% da biodegradacdo de PBZ em Argissolo-Amarelo ocorreu na
fase rdpida e 62% da biodegradag@o em Vertissolo correspondeu a esta mesma fase.

Através do modelo de dupla cinética de primeira ordem pode-se estimar quando a
biodegradagdo total poderd ser alcancada. Consequentemente, por esse modelo também é
possivel calcular o tempo necessario para uma dada concentracio inicial de PBZ se reduzir a
metade (T'sp).

Para os ensaios em que foi utilizado apenas o PBZ como fonte de carbono na
concentracdo inicial de 10 mg/L, o Tso foi estimado em 50,7 dias para o Argissolo-Amarelo e
57,5 dias para o Vertissolo. Ja para a concentracao de PBZ de 25 mg/L, o Tsy calculado
aumentou para 200 e 150,6 dias, para o Argissolo-Amarelo e o Vertissolo, respectivamente.
Na literatura considera-se o Tsy do paclobutrazol no solo em torno de 0,5 dias a 1 ano
(WORTHING; HANCE, 1994).

Os Tso estimados para os experimentos em que o glicerol foi utilizado como fonte
adicional de carbono ao PBZ, apresentaram menores valores se comparados aos experimentos
em que foi utilizado apenas PBZ como fonte de carbono. Para o Argissolo-Amarelo o Ts
ficou em torno de 12,1 dias e para o Vertissolo 11,2 dias, quando o PBZ foi utilizado na
concentracdo inicial de 10 mg/L. Nos experimentos em que a concentra¢do inicial de PBZ foi
de 25 mg/L, o Ts foi de aproximadamente 8,8 dias para o Argissolo-Amarelo e 8,9 dias para
o Vertissolo. Esses resultados revelam que o glicerol, quando usado como fonte adicional de
carbono, contribui para diminuir o Tso do PBZ. Para maiores concentracdes de glicerol, o Tso
diminui ainda mais.

Alguns trabalhos tém demonstrado esta habilidade do glicerol de aumentar a
biodegradacdo de PBZ. Foi verificado, em outros experimentos, que a degradacido de PBZ por
Pseudomonas aeruginosa BB2-572, aumentou significativamente quando, além deste
composto, os meios continham glicerol como fonte de carbono adicional (FIGUEIREDO et
al., 2004; GONDIM et al., 2004). Em estudos com bactérias isoladas do solo, foi observada a
degradacdo de 75% do paclobutrazol quando foi adicionado glicerol ao meio, contra apenas
47% de biodegradacdo sem a adig@o de glicerol (VAZ, 2006).

Vale ressaltar, que o Tso s6 foi obtido experimentalmente nos ensaios com PBZ
adicionado de glicerol, nas duas concentragdes e para os dois solos. Nos ensaios com apenas
PBZ como fonte de carbono, os Tsy foram estimados através do modelo de dupla cinética
(modelo que melhor representou os dados experimentais). Os Tssy obtidos tanto

experimentalmente, quanto através do modelo de dupla cinética, para os experimentos com
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PBZ e glicerol foram correspondentes. De acordo com esta observagdo, € possivel crer que os
Tso estimados por este mesmo modelo, para as outras situagdes estudadas neste trabalho,
estejam provavelmente proximos do que seria observado.

Ao contrério do modelo de dupla cinética de primeira ordem, o modelo logistico nio
permite a estimativa do tempo de biodegradagdo total, nem do Tsp, quando estes dados nio
foram determinados experimentalmente, pois 0 mesmo tende a uma curva assintdtica ndo
chegando a valores menores que o coeficiente K (concentragdo final) encontrado. Estes dados
sdo de grande importancia do ponto de vista ambiental, uma vez que se a biodegradagdo de
PBZ seguir o proposto pelo modelo logistico o decaimento total e, em alguns casos, nem o

decaimento a metade serdo alcangados, ficando assim um residual acumulado no solo.
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5 CONCLUSOES

e A fonte de paclobutrazol utilizada (Sigma ou Cultar), o solo estudado (Argissolo-Amarelo
ou Vertissolo), a concentragdo do produto (10 ou 25 mg/L) ou a realizacdo do
experimento em condicdes estéreis e ndo-estéreis ndo afetaram significativamente a

biodegradacio desse composto.

e A presenca do glicerol como fonte de carbono adicional aumentou significativamente a

biodegradacdo do PBZ em aproximadamente 20%.

e Nos experimentos em que foi utilizado o PBZ como unica fonte de carbono, a

biodegradacdo chegou a aproximadamente 43%, em 14 dias de experimento.

e Nos experimentos em que foram utilizados PBZ e glicerol como fonte adicional de
carbono, os valores de biodegradacdo encontrados foram bastante satisfatérios, chegando

a aproximadamente 70%, em 28 dias de experimento.

® Os modelos de cinética de dupla primeira ordem e logistico se ajustaram bem aos dados
experimentais. Por meio do modelo cinético de dupla primeira ordem foi possivel estimar
o Tso para a biodegradagdo de PBZ. O Tsy do PBZ foi de aproximadamente 55 dias
quando este foi utilizado na concentragdo de PBZ de 10 mg/L e 170 dias quando a
concentragdo foi de 25 mg/L, ambos com PBZ como tnica fonte de carbono. Quando foi
utilizado o PBZ acrescido de glicerol, o tempo de meia-vida caiu para aproximadamente

10 dias, para ambas as concentracdes de PBZ.
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ANEXO A - Médias dos crescimentos dos micro-organismos em UFC/mL nos ensaios com
paclobutrazol como tnica fonte de carbono.

0 dias 14 dias 21 dias
Argissolo-Amarelo (10 mg/L) 8,70.10° 1,60.10 2,95.10
Argissolo-Amarelo (25 mg/L) 9,10.10° 1,85.10 3,00.107
(sli);nzla) Vertissolo (10 mg/L) 9,60.10° 1,46.10 2,96.10
estéril Vertissolo (25 mg/L) 9,70.10° 1,50.10 3,12.107
Argissolo-Amarelo (controle) 0 0 0
Vertissolo (controle) 0 0 0
Argissolo-Amarelo (10 mg/L) 9,10.10° 2,40.10 3,10.10
Argissolo-Amarelo (25 mg/L) 9,30.10° 1,90.10 3,50.107
( Ci‘;‘ér) Vertissolo (10 mg/L) 950.10° 230107  330.10’
estéril Vertissolo (25 mg/L) 9,90.10° 2,50.107 3,34.107
Argissolo-Amarelo (controle) 0 0 0
Vertissolo (controle) 0 0 0
Argissolo-Amarelo (10 mg/L) 1,49.10 2,47.10 3,15.10
Argissolo-Amarelo (25 mg/L) 1,58.10 2,35.107 2,98.107
(Sli)an?a) Vertissolo (10 mg/L) 1,51.10 2,23.10 2,89.10’
nio-estéril Vertissolo (25 mg/L) 1,47.10 3,10.10 3,25.10
Argissolo-Amarelo (controle) 1,40.10° 2,10.10 2,90.10°
Vertissolo (controle) 1,50.10° 2,00.10 2,80.10°
Argissolo-Amarelo (10 mg/L) 2,30.10’ 2,40.10 3,25.10
Argissolo-Amarelo (25 mg/L) 2,00.10’ 2,45.10 3,18.10
(Cﬂﬁfr) Vertissolo (10 mg/L) 230107 25610  336.10
nao-estéril Vertissolo (25 mg/L) 2,10.107 2,70.107 3,40.107
Argissolo-Amarelo (controle) 1,50.10° 2,30.10° 2,70.10°
Vertissolo (controle) 1,52.10° 2,23.10° 2,80.10°

Média de trés replicatas
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ANEXO B - Médias dos crescimentos dos micro-organismos em UFC/mL nos ensaios com

paclobutrazol e glicerol (fonte adicional de carbono).

Tempo
Solo [PBZ]
0 dias 14 dias 21 dias 35 dias
AricsoloAmare] l10mgL  357.100  130.10°  330.10°  390.10°
Z1SS010-Amarelo
25mg/l  436.100  260.10°  4,11.10°  5,00.10°
Condicio 1 10mg/L 405107  1,50.10®  2.89.10°  3,50.10°
Vertissolo

estéril 25mg/l. 453.107 250.10°  483.10°  4,86.10°

Argissolo-Amarelo 25 mg/L. 0 0 0 0

controle

Vertissolo controle 25 mg/L 0 0 0 0

AricsoloAmare] l10mgL  422.10°  350.10°  470.10°  3,50.10°
Z1SS010-Amarelo

25mg/L. 3,87.10°  745.10°  885.10°  845.10°
Condiciio _ 10mg/L  399.10°  296.10° 5,06.10°  4,88.10°
néo- Vertissolo o 0 0 0
estéril 25mg/l. 4,10.10 8,70.10 7,87.10 8,88.10
Argissolo-Amarelo o5 g/l 130.10° 400100 52010°  2,30.10°
Vertissolo controle ~ 25mg/L  142.10°  386.10°  6,95.10°  1,90.10"




ANEXO C - Andlise estatisticas dos dados de biodegradag@o.
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PBZ (Sigma) x PBZ (Cultar) estéril e ndo-estéril

Soma Graus de Média
Fonte de variacdo Quadrética liberdade quadrdtica Fealculado  Frabelado
Entre grupos 332.1884 15 22.1459
Dentro dos grupos 291.0376 32 9.0949 1435 1992

PBZ (Sigma) x PBZ (Cultar) estéril

Soma Graus de Média
Fonte de variacdo Quadratica liberdade quadrética Feacutado  Frabelado
Entre grupos 61.9028 7 8.8433
Dentro dos grupos 51.1271 16 3.1954 2.768 2.657

PBZ (Sigma) x PBZ (Cultar) ndo-estéril

Soma Graus de Média
Fonte de variagao Quadratica liberdade quadrética Fealculado  Fiabelado
Entre grupos 251.7384 7 35.9626
Dentro dos grupos 239.9105 16 14.9944 2.398 2.657

PBZ (Cultar) x PBZ (Cultar) + Glicerol estéril e ndo-estéril

Soma Graus de Média
Fonte de varia¢do Quadratica liberdade quadrética Fealculado  Frabelado
Entre grupos 10664.1986 15 710.9466 176.344 1.992

Dentro dos grupos 129.0109 32 4.0316




