UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

ESTUDO DA BIODEGRADAGAO DO ACIDO 2,4-
DICLOROFENOXIACETICO EM FORMULAGOES DE LIBERAGCAO
CONTROLADA

Autora: Josefina Aparecida de Souza
Orientador: Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero
Co-orientador: Dr. André Luis Ferraz

Doutorado em Ciéncias

Este exemplar corresponde a redacéo final da tese defendida por Josefina
Aparecida de Souza e aprovada pelos membros da Banca Examinadora em
8 de marco de 1999.



woeoe__ T (&L
N. /Gl‘w !"‘-. JI ‘547 ¢ AV,\O

Co XA e,
¥
T

. Ex.
i
':. c I 1] @

| PRECO !

W "

CM~Q01356446—2

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA
UNICAMP

Souza, Josefina Aparecida de
So89e Estudo da biodegradacito do dcido 2 4-diclorofenoxiacético em

formulagdes de liberagiio controlada / Josefina Aparecida de
Souza. - - Campinas, SP: [s.n.], 1999

Orientador: Nelson Eduardo Durdn Caballero

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Quimica.

1. Lignina. 2. Perdas por degradacdo. 3. Herbicida. 1. Caballero,
Nelson Edvardo Duran. II. Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Quimica. IIL. Titulo.




Aos Mestres: Artur, Aparecida e Ximoda



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Nelson Durén, por sua orientagdo marcada pela grande
liberdade no desenvolvimento do trabalho e incentivo a participago em eventos
cientificos .

Ao Dr. André Ferraz pela imprescindivel co-orientagdo.

A Dra. Elisa Esposito pela Amizade e apoio no desenvolvimento deste
trabalho.

Ao Laboratério de Recursos Renovaveis, Universidade de Concepcién -
Chile, nas pessoas de Juanita Freer e Jaime Baeza , pela disponibilidade de seus
equipamentos e pessoal.

Ao Departamento de Biotecnologia da FAENQUIL, pela disponibilidade de
seus laboratorios e equipamentos.

A todos os funcionarios do Instituto de Quimica que contribuiram para o
bom andamento deste trabalho.

A Milva e Inez Assis, pela participagdo ativa nos experimentos iniciais
deste trabalho.

A todos os Amigos do Laboratério de Quimica Bioldgica (UNICAMP) e do
Departamento de Biotecnologia da FAENQUIL peia harmonia e amizade que
tormaram o andamento deste trabalho prazeroso.

A Elaine e Marcelo que tornaram minha estadia no Chile muito agradavel.

A Familia Predi&io, Mariela, Steffen e Fabricia, e seus novos membros,
Neta de Chico Pinto, Ka, Vidas-Boas e Ximoda, que fizeram os bons e “maus”
momentos desta etapa mais divertidos e floridos.

A Maria Eunice e Lilia pela hospitalidade e a Amizade com “A” maiudsculo
mesmo.

A Cécilia, Rubens e a comunidade Bah&'i pela participacdo especial nas
horas mais escuras.

A FAPESP pelo apoio financeiro.



indice
Lista de abreviaturas
Resumo
Summary
Curriculum
| - Introdugio
1.1 - Lignina
1.2 - Biodegradagéo de defensivos agricotas
Il Objetivo
lll — Parte experimental
ii1.1 — Obtengao da formulagéo
l11.2 — Ensaio de degradag&o do 2,4-D por microrganismos
I11.2.1 — Ensaio de degradagdo do 2,4-D por P. chrysosporium
l.2.2 — Degradagéo do 2,4-D por P. putida
lll. 2.3 — Determinagéo das enzimas extracelulares
H1.2.3.1 - Manganés peroxidase
111.2.3.2 - Lignina peroxidase
Hl. 2.4 — Determinagéo das enzimas intracelulares
Il1.2.4.1 - Pirocatecase
l.2.4.2 - Metapirocatecase
l.2.5 - Determinac&o de inibi¢do das enzimas MnP e LiP
I1.3. - Degradacéo do 2,4 - D em solo
1l 3.1 — Sistema sem estimulacdo inicial dos microrganismos
113.2 - Sistema com estimulag&o inicial dos microrganismos
1.4, — Extragéo de 2,4-D das formulagdes e dos solos
1.5 — Determinacéo de metabdlitos
I1.5.1 - Derivatizac&o das amostras
11.5.2 Analise por CG/EM

1.6 — Determinagéo das modificagbes na matriz polimérica causada pela

biodegradacao

indice

26
27
27
27
27
28
28
28
29
29
30
30
30
31
31
32
32
33
33

34



I11.6.1 Determinacgé&o da cinética de libera¢éo do 2,4-D

lll. 6.2. - Andlise por microscopia eletrdnica de varredura

111.6.3 - Anélise por FTIR

NI.7 - Determinacé&o de 2,4-D por CLAE

IV - Resuitados e discussdo

V.1 - Ensaios de biodegradagio com microrganismos isolados

IV.1.1- Biodegradagéo de 2,4-D livre e em formulagéo de liberacéo
controlada

IV.1.1.1 - Degradagéo por P.chrysosporium

IV.1.1.2 - Degradagéo por P. putida

IV.1.1.3 - Determinag&o de enzimas

IV.2 — Ensaios de degradac¢éo de 2,4-D em solo

IV.2.1 - Biodegradacéo de 2,4-D livre ¢ em formulagdo de liberacio
controlada

IV.2.1.1 - Sistema sem estimulagdo dos microrganismos

IV.2.1.2 - Sistera com estimulagéo do crescimento dos microrganismos
IV.3 — Determinagéo de metabdlitos

IV.4 - AlteragGes da matriz polimérica ocorrida durante a biodegradacéao
IV. 4.1 - Determinag¢do da cinética de liberagéo do 2,4-D

IV.4.2 - Microscopia eletronica de varredura

IV.4.3 - Andlise por FTIR

V - Conclusbes

VI.- Referéncias

Apéndices

Extragéo do 2,4-D do solo e das formulagéo

Cromatogramas de CG e espectros de massa do 2,4-D e seus isbmeros
derivatizados

Andlise de TGA e DSC da lignina

indice

&8 &&RR

8 8 3

40
43

43
43

LB H

62
67
69
76
76

77
88



Lista de abreviaturas

Lista de abreviaturas

atm - Atmosfera

BTFA - Bis-(trimetilsilil}-trifluor-acetoamida

CG - Cromatografia gasosa

CG/EM - Cromatografia gasosalespectrometria de massa
CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DA - Defensivo agricola

DSC - Calorimetria diferencial de varredura

FLC - Formutag&o de liberagao controlada

FTIR - Infra vermelho com transformada de Fourier
LiP - Lignina peroxidase

MEV - Microscopia eletrdnica de varredura

MnP - Manganés peroxidase

MO - Matéria organica

% - coeficiente de correlaggo

SCEM - Sistema com estimulag&o dos microrganismos
SSEM - Sistema sem estimulag&o dos microrganismos
TGA - Analise termogravimétrica

TR - Tempo de retencgéo

UV - ultra violeta

i



Resumo ii

RESUMO

ESTUDO DA BIODEGRADACAQO DO ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO
EM FORMULAGOES DE LIBERAGAO CONTROLADA

Autora: Josefina Aparecida de Souza,
Orientador: Nelson Eduardo Duran Caballero
Co-orientador: André Luis Ferraz

Palavras chaves: lignina, perdas por degradagéo e herbicida

O herbicida 2,4-D de grau técnico (acido 2,4-diclorofenoxiacético, 2,4-D livre), e 0
herbicida retido em formulagbes de liberag&o controlada a base de lignina (2,4-
D/FLC), foram submetidos & biodegradagdo. Para isto foram empregados a
bactéria Pseudomona putida, o fungo Phanerochaete chrysosporium, e microfiora
do solo. Diferentes taxas de degradagdo foram observadas de acordo com as
diferentes concentracdes iniciais do herbicida no meio. Nas concentragdes iniciais
de 5, 10 e 20 mg/L. de 2,4-D livre, P. chrysosporium, degradou 12, 45 e 56% do
herbicida , respectivamente. A 40, 60 e 80 mg/L de 2,4-D, observou-se 35% de
degradaco, e a 100 mg/L 25% de degradagdo. Para as FLC observou-se 20, 43,
46 e 42% de degradag#o para 10, 20, 40 e 60 mg/L de 2,4-D, respectivamente.
Os experimentos com P.putida e 2,4-D livre apresentaram 19% de degradacéo a
uma concentracdo de 10 mg/L.. Acima desta concentrag@o, nenhuma degradaco
foi observada. Ja para a FLC a 10 e 100 mg/L de 2,4-D, foram observados 29 e
12% de degradacéo, respectivamente. Os experimentos em solo foram realizados
a concentrag8o constante de 9.4 Kg/ha de 2,4-D. Em solo sem estimulacédo do
crescimento dos microrganismos, ¢ 2,4-D livre apresentou entre 7-10% de
degradag&o, e o solo com estimulagio, 445 + 4,5%. J4 0 2,4-D em FLC
apresentou 17 = 3% e nenhuma degradagdo para os solos com e sem
estimulagdo do crescimento inicial dos microrganismos, respectivamente. A
auséncia de metabdlitos da via degradativa do 2,4-D determinadas por
cromatografia gasosa acoplada @ espectrometria de massa, demonstrou que as
condi¢bes empregadas nos ensaios de degradag&o, favoreceram a mineralizacéo
do herbicida. O aumento da porosidade da FLC apos degradagsio pelo fungo e
pela bactéria, observado através de analise de microscopia eletrdnica de
varredura, demonstrou que a formulagdo sofreu alteragbes fisicas apds o
processo de degradacéo. A hidrélise da fungdo éster entre o 2,4-D e lignina, foi
observada através de andlise por FTIR das FLC. Estas modificagdes fisicas e
quimicas resultaram num aumento da velocidade de libera¢@o do herbicida da
FLC. As constantes de difus&o aparente do 2,4-D da FLC passaram de 9 dias™?
para 17 e de 12 dias™” para 16 dias™?, ap0s tratamento com o fungo e a bactéria,
respectivamente. A FLC atuou como uma barreira 4 biodegradacao do ingrediente
ativo presente em seu interior. Porém, maiores ou menores taxas de degradacéo
do ingrediente ativo dependeram da concentragdo inicial proporcicnada pelo
sistema de liberacdo controlada.
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SUMMARY

STUDY OF BIODEGRADATION OF 2,4-D DICHLOROPHENOXYACETIC ACID
IN CONTROLLED RELEASE FORMULATIONS

Author: Josefina Aparecida de Souza
Advisor: Nelson Eduardo Duran Caballero
Co-advisor: André Luis Ferraz

Key words: lignin, degradation loss and herbicide

Technical grade 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid, i.e., free 2,4-D), and the
herbicide retained in lignin-based controlled release formulations (2,4-DICRF),
were submitted to biodegradation. For this purpose, Pseudomona putida bacteria,
Phanerochaete chrysosporium fungus and soil microflora were utilized. Different
degradation rates were observed in accordance with different initial herbicide
concentrations in the medium. In the initiat free 2,4-D concentrations of 5, 10 and
20 mgl/l, P. chrysosporium degraded 12, 45 and 56% of the herbicide,
respectively. For 40, 60 and 80 mg/L of 2,4-D, 35% degradation was observed,
and for 100 mg/L, 25%. For the CRF, 20, 43, 46 and 42% degradation for 10, 20,
40 and 60 mg/L was observed, respectively. Experiments with P. putida and free
2,4-D presented 19% degradation in a concentration of 10 mg/l. In
concentrations greater than 10 mg/l, no degradation was observed.
Comparatively, for CRF of 10 and 100 mg/L of 2,4-D, 29 and 12% degradation
was observed, respectively. Experiments in soil were carried out at a constant
2,4-D concentration of 9.4 Kgha. In soil not stimulated by growth of
microorganisms, free 2,4-D presented between 7-10% degradation, and stimulated
soil, 44.5 + 4.5% degradation. tn comparison, the CRF 2,4-D presented 17 + 3%
degradation and no degradation for soils with and without stimulation of the initial
growth of the microorganisms, respectively. The absence of metabolites of the
2,4-D degradation via was determined by gas chromatography coupled with mass
spectrometry, and demonstrated that the conditions utilized in the degradation
experiments favored the mineralization of the herbicide. A CRF porosity increase
after degradation by fungus and bacteria was observed by means of scanning
electronic microscopy, and demonstrated that the formulation had undergone
physical and chemical modifications after the degradation process. The hydrolysis
of the ester group between the 2,4-D and lignin was observed by FTIR analysis of
the CRF. These physical and chemical modifications resulted in a herbicide
release rate increase in the CRF. Apparent 2,4-D diffusion constants of the CRF
went from 9 days™? to 17, and from 12 days™? to 16 days™? after treatment with
fungus and bacteria, respectively. The CRF acted as a barrier to biodegradation
of the active ingredient present in the formulation. However, greater or smaller
degradation rates of the active ingredient depended on the initial concentration
provided by the controlled release system.
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I - INTRODUGAO

Desde seu surgimento, as atividades agricolas vem passando por varios
processos de desenvolvimento: as ferramentas manuais, a utilizagdo de animais
(arado), as méquinas e a utilizagio de produtos quimicos, os chamados
defensivos agricolas (DA). Atualmente a utilizagdio de DA alcangou niveis
mundiais, sendo que os Estados Unidos representa o maior mercado, seguido do
Jap@o e do Brasil (1,5 bilhdes de dblares somente no Brasil em 1995) [De
Baptista, 1996]. Dentro deste mercado, os herbicidas merecem destaque,
representando 55% do total, seguido de 22% de inseticidas, 15% de fungicidas e
8% de outros similares [De Baptista, 1996]. O herbicida 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético) é bastante usado no combate de plantas pertencentes a
especies de folhas largas. Das 30.000 toneladas de herbicidas empregadas em
gramados Jesidenciais nos Estados Unidos, 0 2,4-D & um dos mais comumente
usados [Michel e col., 1995).

A utilizacdo de DA é acompanhada de inimeras perdas ocasionadas por
lixiviagéio, degradacbes quimica, fotoquimica e biologica, absorg@o no solo e
arraste pelo vento durante aplicagdes por pulverizagsio. Devido a estas perdas,
super dosagens dos DA se fazem necessarias a fim de alcangar o efeito
desejado. Estas dosagens sio fonte de contaminagSio ambiental, além de
aumentar significativamente o custo do DA por aplicagéo .

A liberagdo controlada é definida como um método em que os materiais
bioativos se fazem disponiveis para um alvo especifico, a uma taxa e duragéo
pré-determinadas, para cumprir os efeitos necessarios [Wilkins, 1983]. Através da
diminui¢&o do processo de lixiviagsio e da protecdo do ingrediente ativo contra
degradagdes, os dispositivos de liberagdo controlada visam amenizar os
problemas apresentados pelas formulagBes convencionais, obtendo assim
formulagSes menos toxicas e mais eficazes.
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Dentre os varios polimeros sintéticos e naturais estudados na obtengdo de
formulagbes de liberagéo controlada (FLC), a lignina merece destaque. Esta
apresenta um lento processo de degradacdo, aiém de ser um material
biodegradavel, cujos produtos de degradacgdo n&o sao toxicos.

A lignina utilizada neste trabalho é proveniente do bagago de cana pré-
tratado por explos8o a vapor [Silva e Wikins,1992]. Essa lignina vem sendo
estudada desde 1989 na obtencéo de FLC [Souza e col., 1995, Ferraz 1992].
Vérias etapas foram e estdo sendo realizadas, envolvendo a caracterizaggo fisica
e quimica da lignina [Ferraz e col., 1992), a obtenc#io da FLC [Souza,1994)
[Cotterill e col., 1996), a determinacéo da velocidade de liberagdo do herbicida
[Ferraz e col, 1997], e a performance da FLC em campo [Cotrim e col.,
comunicagio pessoal]. Porém, ndo é de nosso conhecimento uma avaliagio da
extensdo da prote¢do que esse sistemna de liberagdo controlada oferece contra
processos de biodegradacao.

Dentro deste contexto, o presente trabalho avaliou a degradagdc do
herbicida 24-D livre ¢ 24-D em FLC a base de lignina. A comparagéo do
processo degradativo ocorrido nas duas formas do herbicida, permitiu avaliar o
grau de proteg&o conira biodegradag&o oferecido pela lignina.

1.1 - Lignina

A lignina € um polimero natural formado basicamente por unidades
fenilpropano, ligadas entre si em diversas posicdes. A biossintese da lignina
ocorre através da polimerizagdo radicalar dos seus precursores: Aalcoois
sinapilico, coniferilico e para-cumarilico. A polimerizagfio é iniciada por
peroxidases e H>Q» que, por desidrogenacéo dos alcoois precursores, produzem
um radical fenoxi que sofre reacSes de acopltamento formando os dimeros que,
por sua vez sofrem nova desidrogenacéo enzimatica e o processo se repete
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sucessivamente, levando & formagdo da macromolécula. Esse tipo de
polimerizag&o da origem a um polimero tridimensional e amorfo. Os principais
acoplamentos que ocorrem entre as unidades fenilpropano s&o do tipo: a-0-4 e 8-
O-4 ( 49-65% ), B-56 ( 6-16% ); 5-5( 2-9% ); e B-B { 2-5% ) ( figura 1 ) [Fengel e
Wegener, 1989]. Estas diferentes ligages entre carbono-carbono e ligagdes do
grupo éteres, n&o prontamente hidrolisaveis, tornam a lignina uma macromoiécula
mais resistente a degradagéio microbiana do que a celulose e as hemiceluloses.
Assim, ela provavelmente funciona como um agente protetor da degradacdo das
paredes celulares das plantas [Chen e Chang 1985], além de apresentar uma
fungéo estrutural no complexo celular de plantas superiores, agindo como uma
"cola" que confere coes&o ao conjunto de células [Fengel e Wegener, 1989).

Devido a estrutura da lignina, macromolécula estereoirregular com
acoplamentos inter-mondmeros do tipo carbono-carbono e éter, seu sistema
decompositor deve ser extracelular, pouco especifico e com mecanismo
preferencialmente oxidativo a hidroliitico [Kent e Cullen 1998]. Estas
caracteristicas do sistema degradativo sdo encontradas em fungos de
decomposicao branca. Eles apresentam peroxidases e oxidases extracelulares
que atuam sem especificidade via geragdo de radicais livres nd0 estaveis, que
sofrem uma variedade de reagGes de clivagens esponténeas, [Kent e Cullen,
1998].

As principais enzimas presentes em alguns fungos de decomposicdo
branca, lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase, agem
diretamente ou indiretamente sobre a decomposigéo da lignina. Na figura 2 esta
ilustrada a ag&o destas enzimas sobre uma molécula de lignina.

A LiP e uma glicoproteina que contém ferro- protoporfirina IX (heme) como
grupo prostetico e requer peréxido de hidrogénio para sua atividade catalitica
[Duran e Esposito, 1996). Assim, a LiP ¢ oxidada pelo H,0, a um intermediario
deficiente em dois elétrons, denominado composto 1. Este retorna ao seu estado
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original através de duas oxidagbes do substratc doador. A oxidacdo da lignina
catalisada pela LiP inicia com a abstracdo de um elétron do anel aromatico. O
radical aril cation resultante reage com ambos, cation e radical, formando uma
larga variedade de fragmentos de degradacéo [Kirk e Cullen, 1998].

A MnP como a LiP apresentam o ciclo catalitico convencional das
peroxidases, sendo a primeira dependente do H.0, e do ion Mn{ll) como
.substrato. Durante o ciclo catalitico a MnP & oxidada através do H,0O, gerando um
intermedidrio deficiente em dois elétrons, denominado o composto |. Este por sua
vez, pode oxidar substratos fendlicos ou Mn(ll). Ja o intermediario deficiente em
um elétron, composto I, aparentemente & reduzido somente pelo Mn(ll). Nesta
etapa o Mn(ll) deve ser queiado através de acidos organicos, tais como glicolatos
e oxalatos, que estabilizam o Mn(lll), e promovem sua liberacdo da enzima. Estes
quelantes de Mn (lll) s&o oxidantes difusiveis que podem agir a alguma distancia
da enzima. Porém, eles n&o s&o oxidantes fortes e ndo podem atacar as unidades
ndo fendlicas da lignina. Eles atacam estruturas fendlicas, que alcangam
aproximadamente 10% das unidades da lignina. O radical fenoxi da lignina,
resultante da oxida¢do, sofre uma variedade de rea¢fes, algumas que resultam
na clivagem do poiimero dentro de certas unidades, entre os anéis aromaticos e o
carbono o [Tuor e col.,, 1992, Wariishi e col., 1991, citados por Kirk e Cullen,
1998].

Lacases sdo oxidases que atacam fendis, aminas aromaticas e outros
substratos ricos em elétrons. Assim como 'os quelantes de Mn(lil), elas oxidam as
unidades fendlicas a radicais que podem levar a clivagem do carbono « aril. A
catdlise da lacase passa por 4 etapas de oxidacio, transferindo os elétrons do
oxigénio molecutar reduzindo-os a agua e retomando entdo a enzima ao seu
estado original. A lacase pode oxidar unidades n&o fendlicas da lignina quando
na presenca de substratos auxiliares como ABTS (2,2, azino -bis- 3 etiltiazolina-6-
sulfonato).
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O estudo da biodegradacéio de lignina vem sendo realizado através de
compostos modelos de lignina, utilizande enzimas ligninoliticas e fungos de
decomposicdo branca, como o Phanerochaete chrysosporium. Compostos como
vanilina, aldeido coniferilico, acido vanilico, acido benzoico entre outros, sdo
formados nas principais reagées que ocorrem na estrutura da macromolécula:'
clivagem oxidativa da cadeia lateral carbono o - carbono B e abertura oxidativa do
anel aromatico, figura 3.
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FIG. 1 - Estrutura possivel para a lignina, proposta por Adler [Fengel e Wegener, 1989).
Nota: Em destaque sdo indicados os termos utilizados para a nomenclatura de ligninas e
os tipos de ligagdo mais freqlientes entre unidades fenilpropano.
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FIG. 2 - Esquema ilustrativo da atuagdo das enzimas ligninoliticas presentes em

fungos de decomposicio branca.
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Fig. 3 - Esquema de um possivel caminho de degradag¢io por fungo de
subestruturas fendlica 5-5' envolvendo clivagem da ligago da cadeia lateral C, -

Cp e clivagem do anel aromatico.
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1.2 - Biodegradacao de Defensivos Agricolas

Os herbicidas quando expostos ao meio ambiente sofrem degradacao
quimica, fisica e bioldgica. A biodegradacio € a principal via de degradagéo de
muitos herbicidas no ambiente [Mackay e Betts,1989; Kearney e Kaufman, 1875].

Existe uma grande variedade de microrganismos capazes de degradar
herbicidas [Kearney e Kaufman, 1975, Soccot e col., 1995]. Varios estudos sobre
sua biodegradacao estdo sendo realizados, nos quais culturas puras, culturas
mistas e a propria microfiora do solo s&o os meios utilizados para a
biodegradacéao de herbicidas e de suas combinagdes.

A biodegradac&o de acidos fenoxiacéticos por bactérias ocorre por dois

caminhos principais, de acordo com o composto intermediario:

1 - Via fenol correspondente, na qual o 2,4-D sofre iniciaimente a perda da
cadeia alquilica por meio da clivagem oxidativa ocasionada pela enzima 2,4-D
mono oxigenase dando origem ao 2,4-dictorofenol [Helling e col., 1968, citado por
Ditzelmuler e col., 1989]. Este & orfo hidroxilado pela 2,4-diclorofenol hidrolase
gerando o 3,5-diclorocatecol [Bollag e col., 1968, citado por Ditzelmuler e col.,
1989). O catecol sofre clivagem orfo do anel aromatico dando origem ao acido
2,4-dicloromucdnico por meio da catecol 1,2-dioxigenase (conhecida como
pirocatecase) [Tiedje e col.,, 1969, citado por Ditzelmuler e col., 1989]. Outras
reaghes, como lactonizacdo e deslactonizacdo, vao ocorrendo e gerando os
demais metabdiitos mostrados na figura 4.

2 - Via acido hidroxifenoxiaceético, na qual 0 2,4-D é hidroxilado originando
o acido 2,4-dicloro-6-hidroxifenoxiacético. Este por clivagem da ligacdo éter perde
a cadeia alcandica gerando o 3,5-diclorocatecol. A partir da geracdo deste
metabdlito as duas vias degradativas passam a gerar os mesmos metabdlitos,
figura 4.

Baseados nas duas vias degradativas podemos observar a geragdo de
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diferentes metabdlitos no processo degradativo do 2,4-D.

Faukner e Woodcock [1965] utilizaram o fungo Aspergillus niger na
degradagéoc do 2,4-D e observaram a formagio do &cido 2 4-dicloro-5
hidroxifenoxiacético e o acido 2,5-dicloro-4-hidroxifenoxiacético, metabdlitos
semelhantes aos da via por bactérias, e o acido 2 4-dicloro-6-hidroxi
fenoxiacético. Ja Pieper e col. [1988] mostram 0 mesmo mecanismo da via fenol,
citada anteriormente, para a degradacdo do 2,4-D pela bactéria Alcaligenes
eutrophus JMP 134, cepa geneticamente modificada. Esta produziu as mesmas
enzimas inicialmente presentes na degradacdo do 2,4-D pela bactéria
Arthrobacter sp usada por Helling e col. [1968] e Tiedje e col. [1969). A reagdo de
degradacdo do DDT (1,1-bis (4-clorofenil) — 2,22-tricloroetano) por P
chrysosporium [Bumpus e col., 1983, citado por Pasczynski e Crawford, 1995]
ocorreu inicialmente através da hidroxilagéo e remogdo de cloro, enquanto pela
bactéria Alcaligenes eutrophus a etapa de hidroxilagio e clivagem do anel
aromatico ocorreu antes da remog&o do cloro [Nadeau e col., 1994, citado por
Pasczynski e Crawford 1995].

A biodegradacgioc dos pesticidas é bastante complexa e alguns fatores
fundamentais devem ser considerados:

a - A diversificagdo e complexidade das vias metabdlicas dos
microrganismos.

b - A suscetibilidade de pesticidas a biodegradagéo, a qual parece ser uma
propriedade intrinseca de cada composto, depende de caracteristicas estruturais
tais como grau de halogenagéo e outras [Mackay e Betts, 1989].

¢ - A conversdo do composto inicial em produtos estaveis ou prontamente
metabolizados, e a possibilidade destes produtos serem mais ou menos téxicos
em comparacao a0 seu precursor.

d - O tempo requerido para uma degradagdo substancial biolégica do
herbicida, que & extremamente varidvel, podendo ser de dias no caso de alguns
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compostos tais como os carbamatos, a anos como no caso do DDT [Mackay e
Betts, 1989].

%)
QCH2CO0H OH OH COOH COOH
1 1 cl OH ci COOH C COOH OOH
/
a Cl cl ¢l
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OCH>COOH l
Cl OH COOH
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Cl
0
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FIG4 - Esquema dos dois caminhos para a biodegradagdc do 2,4-D por
Pseudomonas sp e Arthobacter sp. A degradacgéo por Pseudomonas sp ocorre via
fenol correspondente (1). A degradag&o por Arthrobacter sp ocorre pela via acido
2,4-dicloro-6-hidroxi fenoxiacético (2) [Kearney e Kaufman, 1975].

O basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium é um fungo de degradagéo
branca que tem recebido bastante atengéio na degradacéo da lignina, bem como
de poluentes haloaromaticos [Paszczynski € Crawford, 1885]. Um exemplo de uso
do P.chrysosporium na degradacao e mineratizaco de compostos haloarométicos
foi o trabatho realizado por Yadav e Reddy [1993]. Eles estudaram a
mineralizagdo do 2,4-D e do &cido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) usando o
P.chrysosporium ME-446 (ATTCC) em meios oxigenados, agitados e estéticos,
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com alta e baixa concentragio de nitrogénio e a 37°C. A mineralizagéo foi
ensaiada em quatro combinagdes: ['*C} 2,4-D; ['%C] 2,4-D mais 2,4,5-T: [“C) 2,4 5-
T e; [*C] 2,4,5-T mais 2,4-D. As concentragbes foram de 5 mg/L para 2,4-D e 10
mg/l. para 2,4,5-T. O 24-D e 0 2,4,5-T foram simultaneamente mineralizados e
nenhuma inibicio na degradacdo foi observada. Pelo contrario, houve maior
mineralizac&o dos compostos quando ensaiados simultaneamente. Cerca de 36%
de mineralizag&o do 2,4-D puroc contra 46% quando na presenca de 2,4,5-T, e
24,9% de mineralizag&o de 2,4,5-T puro contra 36,8% na presenca do 2,4-D. A
mineralizacdo do ["C] 2,4-D a “CO, foi observada em culturas com baixas
concentragbes de nitrogénio, tanto para a adigéio do 2,4-D no tempo zero, quanto
para a adicdo a partir do sexto dia de cultivo. Estes resultados sugeriram que as
possiveis enzimas utilizadas na mineralizagdo do 2,4-D s&o produzidas
continuamente e n&o é necessario uma adaptagdio do microrganismo para a
degradag&o do herbicida. Apds o 9° dia de cultivo em meio com baixa quantidade
de nitrogénio houve uma substancial diminuicdo na mineralizagéo do 2,4-D.
Nestas condigdes foi adicionado glicose ao meio. O resultado foi um acentuado
aumento na taxa de mineralizagfo. Isso sustentou a extensiva degradacdo e
mineralizacdo do 2,4-D em meio com aita quantidade de nitrogénio e em meio
contendo extrato de malte. Ensaios de determinacgdo de lignina peroxidase (LiP) e
manganés peroxidase (MnP) revelaram a produgio dessas enzimas em meio com
baixa concentragdo de nitrogénio porém, sua auséncia em meio com alta
concentragéo de nitrogénio @ em meio com extrato de malte. Tanto a degradacdo
como a mineralizac&o ocorreram nos 3 meios, sendo mais acentuada no meio
com alta concentragdo de nitrogénio e exirato de malte. Isso sugere que as
enzimas LiP e MnP n&o s&o requeridas para degradar 2,4-D. Os experimentos
realizados com um mutante de P.chrysosporium, incapaz de produzir LiP e MnP,
confirmaram esta idéia. A degradag&o do 2,4-D em meioc contendo extrato de
malte foi maior em sistema sob agitagéo (48%) do que em sistema estatico (36%).
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O aumento da biodegradacic de DA com o enriquecimento do meio, como
itustrado anteriormente [Yadav e Reddy, 1993], foi também observado em um soio
pobre em matéria organica (iatossolo vermelho-amareto) [Musumeci, 1992, citado
por Soccol e col.,, 1995). A adigde de sacarose ao solo acelerou a degradagdo de
carbaril (1-naftil metil carbamato) . Esse foi degradado em seis semanas contra 10
semanas no mesmo solo ndo enriquecido. Sua mineralizacdo também foi
favorecida, pois apds 21 dias, a liberagdo de CO, foi cerca de 20 vezes maior do
que no solo N0 enriquecido.

De acordo com a complexidade das vias metabdlicas, existem evidéncias
de que a biodegradagéo de um herbicida ocorre com a formagéo de metabdlitos
distintos, de acordo com o sistema microbiologico empregado.

Ryan e Bumpus [1989] estudaram a biodegradagdo do (2,4,5-T) por P.
chrysosporium e compararam os resuitados com sistemas bacterioldgicos de
degradac&o. A biodegradacdo foi realizada em meio limitado em nitrog&nio
(tartarato de amdnio 1,2 mM) e em meio com nitrogénio em excesso (tartarato de
amonio 12 mM). O 2,4,5-T foi mineralizado por P. chrysosporium, o que no
ocorre durante a biodegradacéo por bactérias. A segunda diferenca entre os dois
sistemas refere-se & capacidade biodegradativa das bactérias. A biodegradaggo
bacteriolégica € frequentemente induzida pelo substrato e ocorre apds
prolongado tempo de incubagdo. Em contraste, a biodegradagéo do 2,4,5-T a
CO2 por P. chrysosporium ocorreu tanto quando ele foi incubado no inicio da

cultura, como quando foi adicionado ao meio apos o crescimento do fungo.
Fatores considerados por varios autores bastante como relevantes na
degradacéo de pesticidas sdo as caracteristicas fisicas e quimicas dos solos
como: temperatura, pH, umidade, quantidade de matéria organica, etc. Uma
grande parte dos trabalhos encontrados na literatura defende esta idéia
[Blumhorst e Weber, 1994, Racke, 1990, citados por Soccol e col., 1995). Porém

Chanay e Foumnier [1994) defenderam uma idéia contraria a2 esta, em um estudo
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realizado com o inseticida carbofuran (2,3-dihidroxi-2,2-dimetibenzofurano), em
diferentes solos franceses. Nesse estudo foi realizada uma anélise estatistica
multivariada, envolvendo: tempo de meia-vida do inseticida, histéria de aplicagéo
anterior do inseticida no solo, caracteristicas fisicas e quimicas do solo (pH,
quantidade de material organico, umidade equivalente, nUmerc de
microrganismos capazes de degradar carbofuran, etc). Os resultados obtidos
reveiaram baixas correlagbes entre as caracteristicas do solo e a degradagéo do
inseticida, revelando assim que as caracteristicas fisicas e quimicas do soio,
exceto pH, n&o exerceram influéncia significativa na degradagédo do carbofuran.
Em solos inicialmente desinfectados com cloroférmio, 0 pH apresentou um
coeficiente de correlagéo de 0,80. Também foi observada uma pequena
correlac@o entre o tamanho inicial da populagéo de microrganismos capazes de
degradar carbofuran, e a taxa méaxima de degradagfio do carbofuran apés o
segundo tratamento do solo com ¢ inseticida.

Outro trabalho evidenciando a influéncia do pH na degradagio de
pesticidas foi realizado medindo-se a degradagao do herbicida 2,4-D em solos
com diferentes pH. Na faixa de 8,5 a 5,0 a meia vida pouco mudou, variando de 5
a 8 dias. A pH 4,5 a meia vida aumentou para 21 dias e a pH 4,0 aumentou para
41 dias [Kearney e Kaufman, 1975].

Greer e Shelton [1992) defendem a idéia da influéncia da matéria organica
(MO) na degradag&o dos defensivos agricolas. Eles associaram a quantidade de
MO com os fendbmenos de adsorcéo e dessorgdo do DA. Um dos trabalhos que
contribuiu com esta tese, foi a biodegradagéo do 2,4-D em solos com diferentes
quantidades de MO. Os ensaios foram realizados a 25 - 27°C em solos com 14 e
1,6% de MO [Greer e col., 1992]. Foram utilizadas duas cepas de bactérias, Ml e
155. As concentragdes de 2,4-D foram 1, 10 e 100 ug/g de solo Umido para os
ensaios em soic com 1,6% de MO, e 100 pg/g de solo imido, para 0s ensaios
com 14% de MO. Os solos foram trabalhados em suas capacidades de campo, 57
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para solo com 14% de MO e 10 para solo com 1,6% de MO, e a pH entre 6,8-7. A
concentracée inicial de 2,4-D na fase solivel (umidade do solo proveniente da
capacidade de campo) foi de 60 e 600 pg/mL para as concentracoes de 10 e 100
ug de 2,4-D por g de solo, respectivamente. As taxas de degradacdo foram
geralmente similares para as duas cepas em solo com 1,6% de MO, tendo
ocorrido preferencialmente na fase solivel e nas primeiras 20 horas. A partir
dessa etapa, a degradacdo ocorreu simuitaneamente nas duas fases do solo,
soluvel e sorvida (2,4-D adsorvido no solo). Para as concentragdes de 1 ug/mL, a
degradag@o ocorreu em 30 horas. Maior degradacdo foi observada na fase
solivel e com a cepa MI. Para solos com 14% de MO, 100 ug de 2,4-D/g de solo
umido na presenca de MI, a frag&o inicial de 2,4-D adsorvido no solo foi de 90%.
O 24D adsorvidc e dessorvido foi aparentemente  metabolizado
simultaneamente, ap6s 70 horas de inoculacdo. Na fase soltvel a degradacao
alcangou valores inferiores ao limite de detecgiio porém, na fase adsorvida foram
encontrados 5% de 2,4-D residual. Um monitoramento da degradacio do 2,4-D
também foi realizado utilizando a microflora natural do solo. Cerca de 10% de
degradacéo foi observado apds 10 dias em solo com 1,6% de MO porém,
nenhuma degradacdo significativa foi observada no solo com 14% MO no
intervalo de 45 dias. A menor habilidade de degradag&o do solo com 14% em MO
foi atribuida a uma menor taxa de dessorcdo do 2,4-D do solo e ao crescimento
do microrganismo em condigdes de baixa disponibilidade de fonte energeética.

Os xenobidticos uma vez no solo estdo sujeitos a interagbes quimicas e
fisicas com a superficie ou com o interior (complexos tridimensionais) de
substancias minerais ou organicas. Essas interagdes, podem reduzir a
biodegradac&o dos xenobitticos no solo [Scow e Johnson, 19897]. Este fendmeno
estd correlacionado com a biodisponibilidade do xenobiético a microflora presente
no solo. A biodisponibilidade de um xenobidtico no solo é controlada pelos
processos de adsorgéo, desorgdo, difusdo e solubilidade. A taxa de degradacéo
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de poluentes nao biodisponiveis & usualmente mais lenta do que o mesmo sob a
forma soldivel, ou seja disponivel, [Rijnararts e col., 1991, Ogram e col., 1985,
citados por Scow e Johnson, 1997].

Aparentemente a degradag&o dos DA é afetada pela historia de suas
sucessivas aplicagdes. Em um trabalho realizado para verificar esse fendmeno
[Bromilow e col., 1896] utilizou-se solos tratados durante 20 anos com 5 diferentes
DA, sendo eles herbicidas, inseticidas e nematicidas. Nesse estudo observou-se
que somente o aldicarb [2-meti- 2-(metiitio)-propionaldeido] apresentou um
aumento significativo de sua meia vida quando re-incubado no solo em questéo.
Também nesse estudo, o inseticida clorofenvinfo ndo apresentou nenhuma
alteragéo no tempo de meia vida porém, em outro estudo similar, com diferente
solo [Rouchaud e col., 1989, citado por Bromilow e col., 1996], o clorofenvinfo
teve sua meia vida diminuida.

Musumeci [1992] citado por Soccol e col. [1995] relatou que a vida média
do paration (O,0-dietil-O-4-nitrofenil fosforotiato) em solo gley-imido, com 10
sucessivas aplicagdes, ndo alterou sua vida média. A Unica diferenca encontrada
entre os solos com e sem sucessivas aplicagbes foi a presenca de um
actinomiceto, Nocardia sp. Esse microrganismo foi isolado do solo e degradou o
paration no seu metabdlito, nitrofenol.

Diante da diversificacdo comportamental dos sistemas de degradagio
biolégica, utilizando um ou mais pesticidas, o fator suscetibilidade do pesticida &
biodegradacéio em fungdo da estrutura quimica do composto é de importante
relevancia neste amplo e complexo estudo de biodegradagéo.

Alexander e Lustigman [1966] estudaram a degradacdo bioldgica de
benzenos mono e dissubstituidos. Os compostos derivados do benzeno foram
individuaimente usados, como (nica fonte de carbono, em soluges aquosas de
sais minerais, utilizando microrganismos extraidos do solo. O composto foi

considerado degradado quando a sua absorbancia no UV desapareceu por
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completo. O fenol e o benzoato foram degradados rapidamente, apods
aproximadamente 1 dia de incubacgdo. A anilina e o aniso! foram menos atacados,
4 e 8 dias de incubagio, respectivamente. O benzenossuifonato e o nitrobenzeno
foram os mais resistentes & degradagiio, 16 e 64 dias de incubagio
respectivamente. Assim, parece que os grupos hidroxilas e carbonilas foram os
mais favoraveis, e 0s grupos sulfonatos e nitratos menos favoraveis na
biodegradagédo de anéis arométicos monossubstituidos.

Um efeito na biodegradagéo em fungéo da estrutura guimica também foi
evidente entre os benzenos dissubstituidos, tabela 1 [Alexander e Lustigman
1966]. Nenhum dos 13 compostos sulfonatos e nove dentre dos 13 compostos
clorosubstituidos n&o foram degradados em menos de 2 semanas. Os 2 (nicos
compostos deste grupo (clorosubstituido) metabolizados em 16 dias foram os
para substituidos. Os compostos nitrados apresentaram-se bastante resistentes,
exceto os contendo uma carbonila ou hidroxila fendlica. A maioria das anilinas
substituidas ndo se comportou como substrato nestas condi¢cdes. Sete dos anisodis
foram também largamente inertes, mas seis deles continham grupos substituintes
nitro ou amino. Similarmente 4 dos 13 toluenos ndo foram degradados dentro de
um periodo de B4 dias. As 4 moléculas resistentes possuiam um grupo nitro ou
um sulfato.
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Segundo substituinte Primeiro  substituinte
Tipo posicho COOH OH  NOg NHz OCH3 Cl OCH: SOgM
COOH o 2 2 8 2 16 >64 4 > 64
m 8 2 »84 >64 2 32 16 >64
p 2 1 4 8 8 64 > 64
OH o 1 > 64 4 1 >64 4
m 8 4 > 64 1 »64 16
p 16 1 16 8 32
NOo o > 64 >84 > B4 >54 > 54 »64
> 64 >B4 > 64 >54 > 64 > 64
> 64 > 64 > 64 >54 > 64 > 64
NH:z o > 64 64 >54 > 64 > 64
m > 64 8 >64 >64 > 64
P 4 >64 64 > 64
OCHs o 8
m > 32
P 8
SOsH o > 64 > 64
m 16
P

Os valores numéricos 580 os dias necessarios para a total perda da absorbancia

A persisténcia do DDT, DA mais freqlentemente encontrado no meio
ambiente, &€ também atribuida & estrutura quimica, pois as posi¢des dos grupos
clorados na molécula confere grande estabilidade ac composto [Musumeci, 1992,

citado por Soccot e col., 1995].

O extensivo uso de DA em jardins e gramados, 30.000 toneladas nos
Estados Unidos em 1995, torna a biodegradac&o dos residuos provenientes
desses uma questdo importante. Desses DA o 2,4-D é o mais comumente

empregado em gramados residenciais. Baseado nesta questdo, Michel e col.

[1995), estudaram a biodegradacéo do 2,4-D presente em residuos residenciais
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formados por folhas e gramas. Esse residuo foi seco a 37°C até aproximadamente
7% de umidade, moido e ¢ 2,4-D marcado e ndo marcado foi adicionado para
obter uma concentragdo de 17 mg/kg de residuo seco. Esta mistura em
quantidade suficiente para obter 200 g em 2,4-D, foi adicionada a um biorreator
de 2 L e aerado com ar umido. A temperatura foi medida chegando a atingir uma
faixa entre 50-80°C nos primeiros 8 a 10 dias e 60 - 70°C no fim de 80 dias. A

degradacédo ocorreu sem a adicdo de microrganismos exégenos. A mineralizacdo

do 2,4-D foi de 27% no 10° dia, atingindo 47% + 6% no 50° dia. A analise do 14¢
demostrou que 23% estava sob a forma de acido himico e 19 5% nao foi

extraidos. Uma analise da massa molecular da fase exiraida do residuoc apds

biodegradag&o, revelou que 70% do 14C presente tinha massa molecular maior
que 1600 e os 30% restantes, massa de 700. Baseados na massa molecular do
2,4-D (221) os autores sugerem que parte do 2,4-D adicionado foi convertido a
acido humico de alta massa molecular durante o processo. A analise do controle
abidtico do processo revelou a auséncia de mineralizagdo, € uma pequena
conversao do 2,4-D a acido humico. Baseados neste resultado os autores
sugerem que a humificagdo do 2,4-D durante o processo de compostagem é
principalmente um processo de biolégico, e que o 24-D ndo extraide sob
condi¢hes abidticas foi devido primariamente a um processo de adsorgdo. A
degradacac do 2,4-D em um processo de compostagem, sugere a presenca de
microrganismos diferentes dos encontrados no solo, haja visto que as taxas de
degradacéo s&o alteradas em solos com alto teor de MO. Outra hipétese é que no
processo de compostagem a matéria organica apresenta maior umidade quando
comparado ao solo, o que levaria a um rapido equilibrio de particdo do 2,4-D
adsorvido e dessorvido, resultando em uma degradacao efetiva.

Qutro trabalho utilizando residuos vegetais foi realizado por Zablotowicz e

col. [1998]. Eles empregaram o herbicida 2,4-D, residuos de centeio (Lofium
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muftiforum Lan) e de uma leguminosa usada como pasto (Hairy Vetch — Vicia
viliosa Roth), e para fins comparativos, solo. A microflora associada com os
residuos vegetais foi 100 vezes maiores do que a do solo, sendo que suas
atividades microbiais foram 6 vezes maior do que a do soio. No entanto o 2,4-D
incubado com esses residuos vegetais sofreu menores valores de degradacio.
Apds 14 dias de ensaio foi obtido 78-82% versus 28-40% de mineralizagdo do
2,4-D ["*C da carboxila] e 48-60% versus 5-7% de mineralizagdo do 2,4-D ['“C do
anel} em solo e em residuos vegetais, respectivamente. Os autores atribuiram os
menores valores de degradagéo do 2,4-D nos residuos vegetais a uma limitada
disponibilidade do herbicida a microflora presente.

Varios trabalhos na literatura tem considerado a umidade como parametro
fundamental na degradacéo de DA em solo. A disponibilidade de agua no solo
afeta a atividade das espécies, a sobrevivéncia, 0 movimento e a atividade dos
microrganismos {Lynch 1986). Segundo Felson e Shelton [1993] citado por Soccol
e col. {1995] maior umidade de solo favorece a degradacéo bioldgica, sendo isto
mais devido ao estado fisiologico do microrganismo do que & dessorgdo do
produto adsorvido ao solo.

Cattaneo e col. [1997] estudaram a degradagio de 2,4-D em colunas de
solo, sendo as menores degradacdes obtidas a 6 % de umidade e nenhuma
abaixo desta. Porém, a 40% de umidade foi observada uma densidade
populacional microbiana (Burkholderia cepacia BRIGO01L) 4 vezes maior e uma
degradacio 10 vezes maior do que a obtida a 6% de umidade.

Soccol [1995] observou a permanéncia do lindano ( hexachlorociciohexano)
em solo umido-argiloso e em soio arenoso. Apds 3 anos de aplicagdo, de 10 a
14% do lindano estava presente no solo argiloso enquanto que em solo arenoso
havia cerca de 10% ap6s 14 anos.

Petersen e col. [1995] citado por Scow e Johnson [1997] ndo observaram
nenhuma degradacgéao de tolueno e tricloroetileno em solos com umidade igual ou
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abaixo de 5%.

Na busca de utilizar suspensdes de solo para estimar a quantidade de
biomassa necessaria e o tempo requerido para remover atrazina (2-cloro-4
etilamino-6-isopropilamino-s triazina) de solo, Wenk e col. [1998] comprovaram
mais uma vez que o contetdo de agua no solo e a quantidade de microrganismos
séo fatores relevantes no processo de biodegradacio. Sistemas formados de
suspens&o de solo (100 g de solo, 200 mL de agua e diferentes concentragbes de
atrazina) foram incubados por 7 dias. Apds este periodo, as suspensdes com
diferentes concentragcbes de Pseudomonas sp (5; 0,3 e 0,03 g/kg de solo) foram
adicionadas aos sistemas. O nivel de atrazina diminuiu no primeiro dia para niveis
nao detectaveis em ambas as fases, aquosa e sélida, quando 5 e 0,3 g de
bactéria/Kg de solo foram usados. Porém, com 0,03 g de bactéria/lKg de solo a
degradacdo ocorreu num intervalo de tempo maior, 5 dias. Nenhum
desaparecimento significativo foi observado em solo n3o inocuiado. A fim de
avaliar a biodisponibilidade do herbicida no solo em fungéo do tempo, diferentes
concentragOes de atrazina (20; 5; 2,5 e 1 mg/L) foram mantidas por longos tempos
em solucdo de solo estéril. Passados os intervalos de 103 e 260 dias, indculos
com diferentes concentragbes de Pseudomonas sp (0,01 e 1 g/Kg de solo) foram
adicionados as suspensbes de solo. Sete dias apds a inoculagio as
concentracbes de atrazina na fase aguosa foram encontradas abaixo do Jimite de
deteccdo. Porém, ainda foram detectadas quantidades de atrazina na fase solida.
Este dltimo resultado pode ser fruto da auséncia da disponibilidade do herbicida
adsorvido na fase solida. O fendmeno de adsorséo da atrazina na fase sélida foi
observado em experimentos realizados em suspensio de solo, onde a
concentracado de atrazina diminuiu em amostras néo inoculadas sob longos
tempos de incubagdo. O coeficiente de adsorsdo em solugio de solo para 7, 24,
40, 104 e 260 dias foram 0,69; 1,43; 1,66; 1,61 e 1,27 mg/Kg, respectivamente. O
aumento dos coeficientes demonstraram uma maior fixacdo do herbicida ao solo
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com o passar do tempo. Este fendbmeno pode explicar a total degradagéo da
atrazina tanto na fase liquida como na fase sélida para os experimentos
realizados com um menor tempo de inoculagio do herbicida, 7 dias. Ensaios em
solo com 60% de umidade, empregando diferentes concentrages de
Pseudomonas sp, 1; 0,1 e 0,01 g/Kg de solo, foram realizados. As taxas de
eliminagéo de atrazina foram maiores para as maiores quantidades de biomassa.
A degradag&o mais lenta da atrazina em solo do que na suspensdo de solo foi
atribuida & menor mobilidade do microrganismo e & menor difusao do herbicida no
solo.

Veeh e col. [1996] utilizaram dois modelos mateméticos a fim de descrever
os efeitos das diferentes profundidades e temperaturas do solo (regidoc de
Montana, USA) sobre a biodegradagéo do 2,4-D. Os ensaios de degradagdo do
herbicida (0,67 Kg/ha) foram realizados as temperaturas de 10, 17 e 24°C
empregando diferentes profundidades de solo 0-30, 30-60 e 60-120 cm, e
mantidos a 33% de umidade. Os dois modelos cinéticos s3o baseados em
mecanismos de degradagédo distinto [Alexander e Scow,1989). As equagbes de
Charackiis [1990], forneceram um excelente ajuste aos dados experimentais,
apresentando um valor de coeficiente de correlaggo (%) igual a 0,99. Ja o ajuste
dos dados a curva do modelo de primeira ordem foi mais pobre. O melhor ajuste
dos dados ao modelo usando as equagdes de Characklis foi atribuido ao fato de
que este descreve a cinética de degradac&c microbiana, tipicamente observada
quando a populacéo é exposta a um novo substrato, isto &, uma fase “lag® (fase
de laténcia) dando uma curva de degradagio na forma de S. A degradacdo do
2,4-D medida em termos de CO, acumulado apresentou uma fase “lag® inicial em
todos os tratamentos. Esta fase “lag” tem sido caracterizada como periodo de
adaptac&o em que as enzimas necesséarias a degradac¢&o do substrato e de seus
metabdlitos s&o sintetizadas [Torstensson 1978, citado por Veeh e coi., 1997). Foi
observado um aumento na fase lag e um decréscimo na taxa de degradac&o do
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2,4-D com um aumento da profundidade em ambos os solos usados. As
constantes de degradacg&o diminuiram com o aumento da profundidade, 5,3X10°
para 0-30 cm de profundidade, 1,2X10™ para 30-60 cm de profundidade e 5,0X10°
® para 60-120 cm de profundidade, para os ensaios realizados a 10°C, sendo que
0 mesmo efeito foi observado nas demais temperaturas empregadas. A meia vida,
caiculada pelo modelo de primeira ordem, aumentou significativamente com o
aumento da profundidade do solo, 7, 273 e 593 (dias) para 0-30, 30-60 e 60-120
cm respectivamente. Também foi observado um decréscimo nos coeficientes de
degradagdo com a profundidade, que foi consistente com ao decréscimo na
populagéo das bactérias. Com o decréscimo de temperatura foi verificado um
aumento na fase ‘“lag” e um decréscimo na taxa de degradagdo em ambos os
solos. Estes resultados demostraram a importancia de considerar a flutuagao da
temperatura nos modelos matematicos usados para predizer o destino de
compostos organicos em solo.

Os experimentos para determinar o numero de bactérias capaz de
degradar 2,4-D, realizados por contagem em placa, revelaram uma diminuigdo
destas com as profundidades dos solo [Veeh e col., 1996]. Foi realizada uma
regresséo linear para correlacionar unidades de coldnias formadas versus %
carbono orgéanico. Uma correlagdo positiva foi obtida em ambos os solos, com
valores de r* 0,61 para 0 meio de cultura com 2,4-D e 0,75 para o meio sem
adi¢do de 2,4-D. Outros resultados similares foram obtidos por Lavy e col. [1973]
e por Foster e McKercher {1973]. De acordo com os autores, os resultados
sugeriram que uma mudanga no teor de carbono orgénico como uma fungdo da
profundidade pode ser um indicador da atividade biol6gica e, subseqientemente,
mudangas nas taxas de degradagéo em fungdo da profundidade. Uma forte
correlacao negativa foi observada ao relacionar valores de tempo de meia vida do
2,4-D e teor carbono organico para todas as profundidades de solo testados nos
tratamentos a 17 e 24°C. Os valores de r* foram de 0,88 e 0,94 para 17 e 24°C,
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respectivamente. Estes resultados revelaram uma correlagio positiva entre as
taxas de degradag&o e o carbono organico. Estes resultados s&o contrarios as
teses que um aumento na matéria organica diminui a disponibilidade do substrato
ao microrganismos, levando a uma diminuiciio na degradagdo, Smith e Muir,
{1980] e Stott e col. [1983]. Veeh e col. [1996] sugerem que mudangas no teor de
carbono orgénico como uma fungdio da profundidade, que foi considerado como
um indicador da atividade microbiana, resultaram na correlagédo positiva entre teor
de carbono organico e taxa de degradacéo.

Além das diversas maneiras possiveis de utilizar as cepas dos diversos
microrganismos disponiveis na natureza, conforme citado inicialmente neste texto,
0 emprego de cepas modificadas geneticamente vem sendo desenvolvido.

Haugland e col. [1890] estudaram a biodegradacdo de herbicidas
fenoxiacético clorados através de cultura pura e mista de bactérias. A
biodegradagéo do 2,4-D e do 2,4,5-T puros ou combinados foi estudada utilizando
Cepas puras de Pseudomonas cepacia (AC1100), Alcaligenes eutrophus (JMP
134), mistura de AC1100 e JMP143 e ainda uma cepa derivada da recombinagéo
genética de AC1100 e JPM134 (RHJ). Os estudos foram realizados em meio
basal suplementado com 2,4,5-T ou 2,4-D, ou ainda mistura de 2,4-D e 2,45-T
como fonte de carbono para culturas puras ou combinadas. Os resultados obtidos
revelaram que as suspensdes de células AC1100 degradaram significativamente
2,4,5-T (96% de degradagio), mas mostraram fraca capacidade para degradar
24-D (28% de degradagfio). JA4 as suspensdes de células de JMP134
degradaram significativamente 2,4-D (100% de degradagdo) e mostraram
nenhuma atividade para 2,4,5-T. Misturas de suspensdes de células AC1100 e
JMP134 degradaram significativamente 2,4,5-T e 2,4-D, 100% de degradagéo
para ambos, quando tratados separadamente porém, 0 mesmo ndo ocorreu com a
mistura 2.4-D e 2,4,5-T, 45 e 44% de degradagio, respectivamente. A cepa
derivada da recombinagdo genética RHJ, degradou 2,4-D e 2,4,5-T tratados
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individualmente ou em combinag3o. A inibicdo da degradagio do 2,4,5-T quando
na presenga de 2,4-D ulilizando AC1100 é atribuida & acumulagdo de
clorohidroquinona que, por sua vez, inibe a formagéo de clorohidroxiquinona que
acredita-se ser um substrato para a dioxigenase do anel aromético. Quando as
células de AC1100 e JMP134 sdo expostas a ambos os substratos 2,4,5-T e 2,4-
D, a produtividade do catabolismo do 2,4-D via 2,4-diclorofenol e 3,5-
diclorocatecol, que ocorre através do JMP134, ndo compete efetivamente com o
catabolismo final do 2,4-D por meio da AC1100. A consequéncia é a acumulagdo
de clorohidroquinona e clorofendis. A simultanea degradacso do 2,4-D e 2,4,5-T
pela RHJ1, foi atribuida a independéncia dos caminhos metabdlicos desses
compostos na presenga de RHJ1.

A vasta literatura sobre o processo biodegradativo de DA em solos e pela
microflora que os compdem ainda carece de conclusdes definitivas sobre o efeito
de caracteristicas fisico-quimicas dos solos sobre a taxa de degradagdo dos DA.
De qualquer forma, é evidente que a biodegradabilidade de DA adsorvidos na
fase solida do soio ou disponiveis na fase liquida é bastante diferenciada. Em
geral os DA sd@o prontamente degradados quando na fase liquida e sdo
recalcitrantes quando adsorvidos na fase sélida. Todas as variaveis que afetam
esse equilibrio parecem alterar simultaneamente a biodegradabilidade dos DA.

O uso de FLC é uma atividade agricola recente e pouco se sabe sobre a
degradabilidade dos DA ocluidos nas diversas matrizes de liberacéo controlada
existentes. Certamente, as FLC tornam os DA menos disponiveis & microflora,
pois os detém adsorvidos ou fisicamente retidos e com isso, menor concentragio
dos DA vai para a fase liquida do solo. Por outro lado, a liberagdo do DA em
pequenas concentragcbes pode levar a taxas que sdo mais faciimente
biodegradaveis (concentragdo ndo toxica a microfiora local) ou ainda, levar ao
estimulo de uma microflora com habilidade degradativa em detrimento de outra

sem a mesma habilidade.
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Dentro desse contexto, a proposta deste trabalho é avaliar se a
biodegradabilidade do herbicida 2,4-D formulado com lignina em sistemas de
liberagdo controlada é alterada em comparagdo com o mesmo herbicida
disponivel na forma pura, isento de aditivos ou matrizes de formulagdo.
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Il - Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar se formulagdes de liberagéo controlada
a base de lignina podem minimizar ou inibir a biodegradagso do herbicida 2,4-D.

Para atingir esse objetivo foram realizadas as seguintes etapas:

- Obtengéo das formulagdes de liberagéo controlada.

- Degradago da formulagdo 2,4-Dflignina pelos microrganismos
Pseudomonas putida (P.putida) e Phanerochaete chrysosporium (P.
chrysosporium).

- Degradacg&o da FLC 2,4-D/lignina pela microflora do solo.
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Il - Parte experimental
Iil.1 - Obtengdio da formulagao

A lignina de bagaco de cana utilizada como matriz para a FLC foi obtida em
escala piloto nas instalagbes do Departamento de Biotecnologia da FAENQUIL,
em trabalho prévio ac desenvolvimento desta tese [Silva e Wilkins, 1992].

A formulagéo foi obtida por fuséo do 2,4-D grau técnico (97% de pureza),
em uma cuba de ago inox imersa em um banho de silicone a 170-172°C
[Souza,1994). Apés a fusdo do 2,4-D (2,25 g), foram adicionadas 2,75 g de lignina
de bagaco de cana. A mistura foi vigorosamente agitada com auxilio de uma
espatula metalica. Apés a homogeneizagfo, a temperatura real da formulacéo,
medida através de termopar, variou entre 135 e 136°C. Apds 10 min de
processamento, a formulagdo foi resfriada, triturada e peneirada. Grios de
dimensdes entre 0,71 e 1,00 mm de didmetro, foram empregados nos ensaios do
presente trabalho.

lil.2 - Ensaio de degradag¢ao do 2,4-D por microrganismos
lil.2.1 - Ensaio de degradacdo do 2,4-D por P. chrysosporium

A cepa estoque de P. chrysosporium BKM-F1767 foi inoculada antes de
cada experimento em meio agar-extrato de maite (2%) a 37°C por 5 dias [Esposito
e col ,1991].

Uma suspenséo aquosa de P.chrysosporium, de volume e concentragdo
suficientes para a obtengdo de 1,65 x 107 esporos, foi adicionada aos frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 75 mL de meio de cultura composto de tampéo
tartarato de amonia (0,02 mol/L), glicose (10%) e solugéo de vitaminas, a pH 4.5.
Estes frascos foram mantidos a 37°C, 200 rpm e aerados por 10 min em intervalos
de tempos definidos (171 mL de O./h), até o total consumo da glicose [Linko e
Haapala,1993). Apds 0 consumo da glicose e consequentemente o crescimento
do fungo, o0 2,4-D em diferentes concentragdes (5, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 mg/L)
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foi adicionado ac meio e os frascos foram agitados a 60 rpm para o restante do
experimento.

A determinagio da glicose no meio de cultura de cada experimento foi
realizada pelo método de Nelson [Nelson,1944].

Hl.2.2 ~ Degradagéo do 2,4-D por P. putida (CCT.0548T)

A re-hidratag&o da bactéria foi realizada em 1 mL de agua estéril durante
30 min. O crescimento da bactéria foi realizado durante 48 horas a 30°C em meio
nutriente de Broth 8 g/l (37,5% de extrato de carne e 62,5% de peptona).

0 2,4-D grau técnico em quantidade suficiente para obter concentragdes de
10, 40 e 80 mgl/L, foi acrescentado a solugbes de nutriente de Broth,
concentrago final de 4,5 g/L. Este sistema, inoculado com P.putida, foi mantido a
37°C e 60 rpm durante 5 dias.

O monitoramento do desaparecimento do 2,4-D foi realizado por CLAE, de
acordo com o procedimento descrito no item [11.7.

A degradagdo da formulagdo 2,4-Dflignina foi realizada em condi¢es
similares ao 2,4-D grau técnico. Quantidades de formulagéo suficientes para obter
concentragbes de 10 e 100 mg/L de 2,4-D, se houvesse total liberag&o inicial,
foram mantidas sob agitacéo de 60 rpm, durante 5 dias.

O monitoramento do desaparecimento do 2,4-D foi realizado por CLAE, de
acordo com o procedimento descrito no item I11.7.

lil. 2.3 - Determinacao das enzimas extracelulares
.2.3.1 - Manganés peroxidase

A determinacéo da atividade de manganés peroxidase foi baseada na
metodologia de Kuwahara e col. [1984]. A 500uL de amostra previamente filtrada
foram adicionados 100 ul. de vermelho de fenol 0,1%, 100 uL de lactato
de sddio 25 mmol/L, 200 plL de albumina bovina 0,1%, 50 uL de sulfato de

manganés 2 mmol e 50 pl de perdxido de hidrogénio 2 mmol/L. Esta mistura
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reagiu durante 5 min a 30°C. A interrupgdo da reagéo foi realizada com a adigo
de 40ulL de hidroxido de sbédio. A atividade enzimatica foi medida
espectroscopicamente, e a absor¢do foi medida em 610 nm. Um branco para
zerar o aparelho foi preparado com o0s mesmos constituintes do meio onde
ocorreu a degradacéo, porém sem a presenca do fungo e do 2,4-D.

IH.2.3.2 - Lignina peroxidase

A atividade de lignina peroxidase foi determinada pela oxidac&o do alcool
veratrilico segundo a metodologia descrita por Tien e Kirk [1984)]. Os reagentes
foram adicionados na seguinte sequéncia: 250 pL de amostra, 375 ulL de tampéo
tartarato de sédio 0,33 mol/L (pH 3,0), 450 ul de agua destilada, 125 pL de aicool
veratrilico 0,4 mmol/L. e 50 pL perdxido de hidrogénio 0,4 mmol/L. imediatamente
apds a adigdo dos reagentes, a atividade foi determinada espectroscopicamente e
a absorbancia medida em 310 nm durante 5 min.

Ill. 2.4 — Determinagao das enzimas intracelulares

Como se trata de enzimas intracelulares, o primeiro passo deste
experimento foi libera-las do interior da célula através da quebra da parede
celular pelo método de sonicacéo.

A sonicagéo foi baseada no método publicado por McMuitan e Quin [1992).
Apds o intervalo de tempo de degradagao, o meio de cultura foi centrifugado
durante 20 min a 5°C e 200 rpm em uma centrifuga BECKMAN J2-21. A massa de
bactérias obtida foi sonicada na presencga de 10 mL de tampéao tris, pH 9 em um
sonicador ultra-som da COLE-PARMER modeto 4710. O processo de sonicagio
foi realizado empregando ciclos de 30 s com 15 pulsos, durante 4 minutos.
Durante o processo de sonica¢io a suspensdo contendo as bactérias foi mantida
a baixa temperatura utilizando um banho de gelo. Ap6s sonicacdo as amostras
foram novamente centrifugadas e o sobrenadante foi analisado para as enzimas

pirocatecase e metapirocatecase.
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Nl.2.4.1 - Pirocatecase

A determinagdo da atividade enzimatica foi baseada na metodologia
descrita por Nakasawa e Nakasawa [1970). Em uma cubeta de 3 mL foram
adicionados 1940 nl de fosfato de sédio 8,1 mol/L pH 7,5 , 60 pL catecol 0,01
mol/k e 1000 ut de caldo enzimético obtido do processo de sonicacao da
bactéria. Em seguida esta mistura foi submetida a leitura em espectrofotdmetro
BECKMAN,
modelo DU 640B, em 260 nm, durante 3 minutos com leitura a cada 30 segundos
a 24°C. Uma mistura similar porém, sem a adicdo de catecol, foi usada como
branco. Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima que
produz 1 umol de acido mucbnico por minuto a 24°C.

Iii.2.4.2 - Metapirocatecase

A determinagdo da atividade enzimatica foi baseada na metodoiogia
descrita por Nozaki [1870]. Em uma cubeta de 3 mL foram adicionados 1900 rl
fosfato de sddio 0,05 mol/L pH 7,5, 100 pL catecol 0,01 mol/L e 1000 uL de caldo
enzimatico obtido do processo de sonicagdo da bactéria. Em seguida a mistura foi
submetida & leitura em espectrofotdmetro BECKMAN, modelo DU 640B, em 375
nm, durante 3 minutos com leitura a cada 30 segundos a 24°C. Uma mistura
similar porém, sem a adicio de catecol, foi usada como branco. Uma unidade de
atividade & definida como a quantidade de enzima que oxida 1 umol de catecol
por minuto a 24°C.

lI.2.5 - Determinagdo de inibigdo das enzimas MnP e LiP

Os ensaios foram realizados com base na metodologia empregada para
determinac&o das atividades MnP (item 111.2.3.1) e LiP (item 111.2.3.2), porém com
a adi¢do de 2,4-D em diferentes concentragbes (5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L)

a0 meio reacional.
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IN.3. - Degradac&o do 2,4 - D em solo

A escolha do solo para o presente trabalho foi baseada em sua utilizagio
em estudos anteriores:

a - Estudos de FLC em escala de bancada (vasos) e campo, realizados
junto ao Departamento de Biotecnologia da Faculdade de Engenharia Quimica de
Lorena (FAENQUIL).

b - Utilizacdo de microrganismos provenientes do solo, capazes de
degradar o0 2 4-D.

Este solo € composto por 29,6% de areia, 47,4% de “silt", 22,9% argila, 4,8
meq/100 g de solo de capacidade de troca catidnica, 2,6% de matéria organica e
pH de 5,5 [Pereira, 1996].

Il 3.1 - Sistema sem estimulagéao inicial dos microrganismos

Para este experimento foram empregados 2,4-D grau técnico e formulagdo
2,4-D/lignina, que foram aplicados em solos estéril e n&o estéril, em quantidades
suficientes para uma concentracdo de 9,4 kg/ha. Foi empregado um sistema
fechado, utilizando placas de Petri de diametro 0,09 ma 28° +2° C.

A esterilizag8o do solo foi realizada através de vapor Umido em autoclave,
empregando duas etapas de 40 min 2 1 atm, com intervalo de 6 horas entre cada
etapa.

O solo empregado & do tipo latossolo roxo e proveniente da regido do Vale
do Paraiba, 540 Paulo. Este foi empregado com 100% de sua capacidade de
campo (habilidade que o solo tem em reter 2gua) que é de 34% (g de agua/100 g
de solo seco). Esta umidade foi obtida adicionando inicialmente dgua ao sistema
€ mantendo as placas lacradas.

Foram utilizados 20 gramas de solo, aproximadamente 12,2 mg de 2,4 -
D grau técnico e 26,6 mg de 2,4-Dilignina, que foram aplicados na superficie do
solo.
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As amostragens foram realizadas em 10, 20 e 30 dias. Para os solos
contendo 2,4-D grau técnico, a homogeneiza¢do do 2,4-D residual no solo foi
realizada triturando ambos em um gral. Para os experimentos com formulagdes
2,4-Dflignina, estas foram retiradas do solo e este foi homogeneizado também em
gral, para analises posteriores.

HI.3.2 - Sistema com estimulagéo inicial dos microrganismos

Este experimento foi realizado em condigfes similares ao sistema sem
estimulaco inicial dos microrganismos (item 11.3.1). Porém houve uma
estimulacao inicial dos microrganismos presentes no solo. Esta estimulaggo foi
realizada através da adicdo de uma solugdo aquosa contendo glicose (0,2%),
peptona e extrato de came (7,7 g/L) e vitaminas (130 uL para 130 mL de solugso)
aos solos vivo e estéril. Estes foram incubados durante 5 dias a 30 + 2°C e, em

seguida, ensaiados com 2,4-D durante 60 dias.

4. — Extragio do 2,4-D das formulagdes e dos solos

Para a extracio do 2,4-D residual das formulagbes foram empregadas 3
metodoiogias :
a - extracio em fluido super-critico
b - extracdo em “soxhlet”
¢ - extracao com metanol em ultra-som

As extragcdes com fluido super-critico foram realizadas em um extrator
SUPELCO - SUPERCRITICAL FLUIDO EXTRACTOR SFE-400. Foram utilizados
de 5 a 6 g de formulagéio, 70° C, 3500 Psi, durante 20 minutos. As extragdes em
soxhlet foram feitas com cerca de 89,1 mg de formulacdo extraidas por agua
durante 80 horas. A extracéo em ultrasom foi realizada com cerca de 5 mg de
formulagéo extraida com metanol durante 30 min.

A extracac de 2,4-D em solo foi testada por 4 métodos :
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e - extracio com fluido super-critico
f - extracdo em " shaker”
g - extragdo com metanol em ultra-som.
h- extra§éo em “soxhlet’” com metanol

Para a extragdo com fivido supercritico foram empregadas as mesmas
condi¢bes usadas para as formulagbes porém, foram utilizados 3 g de soloe 1 mL
de metanol como fase modificadora. A extragéo em “shaker “foi feita com 3 g de
solo em 20 mL de metanol sob agitagéo de 150 rpm durante 1 hora. A extrag&o
em ultrasom foi realizada com cerca de 3 g de solo imersos em 10 mL de metanol
mantidos por 30 min em ultrasom. A extragdo em “soxhiet” foi realizada pela
adicdo da massa completa de cada amostra, cerca de 20 g de solo, extraida com
metanol por 50 horas e, em seguida, a amostra foi evaporada em rota-
evaporador.

A determinagdo do 2 4-D extraido foi realizado por CLAE de acordo com o
procedimento descrito no item I11.7.

I1l.5 — Determinag¢&o de metabdlitos
H.5.1 —~ Derivatizagdo das amostras

Dois mL dos extratos provenientes das amostras de 2,4-D residual na
formulag&o e no solo obtidos através da extragdo com metano! (item lil.4), foram
evaporados por arraste por nitrogénio. Em seguida as amostras foram
derivatizadas através do acréscimo de 100 ub de piridina e 1000 uL de BSTFA
[bis-(trimetilsilil)-trifluor-acetoamida] e aquecidas durante 60 minutos a 60°C em
banho-maria.

As amostras iniciaimente dissolvidas em agua {2,4-D residual nos meios de
cultura) foram extraidas com acetado de etila. A 2 mL de amostra foram
adicionados 2 mL de acetato de etila, e em seguida foram agitados por 1 mim em
vortex. Apds a separacdo, a fase organica foi acrescentado sulfato de sédio
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anidro, para eliminacéo de residuos de agua. Em seguida as amostras foram

evaporadas por arraste com nitrogénio e submetidas & derivatizacéo.

ll.5.2 Analise por CG/EM

Apods derivatizagéo, as amostras foram submetidas a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), utilizando um equipamento
FINNIGAN MAT modelo GCQm empregando uma coluna DB-5 de 30 m x 0,25 mm
e gas hélio a fluxo linear de 33 cm/s (equivalente a 1 mL/min). Foi empregado o
seguinte gradiente de temperatura: 60°C durante 1 mim, seguido de um aumento
de 30°C por min até atingir 140°C. Ap6s 3 min a esta temperatura a mesma foi
novamente elevada na proporgdo de 4°C por min até alcancar 240°C e nesta
permanecer durante 13 min.

.6 — Determinacdo das modificagbes na lignina causadas pela
biodegradacao
lI.6.1 - Determinacdo da cinética de liberagéo do 2,4-D

Os ensaios de liberagdo em agua foram realizados em ftriplicata em um
sistema estatico mantido a 30 + 2°C. Cerca de 50 mg de formutacdo granulada
com diémetro entre 0,7 e 1,0 mm foram imersos em 30 mL de agua. A agua foi
trocada em intervalos de tempo definidos e a concentragdc do 2,4-D foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Hl. 6.2. - Andlise por microscopia eletrénica de varredura

As amostras de formulagdes 2 4-D/lignina, sem degradacio e degradadas
peios microrganismos (P.chrysosporium, P.putida e microflora do solo), foram
analisadas por microscopia eletronica de varredura (JEOL - J5M T300).
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Il.6.3 - Analise por FTIR

As amostras de formulagbes 2,4-Dflignina sem ou com tratamento por
microrganismos e apés eliminagéo do 2,4-D residual, € uma amostra da lignina
usada como matriz foram analisadas por FTIR (Nicolet 520). Foram obtidos
espectros de transmisséo a partir de pastilhas de KBr com 0,5% do analito.

L7 - Determinagao do 2,4-D por CLAE

As concentragbes de 2,4-D foram determinadas através de andiise por
CLAE, empregando uma coluna Merck RP - 18 de 200x4,6 mm e gréos de 10 um.
Metanol/H.SO, (0,005 mol/L) na proporgdo 70:30 foi usado como fase movel na
determinacdo do 2,4-D para os experimentos de liberagdio em &gua, e
acetonitrila/dcido acético (1%) na proporgio 3:8, para 0s experimentos de
degradagdo por microrganismos puros e pela microflora do soio. O fluxo de
eluente foi 1,0 mb/min em ambos os casos. O 2,4-D foi detectado a 280 nm em
um cromatégrafo SHIMADZU -LC- 10AD.
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IV - Resultados e discussédo

V.1 - Ensaios de biodegradacdo com microrganismos isolados

IV.1.1- Biodegradacio do 24-D livre e em formulacido de liberagao
controlada.

Para os ensaios de biodegradagéo foram escolhidos inicialmente dois
microrganismos modelo, o fungo P.chrysosporium e a bactéria P.putida, ambos
produtores de enzimas oxidativas capazes de degradar compostos aromaticos. Os
meios degradativos utilizados foram adequados para o crescimento dos
microrganismos, facilitando assim as atuagdes sobre 0 2,4-D.

IV.1.1.1 - Degradagdo por P.chrysosporium

024D sob a forma livre sofreu diferentes graus de degradacio de acordo
com a concentragio inicial usada em cada cultura (figura 5).

Baseados nos resultados da figura 5, observamos que a medida que
aumentavamos a concentracdo do 2,4-D no meio (5, 10 e 20 mg/l), sua
degradag&o aumentava, 12, 45 e 56%, respectivamente. Porém, quando
seguimos aumentando sua concentragdo (40, 60, 80 e 100 mg/L) observou-se
uma queda na degradagéo, sendo cerca de 35% para 40, 60 e 80 mg/L e 25%
para 100 mg/l.. A baixas concentragbes de 2,4-D (5, 10, 20 mg/L) o efeito
predominante deve ter sidc uma indugdc na produgdo das enzimas do
metabolismo do fungo. Ja a concentragbes elevadas (acima de 40 mg/L), o efeito
predominante deve ter sido o inicio da inibicdo do metabolismo flngico devido a
toxicidade do 2.4-D.

A tabela 2 mostra os resultados da biocdegradacgdo do 2,4-D contido em
FLC. Esta tabela apresenta todos os dados utilizados no balango de massa
realizado para determinacgéc do 2,4-D degradado.

Nestes ensaios, 0 efeito de diferentes concentragbes iniciais do herbicida
também afetou sua degradagdo. Numa concentragio de 10 mg/L foi observado
20% de degradacdo. Aumentando a concentragéo inicial (20, 40 e 60 mg/L) foi
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observado um aumento da quantidade degradada, 43, 46 e 42%,

respectivaments.

g

% de 2.4-D
degradado

5 10 20 40 B0 80 100
Concentragao inicial de 2,4-D (mg/L)

Fig. 5 - Degradacdo 'do 2,4-D técnico apos 4 dias de incubacé@oc com P.
chrysosporium sob a forma de pellet em meio sintético tamponado por tartarato de
amonio 0,02 mol/L a 37°C e 80 rpm.

Ao compararmos o 2 4-D livre e 2,4-D sob a forma de FLC, observamos
gue em concentracdes iniciais de 10 e 20 mg/L, o 2,4-D em FLC sofreu menor
degradacao, 20 e 43% contra 45 e 56% para o 2 4-D livre. Nas concentragdes de
40 e 60 mg/L foi observado um efeito contrario, 46 e 42% para 0 2,4-D em FLC
contra 35 e 33% para o 2,4-D livre. Uma possivel explicag@o para este fenémeno,
reside no fato de gue para alcangar as concentragdes iniciais, onde a degradagao
e maxima (20 mg/L), o 24-D em FLC necessitava de concentragbes iniciais
maiores, devido ao efeito de liberagdo lenta presente neste sistema. Se
observarmos os valores de degradacgdo para as concentragées iniciais de 40 e 60

mg/L para 0 2,4-D em FLC e de 10 e 20 mg/L para o 2,4-D livre, verificaremos que
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seus valores s&o similares. Tratando-se do mesmao intervalo de tempo, 4 dias,
parece-nos que 0s dois ensaios desenvolveram-se sob o mesmo efeito de
concentracdo. Isto era esperado ja que a liberagéo lenta do 2,4-D em FLC ndo
permite que todo 2,4-D inicial seja solubilizado no periodo de tempo avaliado (4
dias de degradac@o). A presenca da matriz de lignina também minimizou a
toxicidade observada em concentragées iniciais acima de 20 mg/L de 2,4-D livre
(figura 5).

Tabela 2 - Degradagéo de 2 4-D contido em formulagdes de liberagdo controlada

por P.chysosporium., realizada a 37°C, 60 rom e pH 4,5.

Conc. | Tempo | Massa das Massa Massa final Massa Massa 2,4-D Valore
Iniciais | (dias) ] amostras de | inicial de de 2,4-D |residual de| residual |degradado] Médio de
mg/L FLC com 24-Dna | nomeiode | 24-Dna total de (%) 24-b
45 9% de FLC cultura FLC 24-D degradado
2,4-D (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (%)
10 4 2,00 0,82 0.23 0,48 0.71 22,8 203
10 4 2,08 0,86 0,22 0,57 0,79 17,7
20 4 3,70 1,70 0,25 0,72 0,97 43 43+ 3
20 4 3,40 1,60 0,21 0,70 0,91 43
20 4 3.20 1.47 0,14 0,65 0,79 46
20 4 3.50 1,61 0,31 0,67 0,98 ag
40 4 6.40 2,80 0,42 1,18 1,60 45 455+ 0,5
40 4 6,40 2,90 0,29 1,29 1,57 48
80 4 9,80 4,50 0.86 1,73 2,58 42 42
20 7 360 1,70 0,33 0,61 0,94 45 44 +1
20 7 3,30 1,50 0,32 0,53 0.85 43
40 7 6,80 3,10 0,50 1,05 1,55 50 49 + 1
40 7 6,70 3,10 0,55 1,05 1.61 48
60 7 9,90 4,50 0.88 1,34 2,23 50 48 +2
80 7 9,70 4,50 0,83 1,56 2,39 47
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IV.1.1.2 - Degradacao por P. putida

Os resultados obtidos nos ensaios de biodegradagéo de 2,4-D livre por
P.putida estao mostrados na tabela 3. A bactéria P.putida foi mais sensivel a altas
concentragGes iniciais de 2,4-D do que o fungo P. chrysosporium. Entre as
concentragbes testadas, 10, 40 e 80 mg/L, somente em 10 mg/L foi observado um
nivel de degradag&o significativo, cerca de 19%.

Para os ensaios utilizando 2,4-D em FLC (tabela 4), foi utilizado o mesmo
balango de massa realizado para os experimentos com P. chrysosporium porém,
uma tabela mais simplificada esta apresentada. Nas concentracdes iniciais de 10
e 100 mg/l. de 2,4-D em FLC, os valores de degradacdo foram 29 e 12%,
respectivamente. No experimento com 10 mg/L de 2,4-D, a degradag&o observada
para a FLC foi maior que aquela observada na mesma concentragéo inicial de
2,4-D livre (tabelas 4 e 3). No caso da concentragéo de 100 mg/L, que seria uma
dose toxica para a P.putida, em se tratando do 2,4-D livre, ainda foi possivel
observar degradacdo, indicando que para este intervalo de tempo, 5 dias, a
quantidade de 2,4-D presente no meio n&o alcangou concentragbes téxicas a
bactéria. Nesse caso, o resultado obtido nos leva a crer, mais uma vez baseados
no efeito da liberagcéo controlada, que em concentragdes iniciais inferiores a 10
mg/L, P.putida pode degradar maiores percentagens de 2,4-D.

Tabela 3 - Degradagéo do 2,4-D livre por P.putida durante 5 dias,
realizada a 37°C, 60 rpm e pH 6,5.

Concentrac&o inicial de 2,4-D degradado (%)

2,4-D (mg/lL)
10 19+ 1
40 Zero

80 Zero
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Tabela 4 - Degradacéo de 2,4-D formulado por P. putida
durante 5 dias, realizada a 37°C, 60 rpm e pH 6,5.

Concentracio inicial de 2,4-D
2.4-D (mg/L) degradado (%)

10 29+6

100 123

IV.1.1.3 - Determinac¢#o de enzimas

Considerando a possibilidade de que as duas formas empregadas do
herbicida, 2,4-D livre e em FLC, pudessem alterar o metabolismo degradativo dos
microrganismos, monitoramos algumas enzimas oxidativas produzidas durante o
processo de biodegradacdo. Nos ensaios com P.chrysosporium foram
determinadas a presenga das enzimas oxidativas MnP e LiP, capazes de
degradar compostos aromaticos. Nestas condigdes, a atividade da lacase, enzima
tambem produzida peio P.chrysosporium, foram nulas. Para os ensaios com
P.putida também foram determinadas as enzimas oxidativas, pirocatecase e
metapirocatecase, que séo capazes de degradar compostos fendlicos. Essas
enzimas sao citadas na literatura como participantes do processo degradativo de
catecois clorados, um dos metabdlitos da via degradativa do 2,4-D [Ditzelmuller e
col., 1989]. Ainda nos ensaios com P.putida foi determinada a enzima MnP,
encontrada recentemente nessa bactéria em trabalhos realizados em nosso
laboratério.

Os resultados obtidos para LiP € MnP produzidas por P. chrysosporium na
presenca de 2,4-D livre e em FLC com diferentes concentragbes estiio mostrados
nas tabelas 5 e 6. Ao compararmos os valores das atividades enzimaticas com os
de degradagdo do 2,4-D em diferentes concentragdes (item 1V.2.1.1) observamos
que nao ha uma correlag&o direta entre eles, exceto nas concentragbes de 10 e
20 mg/L, onde foram obtidos os maicres valores de degradacao do 2,4-D livre.
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Diante da possibilidade de inibicio das enzimas pelas diferentes
concentragbes do 2,4-D, realizamos ensaios de determinagdo enzimética de MnP
e LiP na presenga de diferentes concentragbes do 2,4-D livre (tabela 7).
Verificamos que nas condigbes ensaiadas nenhuma inibigdc da atividade
enzimatica foi observada.

De acordo com estes resultados uma possivel explicagio para a auséncia
de correlagéo entre as atividades enzimaticas e a degradag@io é que outras
enzimas oxidativas estariam agindo no sistema. Evidéncias desta hipotese podem
ser observadas em trabalho realizado por Yadav e Reddy [1993), no qual uma
cepa mutante de P.chrysosponium, nao produtora das enzimas MnP e LiP, foi
capaz de mineralizar o 2,4-D.

As enzimas intracelulares pirocatecase e metapirocatecase dos ensaios
com P.putida n&o foram encontradas neste experimento, tanto para o 2,4-D livre
quanto para 0 2,4-D em FLC. A enzima extracelular, MnP, apresentou baixos
valores de atividade (3 U/L) tanto para os experimentos com 2,4-D livre quanto
em FLC (tabela 8).

Analisando todos os resultados enzimaticos, constatamos que a presenca
ou a auséncia das atividades enzimaticas foi observada, tanto nos experimentos
com 2,4-D livre quantc com FLC. Este fato pode indicar que o processo
degradativo € 0 mesmo para os dois sistemas de degradacdo, 2,4-D livre e em
FLC.

Tabela 5 - Teores de enzimas produzidas por P.chrysosporium apds 4 dias de
degradac.éo de 2,4-D livre

Concentragéo inicial de 2,4-D Lignina peroxidase Manganés peroxidase
(mgil) un) un)
5 0 1,0
10 40 1,7
20 25 0.5
60 0 0,2
80 0 1}
100 0 0
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Tabela 6 - Teores de enzimas produzidas por P.chrysosporium apds 4* e 7** dias
de degradacdo de 2,4-D em FLC.

Concentragéo inicial de 2,4-D Lignina peroxidase Manganés peroxidase (UL)
(mg/l) (UL)
20 17.5
40* 30 o
60" 0.8 43
20 12,4 4,5
40™ 0 23
60™ 6,2 45

Tabela 7 - Inibigao da atividade enzimatica de LiP e MnP na presenca de
2.4-D

Amostras Atividade Atividade
Enzimatica de LiP (U/L)] Enzimatica de MnP (U/L)
Caldo enzimatico 231 127
Caldo + 2,4-D técnico [5 mg/L] 231125 114122
Caldo + 2,4-D técnico [10 mg/L] 240 £ 26 118 £ 31
Caldo + 2,4-D técnico [20 mg/L] 268 + 29 12316
Caldo + 2,4-D técnico [40 mg/L) 241 + 27 111 +32
Caldo + 2,4-D técnico {60 mg/L) 257 £ 28 11912
Caldo + 2,4-D técnico [80 mg/L] 247 £ 27 125 +1
Caldo + 2,4-D técnico [100 mg/L] 252 + 28 111+ 10
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Tabela 8 - Teor de MnP nos experimentos de degradacgéo de 2,4-D por P. putida

Amostras Tempo (dias) Concentragao (/L)
2,4-D livre 1 28+086
FLC 1 31
2,4-D livre 2 3z£05

FLC 2 6,3+0,5
2,4-D livre 3 1,9+03
FLC 3 1,0£03
2,4-D livre 4 2008
FLC 4 28+05
2,4-D livre 5 30+03
FLC 5 4+1

V.2 - Ensaios de degradagéo de 2,4-D em solo
IV.2.1 - Biodegradagio de 2,4-D livre e em formuiagdo de liberagdo
controlada

A fim de encontrar as condi¢des adequadas para estudar a biodegradacdo
do 2,4-D em solo, dois sistemas foram ensaiados. Sistema com e sem

estimulagéo inicial do crescimento dos microrganismos presentes no solo.

IV.2.1.1 - Sistema sem estimulagdo dos microrganismos (SSEM)

Os resultados obtidos nos ensaios de biodegradagdo do 2,4-D livre
presente no solo estdo mostrados na figura 6. Apesar dos elevados desvios
experimentais, podemos observar claramente a degradagio do 2,4-D que variou
entre 7 e 10% durante o periodo de 10 a 40 dias, demonstrando que basicamente
O processo ocorreu nos primeiros 10 dias. Uma das possiveis expiicagbes para
este fendOmeno seria a disponibilidade do herbicida a microflora presente no solo.

Considerando o fendmeno de adsorgéo do herbicida ao solo, podemos supor que
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no intervalo de 10 dias havia uma concentrag@o de herbicida na fase soluvel do
solo (fase contendo liquido no solo) a qual, segundo a literatura, & a fase
preferencial para a biodegradagdo, suficiente para estimular a degradagdo do
herbicida. J& o aumento deste intervalo de tempo pode ter causado 0s seguintes
efeitos:

a - A concentracdo do herbicida na fase soluvel do solo, devido ao efeito
de solubilizagdo do 2 4-D, alcangou niveis toxicos para a microflora presente.

b — O herbicida adsorvido na fase sélida do solo, fase na qual ele se torna
menos ou mesmo néc biodisponivel, ndo sofreu o processo de desorgdo. Assim, 0
herbicida ndo se fez disponivel a agéo dos microrganismos a medida que este foi

consumido da fase soluval.

15 Blodegradagdo de 2,4-Dlivre am solo sistema ‘=chado

Degradagdo de 2.4-D (%)

™F

Tempo (dias)
Fig.6 — Degradacéo de 2,4-D livre (9,4 Kg/ha) e ma ‘=chado.
Os resultados dos ensaios de biodegran am s0io de 2,4-D em FLC
estdo mostrados na tabela 9. Devido a pouca ;80 o 24-D das FLC e &
baixa eficiéncia da extragdo, metanol em ult - as -.antidades de 24-D

recuperadas do solo ndo alcancaram teores m- 'eis ~ |la técnica de CLAE.
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Logo, a avaliagéo dos resultados obtidos neste experimento foi baseada no 2,4-D
residual nas FLC. Os teores de 2,4-D residuais nas FLC foram bastante
semelhantes para os diferentes tempos de incubagédo empregados, sendo que os
valores para o0 mesmo intervaio de tempo tanto em solo estéril quanto em solo
vivo, ndo apresentaram variagdes significativas. De acordo com este resultado,
conciuimos que o intervalo de tempo utilizado n&o foi suficiente para observar o
processo de difus&o do 2,4-D da FLC. E enquanto o 2,4-D for componente da
FLC, ele ndo sofre a acdo dos microrganismos. Neste caso, 0 2,4-D se comporta
de maneira semelhante ao herbicida adsorvido na fase sdlida do solo.

A fim de observarmos a degradagéo do 2,4-D apds liberagdo da FLC foram
realizados experimentos empregando maior intervalo de tempo. E para alcangar
maiores valores de biodegradacdo do 2,4-D, e consequentemente melhor
avaliagdo das possiveis diferencas entre as duas formas do 2,4-D empregado,
livre e sob a forma de FLC, os novos experimentos foram conduzidos em meio
com estimulagdo inicial do crescimento da microflora presente no solo.

Tabela 9 - 2,4-D residual nas FLC ensaiadas em solo

Dias % de 2,4-D residual na FLC
Solo esteéril Solo vivo
10
8916 88+3
20 95 +1 95,0101
30 99,0+0,5 97,0103
40 86,7 + 0,1 90 + 1
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IV.2.1.2 - Sistema com estimulagdo do crescimentc dos microrganismos
(SCEM)

Os resultados obtidos estdo mostrados na figura 7 e as tabelas 10 e 11

A figura 7 mostra as placas com solas vivo e estéril, onde o 2,4-D livre foi
ensaiado durante 60 dias. A auséncia de grdos de 2 4-D na superficie do solo
vivo foi o primeiro indicio da atuagdo dos microrganismos. Estes resultados foram
confirmados apds analise do 2,4-D residual presente nos solos através de CLAE.

4

tabela 10

Fig. 7 — 2,4-D livre em solo vivo (a) e estéril (b} (100% da capacidade do solo)
g J P }

incubados durante 60 dias a 30 = 2° C na auséncia de |luz
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A porcentagem de 2,4-D degradada foi obtida subtraindo o 2,4-D
detectado em solo estéril do 24-D detectado em solo vivo. A degradacdo
observada foi de 45 + 5%, tabela 10. Os resultados indicam que a estimulagéo
inicial dos microrganismos favoreceu a biodegradagio do 2,4-D em solo. Os
valores de degradac&o obtidos foram maiores do que os observados no sistema
fechado sem estimulagéio do crescimento inicial dos microrganismos, 7 a 10% de
degradacéc.

As quantidades de 2,4-D recuperadas nas amostras provenientes dos solos
estéreis apresentaram methor reprodutibilidade do que as amostras provenientes
de solos vivos. Isto pode ser fruto das variagbes nos valores de degradagfo
alcangados nas diferentes replicatas.

A extragdo com metanol em soxhlet foi bastante eficiente, mas cerca de
27% de 2,4-D néao foi recuperado. Este herbicida residual pode estar fortemente
ligado ao solo, sendo que estas interagbes ndo foram rompidas pela agdo do
metanol. Esta hipdtese esta de acordo com o trabalho de Bollag {1980], segundo
0 qual, os xenobidticos que estéo incorporados a compostos estaveis de matéria
organica do solo, néo séo facilmente removidos. Esta incorporagdo pode ocorrer
por adsor¢éo do composto em questio pelos sitios ativos dos acidos humicos e
fllvicos [Stevenson 1872] citado por Bollag [1980]. A reag&o de humificacdo do
2,4-D durante seu processo de degradacéo em residuos residenciais (grama), foi
observada em trabalho reaiizado por Michel e col. [1995]. Eles encontraram cerca
de 70% do "“C do 2,4-D em residuos com massa molecular de 1600 e os 30%
restantes com massa molecular de 700. A humificag3o e polimerizagdo que pode
levar a um aumento da massa molecular do composto em processos de
degradac&o, também foramn observadas por Bollag [1980]. O 2,4-dicloro fenol na
presenca de constituintes humicos, acido siringico e acido vanilico, e lacase,
sofreu o processo de polimerizagdo, que ocorreu entre as proprias moléculas do
2,4-dicloro fenol e entre as moléculas de 2,4-dicloro fenol e de constituintes do
solo.
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A tabela 11 mostra os resultados observados com a biodegradacéo de 2 4-
D formulado. Ao observarmos os resultados de 2,4-D residual em solo e presente
na FLC, poderemos concluir que 60 dias de incubagdo a 100% da capacidade de
campo, sd@o condicSes suficientes para observar a difusdo do 2,4-D da FLC. Em
média, 61 % de 2,4-D estava ausente da FLC no fim de 60 dias, tantc em solo
vivo quanto em solo estéril. Porém, as liberagdes em triplicata diferem
significativamente. A subtracéo do 2,4-D residual em solo estéril do vivo nos ds
uma degradagéo de 17 + 3%.

Ao compararmos a degradagéo obtida com o 2,4-D livre (45 = 5%) com a
obtida com as FLC, verificamos que nestas condigdes, a FLC amenizou a
degradagdo do 2,4-D. Uma comparagéo entre os resultados obtidos com as FLC
em solo, com e sem estimulag&o da microflora , nos leva a concluir que nao
havendo liberagdo do herbicida, este nac estara disponivel a acdo dos
microrganismos. Assim sendo, a FLC funciona como uma barreira 2 degradacéo
do ingrediente ativo nela incorporado.

Tabela 10 — Degradacio de 2,4-D livre em solo SCEM

Amostras 2.4-D 2,4-D
residual no solo (%) degradado (%)
Solo estéril 725 t14*
Solo vivo r 28 + 8* 45 + 5™

*desvio da média, *™* desvio acumulado [Baccan e col. 1979 ).



Tabela 11 - Degradacao de 2,4-D formulado em solo do SCEM
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Amostras | 2,4-D residual | 2,4-D residual | Somatoério do Somatério 2,4-D
no solo naFLC 2,4-D residual médio do degradado
(%) (%) (%) 2.4-D residuat (%)
(%)
Esteéril 13,5 48,5 62 63+ 11
Estéril 10,5 42 4 53
Estéril 48 27 75
Vivo 16 11 27 46 £ 17 1713
Vivo 0,5 53,3 54
Vivo 44 53,4 58

Nos produtos comerciais o 2,4-D encontra-se sobre a forma liquida, porém,
€m nossos ensaios em solo ele foi empregado sobre a forma sélida. A razéo de
utiliza-lo sobre esta forma era assemelha-lo a sua forma na FLC. Uma utilizagéo
do 2,4-D em solucdo ou suspenséo poderia ter acentuado o efeito de protecao
contra a biodegradagac do herbicida oferecido pela FLC em solo.

IV.3 — Determinagdo de metabdélitos

A necessidade de determinar os metabdlitos da via degradativa, surgiu
juntamente com os questionamentos iniciais deste trabalho.

- O 2,4-D presente na FLC estaria sujeito a degradacéo? Para o caso de
uma resposta afirmativa, a acumulagéo de metabolitos na FLC seria um
instrumento de comprovacao.

- As duas formas de 2,4-D, livre e em FLC, teriam mecanismos de
degradacdo diferenciados? Para o caso de uma resposta afirmativa, poderiamos

obter diferentes metabdlitos para as duas vias de degradagdo como evidéncia
desta hipiese.
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A determinag&o dos metabdlitos, como descrita na parte experimental, foi
realizada por CG/EM. Os resultados obtidos estéo ilustrados sobre a forma de
cromatogramas e espectros apresentados no apéndice |l.

A identificagéo de possiveis compostos frutos da degradacéo do herbicida
ou da lignina, matriz da FLC, foi realizada através da busca do aparecimento de
novos compostos inicialmente ausentes nos 3 sistemas modelo usados para a
degradacao.

Devido as diferentes origens do 2,4-D (livre € em FLC) e dos diferentes
ambientes de degradagio (meio de cultura e solo) foi necessaria a realizacdo de
diferentes amostras controle para a identificacdo dos metabélitos, (figuras 8, 9,
13, 15, 18, 20, 22, 24 e 26 apéndice 1I). A amostra controle comum a todas as
analises, encontrada no cromatograma da figura 8 apéndice |l, foi obtida a partir
da mistura dos seguintes reagentes:

BSTFA, reagente para derivatizacao das amostras.

Piridina, solvente para o herbicida e seus possiveis metabdlitos e
IsOmMeros.

Acetato de etila, utilizado para extrair 0 2,4-D e seus possiveis
metabolitos e isoméros dos meios de cultura para o fungo e para a bactéria.

As figuras 9 a 10 mostram o cromatograma e o espectro do 2,4-D técnico
derivatizado com BSTFA, respectivamente. O pico mais intenso no cromatograma
mostrado na figura 9 com tempo de retengéo (TR) de 22,24 mim, refere-se ao 2,4-
D derivatizado. Os picos com TR de 18,34 e 19,32 min foram identificados como
isdbmeros do 2,4-D derivatizadc e seus espectros estdo mostrados nas figuras 11
e 12, respectivamente. O isdbmero com TR de 19,32 min gerou ions molares em
quantidades significativamente menores do que o isdmero com TR de 18,34 min.
Os espectros do 2,4-D derivatizado e seus isdbmeros apresentam em comum © ion
molecular 292, mas fragmentagdes diferenciadas. O ion molar 292 é fruto da
massa molecular do 2,4-D (220) mais o grupo Si(CHa); proveniente do reagente

derivatizador (BSTFA). Os isdbmeros encontrados na literatura para o 2,4-D séo:
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acido 2,3 diclorofenoxiacético e acido 3,4 diclorofenoxiacético [McLafferty e
Stauffer, 1989].

As amostras controle para o 2,4-D residual, livre @ em FLC, presentes no
meio de cultura apds degradacgdo, foram obtidas empregando 2,4-D livre mais o
meio de cultura usado durante os ensaios de degradacdo (figuras 13 e 18
apéndice Il). Os picos apresentados no cromatograma da figura 13 s&o
provenientes do reagente de derivatizagdo, do meio de cultura, do 2,4-D e os
seus isomeros. O pico do isbmero com TR de 19,32 apresentou intensidade
imensuravel nesta amostra.

Uma comparagio entre o cromatograma obtido da anadlise da amostra do
2,4-D degradado por P.chrysosporium (figura 14 apéndice {l) e o cromatograma
controle (figura 13 apéndice IlI) demostrou que nenhum nNovo composto se formou
devido a degradacéo do 2,4-D.

0O 2,4-D e seus isdbmeros extraidos da FLC sem qualquer tratamento foram
empregados como um controle para os ensaios de degradac¢io do 2,4-D sob a
forma de FLC (figura 15 apéndice Hf). O isbmero com TR de 18,34 min, presente
no 2,4-D livre, se encontra ausente no cromatograma do extrato da FLC. Com isto
podemos sugerir que este isdmero pode ser a fracio do 2,4-D ndo extraida por
metanol em uItra-sdm, conforme discutido no apéndice |. Ja que nenhuma perda
durante o processo de obteng¢do da FLC foi detectada. Isto pode ser constatado
ao analisarmos o0s resultados obtidos da extracéo do 2,4-D em “soxhlet’ por 90
horas utilizando agua como solvente, na qual 100% de 2,4-D foi extraido da FLC.

O cromatograma do extrato da FLC degradada por P.chrysosporium (figura
17 apéndice 1I) mostrou-se similar ao da FLC sem tratamento, e demonstrou a
auséncia de possiveis acumulagbes de metabdlitos do 2,4-D no interior da
formulagao.

0O cromatograma obtido da analise do meio de cultura apés degradacao do
2,4-D sobre a forma de FLC por P.chrysosporium, encontra-se na figura 16,
apéndice H. Este cromatograma tambeém n&o apresentou a presenga do isbmero

com TR igual a 18,32 mim. isto nos leva a duas hipdteses:



Resultados e Discussdo 52

- O sistema enzimatico envolvido no processo de degradag&o néo é capaz
de hidrolisar os grupos formados entre o isdmero e a lignina, portanto este
mantém-se ligado a matriz da formulagéo.

- O sistema enzimatico pode proporcionar a hidrélise, porém uma vez que
esta ocorre o isdmero esta disponivel e é degradado.

A primeira hipdtese toma-se inadequada ao compararmos 0s espectros de
FTIR das FLC degradadas pelos microrganismos (item IV.4.3), nos quais a
hidrolise dos grupos ésteres formados entre a lignina e 2,4-D efou seu isdmero,
foram observadas.

De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que o
P.chrysosporium foi capaz de degradar o herbicida (livre ou em FLC) e os
metabdlitos de sua via degradativa, simuitaneamente. Resultados similares a
estes sd3o0 encontrados na literatura. Yadav e Reddy [1993] observaram a
mineralizac&o do 2,4-D por P.chrysosporium, a partir do 3° dia da adi¢gdo do
herbicida. Baseados nestes resultados podemos inferir que estes metabdlitos
apresentaram curta duracgao.

Um trabalho realizado por Valli e Gold [1991), utilizando P.chrysosporium
em condighes similares as usadas neste trabalho para degradar o 2 .4-dicloro
fenol,demonstrou que este fungo é capaz de mineralizar um dos metabdiitos da
via degradativa do 2,4-D, o 2.4-diclorofencl, e tambem seus derivados. A
identificacéo dos metabdlitos do 2,4-diciorofenol foi realizada em curtos intervalos
de incubagio, uma, seis e dezesseis horas. Isto enfatiza a curta vida de tais
metabdlitos. Em nossos experimentos, além da curta vida, estes metabdlitos
devem ter se formado em concentragbes que néo favoreceram o acumulo, o que
poderia provocar uma possivel intoxicagdo dos microrganismos presentes nos
sistemas degradativos.

Resultados similares aos obtidos com o P.chrysosporium, foram
observados com a P. putida e com a microflora do solo, figuras 18 a 21 e 22 a 27,

respectivamente.
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-

A auséncia do isdbmero (TR = 18,43), significativamente presente no 2,4-D
livre, mesmo apbs degradagao por P.chrysosporium, n&o foi observada na andlise
do 2,4-D livre degradado por P.putida. Este resultado demonstra que o sistema
enzimatico da bactéria tem maior afinidade pelo isbmero do que o sistema
enzimatico do fungo.

Os cromatogramas das andlises de 2,4-D, livre e em FLC, residual em
solos estéreis, apresentaram picos intensos nos tempos de retencio de
aproximadamente 30, 20; 34,48 min, ausentes nos solos vivos. Estes compostos
foram identificados como aglicares. Eles séo provenientes da técnica empregada
para estimuiacdo do crescimento dos microrganismos presentes no solo, item
lIl.3.2. Todas as amostras provenientes dos ensaios de solo apresentaram um
composto com TR 17,43 min com caracteristicas de composto clorado. Porém
este estava ausente nos controles do 2,4-D livre e sob a forma de FLC, bem
como, nos sistemas degradativos empregando fungo e bactéria. Este composto foi
identificado como o éster metilico do 2,4-D. Uma explicagéo para o aparecimento
desse éster vem da possivel reagdo do 2,4-D com metanol {usado no processo de
extragéo) na presenga de metais presentes em solo. O aparecimento do éster
metilico de 2,4-D no interior das formulactes nos leva a crer, que estas foram
capazes de adsorver metais presentes no solo, proporcionando assim a mesma
reacao entre o 2,4-D e metanol observada nas amostras extraidas do solo.

Nao foi identificado nenhum composto que pudesse ser fruto de reagbes de
polimerizagdo, entre as proprias moléculas do 2,4-D e entre 2,4-D e substancias
do solo. Se a ultima ocorreu, esta foi suficientemente intensa para manter o 2,4-D
ligado ao solo, ac ponto de n&o ser extraido pela agdo do metanol, ou levando a
compostos de elevada massa molecular gue néo foram detectados por CG. Essa
parece uma hipétese coerente, considerando 0s 27% de 2,4-D néo recuperados
apos extragdo utilizando metanol.

Os resultados obtidos com P.chrysosporium, P.putida e microflora do solo,
demonstram gue o 2,4-D segue caminhos degradativos semelhantes, tanto sob a
forma livre como em FLC.
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IV.4 - Alteragdes da matriz polimérica ocorridas durante a biodegradacéo

As formulagbes de liberagéo controlada também foram analisadas quanto
as modificagdes fisicas e quimicas ocorridas na matriz. Para isto foram
empregadas as seguintes metodologias: determinaco da cinética de liberagdo do
2,4-D em meio aquoso, microscopia sletrénica de varredura e FTIR.

IV. 4.1 - Determinagéo da cinética de liberagao do 2,4-D

Os ensaios de liberag&o do herbicida a partir da matriz de tignina foram
realizados em égua. A liberago do 2,4-D em agua foi testada para os seguintes
modelos: cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem e cinética de ordem
meio (controlada por difusao).

A cinética mais adequada para descrever a liberagéo do herbicida foi de
ordem % que é caracteristica de um mecanismo de difusdo, conforme
representado pela equacgéo de Higuchi [Souza, 1994]. Os valores da constante
aparente de difusdo (equacgéo 1), variavel que é proporcional a velocidade de
liberac&o do ingrediente ativo, foram empregados neste trabalho com o objetivo
de verificar as possiveis modificagtes ocorridas na formulagéo apds o processo
degradativo.

Q|= K.tm Eq.1

onde: Q = razdo entre quantidade de ingrediente ativo liberado e
quantidade inicial.

t = tempo (dias)

K = constante de difus&o aparente
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A figura 2:8 mostra a liberagdo de 2 4-D em Aagua, antes de qualguer
processo de degradagio. A constante de difus&o foi calculada para o intervalo de
7 a 60% da liberagéo do 2,4-D, pois a partir deste intervalo o comportamento
cinético ndo é mais regido por uma cinética de ordem meio, conforme prevé a
equagao 1, mas sim por uma cinética logaritmica. A constante caiculada com base

na inclinagdo da curva da figura 28 foi igual a 11 dias™"?.

100
Liberagdo do 2,4-D formulade em 3gua

% de 2,4-D liberadc
o O~ g W
o O O aO o
L J
»
L J
L 2
*

3 8 &

>
*
**

—
Q
*

+

Q

.

0,00 200 4,00 6,00 800 1000 1200
Raiz quadrada do tempo (dias)

Fig. 28— Liberacao do 2,4-D a partir da FLC em meio estatico, aguaa30+2°C

As cinéticas de liberacao do 2,4-D formulado antes e apos biodegradagao,
por P.chrysosporium e P.putida, estdo mostradas nas figuras 29 e 30,
respectivamente. As amostras de FLC usadas para determinar a constante de
difusdo aparente (K) antes do processo degradativo, foram inicialmente incubadas
em agua durante 4 e 5 dias, como controle para os ensaios feitos com FLC
biodegradadas por P.chrysosponum e P.putida, respectivamente. Este
procedimento foi realizado a fim de assemelha-las as FLC submetidas a
degradacéo as quais, alem do processo de degradacédo, passaram pelos

processos de inchamento dos gréos de FLC e de difusao do 2,4-D.
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Ambos os proces.;,os degradativos alteraram a velocidade de liberagéo do
2,4-D. No caso da formulagéo tratada com P.chrysosporium, a constante de
difusdo (K) sem tratamento era de 9 dias'? passando para 17 dias™ apés a
biodegradacfo. Similar alteracdo também foi verificada para as formulagdes
tratadas com P.putida, sendo que a constante de difusdo variou de 12 dias™?
antes do tratamento para 16 dias™? ap6s o tratamento. O aumento das constantes
indicam uma acelerag&o da velocidade de liberagéo do 2,4-D. Estas alteragbes na
velocidade de difusdo do herbicida foram proporcionadas pelas mudangas fisicas
e quimicas observadas na FLC, itens IV.4.2 e IV.4.3.

As amostras de FLC que permaneceram em solo vivo por 60 dias,
apresentaram baixas concentra¢des residuais de herbicida. Isso impossibilitou um
acompanhamento da cinética de liberagdo do herbicida em agua, e
consequentemente a determinacédo das constantes de difusdo do herbicida da
FLC.
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Fig. 29 - Liberacdo do 24-D das FLC antes e apds tratamento por
P.chrysosporium. (meio aquoso estético a 30 + 2°C).
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Fig. 30 - Liberagio do 2,4-D das FLC antes e apds tratamento por P.putida (meio
aquoso a 30 + 2°C).

IV.4.2 - Microscopia eletrOnica de varredura

Os resultados estdo mostrados nas figuras 31 a 35. A figura 31 mostra
grédos de 2,4-D grau técnico. Estes graos sdo similares aos encontrados na
superficie das FLC sem qualquer tratamento (figura 32).

Baseados nos granulos brancos de 2,4-D na superficie da formulagdo sem
qualquer tratamento inicial, podemos constatar a homogeneidade da formulag&o
(figura 32). As formulagdes, sem qualquer tratamento, liberadas em agua durante
5 dias sob agitag&o (figuras 33), apresentaram auséncia dos granulos brancos
(2,4-D) na superficie, provavelmente devido ac processo de liberagio. Esta
superficie apresentou a formag@o de pequenas rachaduras provenientes do
processo de inchamento dos graos.

As formulagdes tratadas com P.chrysosporium, durante 4 dias (figura 34),

além de apresentarem a auséncia dos granulos brancos, também apresentaram-
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se com mais rachaduras do que as simplesmente liberadas em agua. O mesmo
efeito foi observado com as formulagdes tratadas com P.putida, figura 35

As FLC ensaiadas em solo do SCEM estdo mostradas nas figuras 36 e 37.
Os gréos de FLC inoculados em solo estéril e vivo apresentaram rachaduras
similares sem as variagdes acentuadas nas superficies dos grdos como &s
observadas nas formulagdes tratadas pelo fungo e pela bactéria. Isto pode ser
devido ao fato de que a degradagdo nos sistemas empregando fungo e bactéria
foi realizada em meio aquoso, ¢ que contribuiu para um maior efeito de
inchamento dos graocs.

Em sintese, os resultados de microscopia eletrénica de varredura
revelaram alteragdes ao nivel fisico na superficie das formulagdes, sendo estes
mais acentuados nas FLC tratadas por P.chrysosporium e P.putida. Considerando
gque a porosidade da formulagéc & uma variavel que esta correlacionada com a
constante de difusdo, que por sua vez esta relacionada com a velocidade de
liberagao do ingrediente ativo, equagédc 1, podemos inferir que as alteragdes de
porosidade da FLC, apds sua degradacdo, contribuiram para o aumento da

velocidade de liberagéo do 2,4-D

¢l

Fig. 31 - Graos 2 4-D grau técnico com aumento de 100 vezes
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Fig. 33 - Formulacéo 2 4-Dilignina (459% em 2 4-D) liberada em agua, sob

agitagcdo durante 5 dias, com aumento de 75 vezes.
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Fig. 34 - Formulacéo 2 4-Dflignina (45,9% em 2.4-D) tratada por 4 dias com

P.chrysosporium, com aumento de 100 vezes.

Fig. 35 - Formulagdo 2,4-D/lignina (45,9% em 2 4-D) tratada por 5 dias com

P.putida, com aumento de 75 vezes
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Fig. 36 — Formulacéo 2,4-Dflignina (45,9% em 2 4-D) incubada em soclo estéril
(SCEM) durante 60 dias, com aumento de 100 vezes.
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Fig. 37 — Formulagéo 2 4-D/lignina (459% em 2 4-D) incubada em solo vivo
(SCEM) durante 60 dias (aumento de 100 vezes)

IV.4.3 - Andlise por FTIR

A fim de observar mudangas quimicas ocorridas na lignina (matriz da FLC)
devidas a agdo dos microrganismos, foram obtidos espectros de FTIR da lignina,
da FLC apds liberagdo do 24-D em agua, da FLC apoés tratamento com
F.chrysosporium e FLC apos tratamento com P.putida, seguidas de liberacdo do
2,4-D residual em agua. A normalizacdo dos espectros foi realizada dividindo-se
os valores de absorbancia de todas as bandas pelo valor correspondente & banda

em 1510 cm de cada espectro.
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Ao compararmos a FLC apés liberagéio do 2,4-D em agua (figura 39) com a
lignina (figura 38), pode-se observar que a banda em 1753 cm™ é mais acentuada
no espectro da FLC. Esta banda foi atribuida ao grupo C=0 tipicamente
encontrado em ésteres. As bandas abaixo de 800 cm™ presentes no espectro da
FLC s&o devidas as ligagdes carbono-cloro. A variagdo da banda em 1753 cm™ foi
recentemente observada por Ferraz e col. [1997]. Neste trabatho foi realizada a
subtrac&o entre o espectro do 2,4-D e a FLC, que resultou num possivel espectro
da lignina (matriz da formulagéio), sendo este dltimo comparado com o especiro
da lignina original empregada na obtengdo da formulagdo. O espectro obtido da
subtrag&o do 2,4-D e da lignina apresentou bandas em 1753 cm™ e 1080 cm”
diferentes do espectro da lignina original. Estas foram atribuidas ao estiramento
de C=0 e C-O dos grupos ésteres. O aparecimento destas bandas foi atribuido a
ligaghes entre a lignina e 0 2,4-D que se formaram no processamento da FLC a
alta temperatura. '

A possibilidade de modificagdes na lignina devida a temperatura de
processamentc da FLC foi verificada a partir das analises de DSC (calorimetria
diferencial de varredura) apresentadas no Fourth Periodic Report [1992]. No
grafico de DSC (a curva que mostra o pico em 447,67°C, figura 42 apéndice {l1),
observa-se que antes de 200°C néo ha nenhuma transicéio na lignina de bagaco.
Considerando que a temperatura real de processamento da FLC variou de 135 -
136°C, podemos a grosso modo inferir que o espectro da formulacéo 2,4-Dflignina
(figura 39) ndo apresenta modificagdes estruturais provenientes da temperatura
de processamento da FLC na lignina de bagacgo. Porém, devemos ressaltar que
estas consideragbes sdo aproximagdes, pois as analises de DSC foram realizadas
em atmosfera de nitrogénio e a FLC obtida na presenga de oxigénio do ar.

Se compararmos a FLC sem tratamento (figura 39) com a formulagio
tratada com P.chrysosporium (figura 40), podemos observar que a banda em 1753
em” apresenta maior intensidade na FLC ndo tratada pelo fungo. A intensidade da
banda na formulagcdo tratada se assemelha a da banda obtida no espectro da
lignina (figura 38). Esta menor intensidade da banda pode ser devida a atuagéo
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Se compararmos a FLC sem tratamento (figura 39) com a formulagédo
tratada com P.chrysosporium (figura 40), podemos observar que a banda em 1753
cm” apresenta maior intensidade na FLC néo tratada pelo fungo. A intensidade da
banda na formulagéo tratada se assemelha a da banda obtida no espectro da
lignina (figura 38). Esta menor intensidade da banda pode ser devida & atuacéo
do fungo, que proporcionou a hidrdlise dos grupos ésteres formados entre o
herbicida e a lignina. As bandas de carbono-cioro (abaixo de 800 cm™) ndo foram
alteradas pela ag&c fungica. O mesmo efeito observado na formulagio tratada
pelo fungo foi observado na FLC tratada pela bactéria (figura 41). A alteragéo da
banda em 1753 cm™ foi atribuida neste caso a aco da bactéria P.putida.

A hidrélise dos grupos ésteres formados entre o 2,4-D e a lignina também
pode ter contribuido com o aumento da velocidade de liberagio do 2,4-D da FLC.
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Fig. 38 - Espectro FTIR da lignina de bagago de cana.
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Fig. 38 - Espectro FTIR da formula¢cdo 2,4-D/lignina (45,9% em 2,4-D) apds 50
dias de liberag&o em agua.
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Fig. 40 - Espectro FTIR da formulagéo 2,4-D/lignina (45,9% em 2,4-D) degradada
por P.chrysosporium durante 4 dias, seguida de liberagdo por aproximadamente
50 dias em agua.
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Fig. 41 - Espectro FTIR da FLC (45,9% em 2,4-D) degradada por Pseudomonas
durante § dias, seguida por 50 dias de liberagdo.
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V - Conclusdes

- A concentragéo inicial do herbicida disponivel aos microrganismos foi
fator preponderante no seu processo degradativo. Diferentes concentragdes
propdrcionaram diferentes taxas de degradacio. Para o caso do 2,4-D em FLC as
maiores concentracdes iniciais propiciaram maiores valores de degradacdo. Este
efeito € devido a auséncia da solubilizagio total do herbicida no meio
degradativo, o que proporcionou diferentes concentragbes entre as duas formas
de utilizagéo do 2,4-D livre e em FLC. Dentre as concentra¢des de 2,4-D livre
degradadas por F.putida somente 10 mg/L sofreu degradacdo, Entretanto, a FLC
sofreu maior degradagdo. As maiores taxas de degradagdo do 2,4-D em FLC
também foram atribuidas a lenta liberagdo do 2,4-D presente em FLC, o que
proporcionou concentra¢des iniciais de 2,4-D no téxicas & bactéria.

- A mudanea fisica na FLC foi constatada por meio dos resultados obtidos
por microscopia eletronica de varredura. Com essa técnica foram observadas
modificagbes significativas na superficie da FLC. Mudangas quimicas nas FLC
foram constatadas através das andlises de FTIR. Essa técnica demostrou uma
possivel hidrélise dos grupos ésteres formadas entre a lignina e o 2,4-D e/ou seu
isbmero, durante o processo de obtengao das FLC. Estas mudangas contribuiram
para o aumento da velocidade de liberag&io do 2,4-D nas FLC apds tratamento
com P.putida e P. chrysosporium. As técnicas de FTIR e microscopia eletronica
de varredura foram satisfatorias para observar as modificagdes quimicas e fisicas
na FLC.

- A auséncia de degradagdo do 2,4-D presente nas FLC ensaiadas em solo
sem estimulacio dos microrganismos e a auséncia de metabdlitos no interior das
FLC apés o processo degradativo, demostrou que somente o 2,4-D liberado da
FLC esta disponivel para a agéo degradativa dos microrganismos.

De posse destes resultados, podemos concluir que a FLC pode criar uma
barreira a biodegradacéo do 2,4-D que permanece nela. Porém, maiores ou
menores taxas de degradagdo do ingrediente ativo dependem da sua
concentragdo inicial e esta concentragdo é grandemente afetada pelo sistema de
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liberacdo controlada, Desta forma, embora a FLC atue como uma barreira ao
processo biodegradativo, sua a¢do de liberag&io sendo lenta, proporciona baixas
concentragcbes do ingrediente ativo no meio, 0 que contrariamente, poderia

aumentar em vez de diminuir sua biodegradacao.
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Apéndice |
Extracdo de 2,4-D do solo e das formulages

A fim de identificar e padronizar um método adequado para extracdo de
2,4-D de solo e de FLC, varios métodos foram avaliados conforme citados no item
[11.6. Os resultados obtidos com diferentes métodos de extracdo estdo mostrados
na tabela 12. Os melhores resultados na extracdo da FLC foram obtidos em
‘soxhiet’, durante 90 horas, € em ulira-som, durante 30 min. Porém, considerando
o fator tempo, a extragéo em ultra-som se faz mais vantajosa.

Os 2% de 2,4-D residual nas FLC extraidas com metanol em ultra-som
pode ser herbicida ligado quimicamente & lignina, Porém, estas ligagdes foram
hidrolisadas quando a FLC foi submetida a extragéo com &gua em ‘soxhlet’, o que
levou a uma extragéo total do herbicida. Diante da recuperacio total de 2,4-D da
FLC, podemos inferir que o processo de obtencéo da FLC (fusdo do herbicida)
n&o proporcionou a degradacdo de 2,4-D.

A extrag&o da formulag&o com fluido supercritico (FSC) poderia ser mais
eficiente se uma fase modificadora fosse utilizada. Uma extracio usando 1 uL de
metanol como fase modificadora foi realizada porém, a solubilidade da FLC neste
solvente provocou um entupimento no sistema de extracdo, impossibilitando o
emprego do metanol como fase modificadora.

Para os casos de extragéo do solo por fluido supercritico, na auséncia de
fase modificadora, a eficiéncia da extracdo de 2,4-D foi bastante inferior quando
comparada com a extrag&o na presencga da mesma. Se compararmos a extragéo
do solo TES, solo estéril contende 2,4-D técnico do 30° dia de degradac3o, por
fluido supercritico e por ultra-som, verificaremos que os valores de extracdo sio
similares. Valores similares de extragdo também podem ser observados se
compararmos a extracéo do solo TE 6 (solo estéril contende 2,4-D técnico do 20°
dia de degradac&o) em ultra-som e em “shaker”.

Os melhores rendimentos de extracdo de 2,4-D de solo foram obtidos
utilizando metanol em “soxhlet” durante 50 horas. Esta técnica foi empregada na

extracao de 2,4-D em solos com estimulago inicial dos microrganismos presentes
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nos mesmos. Porém, como ndo haviamos realizado a3 extracdo com metanol em
“soxhiet” quando os experimentos em sistema fechado foram realizados, a
extragdo com metanol em ultra-som foi empregada na finalizagdo desses

experimentos.

Tabela 12 - Valores de 2,4-D extraido por diferentes técnicas

Amostras % de 2,4-D extraido

Solo TE 8 extraido em FSC com modificador de fase 8.4

Solo TE 8 extraido em FSC sem modificador de fase 1,2

Solo TE 8 extraido com metanol em uitra-som por 30 min 9.6

Solo TE 6 extraido com metano| em ultra-som por 3¢ min 21,6

Solo TE 6 extraido com metanol em “shaker” por 80 min 22,9

Solo extraido com metanol em “soxhle”t por 50 min §0a70

FLC extraida em FSC sem modificador de fase 19,5

FLC extraida com agua em “soxhlet" por 90 horas 100

FLC extraida com metanol durante 30 min em ultra-som 98

Apéndice Il
Cromatogramas de CG e espectros de massa do 24-D e seus isGmeros
derivatizados
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Fig 8 — Cromatograma dos produtos da reacdo de derivatizagdo, BSTFA, piridina e
acetato de etila, obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1 min,
seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apds 3 min esta foi novamente

elevada na proporgéo de 4°C por min até alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13
min.



Apéndice 78

Chromztogram Plot CINGOO\DATA \I)S\‘\Tm Date: 09/26,/98 12:49:3%8
Comment: 2,4-D Técnicasplitless/GC2,4-D, MS2, 40 2ub
Scan Ng: 1891 Retemcion Time: 38:33 RIC: 97641 Mass Ra @: 51 =
Plotted: 1 to 3781 Range: 1 to 3781 100K = 131020104
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Fig 9 — Cromatograma de CG de 2,4-D derivatizado com BSTFA., obtido durante o
seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1 min, seguido de um aumento de 30°C por
min até 140°C. Apds 3 min esta foi novamente elevada na proporgdo de 4°C por min até
alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13 min.

Background Subtra C e NGEQ\DATA s'r\'rs:mw Data: 09/26/98 12:49:38
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Fig 10 — Espectro de massa de 2,4-D derivatizado.
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Fig. 11 - Espectro de massa do isdmero de 2,4-D derivatizado, com tempo de retengéo
de 18,34 min na andlise de CG.
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Fig. 12 - Espectro de massa do isdmero de 2 4-D derivatizade, com tempo de
retengéo de 19,32 min na andlise de CG.
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Chromatogram Plat CINGCQNDATANJOSY\24DMPC  Date; 09/25/98 13:16:20
Comment : 2,4-0 Téc + meioc para P, chrg sp'ht?lss/GCZ 4-0, M52.4

Scan Na: 1890 Retertion Time: RIC: 468706 Mass Ra e 51 - 641
Plottad: 1 to 3780 Range: 1 ta 3780 = 5379114
100%

TOT A

el L

- . ‘ . . . . i
1200 1809 24010 3000 3600

600
17:02 27:02 37:02 47:=02 57:02 87:02
Tempo (min)

80

Fig 13 - Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D livre presente em meio de cultura
para P.chrysosporium obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1
min, seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apés 3 min esta foi novamente
elevada na proporgéo de 4°C por min até alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13

min.
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Fig 14 — Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D livre degradado durante 4 dias por
P.chrysosporium obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1 min,
seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apds 3 min esta foi novamente
elevada na proporgdo de 4°C por min até alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13

min.
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Crro-atogran Plat ‘\EGQ\DA ANJOSY\FORNAT  Date: 09/26/98 09:14:40
Comment Ferruu‘la.q&o 2z, 4-D/1'!?1 ss itless/GL2.4-D, HSZ.M)EZ &
wa:

ul
Scan Na: 1891 Retartion E RIC: 397650  Mass Ra 1 50 - &2%
Plotted: 1 to 37E2 Range: 1 to 3782 1 = 465657
100% _
TOT o

b it " |

T v 1 T T v 1 T J v 1

600 1200 1200 2400 3000 3500
17:02 27:02 37:02 47:02 S7:02 B7:02
Tempo (min)

Fig 15 - Cromatograma de CG do extrato da FLC obtido durante o seguinte gradiente de
temperatura: 80°C por 1 min, seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apds

3 min esta foi novamente elevada na proporgdo de 4°C por min até alcangar 240°C,
mantendo-se nesta durante 13 min.
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Fig 16 — Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D residual em meio de cultura apds 4
dias degradacdo da FLC por P.chrysosporium obtido durante o seguinte gradiente de
temperatura: 60°C por 1 min, seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apés

3 min esta foi novamente elevada na propor¢fo de 4°C por min até alcangar 240°C,
mantendo-se nesta durante 13 min.
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Chramatagram Plot C2\GC\DATANJOSY\FORPC Date: 09/26,/98 14:05:42
Comment: far. deg. por P. chrysosporiun splitless/ACZ 4-D, MS2,4D Zub
Scan Mo: 1891 Retention Time: 38:33 RIC: 432383 Mass Ranga: 50 -~ 643
Plattad: 1 to 378BL Range: 1 to 3781 10 = 487832
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Fig 17 ~ Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D residual no interior da FL.C apds 4
dias de degradag@o por P.chrysosporium obtido durante o seguinte gradiente de
temperatura: 60°C por 1 min, seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apos
3 min esta foi novamente elevada na proporgdo de 4°C por min até alcangar 240°C,

mantendo-se nesta durante 13 min.
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Fig 18 — Cromatograma do extrato de 2,4-D livre em meio de cultura para P.putida obtido
durante o seguinte gradiente de temperatura: 80°C por 1 min, seguido de um aumento
de 30°C por min até 140°C. Apés 3 min esta foi novamente elevada na proporgdo de 4°C

por min até alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13 min.
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Chromatogram Plot CNGOOADATANIOSY\TECPP Data: 09/25/98 19 24157
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Fig 19 — Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D livre degradado por P.putida durante
5 dias obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1 min, seguido de
um aumento de 30°C por min até 140°C. Apds 3 min esta foi novamente elevada na
proporgio de 4°C por min até alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13 min.
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Fig 20 — Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D residual em meio de cultura apés 5
dias de degradagdo da FLC por P.putida obtido durante o seguinte gradiente de
temperatura: 80°C por 1 min, seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apds

3 min esta foi novamente elevada na proporgdo de 4°C por min até alcancar 240°C,
mantendo-se nesta durante 13 min.



Apéndice 84

Chramatogram Plot C I \NGCO\DATAN JOSY\FORPR bate: 09/26/98 11:32:13
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Fig 21— Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D residual no interior da FLC apds §
dias de degradacdo por P.putida obtido durante o seguinte gradiente de temperatura:
80°C por 1 min, seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apos 3 min esta foi

novamente elevada na proporgio de 4°C por min até alcan¢ar 240°C, mantendo-se
nesta durante 13 min.
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Fig 22 — Cromatograma de CG do extrato de 2.4-D livre em solo estéril apos 60 dias
obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1 min, seguido de um
aumento de 30°C por min até 140°C. Apds 3 min esta foi novamente elevada na
proporgéo de 4°C por min até alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13 min.
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Fig 23 — Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D livre em solo vivo apds 60 dias obtido
durante o seguinte gradiente de temperatura: 80°C por 1 min, seguido de um aumento
de 30°C por min até 140°C. Apés 3 min esta foi novamente elevada na proporgdo de 4°C
por min até alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13 min.
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Fig 24 - Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D residual no interior da FLC apds 60
dias em solo estéril, obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1 min,
seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apds 3 min esta foi novamente
elevada na proporgdo de 4°C por min até aicangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13
min.
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Fig 25— Cromatograma de CG do extrato 2,4-D residual no interior da FLC apds 60 dias
em solo vivo, obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1 min,
seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apés 3 min esta foi novamente
elevada na proporgéo de 4°C por min até alcangar 240°C, mantendo-se nesta durante 13

min.
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Fig 26 — Cromatograma de CG do extrato 2,4-D residuat em experimentos com FLC em
solo estéril apds 80 dias, obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 60°C por 1
min, seguido de um aumento de 30°C por min até 140°C. Apds 3 min esta foi novamente
elevada na proporgdo de 4°C por min até alcancgar 240°C, mantendo-se nesta durante 13

min.
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Fig 27 - Cromatograma de CG do extrato de 2,4-D residual em sxperimentos com FLC
em solo vivo apds 80 dias, obtido durante o seguinte gradiente de temperatura: 80°C por
1 min, seguido de um aumento de 3C°C por min até 140°C. Apds 3 min esta foi

novamente elevada na proporgéo de 4°C por min até alcangar 240°C, mantendo-se
nesta durante 13 min.
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Apéndice il
Analise de TGA e DSC da lignina
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FIG 42— Gréafico contendo as curvas das analises de TGA e DSC (que apresenta um pico
em 447 ,67°C) da lignina de bagago de cana.



