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Resumo

A seleccdo de microrganismos do solo aptos para degradar compostos
xenobibticos, como os fungicidas, pode ser particularmente ttil para a biorremediagéo
destes compostos no solo e evitar, assim, possiveis efeitos nefastos destes compostos
como a degradagdo da qualidade do solo e das reservas de agua e a consequente

ameaca para os ecossistemas e seres vivos.

O metalaxil e o folpete sdo fungicidas de largo espectro de acgédo frequentemente
aplicados, em associagdo, a varias culturas no controlo de fitopatogénicos da ordem
Peronosporales, nomeadamente da Plasmopara viticola (mildio da videira). O metalaxil
possui um baixo coeficiente de adsorgéo no solo e um tempo de meia-vida geralmente
elevado e variavel com o tipo de solo. Uma vez que possui grande mobilidade nos solos e
sofre uma lixiviagdo significativa, pode atingir concentragdes elevadas no subsolo e
qontaminar faciimente aguas subterraneas. A presenga de residuos destes fungicidas nos
alimentos ou nas aguas bebiveis pode ser bastante nefasta para a salde,
nomeadamente em termos de toxicidade cronica, pelo que se torna importante proceder

a biorremediagao destes xenobidticos nos solos e aguas.

Os estudos realizados foram efectuados com o objectivo principal de seleccionar,
identificar e caracterizar microrganismos, isolados a partir de solos, que apresentem
capacidade para degradar o metalaxil e susceptiveis de poderem, no futuro, vir a ser

utilizados na biorremediagdo de solos.
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O estudo de degradagdo dos fungicidas metalaxil e folpete, presentes numa
formulagdo comercial que contém estes compostos na concentragdo de 10% (p/p) e de
40% (p/p), respectivamente, por populagdes microbianas mistas em solos com diferentes
indices de exposicdo a esse fungicida mostrou 'que o solo que apresentou maior
capacidade para degradar estes fungicidas foi o que tinha sido submetido a um maior
niumero de tratamentos com a formulagdo comercial (solo A). Os solos em estudo,
classificados, segundo a carta de solos 40 B, como solos Argiluviados do tipo
mediterranico apresentaram uma textura do tipo franco-argiloso e propriedades fisico-
quimicas semelhantes, pelo que as diferengas observadas poderdo ser devidas a
variabilidade da populagdo microbiana (quer em quantidade quer em diversidade) que
interveio na degradagdo do metalaxil e do folpete, sugerindo uma especializagdo desta

populagéo a medida que aumenta o numero de tratamentos da cultura com os fungicidas.

A degradagdo do metalaxil no solo foi essencialmente um processo bidtico, uma
vez que os solos sem populagdo residente (previamente autoclavados) apresentaram
valores muito baixos nos estudos de degradagdo. No entanto, para o folpete, embora
este tenha sido predominantemente degradado na presenga das populagdes microbianas
dos solos, também se observou que parte da degradagdo do fungicida foi devida a

factores abidticos.

A adicdo de antibidticos especificos (cloranfenicol e cicloheximida) a suspensées de
solo com o fungicida comercial, através da determinagdo dos valores de oxigénio
consumido e de diéxido de carbono produzido, mostrou que quer as bactérias quer os

fungos pareceram intervir no processo de biotransformacgédo do metalaxil e do folpete.

Como os fungos, devido ao seu modo de crescimento filamentoso, sdo geralmente
mais eficazes do que as bactérias nos processos de biorremediagdo do solo, uma vez

que podem expandir-se mais facilmente no solo, os ensaios de enriquecimento selectivo
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e de tolerancia foram efectuados a partir do inéculo misto dos fungos que tinham sido
isolados do solo que apresentou uma degradagdo ‘facilitada” ao fungicida, com o
objectivo de seleccionar fungos capazes de tolerar concentragbes elevadas destes

compostos.

Entre as 12 estirpes isoladas a partir do solo com maior capacidade de
biodegradacgéo, dois isolados (Rhizopus stolonifer e micélio estéril 3) apresentaram uma
tolerancia muito superior a altas concentragbes de fungicida comercial com valores de
ECso superiores a 350 mg.L" deste fungicida. Esta Ultima estirpe foi assim designada por
n&o ter apresentado formagéo de estruturas reprodutoras nos meios testados mas, como
mostrou elevada capacidade de resisténcia a altas concentragdes de fungicida, tornou-se
necessario proceder a sua identificagdo. Assim, apds terem sido testados alguns
processos para a indugdo da esporulagéo e de ter, entéo sido possivel, identificar as

estruturas reprodutoras, o fungo foi identificado como Gongronella sp.

O estudo de agrupamento molecular pela técnica de “fingerprinting” RAMP ou MSP-
PCR foi efectuado com o objectivo de comparar o perfil molecular da estirpe isolada com
as unicas duas espécies descritas na literatura para o género Gongronella: G. butleri e
G. lacrispora. O grau de similaridade observado entre a estirpe isolada e as estirpes
padrdo foi inferior a 40%, pelo que a estirpe isolada podera ser uma nova espécie

embora, seja necessario realizar outros estudos para confirmar esta afirmagao.

Paralelamente e, utilizando a mesma técnica de MSP-PCR, foram comparados os
perfis electroforéticos de cada uma das estirpes obtidas antes e apos o processo de
seleccdo para cada um dos fungos seleccionados, tendo sido observado um grau de
similaridade de 90% entre as duas estirpes de Gongronella sp. e de 65% entre as

estirpes de Rhizopus stolonifer.



Os estudos de degradagcdo em meio liquido e de quantificagdo da biomassa
efectuados com as estirpes Gongronella sp. e R. stolonifer seleccionadas, em cultura
pura, mostraram que ambos os fungos apresentaram capacidade para utilizar o metalaxil
como substrato e que, mesmo apés a fase de crescimento exponencial, estes fungos

conseguiram degradar quantidades elevadas de fungicida.

Os estudos efectuados com folpete mostraram que, apesar das culturas de
Gongronella sp. e de R. stolonifer também terem conseguido utiliza-lo como substrato,
este composto se degradava facilmente em solugdo aquosa, com formacéo de ftalimida,
quer na presenga quer na auséncia de microrganismos. Embora a degradacéo abidtica
tenha sido inferior & degradagdo obtida na presenca dos microrganismos, ndo se
observou uma correlagdo entre a quantidade de folpete degradado por acgéo dos fungos
em estudo e a quantidade de ftalimida formada. Assim, como o folpete apresentou uma
taxa de degradacdo abidtica elevada e como os microrganismos seleccionados néo
apresentaram capacidade para utilizar a ftalimida como substrato, os estudos de
degradagdo no solo apés inoculagédo das estirpes seleccionadas incidiram apenas sobre

o metalaxil.

Os estudos de degradagdo com biomassa fungica, recolhida na fase estacionaria
das culturas, foram efectuados para confirmar que as estirpes seleccionadas foram
capazes de utilizar o metalaxil como substrato mesmo apdés a fase exponencial de

crescimento.

Os estudos de avaliagdo do crescimento dos fungos Gongronella sp. € Rhizopus
stolonifer, efectuados na presenca de varias concentragdes de metalaxil, mostraram que
o metalaxii se comportou como um substrato inibitério e que apresentou um
comportamento cinético semelhante ao modelo de inibicdo de Haldane na presencga de

metalaxil como Unica fonte de carbono. Os baixos valores de K, e os valores



relativamente elevados de K, permitiram concluir que as espécies seleccionadas
apresentaram grande afinidade para o metalaxil e que, apesar do efeito inibitdrio,
possuiram capacidade para tolerar altas concentragbes deste fungicida. Deste modo, o
processo de degradagdo do metalaxil pelas estirpes seleccionadas podera ter um
potencial de aplicagdo pratico como meio de redugéo do tempo de meia-vida deste

fungicida nos solos.

Finalmente, considerou-se importante avaliar a capacidade de adaptagéo de cada
uma destas estirpes ao solo e estudar o processo de degradagdo do metalaxil presente

em solos contaminados na presencga das estirpes seleccionadas.

Os estudos efectuados na presenga e na auséncia da populagéo residente
mostraram que as amostras de solo que foram inoculadas as estirpes seleccionadas, em
cultura pura ou em cultura mista, apresentaram um aumento significativo na taxa de
degradagdo do metalaxil relativamente & observada em amostras equivalentes mas

contendo apenas populagio residente.

A determinagdo indirecta da biomassa no solo na presenga de quantidades
crescentes de metalaxil, mostrou que as duas estirpes seleccionadas conseguiram usar o
fungicida como substrato no solo e que o metalaxil se comportou como um substrato
inibitorio, apresentando um comportamento cinético que obedeceu ao modelo de
Haldane. No entanto, apesar do efeito inibitorio, os fungos isolados apresentaram uma
afinidade elevada para o fungicida e, capacidade para tolerar concentragdes elevadas

deste composto.

Tendo em conta os objectivos a que nos propusemos, neste trabalho foram
seleccionados apés enriquecimento e identificagdo, dois fungos, Gongronella sp. e

Rhizopus stolonifer, que apresentaram capacidade para biodegradar o metalaxil em
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solug@o aquosa e em amostras de solo. A estirpe Gongronella sp. isolada parece ser uma
nova espécie, tendo em conta as diferengas observadas nos perfis moleculares obtidos
por MSP-PCR da estirpe isolada relativamente as duas espécies conhecidas deste

mesmo género (G. butleri e G. lacrispora).

Os fungos Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer, quando adicionados ao solo,
mostraram capacidade para se adaptar e para crescer na presenga € na auséncia da
populagédo residente desses solos, conseguindo diminuir significativamente o tempo de
meia-vida do metalaxil no solo, pelo que podem dar um importante contributo no

processo de biorremediagéo de solos contaminados com o fungicida.

Palavras-Chave: Metalaxil, Folpete, Biodegradacdo, Fungicidas, Solo;

Gongronella sp., Rhizopus stolonifer.
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Summary

Selection of microorganisms able to degrade xenobiotic compounds, such as the
fungicides, could be useful to enhanced degradation of these compounds in the soil and
to avoid the deterioration of soil and water quality, as well as the consequent damage for
the ecosystems and human health. Detoxification of pesticides through biological
treatments is receiving serious attention as an alternative to existing methods, such as

incineration and landfill.

In agricultural practices, the fungicides metalaxyl and folpet has been often applied
in association, to protect several cultures, in particular, vineyards, against the down
mildew (Plasmopara viticola). Metalaxyl is characterized by a low adsorption coefficient in
the soil and a long and variable half-life according soil type and microflora present. it has
a great mobility in the soils and a significant leaching, could be found at high
concentrations in the subsoil and groundwater. The presence of metalaxyl and folpet
residues in food or in drinking water could be a serious health threat, mostly in conceming
to chronic toxicity. So that becomes important to proceed to the bioremediation of these

xenobiotics in soils and waters.

In this dissertation, the experiments were performed with the main aim of selection
of microorganisms able to degrade the metalaxyl and that could use, in the future, to the

bioremediation process to remove metalaxyl from the soils.

The degradation studies of metalaxyl and folpet for soils with different history

treatments of a commercial formulation that contains metalaxyl (10% p/p) and folpet (40%
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p/p) showed high degradation ability in the soil that was submitted to a higher treatments
number of with this formulation. The soils under study were classified as Mediterranean
Alfisols, classified according soil map 40 B of Soils of Portugal and were presented the
same textural class, Clay Loam type, and, consequently, similar physic-chemistry
properties. In this order, differences in degradation ability were due to the variability of the
microbial population that was able to degrading metalaxyl and folpet. The enhanced
biodegradation suggests a specialization of this population with the number of vineyard

treatments with these fungicides.

Metalaxyl degradation was mainly a biological process performed by the soil
microorganisms. Studies with soil samples submitted to a previously sterilization in
autoclave (abiotic control) showed a small degradation rate. Folpet degradation studies
seems that degradation was predominantly a biological process, although this fungicide

showed also some abiotic degradation.

Addition of specific antibiotics compounds (chloranphenicol and cycloheximide) to
soil solutions containing commercial formulation of fungicides showed that both bacterial

and fungi population could be active in the transformation of these fungicides in the soil.

Filamentous fungi were generally more effective than bacteria in the bioremediation
processes in the soil, because fungi are able to extend the location of their biomass
through hyphal growth and easily could adapted to size and irregular forms of soils
particles. Thereby, studies for the selective enrichment were performed with fungal
isolates of the soil with enhanced biodegradation ability, for the purpose of the selection of

fungi strains able to tolerate high concentrations of these fungicides.

Amongst twelve fungi strains isolated from the soil that has presented higher

biodegradation capacity, two isolates (Rhizopus stolonifer and sterile mycelium 3)
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developed a particularly high tolerance for the fungicides. Using specific methods for

inducing sporulation, sterile mycelium 3 was identified as Gongronella sp.

Once this fungus is of rare frequency, molecular approaches were carried out using
a fingerprinting procedure (MSP-PCR) for comparison the isolate with two type strains
Gongronella lacrispora ATCC 24412 and G. butleri ATCC 8989. The results of this study
suggest that the isolated Gongronella sp. is probably a new specie of this fungal genus,

although, it need be confirmed with further studies.

After selective enrichment, degradation studies and biomass quantification with
Gongronella sp. and R. stolonifer strains, performed to the study of metalaxy! behavior in
aqueous solutions, showed that both fungi strains presented ability to use the metalaxyl
as sole carbon source and even after the exponential growth phase they could degrade

high amounts of metalaxyl.

Folpet degradation studies showed that, in spite Gongronella sp. and R. stolonifer
strains could also use it as sole carbon source, this compound was rapidly degraded in
aqueous solution with ftalimide formation, either in presence or not of these
microorganisms. Although the abiotic degradation seem been smaller than the
degradation observed in the presence of theses fungal strains, it was not observed a
correlation with folpet biodegradation and ftalimide formation. Thus, as the folpet
presented a high rate of abiotic degradation and the selected strains did not able to use
ftalimide as carbon source, the degradation assays in soil with selected strains were done

only with metalaxyl.

Studies about metalaxyl degradation with fungal biomass, previously, taken in the
stationary phase were caring out to confirm that the selected fungi were able to degrade

metalaxyl even after the exponential phase growth.



The inhibitory effects at high concentrations of metalaxy! for Gongronella sp. and R.
stolonifer strains were study in the presence of growing concentrations of metalaxyl, used
as only source of carbon. Analyzed according Haldane model, results showed that these
two strains presented an inhibitory kinetic profile at the high concentrations of metalaxyl.
The low Ks and higher K; values showed that these strains present a high affinity to
metalaxyl as substrate and the considerable high resistant to this compound and suggest

that the selected strains could be a valuable source used in soil bioremediation.

Finally, with the aim to evaluate the capacity of each strain to growth and
transformed metalaxyl in soil samples, degradation studies were carried out adding these
fungal strains to the soils sample with metalaxyl. Studies performed in soil samples in the
absence or in the presence of the soil population showed that these enriched strains couid
increase significantly the metalaxyl degradation rate relatively to the resident soil

population.

Decreases of oxygen rate determined to evaluate the fungal biomass present in the
soil samples in the presence of growing amouhts of metalaxyl, showed that these two
selected strains could use this fungicide in the soil as a substrate and presented an
inhibitory behavior according Haldane kinetic profile. [n spite the inhibitory effect, the
strains showed high affinity for the fungicide and significant tolerance to high

concentrations of this compound.

According to the objectives that we have proposed, in this work we have
successfully isolate two metalaxyl-degrading fungal strains: Gongronella sp. and R.
stolonifer. The differences observed in molecular profile obtain by a molecular procedure
(MSP-PCR) when compared with two-type strains, G. butleri e G. lacrispora, show that
Gongronella sp. isolated by us was probably a new specie of this fungal genus.

Gongronella sp. and R. stolonifer, after inoculated, showed ability to adapted, grown and
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degrade the metalaxyl in soil with a decrease of metalaxil half-life in the soil and could be

valuable applications for metalaxyl bioremediation in polluted sites.

Keywords: Metalaxyl, Folpet, Fungicide, Biodegradation, Soil, Fungi, Gongronella

sp., Rhizopus stolonifer.
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Abreviaturas

ATCC - “American Type Culture Collection”
CAS - “Chemical Abstracts Service “ (American Chemical Society)
CRB - “Rose — Bengal Cloranfenicol Agar’

ECso — concentragio efectiva de um composto que provoca um efeito inibitério de 50% no

crescimento de uma determinada populagédo microbiana

EPA - “Environmental Protection Agency “

FAO - “Food and Agricultural Organization”

HPLC - “High Performance Liquid Chromatography *
ISA - “I6nic Strength Adjuster’

IUPAC - “International Union of Pure and Applied Chemistry”
GC - “Gas Chromatography”

K; — constante de inibigdo

K. — constante de saturagdo para o substrato

MEA - “Malt Extract Agar”

MEB - “Malt Extract Broth”

MSP - PCR - “Microsatellite - Primed PCR*®

PCR - "Polymerase Chain Reaction”

pb — par de bases

RAMP - "Random Amplified Microsatellite Polymorphisms”
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RAPD - "Random Amplified Polymorphic DNA”

rpm — rotagdes por minuto

r? — coeficiente de determinagdo

[S] — concentracdo de substrato

Smi - concentracdo minima inibitéria de substrato
SSF - “Solid State Fermentation”

T - capacidade de troca catidnica

t - tempo

TSA - “Tryptic Soy Agar’

ufc — unidades formadoras de coldnias

UPMGA - “Unweighted pair group with arithmetic averages”
X — concentragdo de biomassa

Xo — concentragdo inicial de biomassa

YNB - “Yeast Nitrogen Base”

YNBG - “Yeast Nitrogen Base” + glucose a 10% (p/p)
M — taxa especifica de crescimento

Umax — taxa especifica de crescimento maxima

A — comprimento de onda
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Nota introdutéria

Nota Introdutéria

O desenvolvimento da indudstria vinicola, a necessidade de obter uvas em boas
condigdes fitossanitarias e, consequentemente, de vinhos com qualidade exige a
utilizacdo frequente de fungicidas para protecgéo e tratamento da vinha. A cultura da
vinha (Vitis vinifera L.) ocupa uma extensdo consideravel em Portugal sendo na sua

maioria destinada a industria vinicola.

Quer pela sua extenséo, quer pelos produtos a que da origem, a cultura da vinha é,
em termos sbcio-econdémicos, uma das mais importantes do pais, em particular no
Alentejo. As doencas da vinha tém uma importancia crucial na produgéo viticola que se
traduz por uma diminui¢do da quantidade e da qualidade do vinho. A cultura da vinha é
de longe aquela onde se aplicam mais produtos fitofarmacéuticos, normalmente para
protec¢do das doengas de origem flngica. Entre os principais agentes patogénicos da
vinha, nos paises mediterranicos, pode distinguir-se Plasmopara viticola Berlese et de
Toni causadora do mildio e Uncinula necator (Schw) Burr causadora do oidio que, em
Portugal, sdo responsaveis por cerca de 30% do consumo total de produtos
fitofarmacéuticos. Para proteger as culturas de Vitis vinifera contra Plasmopara viticola
utiliza-se, frequentemente, uma preparagdo comercial que contém os fungicidas

metalaxil (10% p/p) e folpete (40% p/p).

Apesar das vantagens econdmicas, a utilizagdo de fungicidas, mesmo em
protecgdo integrada, pode implicar um impacto negativo para os ecossistemas e seres
vivos. Embora o fungicida comercial seja de aplicagdo foliar neste tipo de cultura, o

metalaxil e o folpete tendem a depositar-se nos solos, quer devido a disperséo aquando a




Nota Introdutéria

aplicagdo sob a forma de aerossol quer por escorrimento a partir das folhas. A
acumulagéo destes produtos ou seus derivados nos solos interfere com o funcionamento
normal dos habitats, podendo ser arrastados pela agua e contaminar lengdis aquiferos

utilizados para o consumo humano.

Os microrganismos do solo desempenham um papel fundamental na degradagéo
de xenobidticos em solos, incluindo muitos pesticidas. Os processos de biodegradagao
de xenobidticos por bactérias e fungos tém sido estudados nos ultimos anos, tendo sido
isolados, a partir de ecossistemas naturais, microrganismos com capacidade para
degradar estes compostos quimicos. O sucesso da biorremediagéo esta dependente, em
parte, da compreensdo dos factores ambientais responsaveis pela manutengdo da
biodiversidade e da capacidade em “manipular’ esta diversidade de forma a melhorar ou
a estimular a sua capacidade de degradagdo dos xenobidticos do solo. Estudos sobre o
processo de biodegradagédo de alguns pesticidas referem que este pode ser mais rapido
nos solos que tenham sido submetidos a aplicagdes repetidas desses compostos, devido

a uma especializagdo do microbiota presente nesses solos.

Existem poucos estudos sobre a degradagdo do metalaxil e do folpete no ambiente
e observa-se uma grande variabilidade de resultados consoante o local onde os ensaios
sdo efectuados. A distribuicdo e a persisténcia do metalaxil e do folpete nos
ecossistemas parecem ser influenciadas, essencialmente, por factores bidticos, ou seja
pela presenga de populagdes microbianas aptas para os biodegradar, embora estes
compostos, em particular o folpete, possam também sofrer degradagéo abiética. De uma
forma geral, os estudos descritos foram efectuados com estirpes puras e em meio
aquoso, pouco se sabendo da dindmica da degradagéo por populagdes mistas residentes
e/ ou enriquecidas dos solos. Em Portugal, ndo existem estudos sobre o processo de
degradagdo destes fungicidas no solo, pelo que, neste trabalho fomos isolar e seleccionar

microrganismos com capacidade para biodegradar estes fungicidas.
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Objectivos

Foram objectivos principais do presente trabalho identificar, seleccionar e
caracterizar estirpes flngicas, isoladas a partir de solos agricolas, que apresentem
capacidade para degradar os fungicidas metalaxil e folpete em amostras de solo e que
poderdo, posteriormente, ser utilizadas no processo de biorremediagdo de solos

contaminados.

Como a pratica continuada de uma cultura e a aplicagdo repetida de um pesticida
pode levar a uma especializagdo da populagdo residente, os estudos iniciaram-se com
amostras de trés solos agricolas do Alto Alentejo, que apresentavam diferentes niveis de
exposi¢do a um fungicida comercial que contém na sua formulagéo metalaxil (10% p/p) e
folpete (40% p/p). Dois dos solos em estudo sdo de cultura da vinha e diferem entre si no
nimero de tratamentos desta cultura com o fungicida comercial e o outro solo é
destinado a culturas sazonais de cereais (milho, trigo, aveia) e nas suas culturas nunca

foram aplicados estes fungicidas.

Para o presente estudo, e tendo em vista os objectivos a atingir, elaborou-se o

plano de trabatho:

v Avaliagdo da capacidade de biodegradagdo do metalaxil e do folpete pela
populagdo residente dos trés solos em estudo e determinagéo do perfil
microbiano dos habitats.

v Selecgdo, identificacdo e caracterizagdo de estirpes, isoladas a partir do solo

com maior capacidade de biodegradagéo, que apresentem capacidade para
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tolerar concentracdes elevadas dos fungicidas apés terem sido submetidos a
ensaios de enriquecimento selectivo.

Identificacdo da estirpe Gongronella sp., utilizando técnicas moleculares de
MSP-PCR, por comparagdo dos perfis electroforéticos obtidos para a estirpe
isolada e para duas estirpes padrdo (G. butleri e G. lacrispora).
Caracterizagdo molecular das estirpes Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer
isoladas antes e apdés o processo de seleccdo por comparagdo dos
respectivos perfis electroforéticos obtidos por MSP-PCR.

Avaliagdo da capacidade de biodegradagdo dos microrganismos
seleccionados, em meio aquoso, na presenca de quantidades crescentes de
metalaxil ou de folpete, com determinagdo das taxas de degradagdo dos
fungicidas e das taxas de crescimento dos microrganismos.

Determinagdo dos paradmetros cinéticos do crescimento das estirpes
Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer, em meio aquoso, na presenga de
metalaxil como unica fonte de carbono.

Avaliagdo da capacidade de degradagdo do metalaxil pelas estirpes obtidas
por enriquecimento selectivo, quando adicionadas a amostras de solo com
este fungicida, na presenga e na auséncia da populagdo residente desses
solos.

Determinagéo do oxigénio consumido na presenga de quantidades crescentes
de metalaxil para avaliagdo do perfil de crescimento de Gongronella sp. e

Rhizopus stolonifer em solos contaminados com metalaxil.
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Estrutura da dissertacao

O trabalho apresentado nesta dissertagdo encontra-se dividido em seis capitulos

principais.

No capitulo 1, apresentam-se os fundamentos tedricos sobre o papel e interacgdo
dos fungicidas com os seres vivos e seu impacte ambiental. Sdo abordados alguns dos
problemas que se levantam com a utilizagdo de fungicidas, como a sua eficiéncia,
especificidade e probabilidade de atingir organismos “ndo-alvo” e, ainda, o seu
comportamento e distribuicdo no ambiente. Referem-se alguns aspectos bioquimicos e
toxicolégicos relacionados com a capacidade que os seres vivos tém para biotransformar
os fungicidas e possiveis efeitos téxicos destes xenobidticos ou dos seus metabolitos

sobre esses organismos.

Descrevem-se também os principais processos de degradagdo a que estes
fungicidas poderdo estar sujeitos no ambiente e que, conjuntamente com os processos
fisicos de transferéncia, adsorgdo e mobilidade, poderdo influenciar a sua persisténcia e
toxicidade nos ecossistemas. Por ultimo, faz-se uma breve referéncia as principais

técnicas de biorremediacdo do solo e possiveis aplicagdes.

No capitulo 2, sdo apresentadas as metodologias utilizadas para proceder a
caracterizagéo fisico-quimica e microbiolégica de amostras de solos e a avaliagdo do
perfil de biodegradagdo dos fungicidas metalaxil e folpete pela populagdo microbiana
desses solos. Este capitulo inclui o estudo de degradacéo do metalaxil e do folpete por

populagdes microbianas mistas em amostras de trés solos com diferentes niveis de
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exposicdo a estes fungicidas e, ainda, os estudos efectuados com o objectivo de
identificar qual dos dois microbiota (bactérias ou fungos) participou mais activamente na

degradacdo destes fungicidas.

No capitulo 3, apresenta-se toda a estratégia utilizada para a selecgdo das duas
estirpes estudadas mais resistentes ao metalaxil e ao folpete. S&o descritos os ensaios
de enriquecimento selectivo e de confirmagdo em meio solido a que foram submetidos os
fungos isolados a partir das amostras do solo que apresentou maior capacidade de

biodegradagio com vista ao isolamento de estirpes resistentes ao metalaxil.

Neste capitulo, descreve-se também o processo de identificagéo e caracterizagéo
de um dos microrganismos seleccionados, apos indugdo da esporulagdo. Sdo também
descritos os procedimentos de andlise molecular, por analise de MSP - PCR
(“Microsatellite Primed - PCR”), utilizados para comparar o perfil da estirpe identificada
como Gongronella sp. com as duas estirpes padrdo conhecidas (Gongronella butleri e G.
lacrispora) e também para efectuar o estudo comparativo, a nivel molecular, das duas
estirpes seleccionados (Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer) antes e apds o processo

de enriquecimento selectivo.

No capitulo 4, descreve-se o processo de avaliagdo da degradagéo e toxicidade
para cada um dos fungicidas, metalaxil e folpete, em solugéo aquosa para as estirpes de
Gongronella sp. e de Rhizopus stolonifer. Sdo apresentados os estudos de degradagéo
dos fungicidas pelas estirpes seleccionadas na presenga e auséncia de uma fonte

adicional de carbono com determinagéo da biomassa.

S0 também descritos os estudos de crescimento das estirpes Gongronella sp. e de
Rhizopus stolonifer na presenga de metalaxil e avaliagdo do comportamento do metalaxil

como substrato inibitdrio para as duas estirpes em estudo.
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No capitulo §, descrevem-se os estudos efectuados para avaliar a capacidade de
degradagdo do metalaxil no solo pelos fungos seleccionados na presenga e na auséncia
da populagéo residente do solo e os estudos periddicos de avaliagdo qualitativa e semi-

quantitativa dos microrganismos presentes, no momento da quantificagcdo do metatlaxil.

Sao também descritos os estudos cinéticos da quantificagdo da biomassa formada
em solos na presenga de metalaxil como unica fonte de carbono através da determinagéo
das taxas de consumo de oxigénio, tendo sido calculados os parametros cinéticos de

toxicidade para as espécies Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer.

No capitulo 6, sdo apresentadas as principais concluses e sdo apontadas

algumas sugestdes de trabalho futuro.
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CAPITULO 1

Aspectos gerais da interac¢ao entre os

fungicidas, os seres vivos e o ambiente

1.1. INTRODUGAO

Nos dultimos 50 anos, na regido mediterrdnica, tem-se observado um
desenvolvimento do sector agricola. Apesar das multiplas vantagens para a economia, é
importante ter presente os possiveis efeitos adversos resuitantes das praticas agricolas,
tais como, a erosdo, a salinizagdo, a redugdo da matéria orgénica e a utilizagdo de
pesticidas e aditivos como fontes de poluicdo ndo localizadas, que poderdo contribuir
para uma degradagdo da qualidade do solo e das reservas de agua, com a consequente

ameagca para os ecossistemas e seres vivos (Zhang ef al., 2000; Zalidis ef al., 2002).
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A utilizagdo de pesticidas (incluindo herbicidas, insecticidas e fungicidas) na
protecgdo das culturas agricolas é uma pratica usual. A literatura refere, frequentemente,
a presenca de niveis residuais de pesticidas e de produtos da sua degradagdo em frutas
e vegetais onde s8o aplicados, em solos, aguas superficiais e subterraneas e, inclusive,
em &guas potaveis, pondo em risco os ambientes naturais e a saude publica (Businelli e
al., 1984; Legrand et al,1991; Weber, 1994; Carter & Heather, 1995; Smith, 1995;
Guzzella ef al., 1996; Di & Aylmore, 1997; Williams et al., 1998; Aylmore & Di, 2000;

Cabras & Angioni, 2000; Zhang et al., 2000; Navarro et al., 2001).

A distribuicdo e o destino dos pesticidas nos ecossistemas séo influenciados pelas
propriedades fisico-quimicas destes xenobitticos, composigdo do solo, condicdes
hidricas e geoldgicas da area onde sédo aplicados e factores climaticos (Amold & Briggs,
1990; Moorman, 1994; Weber, 1994). Quando os pesticidas sé&o aplicados no ambiente,
ha todo um conjunto de transferéncias e processos de transformagéo que controlam a
sua persisténcia nos varios compartimentos ambientais (Figura 1.1). Os processos de
transferéncia incluem perdas do solo por volatilizagdo para a atmosfera, absorgéo e
retengdo pelas plantas, retengéo pelos coloides do solo ou dos sedimentos aquaticos,
lixiviagdo nos solos e movimento através do solo em &guas de escorrimento e em
sedimentos, com possibilidade de contaminagdo dos ecossistemas aquaticos. Os
processos de degradagéo dos pesticidas incluem as transformagdes quimicas, devidas a
interaccdo do ambiente com os seus grupos funcionais, e as transformagoes biolégicas
resultantes da accdo de seres vivos nomeadamente de microrganismos bem como 0s
processos de biotransformagéo por plantas, aves e mamiferos (Racke, 1990a; Roberts,

1990; Weber 1995).

A possivel toxicidade dos pesticidas para os animais e para o Homem exige a
nossa atengdo constante, na medida em que estes compostos, por si s6 e/ou os produtos

provenientes da sua degradagdo no ambiente ou da sua biotransformacgédo pelos
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organismos, poderdo causar problemas ambientais sobre os ecossistemas em que
circulam e nos seres vivos (Campbell & Langford, 1991). Também a bioacumulagéo € um
tema de interesse na medida em que baixas concentragdes de pesticida absorvido ou
ingerido podem acumular-se nos organismos dos ecossistemas aquaticos ou terrestres e
serem toxicos ndo so para esses organismos como também para outros que estejam

num nivel trofico superior (Ferrando et al., 1996).
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Figura 1.1 - Principais processos de transporte e de transformagéo dos pesticidas nos varios

reactividade quimica

compartimentos ambientais (adaptado de Cerejeira, 1993).
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Tendo presente o impacto que a utilizagdo dos pesticidas pode causar nos
organismos e no ambiente, cada vez mais se observa uma tendéncia para restringir a sua
aplicagéo e utilizar estes compostos de acordo com as praticas de protecgéo integrada
(Amaro, 1991; Ribeiro & Gongalves, 2000). Em Portugal, os critérios para a escolha de
substancias activas aconselhadas para aplicagdo na cultura da vinha sdo estabelecidos
pela Portaria 65/97 de 28 de Janeiro, que define e regula os métodos de produgédo e
proteccéo integrada das culturas adequados a salvaguarda do ambiente e pelo DL
101/2002 de 12 de Abril que estabelece as normas técnicas para a homologagio dos

produtos fitofarmacéuticos.

No entanto, mesmo quando utilizados nas condigées recomendadas, os fungicidas,
como alids a maioria dos pesticidas, sdo substancias que tendem a acumular-se nos
ecossistemas, com os seus possiveis efeitos nefastos como poluentes terrestres,
aquaticos ou atmosféricos. Como as principais reac¢des de decomposigdo dos pesticidas
sdo de origem bibtica, a biodegradagdo por microrganismos é considerada como a
principal via de degradacdo destes xenobibticos e de reduzir a sua persisténcia nos

ecossistemas (Racke, 1990a; Walker & Welch, 1990; Eke ef al., 1996).

Apesar da tentativa de produzir fungicidas cada vez mais selectivos para os
fitopatogénicos, a utilizagdo destes compostos pode levar a destruicdo de grande parte
da populagdo microbiana activa no seu processo de biodegradagdo e,
consequentemente, aumentar a sua acumulagéo nos solos, pelo que se torna importante
seleccionar microrganismos com capacidade para degradar concentragdes relativamente

elevadas destes compostos (Aharason et al., 1990).

A adaptagdo de microrganismos para a biodegradagdo dos fungicidas e outros
pesticidas € um fendmeno que pode ocorrer quando estes compostos, em certas

concentragdes, contactam com populagdes microbianas do solo capazes de os degradar.
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Geralmente, esses microrganismos adaptaram-se aos fungicidas apds aplicagédo prévia
desse composto quimico ou similar e desenvolveram mecanismos enzimaticos capazes
de os degradar mais faciimente. Este fenomeno é denominado biodegradagdo facilitada
(“enhanced biodegradation”) e consiste no aumento das taxas de biodegradagdo de um
fungicida no solo, por microrganismos que estiveram previamente em contacto com esse
xenobidtico, que se adaptaram a sua presenca e que desenvolveram capacidade para o

degradar (Racke, 1990a; Martin et al., 1995, 1999).

A biorremediagio é uma das estratégias de descontaminacdo do ambiente muito
utilizada no tratamento de residuos bioldgicos para destruir ou reduzir, pela acgao de
microrganismos, a concentragdo de despejos nocivos de um local contaminado. Nas
praticas de biorremediagéo, especialmente para o tratamento in situ, podem utilizar-se
microrganismos do solo que se adaptaram previamente a um xenobidtico e que, apoés
exposigdo prévia, adquiriram capacidade para o degradar mais rapidamente (Racke,

1990b; Newcombe & Crowley, 1999).

1.2. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS FUNGICIDAS

As propriedades fisico-quimicas dos fungicidas, como ja referimos, influenciam a
sua distribuicdo e a sua persisténcia no ambiente. A presenca de grupos funcionais e de
outros grupos na estrutura quimica dos fungicidas condiciona o estado de ionizagéo, a
polaridade e a reactividade destes compostos e, consequentemente, a sua estabilidade
nos diversos ecossistemas (Hassall, 1990; Roberts, 1990). Para além da natureza
quimica, temos ainda a considerar outros factores que condicionam a acumulagéo dos

fungicidas no ambiente, tais como, a solubilidade na agua, a pressdo de vapor, a
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capacidade de adsorgéo aos coldides do solo e sedimentos, os coeficientes de particdo,

a mobilidade e a lixiviagdo nos solos (Amold & Briggs, 1990; Hassall, 1990).

A volatilizagdo é um importante processo de remogéo fisica dos fungicidas (Taylor
& Spencer, 1990, Racke, 1990a). A pressdo de vapor, directamente proporcional a
volatilidade das substancias e inversamente proporcional a sua solubilidade em agua,
controla a disperséo dos fungicidas a partir do seu local de aplicagdo (Miyamoto et al.,

1990).

A formulagdo comercial que associa os fungicidas metalaxil e folpete é
frequentemente utilizada para protecgdo das culturas da vinha contra o mildio

(Plasmopara viticola) (Jalio, 2001).

O Metalaxil ou N-(2,6-dimetilfenil)-N-metoxiacetil-DL-alaninato de metilo (Figura
1.2) pertence ao grupo dos fungicidas fenilamidas conjuntamente com o benalaxil e o
fluralaxil (Tomlin, 1995). As caracteristicas gerais do metalaxil estdo representadas na

tabela 1.1.

CHa (|3H3 Ic|>
/CH‘—'C—"‘OCH;:,
N\
C—CH,OCH;

CHs O|

Figura 1.2 - Estrutura quimica do metalaxil: N-(2,6-dimetilfenil)-N-metoxiacetil-DL-alaninato de

metilo.
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Tabela 1.1 - Caracteristicas fisico-quimicas do metalaxil (Tomlin, 1995; Merck & Co., 1996).

IUPAC
Nome

CAS

N-(2,6-dimetilfenil)-N-metoxiacetil-DL-alaninato de metilo

Metil N-(2-metoxiacetil)-N-(2,6 xilil)-DL-alaninato

Classe Quimica

Formula Molecular

Massa Molar

Ponto de fuséo

Presséo de vapor

Coeficiente de particéo
octanol-agua (log Poy)

Solubilidade em agua

Solubilidade em solventes

organicos (25°C)

Estabilidade

Acilalanina

Ci5H21NO,

279, 34 g/mol

71-72°C

2,2 x 10 mm Hg (20°C) ou 75 x 10 ®° Pa (25°C)

1,75

7.1 g .L" (20°C)

Soltivel em diclorometano (770 g.L"), metanol (650 g.L"),
benzeno (550 g.L™"), acetona (450 g.L") e etanol (400 g.L").

Pouco solivel em n-octanol (68 g.L'1) e n-hexano (11 g.L'1)

Estavel a temperaturas inferiores a 300°C.
Estavel a esterilizagao por calor himido em autoclave.

Estavel em meios neutros ou acidos, a temperatura ambiente.

O Folpete ou N-triclorometiltioftalimida (Figura 1.3) pertence ao grupo dos

fungicidas N-triclorometiltioderivados, como a captana e o captafol (Tomlin, 1995). As

caracteristicas gerais do folpete estdo representadas na tabela 1.2.
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Figura 1.3- Estrutura quimica do folpete: N-triclorometiltioftalimida.

Tabela 1.2 - Caracteristicas fisico-quimicas do folpete (Tomlin, 1995; Merck & Co., 1996)

O
Ci
N—8—C—ClI
Cl
O

IUPAC N-triclorometiltioftalimida
N-triclorometilsulfanilftalimida
Nome
N-triclorometilsulfanil-1,2-benzenocarboximida
CAS 2-[(triclorometil)tio]-1H-iso-indol-1,3(2H)-diona
Classe Quimica Ftalimida
Formula Molecular CoH,CI:NO,S
Massa Molar 296,56 g.mol'1
Ponto de fusdo 177°C

Presséo de vapor (25°C)

1,6x10" mmHg ou 2,1x10° Pa

Coeficiente de particdo

octanol-agua (log Poy)

3,11 a temperatura de 25°C

Solubilidade em agua

Muito baixa (1,3 mg.L™" a 25°C)

Relativamente soliivel em acetona, acetonitrilo, cloroférmio (8,7
g.L™"), benzeno (2,2 g.L") e isopropanol (1,25 g.L™) a 20°C.

Pouco solivel em cetonas alifaticas (3 a 4%), hidrocarbonetos.

Solubilidade em solventes

organicos (25°C)
g alifaticos (0.1 — 1%) e insoltiivel em hidrocarbonetos aromaticos,

polares e oxigenados.

. Estavel no ambiente em condigdes de baixa humidade.
Estabilidade . .
Nao é estavel em condigdes alcalinas.
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1.3. OS FUNGICIDAS E OS FUNGOS FITOPATOGENICOS

Os fungicidas sdo substdncias quimicas com capacidade para eliminar fungos,
sendo frequentemente utilizados na protecgdo das culturas contra os fungos
fitopatogénicos. Um dos principais problemas associados ao controlo destes
microrganismos relaciona-se com a grande facilidade que os micélios possuem para se
regenerar a partir de algumas hifas e a resisténcia devida a formagéo de estruturas como

clamidosporos e esporos (Hassall, 1990).

Consoante o seu processo de interacgdo com os fitopatogénicos, os fungicidas podem
ser divididos em dois tipos:

. fungicidas sistémicos - penetram na planta (quer através das raizes
quer através da folha) e séo transportados pelo xilema ou pelo floema,
até ao local onde poder&o exercer a sua acgéo.

. fungicidas ndo sistémicos ou de contacto - permanecem perto do

ponto onde foram depositados.

Os fungicidas sistémicos sdo absorvidos pelas plantas, penetram no interior dos
tecidos e podem erradicar a doenga, no entanto, quando né&o sdo muito especificos

podem afectar irreparavelmente o crescimento da planta (Hassall, 1990; Cremlyn, 1991).

Os fungicidas néo sistémicos tém predominantemente uma acgdo por contacto,
quando depositados na superficie da planta, conferem protecgéo inibindo o crescimento
do fungo e limitando a produgéo de estruturas reprodutoras, evitando a germinagdo dos
esporos. Esta acgdo retarda ou previne a doenga, no entanto, a maioria destes
compostos sdo mais efectivos antes do inicio da infecgdo da planta. Os fungicidas néo
sistémicos devem possuir um certo grau de persisténcia e a maioria deles séo insollveis
em agua para evitar que sejam facilmente arrastados pela chuva (Hassall, 1990;

Cremlyn, 1991).
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A aplicagdo excessiva de fungicidas levou a formagdo de espécies de parasitas
resistentes, pelo que € cada vez mais importante a utilizagdo cuidada destes

fitofarmacos.

Os fungos fitopatogénicos dividem-se, frequentemente, consoante a sua principal
via de infecgdo (ar, sementes ou solo), sendo considerados trés grupos principais: os
fungos que infectam as partes aéreas das plantas, os que infectam as plantas pela raiz e,
ainda, aqueles que se reproduzem nas sementes das plantas, como se apresenta na

tabela 1.3 (Hassall, 1990; Cremiyn, 1991).

1.3.1. Principais aplicagcdes dos fungicidas Metalaxil e Folpete

O metalaxil € um fungicida muito utilizado que possui actividade residual e
sistémica contra os fungos Oomycetes, especialmente os pertencentes a Ordem
Peronosporales, que sdo causadores de mildio nas culturas, como por exemplo, Bremia
sp., Phythium sp. (trigo, aveia, cana-de-agucar), Phytophthora sp. (batata, tomate e
outros vegetais), Pseudoperonospora cubensis (meldo, pepino e outros), Peronospora
tabacina (tabaco), Sclerospora sp. e Plasmopara viticola (mildio da videira) (Kerkenaar &
Sijpesteijn, 1981; Brantner & Windels, 1995; O’Brein & Weinert, 1995; Sharma & Awasthi,

1997; Matheron & Porchas, 2000).

O metalaxil é comercializado como uma mistura racémica de enantiémeros R e S.
O enantidmero R também é comercializado desde 1996 pelo nome de Mefenoxam ou

Metalaxil-M (Nuninger ef al., 1996; Zadra ef al., 2002).

As associagdes tém a vantagem de alargar o espectro de ac¢do dos fungicidas e,
simultaneamente, de diminuir ou até mesmo de evitar a capacidade de adaptacdo das

estirpes fungicas (Cremlyn, 1991).
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Tabela 1.3 - Classificagéo dos fungos patogénicos de acordo com a sua principal via de infeccéo

nas plantas e referéncia aos fungicidas mais eficazes (adaptado de Hassall, 1990).

Fungos das partes aéreas das plantas

Fungos que produzem esporos livres méveis (zoosporos) e que necessitam de
agua para se propagarem (transmissdo por via aquosa). A infeccdo, é

portanto, favorecida em condigSes de elevada humidade.

Principalmente fungos do grupo dos Oomicetes, em particular os da ordem
Peronosporales que sdo causadores de mildio nas culturas (Phythium sp.,

Grupo |

ditiocarbamatos, éxidos de cobre, etc.

Fungos que ndo possuem esporos moéveis mas que também séo transmitidos
por via aquosa. A infecgdo na planta é, geralmente, favorecida na presenca de

agua, que transporta os esporos por arrastamento ou na qual Va0 suspensos.

B Engioba vérias divisBes taxonémicas de fungos, nomeadamente alguns

Ascomicetes e alguns Deuteromicetes.

Ex.: Botrytis cinerea Pers (podridao cinzenta da vinha).

Fungicidas: ftalimidas (folpete), diclofuanida, benzimidazéis, etc.

Os esporos sdo transmitidos por via aérea e a infecgéo é favorecida em
condigbes de baixa humidade. O micélio, frequentemente hidrofébico cresce na

superficie da folha.

Grupo Il

Inclui patogénicos do grupo dos Ascomicetes.

Ex: Uncinula necator e outros responsaveis pelo oidio.

Fungicidas: ftalimidas (folpete), hidroxipirimidinas, derivados az6licos.

Fungos das sementes

Alguns fungos vivem a superficie das sementes, outros vivem dentro delas. Fungos pertencentes as mais
diversas ordens. Inclui alguns Basidiomicetes (ex. Ustilago), alguns Ascomicetes (ex. Pyrenophora) e

alguns Deuteromicetes (ex. Steporia).

Fungicidas: carboxamidas, derivados azélicos, ditiocarbamatos, oxidos de cobre, organomercuricos, etc.

Fungos do sistema radicalar

A infeccdo transmite-se através do solo. Fungos pertencentes a muitos grupos taxonémicos, inclui

Fungicidas: benzimidazéis, derivados aromaticos cloro-substituidos, sais de cobre, etc.
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Geraimente, obtém-se melhores resultados quando se associa um fungicida
sistémico a um fungicida de contacto sendo bastante frequente a associagdo do metalaxil
com outros fungicidas, como 6xidos de cobre, ditiocarbamatos (mancozebe,

tiabendazole) e ftalimidas, como o folpete (Fontem & Aighewi, 1993).

O folpete & um fungicida de contacto de largo espectro pertencente a familia das
ftalimidas. E um importante protector da superficie das plantas utilizado no controlo de
fitopatogénicos que infectam as partes aéreas das plantas (Cremiyn 1991). A sua
utilizagdo pode ser muito variada, podendo ser aplicado em varias culturas,
nomeadamente nas culturas de batata, cebola, feijao, tomate, morango e vinha (Sobreiro
& Reis, 2000). Tem uma acg¢éo preventiva e protectora anti-mildio (Plasmopara viticola),

anti-oidio (Uncinula necator) e anti-podriddo cinzenta (Botrytis cinerea) (Tomlin, 1995).

Estudos actuais com o folpete realgam a sua polivaléncia e a importancia
preventiva e protectora contra varias doengas da vinha, em particular as provocadas por
Plasmopara viticola, Phomopsis viticola e Coniothryrium dipodiella referindo também uma
eficacia colateral no combate a Botirytis cinerea e, em parte, no combate a Uncinula

necator e a Guignardia bidwelld (Gualco & Toni, 2001).

1.3.2. Mecanismos de ac¢ao dos fungicidas

Muitos fungicidas com diferentes mecanismos de acg¢do foram desenvolvidos e
comercializados nas ultimas décadas (Cremlyn, 1991; Kaneko et al., 1995). A sua ac¢éo

contra os fitopatogénicos pode manifestar-se a varios niveis, nomeadamente:

(1) inibicdo de processos bioquimicos dos fungos, tais como, a biossintese
de acidos nucleicos, aminoacidos ou de proteinas ou, ainda, inibigdo da

biossintese de lipidos, nomeadamente dos esterdides e acidos gordos;
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(2) perturbagdes do metabolismo energético, tais como inibigdo da glicdlise,
do ciclo dos acidos tricarboxilicos, da cadeia transportadora de electrdes
ou da fosforilagdo oxidativa;

(3) inibicdo da divisdo celular ou destruigdo das estruturas celulares,
nomeadamente por atrofia do crescimento das hifas e inibicdo da

formagdo de estruturas produtoras de esporos (Kaneko et al., 1995).

Alguns dos fungicidas actualmente mais utilizados s&o inibidores da biossintese de
esterides dos fitopatogénicos (triazdis e derivados da morfolina), inibidores da sintese
proteica (ftalimidas) ou da biossintese dos &cidos nucleicos, como as acilalaninas que
inibem a sintese do RNA e os benzimidazois que foram inicialmente considerados como
inibidores da sintese do DNA e, posteriormente, como inibidores da formacdo dos

microtubulos nos microrganismos (Cremlyn, 1991; Kaneko ef al., 1995).

O metalaxil possui propriedades sistémicas e actua por inibi¢do da biossintese do
RNA ribossomal dos fungos da ordem Peronosporales. A sua eficacia resulta da inibicao
especifica da RNA polimerase-1 e da inibicdo da ligagédo da uridina no rRNA por
interferéncia ao nivel da transcricdo (Cremlyn, 1991; Brantner & Windels, 1998; Molina et
al., 1998). Apesar do modo de acgdo primario do metalaxil parecer ser a inibicdo da
sintese do RNA ribossomal, este fungicida também intervém no processo de esporulagéo
dos fitopagénicos. Estudos efectuados durante o processo de germinagdo de Plasmopara
viticola mostraram que o metalaxil parece interferir com os processos de formagéo e
maturagéo dos zodsporos (Madden & Ellis, 2000). Estudos efectuados em Phytophthora
sp. mostraram que o metalaxil inibe o crescimento do micélio com inibicao da formagéo
do esporangio e que, por vezes, reduz a duragéo da mobilidade do zoésporo, reduzindo a

dispersdo e a sua capacidade de germinagéo (Materon & Porchas, 2000).
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O folpete € um fungicida de contacto de largo espectro. A sua acgdo é
principalmente preventiva, actuando essencialmente por desnaturagdo dos grupos tiol
(SH) das proteinas, como inibidor da germinagdo dos esporos dos fungos e do
crescimento do micélio (Cremlyn, 1991; EPA, 1999a; Gualco & Togni, 2001). No seu
modo de acgdo podem distinguir-se, fundamentalmente, trés mecanismos principais:
inibicdo especifica da respiragéo, interferéncia na permeabilidade da membrana e acgéo
sobre a divisdo celular. O folpete reage com o grupo tiol presente em diversos enzimas
da cadeia respiratéria e da membrana celular, formando pontes dissulfureto que alteram
o fluxo electronico mitocondrial e, consequentemente, bloqueiam a respiragdo e a
permeabilidade da membrana citoplasmatica e inibem o processo normal de divisdo

celular (Gualco & Togni, 2001).

1.4. INTERACGAO DOS FUNGICIDAS COM OS MICRORGANIS-

MOS NAO FITOPATOGENICOS

Os microrganismos do solo apresentam uma grande biodiversidade e
desempenham um papel fundamental na decomposig¢éo dos fungicidas. Para além disso,
sdo essenciais para a fertilidade dos solos, na medida em que sdo os responsaveis pela
fixagdo do azoto e conversdo dos residuos orgdnicos em formas assimilaveis pelas
plantas (Novack et al., 1995). As bactérias do solo sdo particularmente importantes, néo
sb porque participam na decomposigdo de compostos organicos e na formagdo do
hiumus, mas também porque algumas delas participam na biossintese e catabolismo do
fosfato. Outras, ainda, tém a capacidade de fixar o azoto (bactérias fixadoras de azoto), e
transformar azoto amoniacal em &cido nitrico ou nitroso (bactérias nitrificantes). Os

fungos sd@o os principais decompositores da matéria organica do solo, nomeadamente

22



Aspectos gerais da interacgéo entre os fungicidas, os seres vivos e 0 ambiente

dos polimeros de linhina e dos complexos de acidos humicos. Sao, geralmente, mais
tolerantes a acidez do que as bactérias, pelo que a decomposigdo da matéria organica
em solos mais acidos &, normalmente, devida aos fungos. As algas, os protozoarios e a
microfauna também fazem parte dos componentes vivos do solo, no entanto, a sua
intervencdo na biorremediagdo do solo ndo tem despertado tanto interesse (Correia,

1982; Novack et al., 1995; Coleman & Crossley, 1996).

Do mesmo modo, os microrganismos desempenham um importante papel nos
ecossistemas aquaticos, quer na conversdo de compostos organicos provenientes da
flora e fauna do meio, quer na decomposi¢éo de compostos orgéanicos poluentes como 0s
fungicidas. A semelhanga dos microrganismos terrestres, os microrganismos aquaticos
sdo importantes para a fixagdo do azoto, para a nitrificagdo e para a biossintese e
catabolismo do fosfato. As bactérias e fungos do meio aquatico sdo os principais
intervenientes no processo de transformagdo da matéria organica com formagéo de sais

oxidados, tais como nitratos, sulfatos e fosfatos (Pritchard & Bourquin, 1985).

1.4.1. Degradagao microbiana dos fungicidas

Alguns microrganismos conseguem resistir a concentragbes elevadas de um
determinado fungicida e, simultaneamente, contribuir para a sua degradagdo. As
transformagdes mais completas dos fungicidas sao mediadas, essencialmente, por
microrganismos que desempenham um papel muito importante na biodegradacéo destes
xenobidticos e que determinam o seu destino e persisténcia no ambiente (Matsumara,

1982; Moorman, 1994: Aislabie & Lloyd-Jones, 1995; Novack et al., 1995).

A quantidade de microrganismos activos existentes nos varios ecossistemas para
transformar um determinado fungicida condiciona a sua taxa de biodegradagéo

(Moorman, 1994; Novack et al., 1995). Os fungicidas s8o substéncias estranhas para os
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microrganismos do solo que nem sempre dispdem de sistemas enzimaticos necessarios,
pelo que o processo de degradagdo dos fungicidas, como dos outros pesticidas é
frequentemente parcial e ocorre por acgdo de enzimas exo- ou endocelulares pouco
especificos. No entanto, a presenga do fungicida também pode provocar a indugédo de
enzimas mais ou menos especificos aptos para o degradar, o que se traduz no aumento
da capacidade de biodegradagdo, apds exposi¢do mais ou menos prolongada a esse
fungicida ou similar, ocorrendo o fendmeno de biodegradacédo facilitada (Anderson &

Lafuerza, 1992; Schiavon & Morel, 1995).

De uma forma geral, a biodegradagdo dos fungicidas depende da interacgdo de um
conjunto de factores pedoclimaticos que regulam a biodisponibilidade do composto e a
biomassa do solo. A biodisponibilidade é resultante dos processos de adsorgdo-desorgao
e da formacdo de residuos entre os fungicidas e os constituintes do solo, os quais
dependem dos conteudos em argila, matéria organica, humidade, pH e temperatura do
solo. Simultaneamente, a natureza e o crescimento das populagdes presentes no solo
também sdo dependentes do pH, do potencial redox, da temperatura, das fontes de
energia e dos nutrientes minerais (Aislabie & Lloyd-Jones, 1995; Schiavon & Morel,
1995). A composi¢do do solo, nomeadamente, o conteudo em matéria organica e
particulas minerais e humidade, o pH e a temperatura influenciam a proliferagdo dos
microrganismos, os fendmenos de adsorgdo e desorgdo as particulas do solo e as suas

actividades de biodegradacédo (Sethunatnan ef a/., 1982; Schiavon & Morel, 1995).

A taxa de degradag¢do também pode variar com a profundidade dos solos e esta
correlacionada com a taxa de respiragdo e com a biomassa microbiana, que também
diminuem com a profundidade (Moorman, 1994). A maioria dos microrganismos
intervenientes no processo de degradagdo dos fungicidas sédo aerdbios, observando-se,
normalmente, uma diminuicdo significativa da degradagdo dos fungicidas pelos

microrganismos em locais onde ha baixo teor de oxigénio (Moorman, 1994).

24



Aspectos gerais da interacg8o entre os fungicidas, os seres vivos e 0 ambiente

A frequéncia de aplicagdo também pode influenciar a biodegradagao. Para alguns
fungicidas, observa-se que, 8 medida que aumenta a sua concentragdo no solo diminui a
capacidade dos microrganismos para os degradar podendo atingir concentragdes toxicas

no solo (Novack et al., 1995).

1.4.1.1. Metalaxil

Existem poucos estudos sobre a degradagdo do metalaxil no ambiente. No entanto,
o processo de degradagdo do metalaxil nos solos parece ser um processo
essencialmente bidtico e dependente do tipo de solo, da sua composigédo em biomasssa

e das condigdes ambientais (Sharon & Edgington, 1982; EPA, 1994).

A exposicdo prévia do solo ao metalaxil também parece influenciar o processo de
biodegradacdo. Estudos efectuados em solos submetidos a tratamentos anteriores com
metalaxil referem que estes apresentaram maior capacidade para o degradar do que
solos similares sem exposigdo prévia ao fungicida, parecendo estar sujeito a

biodegradagéo facilitada (Bailey & Coffey, 1985, 1986).

A humidade do solo, também influencia a proliferagdo dos microrganismos activos
para degradar o metalaxil. Mohapatra & Awasthi (1997) referem que a utilizagdo de
culturas de enriquecimento provenientes de solos inundados degradam o metalaxil mais
eficientemente do que culturas provenientes de solos secos, mas, no entanto, néo sdo

tdo eficientes como culturas provenientes de solos irrigados.

Todavia, 0 mecanismo de degradagdo do metalaxil no solo ndo estd ainda
esclarecido. Os produtos de degradagdo, a velocidade de degradagéo do metalaxil e dos
seus residuos é bastante variavel consoante o tipo de solo estudado e a sua localizagéo
geografica (Cremlyn, 1991). Os possiveis intermediarios formados no processo de

degradagdo do metalaxil no solo, descritos na bibliografia, sdo apresentados na figura
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1.4. Alguns estudos referem que o principal composto formado apds aplicagdo do
metalaxil nos solos foi o seu derivado acido ou N-2,6-dimetilfenil-N-metoxiacetilalanina
(percurso (1) da figura 1.4) que, posteriormente, pode ser mineralizado em CO, (Bailey &
Coffey, 1986; EPA, 1994). Um outro estudo de degradagdo do metalaxil refere que o
composto que foi predominantemente encontrado nos solos foi o derivado formado por
hidroxilagdo do grupo metilo ligado ao anel benzénico (percurso (2) da figura 1.4) que,

posteriormente, foi mineralizado em CO, (Wang ef al., 1995).

CH, C|:H3 CI)
/CH——-C-—OH
CHz CHz O Y — = CO

1) N
/C':H—ﬂ,—OCHs / |C|>-—CH200H3

N\ CHz 0o
ﬁ—CHzocHa

CHs

N-(2,6-dimetilfenil)-N-metoxiacetilalanina

(2

Metalaxil

CHOH cH, O

_CH—C—0CH;
N = co,
Cl——CHZOCHg,

H3

N-(2-hidroximetil-6-metilfenil)-N-metoxiacetilalaninato de metilo

Figura 1.4 — Possiveis intermediarios formados no processo degradagdo do metalaxil no solo
(1) EPA, 1994, (2) Wang et al., 1995.
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1.4.1.2. Folpete

Ha poucos estudos sobre a degradagdo do folpete no ambiente. Em solugdes
aquosas e em meios alcalinos, o folpete degrada-se rapidamente, obtendo-se como
principal produto a ftalimida como se apresenta na figura 1.5 (Viviane-Nauer et al.,
1997a). Nos ecossistemas, o desaparecimento do folpete parece estar simultaneamente
dependente das hidrélise abidtica e da degradagéo microbiana. O folpete é biodegradado
no solo com formagao de ftalimida e de CO,, sendo este o produto predominante (Sisler,

1982; EPA, 1999a).

] O
Cl
—§—C—C| ————> H 4+ HCI + HS + CO,
Cl
o] o]
Folpete Ftalimida

Figura 1.5 — Degradagéo do folpete em solugéo aquosa (Viviane-Nauer et al., 1997a).

1.4.2. Toxicidade para os microrganismos

Com o desenvolvimento da indastria dos produtos fitofarmacéuticos, os fungicidas
tendem a ser cada vez mais especificos para os agentes patogénicos, no entanto, muitos
destes produtos quimicos podem ser toxicos para alguns microrganismos importantes

dos ecossistemas terrestres e aquaticos.
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Apesar de uma parte da populagdo microbiana existente nestes ecossistemas
poder desenvolver capacidade para os biodegradar, em concentragdes relativamente
elevadas, alguns fungicidas poderdo inibir o crescimento desses microrganismos

aumentando a sua persisténcia no ambiente (Novak et al., 1995; Taiwo & Oso, 1997).

Alguns estudos de toxicidade referem que a aplicagdo de fungicidas sulfurados no
solo, como o folpete causa um elevado efeito inibitério na actividade da urease e na
nitrificagdo do azoto nos solos e que alguns fungicidas ndo sulfurados, como o metalaxil,
quando aplicados em doses elevadas também podem provocar estes efeitos (Sisler,
1982; Martens & Bremner, 1997). Segundo Monkiédjé et al. (2000), a dose e a frequéncia
de aplicagéo estdo correlacionadas com a toxicidade que os fungicidas poderdo exercer
sobre os microrganismos. Para estes autores, a aplicagdo de baixas concentragbes de
metalaxil estimularam o crescimento de bactérias fixadoras de azoto enquanto que a

utilizagdo de altas concentragdes inibiram o processo de nitrificagéo.

1.5. INTERACGAO DOS FUNGICIDAS COM AS PLANTAS

Quando uma cultura é tratada com um produto fitossanitario, uma certa
percentagem de ingrediente activo fica em contacto com a planta. No caso dos
fungicidas, a sua deposi¢éo depende de um grande numero de factores, incluindo: a dose
de composto aplicada por hectare, as propriedades quimicas, o tipo de formulagéo, o
método de aplicagdo, a morfologia € a superficie da planta, para além das condigdes
climaticas durante a aplicagdo. Apds a aplicagdo, a taxa de eliminagdo do fungicida
também é varidvel consoante as caracteristicas especificas da planta, a formulagéo e o
método de aplicagdo, as condigdes climaticas (vento, chuva) e as propriedades fisico-

quimicas desse fungicida (Navarro et al., 2001).
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A degradagdo dos fungicidas pelas plantas é um meio importante de auto-
desintoxicagdo que, geralmente, diminui a possibilidade de transmissdo do composto
através da cadeia alimentar. As plantas estdo equipadas com sistemas de defesa contra
os agentes extemos, incluindo os fungicidas, dos quais se destaca um conjunto de
processos bioquimicos de converséo dos xenobidticos em metabolitos mais hidrofilos e
mais faciimente excretaveis. A degradagdo dos fungicidas pelas plantas superiores pode
envolver um grande ndmero de reacgdes quimicas, muitas delas catalisadas por enzimas
especificos. Entre as principais reacgbes de degradagdo incluem-se as oxidagles
catalisadas pelos isoenzimas do sistema citocromo P450 microssomal, descarboxilagdes,
desaminacbes, desalogenagdes, desalquilagdes, hidrdlises enzimaticas e né&o
enzimaticas, hidroxilagdes e conjugagdes com compostos enddgenos, como o glutationo

(GSH) e aminoacidos (Hassall, 1990).

Embora a finalidade dos fungicidas seja proteger as plantas contra os fungos
fitopatogénicos, quando ndo sdo muito especificos, estes compostos podem afectar
irreparavelmente o crescimento da planta (Hassall, 1990). Também é importante ter em
conta a dose de fungicida aplicado e o prazo de tolerancia, pois a presenga de residuos
nos alimentos pode ser bastante prejudicial para a saide. No caso da cultura de vinha, os
residuos de fungicidas nas uvas podem ser prejudiciais ndo so nas uvas de mesa, como
também nas uvas de vinho, nas quais podem passar para o mosto e alterar a qualidade

do vinho (Navarro et al. 2001).

1.5.1. Metabolismo e toxicidade do metalaxil nas plantas

Como ja referimos, o metalaxil é um fungicida sistémico que é absorvido pelas
plantas através das folha e caule (aplicagéo foliar) ou através das raizes e tubérculos
(aplicagdo no solo) e é transportado para varios locais da planta onde possa exercer a

sua acgdo contra o fitopatogénico e erradicar a doenga. Estudos efectuados em varias
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culturas mostraram que o metalaxil & absorvido, sofre translocagéo e é extensivamente

biotransformado pelas plantas (EPA, 1994).

As diferentes reacgbes de transformagdo do metalaxil nas plantas descritas
envolvem: a hidrélise das ligagbes metil-éster e metil-éter e formagéo do derivado do
alcool benzilico, oxidagdo do grupo metilo ligado ao anel benzénico e formagéo do alcool
benzilico derivado, hidroxilagdo do anel benzénico e N-desalquilagdo, com posterior
conjugagéo destes metabolitos com compostos enddgenos, como por exemplo a glucose
(Figura 1.6). A maioria dos derivados do metalaxil foi encontrada em folhas e rebentos de
plantas, no entanto, os metabolitos formados parecem variar com o tipo de cultura
(Gross, 1986; Cole & Owen, 1987; FAO, 1996). Assim, por exemplo, o produto resultante
da oxidagdo do grupo metilo ligado ao anel benzénico com formagdo de N-(2-
hidroximetil)-6-metilfenil)-N-metoxiacetilalaninato de metilo foi o residuo predominante
detectado em suspensdes celulares de culturas de vinha no estudo efectuado por Cole &
Owen (1987). Um outro estudo efectuado em uvas refere que cerca de 60% do residuo

dos compostos derivados continha dimetilanilina (FAO, 1996).

E importante salientar que, principalmente, quando o prazo de tolerancia exigido
ap6s a aplicagdo do fungicida néo é respeitado, os residuos de fungicidas podem passar
para os alimentos ou seus derivados e causar graves riscos para a saide publica. O DL
215/ 2001 de 2 de Agosto baseado na directiva comunitaria 2000/42/EC estabelece que
os niveis maximos de residuos de metalaxil permitidos séo de 2 mg/kg nas uvas de mesa

e de 1 mg/kg nas uvas para produgéo de vinho.

Segundo Navarro et al. (2001), apds a aplicagdo de metalaxil, na cultura de vinha,
nas doses recomendadas, a dissipagdo do metalaxil foi de 89% ao fim de 28 dias, tendo
sido encontrados residuos nas uvas de 0,1 mg/Kg de metalaxil. O mesmo autor refere

ainda que em estudos, efectuados durante seis anos e em varios paises, os residuos
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Figura 1.6 - Produtos da degradagéo do metalaxil detectados em plantas e culturas de tecidos

(adaptado de Gross, 1986; Cole & Owen, 1987).
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detectados apds 28 dias variaram entre 0,06 e 4,40 mg/Kg, tendo os valores menores
sido geralmente encontrados em zonas mais secas, pelo que a grande variabilidade na

concentragéo de residuos pode ser devida as condigdes climaticas.

1.5.2. Metabolismo e toxicidade do folpete nas plantas

O folpete é um fungicida que exerce a sua acgédo por contacto e que, devido a sua
formulagdo, que é bastante insoluvel em agua, permanece bastante tempo nos locais
onde é aplicado (folhas e caule da planta e/ou frutos). Os principais percursos de
biodegradagdo do folpete nas plantas estdo representados na figura 1.7 (FAO/WHO,
1998). Os residuos de folpete e derivados formados parecem variar bastante com o tipo
de cultura. Assim, por exemplo, nas culturas de couve praticamente todo o folpete foi
degradado em ftalimida, nas culturas de espinafres cerca de 70 % do folpete foi
degradado e nas culturas de abdbora apenas 30% do folpete foi degradado em ftalimida
(Akiyama ef al., 1998). Estudos em cultura de tomate, com folpete marcado, mostraram
que o folpete foi rapidamente absorvido pelas plantas (85 % num dia) e que 11 dias ap6s
a aplicacéo o folpete residual era muito baixo, tendo sido identificados como principais
metabolitos a ftalimida, o acido ftalamico e o acido ftalico (EPA, 1999a). Nas culturas de
trigo, o folpete foi o produto predominante, tendo sido também detectados ftalimida e

acido ftalico, mas o acido ftalamico nio foi detectado (FAO/WHO, 1998).

Cabras et al. (1997) estudaram a persisténcia e o metabolismo do folpete em uvas
e no vinho. Nas uvas, o composto predominantemente encontrado foi o folpete (2,8
mg/Kg), embora também tenham sido encontradas pequenas quantidades de ftalimida
(0,5 mg/Kg). No mosto, embora a ftalimida tenha sido o principal produto de degradagao
detectado (cerca de 80%) também foram detectadas pequenas quantidades de acido
ftélico, o que levou os autores a concluir que o processo de degradagédo do folpete nédo é

uma sequéncia de reacgdes: ftalimida, acido ftalamico, acido ftalico mas sim uma série de
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reaccdes paralelas, com formagéo, por um lado, de ftalimida e, por outro, de acido
ftalamico que, posteriormente, se degrada em &cido ftalico (Figura 1.7). As diferengas
nos produtos de degradagdo obtidos em solugbes aquosas a pH 7 e no mosto foram
atribuidas as diferengas do valor do pH, uma vez que 0s estudos foram efectuados nas
mesmas condigdes de degradagdo. O mosto, devido & sua acidez, tem uma elevada

capacidade de degradagéo do folpete (Cabras et al., 1997).

A presenca de folpete no mosto inibiu completamente a fermentagdo alcodlica das
leveduras Saccharomyces cerevisae e Kloeckera apiculata, no entanto, a ftalimida néo
apresenta qualquer efeito negativo na acgéo fermentativa das duas leveduras (Cabras et
al., 1997). Numa solugdo contendo S. cerevisae, o folpete foi adsorvido pelas células de
levedura devido ao seu caracter lipofilico. Quando a concentragdo de folpete adicionada
foi elevada, apenas foi detectado folpete, quando a concentragéo foi baixa, apenas foi
detectada ftalimida, apés duas horas de incubagéo e quando a suspenséo celular foi
aquecida a 70°C néo foi detectado nenhum dos produtos, concluindo os autores que a
morte celular provocou alteragdes no processo de degradagéo do folpete (Viviane-Nauer

et al.,1997b).

Estudos efectuados em uvas tratadas trés vezes com folpete marcado referem que
os residuos encontrados nas uvas foram o folpete (cerca de 27%), o &acido ftalamico
(cerca de 5,8%) e a ftalimida (cerca de 11%) e um composto ndo identificado (cerca de
41%) muito polar e soluvel na fracgdo aquosa e que, por hidrolise, produz acido ftalamico
parecendo tratar-se de um ou mais dos conjugados do Acido ftalamico (FAO/WHO,

1991).

33



Capitulo 1

O

o
|C' H,0
N—S—IC—CI e NH + [S] + HCI + CO,
ci
o o

Folpete Ftalimida

(ICOOH COONH>
-—
COOH OOH

Acido ftalico Acido ftalamico

Figura 1.7 — Principais percursos de degradacéo do folpete nas plantas (adaptado de Cabras et
al., 1997; FAO/WHO, 1998).

Outros estudos mostraram que, apesar de ser bastante insolivel em agua e
permanecer bastante tempo em contacto com a superficie da uvas, o folpete nao
apresenta tendéncia para penetrar na ceras epicuticulares e os residuos detectados nas
aguas de lavagem foram o folpete e pequenas quantidades de ftalimida (Cabras &

Angioni, 2000).

O DL 215/2001 de 2 de Agosto estabelece que os limites maximos de residuos de
folpete admitidos na cultura da vinha em Portugal sdo: 3 mg/kg para as uvas de mesa e

10 mg/kg para as uvas para vinho (DGPC, 2001).
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1.6. INTERACGAO DOS FUNGICIDAS COM OS ANIMAIS

Os fungicidas, tal como a maioria dos xenobidticos aplicados nos ecossistemas,
podem ser mais ou menos toxicos para os organismos animais consoante as suas

capacidades de absorg&o, distribuigdo, biotransformacéo e/ou excrecio.

1.6.1. Metabolismo dos fungicidas nos animais

Os organismos animais possuem um conjunto de processos bioquimicos que
permitem a conversdo de compostos lipofilicos em compostos mais polares e, portanto

mais facilmente excretaveis, sendo esses processos conhecidos como biotransformagao.

As principais reacgdes de biotransformagéo dos xenobitticos, nos mamiferos sdo
normalmente divididas em dois grandes grupos: reacgdes de fase | e reacgdes de fase |l.
As reacgbes de fase | convertem, geralmente, os xenobidticos em derivados mais
hidrossoliveis através de reaccdes de oxidagdo, de redugdo e de hidrlise. Na fase |
actuam, principalmente, dois sistemas oxidativos: o sistema citocromo P-450 (também
conhecido por sistema monoxigenase de fungéo mista) e o sistema amina-oxidase de
funcdo mista (ou sistema flavina—monoxigenase) que catalisam um grande numero de
reacgdes importantes para a biotransformagéo dos fungicidas (Sipes & Gandolfi, 1991;
Omura, 1993). As reacgdes de fase Il sdo reacgdes biossintéticas onde o xenobidtico
elou o seu metabolito derivado da fase | é ligado covalentemente a uma molécula
enddgena (ex. acido glucuronico, ido sulfato proveniente de um substracto enddgeno,

aminoacidos ou glutationo) formando um conjugado (Sipes & Gandolfi, 1991).

Os organismos aquaticos também podem estar expostos aos residuos de
fungicidas, embora geralmente por contaminagéo indirecta (drenagem a partir de campos
agricolas, escoamento de efluentes industriais, etc). Estes organismos, apresentam

também uma grande variedade de reacgdes de biotransformagédo, onde intervém os
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sistemas oxidativos da fase | e a conjugagdo com compostos endégenos (Pritchard &

Bourquin, 1985).

1.6.1.1. Metalaxil

O metalaxil pode ser biotransformado pelos seres vivos com formagdo de um
grande nimero de metabolitos. Segundo Kaneko et al (1995), os trés percursos

principais propostos para a degradagio do metalaxil nos animais foram os seguintes:

(1) hidrélise do grupo metil-éter seguido da oxidagdo do alcool resultante,
hidrélise do grupo metil-éster ou N-desalquilagdo da cadeia éster,

(2) oxidagdo do grupo metilo do anel benzénico com formagéo do alcool
benzilico ou a hidrolise do éster,

(3) hidrdlise do éster de metilo, seguida de N-desalquilagédo e conjugacédo com

o0 acido glucurénico.

A figura 1.8 esquematiza o percurso metabdlico do metalaxil em ratos proposto
pela EPA (1994) e pela FAO/WHO (1996). Estudos farmacocinéticos efectuados em ratos
machos e fémeas Sprague-Dawley, apés a administragcdo de uma dose UGnica por via
intravenosa (1 mg/Kg), de uma dose Unica baixa por via oral (1 mg/Kg) e uma dose Unica
elevada por via oral (200 mg/Kg) ou doses orais repetidas (1mg/Kg/dia durante 14 dias),
mostraram que a via urinaria foi a principal via de eliminagdo para os ratos fémeas, e a

via fecal para os ratos machos (EPA, 1994).

Apds a administragdo de metalaxil marcado (27,8 mg/Kg) por via oral, em ratos
fémeas, verificou-se que ao fim de 48 horas cerca de 58% da reactividade foi excretada
pela urina e 32% pelas fezes. Os principais metabolitos excretados por ambos os

sistemas foram as formas livres e os conjugados glucurénicos (FAO/WHO, 1996).
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Figura 1.8 - Percurso metabdlico proposto pela EPA para a degradagdo do metalaxil nos ratos
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1.6.1.2. Folpete

Estudos em ratos Sprague Dawley mostraram que o folpete foi rapida e
extensivamente absorvido e rapidamente excretado pela urina, ndo tendo sido detectado
qualquer efeito cumulativo até 5 dias apdés a administragdo de uma dose tnica. O
principal metabolito detectado na urina foi a ftalimida e o principal metabolito fecal foi o

acido ftalamico (EPA, 1999a).

O metabolismo do folpete nos animais segue um percurso semelhante ao das
plantas. O folpete dissocia-se facilmente em ftalimida, a qual se transforma em acido

ftaldmico, que, posteriormente, pode ou ndo ser degradado em &cido ftalico (Figura 1.7).

O folpete, como a maioria dos N-triclorometiltioderivados sdo altamente reactivos
com os tecidos bioldgicos. Nos seres vivos, na presenca de compostos tidlicos, durante a
hidrélise do folpete em ftalimida também ocorre produgdo de tiofosgénio como se

representa na figura 1.9 (Sisler, 1982; Kaneko et al., 1995).

O tiofosgénio € muito reactivo com os tecidos biolégicos, transforma-se
rapidamente em condi¢des de pH neutro ou alcalino e pode sofrer conjugagdo com
compostos endégenos, como o glutationo e a cisteina, para formar um composto de vida
curta mas muito reactivo conhecido como tiazolinida (TTCA) que é bastante irritante para

as mucosas e pele (Kaneko et al., 1995; EPA, 1999a).

Um estudo efectuado com murganhos e ratos submetidos a uma dieta durante 21
dias consecutivos com folpete, e aos quais foi, em seguida, administrada uma Unica dose
de folpete marcado mostrou que o acido sulfénico foi o metabolito predominante nos
ratos enquanto a tiazolidina foi o principal metabolito detectado nos murganhos,
indicando uma utilizagdo superior da cisteina e/ ou dos mecanismos do glutationo-

redutase (GSH) nos murganhos (FAO/WHO, 1998).
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1.6.2. Toxicidade

Os fungicidas utilizados na agricultura poderdo ser toxicos para os mamiferos que
lhes possam estar expostos quer por ingestéo, inalagdo ou por absorgdo dérmica. Esta
toxicidade podera ter consequéncias imediatas ou mais tardias, consoante a via de
exposicdo, a dose de fungicida, o tipo de metabolismo a que esses compostos estéo

sujeitos e a capacidade que o organismo tem para os eliminar (Millburn, 1995).

Nas doses normalmente aplicadas para fins agricolas, os problemas de toxicidade
para os mamiferos sdo mais relevantes em termos de toxicidade a longo prazo, mas, na
maioria dos casos, esses problemas sdo muito dificeis de avaliar, principalmente para o
Homem, que pode estar exposto a varios produtos ao longo da sua vida sem que os

efeitos se manifestem (Kaneko ef al., 1995).

No meio terrestre, os fungicidas podem ser toxicos para outros animais além dos
mamiferos, nomeadamente, para algumas aves e insectos. Na maioria dos casos, as
doses utilizadas para fins agricolas ndo afectam directamente as aves mas podem ser
toxicos para alguns insectos, nomeadamente para as abelhas produtoras de mel e para
as borboletas, principalmente se estdo na forma de larva e, por esta razdo, colocar em
risco o fendmeno da polinizagdo (Hassall, 1990; James,1998). A toxicidade de um
fungicida para os organismos aquaticos também é muito dependente das caracteristicas

desse organismo (Rand & Petrocelli, 1985).

Na tentativa de avaliar os possiveis problemas de toxicidade dos fungicidas fazem-
se ensaios de toxicidade aguda, subaguda e toxicidade a longo prazo com animais de
laboratério (Timbrell, 1991). A toxicidade aguda e subaguda resultam da exposigdo a uma
dose relativamente elevada de um tdxico, devido a uma administragdo Gnica ou
fraccionada num intervalo de tempo relativamente reduzido. A relagdo causa-efeito &,

normalmente, facil de estabelecer. Os efeitos sdo rapidos e mais ou menos graves ao
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nivel de diferentes 6rgdos e fungdes, sendo a morte o efeito mais grave. As intoxicagdes
deste tipo, com fungicidas, sdo geralmente acidentais ou de origem criminosa. A
toxicidade a longo prazo manifesta-se apos exposigéo repetida a pequenas doses nao-
letais durante um longo intervalo de tempo. As intoxicagdes deste tipo séo mais dificeis
de avaliar, pois os efeitos manifestam-se quase sempre inesperadamente sem sinais de

alarme e numa fase irreversivel.

A exposigdo cronica a pequenas quantidades de pesticidas organicos pode levar ao
aparecimento de efeitos toxicos irreversiveis nos organismos, incluindo perturbagtes
cerebrais, doengas sanguineas (leucemia, anemia, etc.), intoxicagao no figado ou nos
rins e, ainda, possibilidade de efeitos imunodepressivos, mutagénicos, teratogénicos e

carcinogénicos (Campbell & Langford, 1991; Kaneko et al., 1995).

Na tentativa de avaliar a exposigdo cronica aos fungicidas fazem-se,
frequentemente, testes de mutagenicidade para identificar os potenciais agentes
carcinogénicos, embora estes testes apenas determinem o potencial genotoxico, isto &, a
acgdo dos compostos como agentes iniciadores do processo. A maioria dos pesticidas,
ndo s3o genotoxicos mas, na presenca de um agente promotor, alguns destes
xenobidticos podem ser potenciais carcinogéneos, em particular os que induzem a

actividade do sistema P-450 (Milburn, 1995).

Muitas experiéncias referem a formag&o de tumores em animais de experiéncia por
exposicdo a varios pesticidas utilizados na agricultura, incluindo alguns fungicidas.
Baseado nestas experiéncias, a “Environmental Protection Agency” (EPA) classificou os
pesticidas em diferentes classes consoante a probabilidade de serem potenciais agentes
carcinogénicos. Nenhum dos pesticidas homologados pertence a categoria de

carcinogéneos humanos (Tabela 1.4), no entanto a maioria pertence as categorias de
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provavel ou possivel carcinogéneo humano (B e C) que sao apenas baseadas em testes

com animais (Reigart & Roberts, 1999).

Tabela 1.4- Classificagdo do potencial carcinogénico dos pesticidas pela EPA (adaptado de
Fuhremann, 1991; Reigart & Roberts, 1999).

Categoria Descricéo
A carcinogéneo humano
B provavel carcinogéneo humano
C possivel carcinogéneo humano
D nao classificavel
E néo carcinogéneo

1.6.2.1. Metalaxil

Em relacdo a toxicidade aguda o metalaxil é classificado pela EPA como um
composto pouco téxico para mamiferos, aves e peixes (categoria toxicolégica lll) quando
aplicado dentro das concentragdes permitidas (Extoxnet, 1996). Apesar de apresentar
toxicidade aguda moderada em estudos efectuados em ratos por via oral (DLs, 669
mg/kg) e dérmica (DLsy superior a 3100 mg/Kg), estudos de toxicidade cronica
efectuados em ratos e cées revelaram que o metalaxil pode provocar sérias alteragdes

celulares a nivel hepatico nestes animais (EPA, 1994; Extoxnet, 1996).
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Num estudo de toxicidade subcronica em ratos expostos a doses de 2,5 mg/Kg/dia,
observou-se a redugdo do apetite e aumento das células do figado (Extoxnet, 1996). Um
estudo de toxicidade cronica efectuado em cdes mostrou que a administragdo deste
fungicida conduz a um aumento nos niveis de fosfatase alcalina no sangue € a um

aumento nas razdes de massa entre figado e cérebro dos animais (EPA, 1994).

Apesar da EPA (1994) ter classificado o metalaxil como pertencendo ao grupo E ou
seja um pesticida que nao evidencia efeitos carcinogénicos (Tabela 1.4), alguns estudos
revelaram que o metalaxil pode provocar efeitos genotoxicos e mutagénicos (Perocco et
al. 1995; Hrélia et al., 1996; Paolini et al., 1996). Um estudo in vitro efectuado por
Perocco et al. (1995) sugere que o metalaxil pode ter actividade promotora da
carginogénese. Neste estudo, analisaram-se 0s efeitos citotéxicos do metalaxil e as
propriedades transformantes num teste in vitro com células BALB/c 3T3 tendo sido
observada a indugdo da transformacdo das células em estudo na presenga de

bioactivagdo pelo sobrenadante pés-mitocondrial.

Outros estudos mostraram que, apesar de nao ter evidenciado efeitos mutagénicos
nos testes de genotoxicidade efectuados em ratinho Swiss, 0 metalaxil apresentou
resultados positivos num teste de aberragao cromossoémica, in vitro, em leucdcitos
humanos, sendo o tipo dominante de aberragdo a quebra do cromatideo (Hrelia et al.
1996). As aberragbes cromossémicas podem indicar alteragbes na homeostase celular
que sdo importantes na instabilidade do genoma (interferéncia na sintese ou na
condensacdo do DNA), podendo as lesdes detectadas n3o resultar da interacgdo

electrofilica do metalaxil com o DNA (Hrelia et al. 1996).

Noutros estudos, também se verificou que o metalaxil pode induzir lesées no DNA
directamente através da sobreposi¢ao de radicais de oxigénio ou indirectamente através

do aumento da activagio de compostos pré-carginogéneos. (Paolini et al., 1996).
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1.6.2.2. Folpete

O folpete é classificado pela EPA como um composto moderadamente téxico para
os mamiferos (categoria toxicoldégica ll) porque, apesar de apresentar baixos valores de
toxicidade aguda nos estudos em animais de laboratério, apresenta toxicidade moderada
quando absorvido por inalagdo e quando exposto por via ocular (EPA, 1999b). Além
disso, € bastante toxico para a maioria dos seres aquaticos, incluindo peixes e

invertebrados aquaticos (EPA, 1999).

A DLs, observada apés administracéo de folpete por via oral, foi de 43,8 g/Kg para
machos e de 19,5 g/kg para fémeas (Extoxnet, 1995). Um estudo de exposicéo ao folpete
(80% p/p) realizado em animais aquaticos durante 96 horas, mostrou que este fungicida é
altamente toxico para a grande maioria das espécie de peixes, tendo sido determinados
valores de CLs, entre 24 e 177 mg/Kg (EPA, 1999a). Um outro estudo efectuado com
Daphnia magna exposta a uma formulagédo de 44 % (p/p) durante 96 horas apresentou

um valor de CLs, de 600 mg/Kg (EPA, 1999).

As principais vias de exposi¢do para o Homem sao a via oral, por ingestdo de
residuos ou por inalagdo directa do produto e a via dérmica por contacto com a pele,
podendo haver risco de intoxicagdo aguda por ingestédo de residuos de folpete na comida
e na agua, embora segundo a EPA (1999a,b), esse risco seja relativamente baixo se este

for aplicado nas doses e normas recomendadas.

No entanto, o folpete, como a maioria dos N-triclorometiltioderivados, pode
constituir um problema em termos de toxicidade crénica, tendo sido classificado pela EPA
como provavel carcinogéneo humano (grupo B da tabela 1.4), tendo sido detectada
actividade cancerigena em animais de experiéncia mas ndo nos seres humanos (EPA,
1999a,b). O mecanismo de carcinogénese proposto para o folpete € o0 mesmo que para

os outros N-triclorometiltioderivados, que, nos tecidos bioldgicos, tém como metabolito
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comum o tiofosgénio, o qual se julga ser o responsavel pela actividade cancerigena

(Figura 1.9) (Kaneko et al., 1995; EPA, 1999a).

Estudos de reproducdo em ratinhos referem um aumento de incidéncia de
adenomas e carcinomas no duodeno, tendo sido considerado que o tiofosgénio foi o
responsavel pelas formagdes tumorais no duodeno (EPA, 1999a,b). Além disso, estudos in
vitro referem que o folpete induz uma grande variedade de efeitos genotoxicos incluindo

mutacoes de DNA em bactérias, células de mamiferos e leveduras (EPA, 1999a).

1.7. DISTRIBUIGAO E PERSISTENCIA DOS FUNGICIDAS NOS

ECOSSISTEMAS

Como ja foi referido, os fungicidas introduzidos no ambiente podem ter efeitos
nefastos em certos organismos, que podem, ou ndo, ser alvo dos mesmos. A
contaminagdo dos solos e ecossistemas aquaticos por concentragdes elevadas de
fungicidas que sao inadvertidamente utilizadas ou quando se da o transporte dos
fungicidas, para as aguas superficiais ou para as aguas subterraneas e ainda as trocas
para a atmosfera, por volatilizagdo podem causar graves problemas nos ecossistemas
(Brown et al., 1995). A degradagéo influencia a persisténcia e a dinamica de dispersao

dos fungicidas aplicados nos ecossistemas (Schiavon & Morel, 1995).

Contrariamente a volatilizagdo e a transferéncia que assegura uma simples
separagdo da substancia activa a partir da zona de aplicacdo e/ou de analise, a
degradagao consiste no desaparecimento do produto pela sua transformacgao no local de

aplicagdo, in situ (Brown et al., 1995). Para além dos processos bidticos atras referidos, a
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degradagdo dos fungicidas pode também ser devida a varios factores abidticos ou

ainda a associagao entre estes dois tipos de factores.

As principais transformagdes abidticas que podem ocorrer nos ecossistemas
aquaticos e/ou terrestres sdo, essencialmente, processos de transformacéo fotolitica ou
fotodegradacéo e de degradagao quimica como as reacgdes de hidrolise e de oxidagéo -

reducao (Weber, 1995; Wolfe et al., 1990).

A maioria das reacgdes de hidrélise dos fungicidas séo influenciadas pelo pH e pela
temperatura (Miyamoto et al, 1990). Os grupos funcionais dos fungicidas mais
susceptiveis de sofrer hidrélise sdo os ésteres de acidos carboxilicos, as amidas, os

carbamatos, os benzonitrilos e as triazinas (Wolfe et al., 1990).

A fotodegradagéo € um dos principais processos de transformagéo abiética a que
os fungicidas estdo sujeitos, embora a grande maioria dos compostos ndo apresentem
espectro de absor¢&o acima dos 290 nm e, portanto, estejam sujeitos principalmente a
fenémenos de fotdlise indirecta que envolvem a absorgdo das radiagbes por um
composto intermediario denominado fotossensibilizador (Watkins, 1979; Wolfe et al.,
1990). As substancias humicas, os minerais de argila e os metais de transi¢édo, quando
presentes no solo ou na agua, podem absorver fortemente radiagbées do espectro de UV
e actuar como fotossensibilizadores induzindo a fotodegradagao dos fungicidas e outros
xenobioticos (Parlar, 1990). A oxidacdo € o processo fotolitico predominante e os
oxidantes intervenientes no processo podem ser primariamente activados por
transferéncia de energia do fotossensibilizador excitado para o oxigénio molecular com
formacgéo de radicais de oxigénio ou pela presenga de substancias que formem radicais
livres facilmente, tais como, peréxido de hidrogénio e ozono e radicais hidroxilo, peréxido
e superoxido (Wolfe ef al., 1990). Por outro lado, alguns fungicidas s&o facilmente

reduzidos, sob determinadas condigdes ambientais, através de reacgbes como a
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desalogenacéo de halogenetos de alquilo e redugio de quinonas a hidroquinonas, entre

outras (Wolfe et al., 1990).

1.7.1. Ecossistemas terrestres

O solo & talvez o maior e 0 mais importante reservatério temporario de acumulagéo
de residuos de fungicidas, porque numa maior ou menor percentagem todos estes
compostos se depositam nele (Moorman, 1994). Os fungicidas podem alcangar o solo por
aplicagdo directa ou indirectamente por arrastamento a partir das folhas das plantas onde
foram aplicados, através do vento ou das chuvas, ou ainda, por deposi¢éo de fungicidas
dissolvidos no vapor de agua atmosférico ou na agua da chuva (Arnold & Briggs, 1990;

Brown et al., 1995).

Os fenémenos de retencdo do solo (adsorgdo-desorgdo) afectam o transporte, a
volatilizagdo, a degradagdo quimica e microbiolégica e a biodisponibilidade dos

fungicidas (Sukul & Spitller, 2000, 2001b).

A mobilidade é influenciada, essencialmente, por quatro factores: propriedades
fisico-quimicas do fungicida, composicdo e caracteristicas do solo, clima e método de
aplicac3o (Russell, 1995). As principais caracteristicas fisico-quimicas dos fungicidas que
determinam a capacidade com que estes compostos podem ser adsorvidos pelas
particulas coloidais ou de se deslocarem através do solo por lixiviagéo, incluem a
natureza e a posicido dos grupos funcionais e substituintes, a presenga ou nao de
ligagdes insaturadas, a distribuigdo de carga & superficie do composto, o tamanho das
moléculas, a polaridade, as suas caracteristicas acido-base, as suas solubilidades em
agua, as suas pressdes de vapor e os seus coeficientes de particao, K, (Koskinen &

Harper, 1990; Russell, 1995).
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O coeficiente de particao (K,) pode ser definido como a razao entre a concentragdo
do fungicida adsorvido por unidade de peso de fase sélida e a concentragao de fungicida
na fase liquida. Fungicidas com baixa pressdo de vapor e pouca solubilidade em agua
podem ficar adsorvidos a superficie das particulas coloidais enquanto que fungicidas com
grande solubilidade em agua tendem a ficar em solugdo. O coeficiente de particdo
octanol-agua, Kow, d& um valor aproximado de K, e é utilizado frequentemente para
prever a possibilidade de bioacumulagdo nos seres vivos, prevendo a capacidade que o
composto tem de penetrar nas membranas bioldgicas (Russell, 1995; Weber, 1995). Kqw
é definido como a razao entre a concentragdo de fungicida na fase de octanol e a sua
concentragdo na fase aquosa, ambas expressas em massa/volume, pelo que os valores

de K,y sd0 adimensionais (Brigs, 1981; Smith, 1990).

A retencgdo pelas particulas coloidais do solo é proporcional aos coeficientes de
distribuicdo dos fungicidas, Ky, nos diferentes solos, tendo também sido encontradas
correlagbes significativas com os seus valores de K,, (Russell, 1995). Actualmente,
muitos investigadores relacionam a mobilidade dos fungicidas no solo com a capacidade
das suas moléculas se ligarem aos constituintes organicos do solo, também denominada
coeficiente de retengdo ou o0 seu coeficiente de particao solo /agua, K. Por definicao, Ky
€ o valor do quociente entre a massa de sélido ndo iénico adsorvido por grama de
matéria organica e a concentragdo de soluto na fase aquosa e €&, geralmente, calculado
dividindo o valor do coeficiente de distribuicdo, Ky, pela fraccao de carbono organico do

solo (Russell, 1995; Weber, 1994).

A mobilidade dos fungicidas num determinado solo € inversamente proporcional ao
valor de K., que mede o caracter lipofilico dos pesticidas. Para além das propriedades
fisico-quimicas dos compostos, o conteudo em matéria organica do solo, a textura

(principalmente o contetido em argila) e o pH séo as propriedades que mais influenciam a
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adsorc¢ao dos fungicidas pelos coléides do solos e, consequentemente, a bioactividade e

a mobilidade desses compostos (Weber et al., 1993; Weber,1994).

O movimento dos fungicidas através do solo pode ocorrer por difuséo do fungicida
na fase aquosa a favor de um gradiente de concentragao, difuséo para a fase gasosa do
solo, se o fungicida for volatil, e fluxo de massa resultante de forgas externas
provenientes de moléculas de dgua ou de particulas do solo associadas aos fungicidas

(Koskinen & Harper, 1985; Brown et al., 1995).

A lixiviagdo é o processo de extracgdo do fungicida para a solucdo aquosa por
deslocamento deste através do solo, dependendo do movimento dos fungicidas no solo e
dos factores que lhe estdo inerentes, como a sua solubilidade em agua e o tipo de
retengdo pelos coléides do solo (Brown et al., 1995). A lixiviagdo estad correlacionada
como os coeficientes K, € Ko dos fungicidas (Russell, 1995). Para determinagao da
capacidade de lixiviagdo dos fungicidas, utilizam-se modelos tedricos e realizam-se
estudos praticos em laboratério, utilizando colunas de lixiviagao e lisimetros, onde ja é
possivel controlar condi¢gdes ambientais, mas que s6 sdo aplicaveis em situacdes de
fluxo vertical, e/ou recorre-se a estudos de campo que apesar de serem a situagao ideal
de monitorizagdo sdo aqueles em que as condigdes experimentais sao mais dificeis de

caracterizar e controlar (Brown et al., 1995).

A persisténcia dos fungicidas no solo, como ja referimos, depende, por um lado,
dos processos de retengdo e mobilidade e, por outro, dos processo de degradagao
abiética e bidtica, que ocorrem geralmente em interacg&o. A persisténcia é influenciada
por muitos factores, incluindo o tipo de solo, o seu pH, a sua composigdo em nutrientes e
coldides minerais e organicos, as condigées ambientais (temperatura e humidade) e da
presenca de microrganismos activos para a biodegradacéo (Arnold & Briggs, 1990,

Racke, 1990a; Moorman, 1994; Weber, 1994, 1995).
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Os processos de degradacdo abidtica que poderdo afectar a persisténcia dos
fungicidas sdo, como ja referimos, a fotdlise e os processos de degradagio quimica como
hidrélise e as reac¢des de oxidacdo-reducdo. A degradacdo fotolitica pode ser mais ou
menos significativa para os compostos colocados a superficie do solo. A degradagéo
quimica é dependente da adsorcdo das moléculas dos fungicidas aos constituintes

minerais e organicos do solo e do pH do solo (Moorman, 1994; Schiavon & Morel, 1995).

A biodegradacdo € um dos principais factores que contribui para a remocéo dos
fungicidas do solo. A biodisponibilidade dos fungicidas, condicionada pelos processos de
retencéo as particulas coloidais, também pode afectar a dimensdo e a taxa de
biodegradacao (Moorman, 1994; Novack et al., 1995; Sukul & Spitller, 2000). Para além
destes factores, a profundidade do solo também influencia os processos de
biodegradacdo e de transporte dos fungicidas no solo, havendo, geralmente, uma
diminuicdo das taxas de biodegradac¢do (por diminuicdo da biomassa e da taxa de

respiracdo dos microrganismos) com a profundidade (Moorman, 1994).

1.7.1.1. Metalaxil

O metalaxil apresenta baixos coeficientes de retencao e elevada mobilidade nos
solos, com valores de K,. que oscilam entre 50 e 100 consoante o tipo de solo (Russel,
1995). Assim, é facilmente lixiviado em solos arenosos e com baixo contettddo em matéria
organica (Di & Aylmore, 1997). Kookana et al. (1995) referem que, num estudo de campo
efectuado num solo arenoso, o metalaxil apresentou taxas de lixiviagdo superiores as da
maioria dos fungicidas estudados tendo atingido até cerca de 30 cm de profundidade, o
que foi correlacionado com o seu baixo coeficiente de retencado (K..<100) e com a sua
elevada mobilidade nesses solos. A mobilidade nos solos esta inversamente relacionada
com os contelidos em matéria organica e argila e parece ser influenciada pela humidade

do solo, sendo o metalaxil preferencialmente adsorvido a superficie dos minerais de
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argila e em solos com elevado conteudo de matéria organica e altos valores de
capacidade de troca catiénica (Sharon & Edigton, 1982; Bailey & Coffey, 1985; Sharma &

Awasthi, 1997; Sukul & Spiteller, 2000).

O metalaxil & um composto estavel em condigdes normais de temperatura e
luminosidade. No entanto, os processos de degradagdo abidtica, nomeadamente a
hidrélise e a fotodegradagao, também podem influenciar a sua distribui¢do e persisténcia
nos ecossistemas (Sharbm & Edgington, 1982; Murthy et al., 1998; Sukul & Spiteller,

2001b).

O metalaxil & bastante estavel em solugdes aquosas com valores de pH entre 3.0 e
8.5, mas degrada-se rapidamente em solugdes aquosas com pH igual ou superior a 10
(Sharom & Edgington, 1982). O tempo de meia-vida calculado para o metalaxil, em
solugdes aquosas a temperatura de 20°C, foi de 200 dias em solugdes com pH entre 5 e

7. de 115 dias a pH igual a 9 e de 12 dias a pH 10 (EPA, 1994).

O metalaxil é relativamente estavel a fotélise directa, devido ao baixo Amax de
absorgao (196 nm em solugdes aquosas) e quando é exposto a radicdo solar o seu
tempo de meia-vida foi de 40 dias (EPA, 1994). No entanto, pode estar sujeito a fotolise
indirecta na presenca de fotossensibilizadores que transfiram energia UV para o oxigénio
e, ap6s uma sequéncia de reacgdes, levam a formacéo de radicais hidroxilo, os quais vao
interactuar com o metalaxil por hidroxilagdo e, consequentemente, levar a sua
degradacao (Murthy et al., 1998; Sukul & Spiteller, 2001b). A exposi¢do do metalaxil a luz
solar diminui significativamente o seu tempo de meia-vida no solo. A presenca de
fotossensibilizadores no solo, como a acetona, a riboflavina, o acido himico e o HO,

aceleram a fotodegradacdo do metalaxit (Sukul ef al., 1992; Murthy et al., 1998).

Um estudo de degradagéo em que o metalaxil foi exposto a irradiagao prolongada

(65 horas), sob luz solar simulada (290 nm), na presenca de acido himico comercial,
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mostrou que cerca de 65% do metalaxil foi degradadb, enquanto que no mesmo estudo
mas na auséncia de &cido himico apenas 10% do metalaxil foi degradado e, na auséncia
de radiagdo, néo se observou degradacdo nem na presenga nem na auséncia de acido
humico (Sukul et al., 1992). A presenga de agua também parece ter um papel muito
importante na fotodegradacdo deste composto, uma vez que permite a formagéo dos

radicais hidroxilo por acgdo do agente fotossensibilizador (Murthy et al., 1998).

Apesar do metalaxil poder estar sujeito a fenédmenos de degradagdo abidtica, o
metalaxil no solo parece ser essencialmente submetido a processos de biodegradacgéio

através de populagdes microbianas activas (Bailey & Coffey, 1985, 1986).

As taxas de degradacdo do metalaxil nos solos podem ser bastante diferentes
consoante o tipo de solo e a composi¢cdo em matéria organica e minerais de argila, a
humidade e a temperatura dos solos e, ainda, com a populagdo microbiana existente
(Kookana et al., 1995). Num estudo de campo efectuado por Wauchope et al. (1992) o
metalaxil apresentou valores de tempo de meia-vida compreendidos entre 7 e 170 dias,
de acordo com as condi¢gdes de campo. Horst et al. (1996) referem que, num estudo
efectuado em campos de golfe submetidos a tratamentos com metalaxil, o tempo médio
calculado para a dissipagao do metalaxil nos solos com plantacdo de relva foi de 16 dias.
Os elevados conteldos em matéria organica e valores de capacidade de troca levam a
diminuicdo da biodisponibilidade do metalaxil nos solos e, consequentemente, a um
aumento do tempo de meia-vida (Sharma & Awasthi, 1997; Sukul & Spiteller, 2000,
2001a). O tempo de meia-vida do metalaxil também aumenta com a profundidade do
solo, o que pode estar correlacionado com o facto da populagéo microbiana presente nas
camadas profundas ser muito inferior a da superficie, podendo, assim, este fungicida
persistir muito mais do que o esperado e atingir faciimente as aguas subterraneas

(Kookana et al., 1995).
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1.7.1.2. Folpete

O folpete é praticamente insoltivel em agua e € muito pouco lixiviado no solo, pelo
que, a possibilidade de contaminagdo das aguas subterraneas é limitada (EPA, 1999a).
No entanto, ja foram detectados residuos de folpete em aguas superficiais em valores

superiores aos admitidos pela legislagéo (Pico et al., 1994).

No ambiente, o folpete é estavel em condi¢des de baixa humidade mas decompde-
se facilmente pela luz e é hidrolisado em condigbes neutra ou alcalinas (EPA, 1999). O
folpete degrada-se rapidamente no solo, com formagdo de ftalimida e de CO,,
apresentando tempos de meia-vida relativamente baixos nos solos (EPA, 1999a,b). O
tempo de meia-vida estimado pela EPA, usando um modelo de degradagéo integrado de
primeira ordem foi de 2,6 dias para o folpete e de 17,2 dias para a ftalimida. O seu
desaparecimento nos solos parece estar simultaneamente dependente dos processos de

hidrolise abidtica e de degradagdo microbiana (EPA, 1999a,b).

1.7.2. Ecossistemas aquaticos

1.7.2.1. Ecossistemas naturais

O ambiente aquatico & complexo e diversificado e o seu equilibrio é resultante das
interaccbes que se estabelecem entre os diversos factores ambientais e os seres vivos

(Rand & Petrocelli, 1985).

Os fungicidas nos ecossistemas aquéaticos podem estar dissolvidos na agua,
adsorvidos em componentes biéticos (microrganismos) e abiéticos (particulas coloidais
organicas e minerais dos sedimentos) ou acumulados nos organismos vivos (Eke et al.,
1996). Se apresentarem elevada solubilidade em agua e uma presséo de vapor baixa,

entdo a probabilidade dos fungicidas se encontrarem dissolvidos na agua é elevada,
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como acontece com o metalaxil. Pelo contrario, se um fungicida apresentar baixa
solubilidade em agua e baixa pressdo de vapor e tiver um coeficiente de parti¢éo
elevado, entdo esse composto encontrar-se-a predominantemente adsorvido a superficie

das particulas coloidais (Nimmo, 1985).

Os processos de adsorgdo-desorcdo no meio aquatico, que influenciam
significativamente o destino destes xenobiéticos nos ecossistemas aquaticos, estido
correlacionados com a natureza dos sedimentos (didmetro das particulas, conteido em
coléides inorganicos e em substancias humicas, etc.) e com as caracteristicas do
fungicida, nomeadamente, a solubilidade em agua, coeficiente de particdo octanol-agua e

pressao de vapor (Roberts, 1990).

1.7.2.1.1. Metalaxil

O metalaxil, como € um composto bastante soltivel em agua e relativamente mével
no solo, pode ser arrastado pelas dguas da chuva e atingir os aquiferos naturais (Weber,
1985, Russell, 1995). De acordo com a legislacdo, a concentragdo de metalaxil nas

aguas bebiveis ndo pode exceder 10 pg/L (DL 236/98 de 1 de Agosto).

A persisténcia do metalaxil nestes ecossistemas estad condicionada nao sé pela
biotransformacéo pelos organismos vivos mas também de processos de degradagéo
abidtica, envolvendo, principaimente, reacgdes de fotdlise, de hidrélise e de oxidacao.
Estudos de fotodegradagao efectuados com solugbes aquosas de metalaxil mostraram
que a irradiagao directa de luz UV origina um rearranjo do grupo N-acilo da posicdo 4 do
anel aromatico, com transformacéo de 70 % do substrato em 5 dias e formacéo de dois
produtos: N-2,6-dimetil-4-metoxiacetilfenilalaninato de metilo e N-2,6-dimetil-4-acetilfenil-

alaninato de metilo (Figura 1.10) (Yao ef al. 1989).
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Figura 1.10 — Produtos resultantes da irradiagdo do metalaxil em solugéo aquosa (adaptado de

Yao et al., 1989; Sukul et al., 1992).
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Outros estudos (Sukul et al., 1992) referem que a irradiagdo de uma solucédo
aquosa de metalaxil com radiagées UV de comprimentos de onda de 250 nm e de 290
nm provocam a degradagdo, ao fim de 3 horas, de 50% e de menos de 10%,
respectivamente. Segundo Sukul et al. (1992), a fotodecomposi¢cdo do metalaxil envolve
principalmente a N desalquilagdo e desmetilagdo com o rearranjo do grupo N-acilo da
posicdo 4 do anel aromatico. Os principais metabolitos formados, no estudo efectuado
por Sukul et al. (1992), por fotodegradagdo do metalaxil em solugbes aquosas
submetidas a exposigcao de diferentes niveis de radiagdes UV, foram a N-(metoxiacetil)-
2 6-dimetilanilina, a 2,6-dimetil-N-etilacetanilida e o N-(2,6-dimetilfenil)alaninato de metilo

(Figura 1.10).

O pH do meio parece influenciar a fotodecomposi¢cdo dos fungicidas, sendo
referido, por Yao et al. (1989), que as taxas mais elevadas de degradacéo foram obtidas
a valores de pH 2,8 e que as taxas de degradagdo mais baixas foram observados a pH

8,8.

1.7.2.1.2. Folpete

Os estudos existentes sobre a degradagéo do folpete nos ecossistemas aquaticos
sd0 baseados em modelos. Estes estudos indicam que o folpete pode atingir a camada

superficial da agua na concentragcdo maxima de 159 ug/L (EPA, 1999a,b).

A hidrélise parece ser o percurso predominante da degradagéo do folpete nos
ecossistemas aquaticos (Wolfe et al, 1976). Em solugcbes aquosas, degrada-se
rapidamente em ftalimida, seguindo o esquema apresentado na figura 1.5 (pagina 27). O
processo de degradagdo por hidrélise estd dependente do pH (Wolfe et al., 1976). O
folpete, em solugbes de pH igual ou superior a 7, decompde-se totalmente em ftalimida
em 24 horas, enquanto que, em solugdes acidas cerca de 57% do folpete, apoés em 24

horas, permanece em solugdo, a temperatura ambiente (Viviane-Nauer ef al., 1997a).
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Estudos com folpete marcado mostraram que a degradagéo deste composto € bastante
variavel com o pH referindo que os tempos de meia-vida do folpete foram de 2,6 horas
numa solugdo tampao de pH 5, de 1,1 hora numa zona tamp&o de pH 7 e de 67

segundos a pH 9 (EPA, 1999).

A fotodegradagcdo ndo parece ser um processo significativo de degradagdo do

folpete nos ecossistemas aquaticos (EPA, 1999a).

O folpete ja foi detectado nas aguas de superficie na concentragéo de 6,25 pg/L,
valor muito superior ao valor maximo admitido para pesticidas pela Unido Europeia que €
de 3 pg/L nas aguas de superficie e de 0,1 pg/L nas aguas de rede de distribuicao (Pico

et al., 1994)

1.7.2.2. Aguas subterraneas e sedimentos

A actividade agricola, para além da industria e dos processos de destrui¢éo de
residuos, é vista como a maior fonte de contaminagdo das aguas subterrdneas por
fungicidas (Cohen, 1990). Para além do comportamento dos fungicidas nos ecossistemas
naturais é importante também conhecer o seu comportamento em aguas subterraneas e

sedimentos (Bennett, 1990; Legrand et al., 1991; Eke et al., 1996).

O metalaxil, devido ao baixo coeficiente de adsorgdo nos solos (K.) € a sua
elevada solubilidade em agua, apresenta grande mobilidade e elevada capacidade de
lixiviagdo nos solos (Di et al. 1995, Di & Aylmore, 1997). Por outro lado, o metalaxil
apresenta uma baixa afinidade para a matéria organica do solo, muito inferior a de outros
fungicidas mais hidréfobos, o que aumenta a sua capacidade de lixiviagao e consequente
a probabilidade de atingir as aguas subterraneas (Andrades et al., 2000). O metalaxil foi
detectado nas aguas subterrdneas em vérios estados do continente americano em

concentragdes superiores a 3 ug/L (EPA, 1994).
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Um dos parametros mais importantes para controlar a possibilidade de
contaminacéo das aguas subterrdneas dos pesticidas é determinar a sua persisténcia
nos solos (Kookana, 1995). Nesse sentido, alguns investigadores criaram modelos
teéricos para prever o seu comportamento nos solos e avaliar a probabilidade de
contaminagdo das aguas subterraneas. Di et al. (1995) referem que, dos fungicidas
estudados, o metalaxil foi o que apresentou maior mobilidade nos solos e que as baixas
capacidades de degradagéo do solo e as elevadas taxas de precipitagdo facilitaram a
lixiviagdo do metalaxil para niveis de profundidade superiores e a, consequente,

contaminagdo das aguas subterrdneas.

Num outro estudo, utilizando um modelo diferente, o metalaxil apresentou grandes
probabilidades de atingir concentragdes elevadas a niveis relativamente profundos, tendo
sido estimado um tempo de 0,5 anos para percorrer 150 cm de profundidade, de 0,6 anos
para percorrer 300 cm e de apenas 0,8 anos para atingir os 500 cm de profundidade,
confirmando a grande probabilidade do metalaxil contaminar aguas subterraneas (Di &

Aylmore, 1997).

No entanto, os modelos propostos apresentam uma grande variabilidade consoante
as caracteristicas dos solos e a capacidade que estes apresentam para degradar os
fungicidas, as quais afectam significativamente a mobilidade e a persisténcia destes

compostos (Di & Aylmore, 1997).

Nao existem estudos sobre a probabilidade do folpete contaminar as aguas
subterraneas. Como ja referimos, apesar da elevada mobilidade dos seus residuos,
devido ao seu modo de aplicagéo e baixa solubilidade em agua, a EPA (1999a) considera
que existe uma baixa possibilidade de contaminagdo de aguas subterraneas, embora ja

tenham sido detectados residuos de folpete em aguas bebiveis (Picé et al., 1984).
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1.8. BIORREMEDIAGAO DE SOLOS CONTAMINADOS

Nas Ultimas décadas, a prevengdo da poluigdo difusa dos solos e aguas
subterraneas, assim como a descontaminacéo de areas contaminadas tem constituido
uma das prioridades das politicas ambientais, tendo sido propostas varias estratégias de
remediagdo envolvendo processos de tratamento fisico, quimico ou biol6gico (Bollag &

Bollag, 1995).

Nos processos de biorremediagdo recorre-se a aplicagéo de microrganismos ou
outros seres vivos para mineralizar ou transformar os poluentes em compostos menos
toxicos (Bollag & Bollag, 1995; Lenhard et al., 1995). As caracteristicas da tecnologia de
biorremediacdo (degradagdo e mineralizagdo do poluente em biomassa, CO; e H,0)
tornam-na numa alternativa atractiva, benéfica para o ambiente e com baixo custo
efectivo relativamente aos tratamentos convencionais, os quais requerem a incineragao,
volatilizacdo ou imobilizagdo do poluente (Heitzer & Sayler, 1993). Os tratamentos
convencionais simplesmente transferem a poluigdo, criando, assim, uma nova fonte de
poluicdo como os residuos da incineragdo e n&o eliminam o problema (Newcombe &

Crowley, 1999).

A aceitacdo da biorremediagio como uma tecnologia de tratamento dos poluentes
benéfica para o ambiente e relativamente econémica requer a demonstragdo da sua
eficacia e confiabilidade e também das suas vantagens relativamente aos tratamentos
convencionais (Heitzer & Sayler, 1993). O desenvolvimento do processo de
biorremediagao pode ser dividido em varios niveis interligados. Primeiro, tem que se fazer
uma caracterizacdo detalhada do processo tendo em conta a natureza quimica do
contaminante, as propriedades hidrogeoquimicas do local contaminado e as suas
caracteristicas microbiolégicas (Figura 1.11). Posteriormente, deve escolher-se o

processo de tratamento adequado e optar por um tratamento in situ (no local
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contaminado) ou por um tratamento no laboratério e, em seguida, deve proceder-se a
implementacdo e optimizagdo do processo de tratamento em escala. Neste processo de
monitorizagdo € necessario verificar se os objectivos de descontaminagéo foram
alcancados, se o tratamento &€ economicamente competitivo, se os recursos econdémicos,
ambientais e naturais foram considerados na avaliacdo global, se os aspectos
ecotoxicologicos foram tidos em conta e, ainda, se foi demonstrada a natureza bioldgica

do processo e quais as contribui¢cbes relativas dos factores abidticos (Heitzer & Sayler,

1993).
Biorremediagao — -
Caracterizagao Caracterizagao
. hidrogeoquimica microbiolégica
Caracterizagao do
poluente Parametros de monitorizagio Parametros de monitorizagdo
v propriedades geolégicas . . .
A s diversidade metabdlica
Parametros de monitorizagéo v direccao e taxa dos fluxos especifica
v composigio v nutr.ientes i tamanho das populagbes
v concentragdo v ageltzcg)r_ es de electrGes caracterizagéo das
v toxicidade v (O NO3) populagdes
v bioacessibilidade PH, temperatura existéncia de actividades
v solubilidade i metabdlicas especificas
. . Questdes relevantes
v adsorgéo e volatilizagao Quests | ‘
. Sao as condigbes hidro- uesioes relevantes
Questdes relevantes geoquimicas favoraveis? Existe potencial para a
307
. E o poluente . Sa0 as condigbes ambien- degradagao?
. . tais favoraveis para o de- . =
biodegradavel? senvolvimento microbiano? dpgggga%g?apgleargao
. i ?
*  Eumprocesso +  Seranecessério adicionar estimulada?
cometablico? nutrientes? Serd a biorremediagao um
itivo?
. Podera ocorrer realmente . Podera o processo ser processo competitivo?
biodegrada¢éo? optimizado?

Figura 1.11 - Factores a considerar no desenvolvimento do processo de biorremediagéo

(adaptado de Heitzer & Sayler, 1993).
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Existem, no entanto, algumas dificuldades na plena implementagdo das técnicas de
biorremediag8o, entre as quais podemos referir a existéncia de um grande namero de
poluentes que ndo sdo biodegradaveis, a complexidade das estratégias para a
implementagdo de processo in situ, a ndo existéncia de mao-de-obra qualificada, a
limitagdo na utilizagdo de microrganismos geneticamente modificados e o facto da
biorremediagdo ndo resultar na obtengdo de produtos com alto valor acrescentado

(Caplan, 1993).

Os organismos responséaveis pela biodegradagdo s&o bastante diversificados na
sua natureza ecoldgica e taxonémica, o que justifica que o processo de biodegradagao
ocorra nas mais diversas condicdes ambientais. A biorremediagéo explora a diversidade
genética e a versatilidade metabdlica dos microrganismos para a transformacéo dos
contaminantes em produtos finais menos toxicos, os quais est&o integrados nos ciclos
biogeoquimicos (Liu & Suflita, 1993). Entender a ecologia, fisiologia e a evolugcdo das
populagbes microbianas com capacidade para degradar os xenobiéticos € essencial para

0 sucesso e implementacéo da biorremediagdo (Figura 1.12).

A biorremediacdo do solo efectuada com sucesso constitui um conjunto de trés
factores independentes mas interligados: o poluente, os microrganismos e o ambiente. A
estrutura e fungéo, a concentragéo e distribui¢do e a variabilidade genética ou fisiologica
dos microrganismos residentes ou de populagdes microbianas adicionadas controlam o

sucesso da biorremediagao (Turco & Sdowsky, 1995).

Os xenobiéticos entram nos ecossistemas terrestres numa variedade de formas
quimicas e de estados de oxidagdo-redugdo. O objectivo da biorremediagdo é
transformar o ecossistema para que este se comporte como um “biorreactor” no qual os
microrganismos existentes no solo consigam transformar esses poluentes e integra-los

em ciclos biogeoquimicos de forma a tornarem-se menos toxicos (Harris & Arnold, 1995).
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As transformagbes basicas mais frequentes para promover a biorremediacéo

incluem os seguintes procedimentos:

v Activacdo in situ dos microrganismos por adigdo de um reagente, em quantidade
limitada, que possua uma estrutura quimica semelhante ao poluente (que actue
como dador ou aceitador de electrbes e /ou nutriente), e que vai estimular o
crescimento microbiano e acelerar a biodegradacdo de determinados
contaminantes dissolvidos ou adsorvidos no local (Brouwer & Zehnder, 1993; Harris
& Arnold, 1995)

v Inoculagdo in situ de populagdes formadas por organismos que possuam uma
capacidade de degradacao facilitada de um dado poluente (Harris & Arnold, 1995).

v' Estabelecimento in situ dos nutrientes e do biorreactor ambiental formado por
populagdes geneticamente modificadas e/ou organismos enriquecidos em cultura
pura ou por um consorcio de organismos capazes de degradar de forma mais

rapida um determinado poluente (Harris & Arnold, 1995).

A biorremediacdo in situ envolve a utilizacdo de organismos para remover 0s
poluentes do local contaminado. Para que ocorra biodegradacdo € necessario que o0s
microrganismos possuam 0s enzimas necessarios, que esses organismos estejam
presentes no local contaminado com o composto quimico, que esse composto esteja
acessivel ao esses microrganismos e que a quantidade de biomassa seja suficiente para
a degradacao (Alexander, 1994). Frequentemente, esses microrganismos necessitam
previamente de se adaptar ao local e de crescer na presenga do poluente num ambiente
particular para que o possam degradar (Bollag & Bollag, 1995). A inoculagdo de
microrganismos no solo pode levar a um aumento da biodegradacado, designado por

biodegradacao facilitada (Alexander, 1994).
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Biossintese
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Figura 112 - Biorremediagdo: dando uma “m&o” para beneficiar a natureza (adaptado de Liu &
Sulfita, 1993).

Os microrganismos aplicados nos processos de biorremediagdo podem ser
residentes (isolados previamente desse local) ou exégenos relativamente ao local
contaminado (Turko & Sadowsky, 1995). Embora muitos microrganismos utilizados no
processo de biodegradacdo pertengam as comunidades microbianas naturais, as
técnicas de biorremediagdo mais recentes recorrem a técnicas de engenharia genética ou
a técnicas de selecgio para a construgdo ou isolamento de microrganismos que possuam

uma maior capacidade para a biodegradagao.
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Todavia, estabelecer um nimero significativo de microrganismos com capacidade
de biodegradacéo in situ nem sempre é facil porque pode ocorrer uma competigdo com a
populagdo residente. Nestes casos, obtém-se melhores resultados quando as estirpes de
microrganismos seleccionadas fazem parte da comunidade microbiana do local,
verificando-se que estas tém maior capacidade para se adaptar e desenvolver no

ambiente local (Turko & Sadowsky, 1995).

Vérios factores podem influenciar a competitividade da populagéo residente e dos
microrganismos aplicados nos solos. Estes podem ser divididos em factores abiéticos e
factores bibticos os quais incluem nutrientes limitantes e especificidade, necessidade de
humidade, pH, relagdes com a temperatura, textura do solo e porosidade, conteudo em
matéria orgénica, produgdo de antibiéticos, tipos e concentragdes de soluto, nimero e
tipos de populagdes microbianas residentes, predagio selectiva, tempo de residéncia nos

solos e mobilidade no solo (Turko & Sadowsky, 1995).

Todos estes factores, isolados ou em conjunto, desempenham papeis importantes
na introdugdo de organismos nos ecossistemas naturais com o objectivo da
biorremediagdo. Para além disso, ha ainda a considerar a tecnologia de biorremediagao
utilizada: enquanto que aplicagdes repetidas de altas concentragdes de um
microrganismo particular podem ser possiveis nas aplicagdes em biorreactor, estas séo
mais dificeis de concretizar e dispendiosas nos processos de biodegradagéo in situ, pois
para além de requerer o controlo dos pardmetros abiodticos para optimizar o crescimento
microbiano também é necessario ter em conta a populagéo residente (Turko & Sadowsky,

1995; Newcombe & Crowley, 1999).

Os microrganismos podem degradar muitos contaminantes orgénicos alifaticos e
aromaticos, quer para obter carbono e/ou energia para crescimento quer para os

utilizarem como co-substratos convertendo-os deste modo em produtos como CO,, H20
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e biomassa. Estas biotransformagdes podem ser exploradas para o tratamento de

contaminantes do solo e de 4guas subterraneas (Bouwer & Zehnder, 1993).

Nos ultimos anos foram isolados microrganismos com capacidade para degradar
compostos organicos que anteriormente eram considerados nao biodegradaveis,
sugerindo que sob condigbes especificas de poluigdo ambiental € possivel desenvolver
microrganismos com capacidade para degradar esses xenobiéticos (Timmis & Pieper,

1999).

Nas areas agricolas e aguas subterraneas ou de superficie adjacentes, a grande
maioria dos poluentes sdo pesticidas ou seus derivados (Alexander, 1994). Num
processo de contaminagéo dos compartimentos ambientais (4gua, ar, sedimento e solo)
com um determinado pesticida é necessario ter em conta os processos bidticos e
abidticos que ocorrem nos varios compartimentos, como ja se referiu anteriormente. A
importancia relativa dos processos individuais num dado compartimento depende das
propriedades fisico-quimicas do fungicida e das caracteristicas da matriz local como
também das condi¢cées ambientais (Heitzer & Sayler, 1993). Os microrganismos do solo
podem determinar o destino desses compostos quimicos no solo. Os processos de
biorremedia¢do podem ser particularmente importantes na remogéo de pesticidas em
solos sem actividade microbiana onde estes compostos orgénicos se podem acumular
em maior extensdo e contaminar ndo s6 os ecossistemas terrestres mas também os

aquaticos (Chen & Mulchandani, 1998).

As comunidades microbianas desempenham um papel significativo nas
transformagdes dos pesticidas: bactérias e fungos sdo os principais intervenientes no
processo de degradacdo dos pesticidas no solo e dos seus metabolitos (Chen &
Mulchandani, 1998). Alguns trabalhos referem a utilizagdo de microrganismos para

degradar pesticidas em biorreactor e in situ (Alexander, 1994; Aislabie & Lloyd-Jones,
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1995; Newcombe & Crowley, 1999). A biodegradacao facilitada in situ tem sido utilizada
para a remediagdo de locais contaminados com halogenetos alifaticos, pesticidas
clorados, compostos nitroaromaticos e aromaticos policiclicos (Bollag & Bollag, 1995;

Martin et al., 1995, 1999; Miller, 1995; Chaineau et al., 1999; Scharp et al., 2000).

Os fungos apresentam uma maior capacidade de degradar in situ os poluentes
organicos no solo do que as bactérias devido ao seu tipo de crescimento filamentoso que
lhes confere uma maior propagacdo no solo e aumento da sua biomassa, permitindo
aplica-los com sucesso nos processos de biorremediagido do solo (Glaser & Lamar,

1995).

Certos fungos sdo conhecidos pela sua diversidade e capacidade para degradar
materiais naturais complexos e persistentes. Os fungos da podriddo branca, vulgarmente
denominados “White rot fungi” pertencentes ao grupo dos Basidiomicetes tém capacidade
para degradar a linhina e possuem um sistema de peroxidases extracelulares que,
conjuntamente com o peréxido de hidrogénio produzido pelo fungo, catalisam a
degradacdo de um grande numero de compostos organicos, incluindo hidrocarbonetos
poliaromaticos, pentaclorofenol e muitas classes de pesticidas (Alexander, 1994; Glaser
& Lamar, 1995). No entanto, nem sémpre ha correlagdo entre a capacidade que alguns
desses fungos possuem para degradar a linhina e a capacidade que apresentam para

degradar alguns pesticidas (Bending et al., 2002).

Para além deste grupo de fungos, tém sido referidos na bibliografia, fungos
pertencentes a outras classes que apresentam capacidade para degradar poluentes
organicos, em particular, pesticidas, incluindo alguns fungos pertencentes aos
Zigomicetes, como Cuningamella elegans e Sycephalatrum racemosum (Zheng et al.,

1989).
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Assim, os métodos de biodegradagio de pesticidas no solo, incluindo fungicidas,
poderdo constituir uma alternativa importante relativamente aos métodos fisico-quimicos
e a incineragdo, altamente poluente. A aplicag&o de microrganismos que apresentem
capacidade para se adaptar aos solos e que, simultaneamente, consigam tolerar e
degradar concentragdes relativamente elevadas destes pesticidas pode constituir um

processo importante de remogéo destes xenobitticos do solo.
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CAPITULO 2

Biodegradacgao dos fungicidas metalaxil e folpete
por popula¢gdées microbianas de solos

mediterranicos do Alentejo.

2.1. INTRODUCAO

Os solos desempenham um papel fundamental na caracteriza¢do e na manutengao
dos ecossistemas, servindo de habitat para um elevado numero de organismos. A
presenca e acumulagdo de compostos organicos, incluindo pesticidas, podera contribuir
para uma diminuigio da qualidade e equilibrio dos solos e contaminag&o das reservas de
agua, sendo importante remové-los o mais rapidamente possivel (Roper & Ophel-Keller,

1998; Brady & Weil, 1999).
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A biodegradagdo é considerada o principal modo de eliminagdo dos pesticidas no
solo devido a existéncia de alguns microrganismos residentes que possuem capacidade
para se adaptar e degradar estes compostos (Somerville, 1987, Racke, 1990a). A
quantidade de organismos do solo é influenciado pela matéria assimilavel disponivel,
pelas caracteristicas fisico-quimicas do solo (estrutura e textura do solo, acidez,
conteudos em minerais, matéria organica e nutrientes dissolvidos) e, ainda, por factores
biéticos (predagido e competigdo) e ambientais (humidade e temperatura) (Killhan, 1996;

Brady & Weil, 1999).

A frequéncia das estirpes e espécies presentes numa populagédo microbiana de um
solo esta dependente do equilibrio dinamico entre essa populagcdo e o seu ambiente
fisico, quimico e bioldgico, sendo variavel com 0 momento em que é efectuada a colheita
(Wollum, 1982; Germida, 1993). Assim, a actividade microbiana e a densidade
populacional estdo dependentes das reservas existentes no solo e s&o geralmente
superiores nas camadas superficiais do solo devido & maior disponibilidade de matéria

organica e oxigénio (Somerville, 1987; Mitchell, 1993; Brady & Weil, 1999).

A aplicacio de pesticidas no solo pode provocar alteragdes no equilibrio ecoldgico
da populagdo microbiana, com predomindncia de uma parte da populagdao que
apresentou resisténcia a estes compostos ou entdo a uma diminuicdo transitéria ou
definitiva da actividade biolégica de acordo com a toxicidade e persisténcia do composto

(Tortensson, 1987; Rath et al., 1998).

Por outro lado, a persisténcia e a degradagdo destes xenobiéticos dependem da
natureza quimica dos compostos, das caracteristicas do solo e da actividade microbiana.
A concentragdo de fungicida livre no solo depende do tipo e da quantidade de biomassa
existente, das condi¢cdes atmosféricas e das propriedades fisico-quimicas do solo. A

composicdo do solo influencia ndo s6 a proliferagdo dos microrganismos e as suas
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actividades de biodegradagdo mas também os processos de retengdo dos compostos
aos constituintes organicos e inorganicos do solo (Novack et al., 1995; Roper & Ophel-

Keller, 1998).

Como foi referido no capitulo anterior, entre as propriedades fisico-quimicas do solo
que influenciam a percolagio € a degradacao dos fungicidas podem referir-se a textura, a
humidade do solo, o pH, o contelido em matéria organica e a capacidade de troca iénica
(Warren & Weber, 1994; Brady & Weil, 1999). As particulas minerais formam facilmente
agregados com os microrganismos e, conjuntamente com o conteido em humidade do
solo influenciam a proliferacéo e actividade dos microrganismos nos solos (Wood, 1995;
Paul & Clark, 1989; Tan, 1994). A fracgéo orgéanica influencia os processos de adsorgéo
dos pesticidas e a capacidade de troca catiénica, condicionando a biodisponibilidade
destes xenobiéticos e a capacidade de retengdo de agua pelo solo (Tortensson, 1987;

Sukul & Spitler, 2000).

A importancia da biodiversidade na degradagdo de compostos com propriedades
fungicidas devera ser avaliada para cada um em particular, tendo sido isolados dos
ambientes aquaticos e terrestres diversos géneros de bactérias e fungos, com base nas

suas propriedades para degradar fungicidas (Cheng, 1990; Racke & Coats, 1990).

O trabalho descrito neste capitulo teve como objectivos avaliar a capacidade de
biodegradagdo dos fungicidas metalaxil e folpete por populagbes microbianas em
amostras de solo com diferentes niveis de exposigédo prévia aos fungicidas em estudo e
seleccionar o solo a partir do qual os estudos iriam prosseguir, tendo em vista o

isolamento de estirpes com actividade para degradar estes compostos.

Como o tipo e a composigao fisico-quimica do solo podem influenciar qualitativa e
quantitativamente a flora microbiana presente bem como os processos de degradagao

dos fungicidas, nestes estudos foram seleccionados trés solos agricolas do mesmo tipo,

71



Capitulo 2

de acordo com a carta de solos de Portugal, mas que diferiam no nimero de tratamentos
a que as suas culturas ja tinham sido submetidas a um fungicida comercial que contém
na sua formulagdo metalaxil e folpete. Procedeu-se a caracterizagéo fisico-quimica e
microbiolégica dos solos em andlise e a determinagdo das taxas de degradag&o destes
fungicidas nas amostras de solo para tentar avaliar se a biodegradagédo seria ou nao
“facilitada” nos solos cujas culturas tinham sido submetidas a tratamentos prévios com
estes fungicidas e se teria havido ou n&o seleccédo da populagdo microbiana desses solos

apos varias exposicoes aos fungicidas metalaxil e folpete.

2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Fungicidas utilizados

O fungicida comercial utilizado para o controlo do mildio da videira nos tratamentos
das vinhas em estudo foi uma formulagdo comercial que contém 10g de metalaxil e 40 g

de folpete por 100g de produto.

Esta formulagdo comercial anti-mildio foi também utilizada para os estudos de

degradagao nos solos descritos neste capitulo.

Para a quantificaco dos fungicidas utilizaram-se os padrées de metalaxil e folpete
para HPLC (Riedel-de Haén) com um grau de pureza, respectivamente, de 99,7% e de

99,5%.
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2.2.2. Solos em estudo

Estudaram-se amostras de solos de duas vinhas com diferentes niveis de
exposicdo a este fungicida comercial e amostras de um solo que nunca foi exposto a

tratamentos com o fungicida.

Os solos em estudo (Figura 2.1) estdo situados a sudeste de Evora e foram
designados pelas letras A, B e C, correspondendo o solo A ao solo com cultura de vinha
desde 1977, o solo B ao solo com cultura de vinha desde 1983 e o solo C ao solo sem
vinha, destinado a cultura de diversos cereais. Os solos A e B s@o solos de vinhas que
foram submetidas, respectivamente, a 16 e a 10 tratamentos com o fungicida comercial.
A periodicidade dos tratamentos foi anual e o ultimo tratamento de cada uma dessas
vinhas foi efectuado 11 meses antes da data de colheita das amostras de solo utilizadas

no estudo.

De acordo com a carta de solos de Portugal 40 B (Figura 2.1), os solos em estudo
s30 solos Argiluviados pouco insaturados do tipo mediterranico, vermelhos ou amarelos

de materiais nao calcarios de “rafias” ou depésitos afins: Sr (Cardoso, 1965).

Nestes solos, o horizonte A (até 15-25 cm) apresenta-se castanho-avermelhado ou
pardo—avermelhado, franco-arenoso a franco-argiloso, normalmente com alguns ou
bastantes elementos grosseiros (quartzo e quartzitos), estrutura granulosa fina, friavel,
por vezes com congregagdes ferruginosas, com transigéo gradual para o horizonte B (20
- 50cm) de cor vermelho-escuro ou castanho avermeihado ou pardo amarelado, franco a
argiloso, com maior percentagem de argila que o horizonte A, normalmente com
bastantes elementos grosseiros, estrutura anisoforme subangulosa fina, por vezes com
pequenas congregagdes ferruginosas e o horizonte C & constituido por material

dendritico, em geral pouco consolidado, do tipo “rafia” (Cardoso, 1965).
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2.2.3. Recolha e conservagao das amostras

As recolhas de amostras foram efectuadas na camada superficial do solo até 20 cm
de profundidade, de acordo com os procedimentos normalmente recomendados para
colheitas de amostras de solos (Crepin & Johnson, 1993). Para cada solo em estudo foi
preparada uma amostra composta com material recolhido em pelo menos quinze pontos
diferentes do terreno escolhidos aleatoriamente, de forma a obter-se uma amostra

composta, representativa do local em analise.

As amostras para o estudo fisico-quimico, apés secagem a temperatura ambiente,
foram passadas através de um crivo com matha de 2 mm de didmetro e
homogeneizadas. Uma parte da terra fina (solo com granulometria inferior a 2 mm) foi
ainda submetida a outra passagem através de um crivo de 0,2 mm de malha para analise
da matéria orgénica e do azoto total. As amostras de solo com granulometria inferiores a

2 mm e a 0,2 mm foram devidamente etiquetadas e armazenadas a temperatura de 4°C.

As amostras utilizadas no estudo microbiolégico, apods colheita, foram
imediatamente passadas através de crivos esterilizados, com malha de 2 mm de
didmetro, homogeneizadas e armazenadas em sacos esterilizados a temperatura de 2 a
4°C. A caracterizacdo microbiolégica foi efectuada até um maximo de 18 horas de
armazenamento, para evitar alterages da amostra devidas ao prolongamento do periodo

de armazenamento, como refere Carter (1993).

2.2.4. Estudo fisico-quimico

O estudo fisico-quimico de cada um dos solos incidiu sobre os seguintes
parametros: determinacdo da textura e tipo de solo por analise granulométrica,
determinagéo do pH, da condutividade eléctrica e da percentagem de matéria organica,

doseamento do azoto na forma de nitratos e do azoto total, doseamento do fésforo (P,O0s)
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Figura 2.1 — Excerto da Carta de Solos de Portugal 40 B (escala 1:25 000; barra=1Km).

Os rectangulos representados pelas letras A, B e C correspondem aos locais onde foram
recolhidas as amostras de solo para analise, designados, respectivamente, por Solo A (vinha com
16 tratamentos), Solo B (vinha com 10 tratamentos) e solo C (sem tratamentos prévios com o

fungicida).

Os solos A e B estdo localizados geograficamente a 1° 33’ N e 38° 30’ W e o solo C esta situado a
1° 34’ N e 38° 31’ W e todos os solos em estudo pertencem administrativamente a freguesia de
Montoito, concelho de Redondo e distrito de Evora estando, portanto, situados na regiéo sul do

Alto Alentejo.
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e do potassio (K;O) assimilaveis e determinacdo da capacidade de troca com

doseamento dos catiées de troca: sédio, potassio, calcio e magnésio.

A analise textural, frequentemente designada por analise granulométrica,
consiste na determinagdo da propor¢gdo em que predominam as particulas minerais do

solo.

Consoante as suas dimensdes, as particulas minerais dividem-se em areia grossa
(dimensbes compreendidas entre 0,2 e 2 mm), areia fina (de 20 um a 200 um), limo (de
2 pm a 20 um) e a argila (particulas com dimensdes inferiores a 2 um) de acordo com a

escala de Atterberg, recomendada pela Sociedade Internacional da Ciéncia do Solo

(Costa, 1979).

A andlise granulométrica envolveu os seguintes passos: oxidagdo da matéria
orgéanica (com H,O, a 60 volumes); dispersédo das particulas por agitacdo mecéanica com
uma solugdo dispersante de hexametofosfato de sédio a 3,8% (p/v) e carbonato de sadio
a 0,8% (p/v) em agua, num agitador de hélice; crivagem simultanea da suspenséo por
dois crivos de malhas superiores a 0,2 mm e a 0,1 mm; determinacdo do peso seco das
particulas com dimensdes superiores a 0,1 mm e andlise das particulas com diametros
inferiores a 0,1 mm num sedimentdgrafo de transmissao de raios X (Sedigraph 5100 da
Micromeritics, 1988). Para a determinagéo da textura do solo as percentagens obtidas no
sedimentografo foram convertidas em relagdo ao total de terra fina e foram calculadas as
percentagens de areia grossa, areia fina, limo e argila para cada solo (Buchan et al,

1993; Alexandre ef al., 2000).

O tipo de solo foi determinado utilizando o diagrama para classificacdo da textura
adaptado aos limites internacionais das fracgdes granulométricas por M. Pereira Gomes e

A. Antunes da Silva (in Costa,1979).
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O pH do solo foi determinado em suspensdes na proporgédo de 1:2,5 (solo:agua),
através de um milivoltimetro modelo Crison micro pH 20011 com um eléctrodo de vidro

combinado, utilizando o método potenciométrico de Schofield (in Hendershot et al., 1993).

A condutividade eléctrica do solo foi determinada em suspensdes na proporgéo
de 1:5 (solo:agua), pelo método potenciométrico, usando um condutivimetro Crison micro
CM 2101 (Rhoades et al., 1989). Apés filtragdo do extracto com papel de filtro Whatman
42 efectuou-se a determinagéo da condutividade eléctrica no filtrado da amostra, tendo o
sistema sido previamente calibrado com uma solugdo de KCI 0,01 M. Os resultados

foram obtidos segundo a expresséo:

KC
Condutividade eléctrica (mmhos/cm ) = * 1000
[1+0,022*(T-25)]

Nesta equacdo, K é a condutancia ( ud cm™ ), C é a constante da célulae T é a

temperatura da amostra (°C).

A matéria organica foi determinada pelo método de Anne (1965) que consiste na
oxidacéo do carbono organico, por uma solucéo de dicromato de potassio, em meio acido
e a quente, seguida da titulagdo do excesso do oxidante com uma solugdo de sulfato
ferroso amoniacal designado frequentemente por sal de Mohr (Nelson & Sommers,
1982). O carbono orgéanico do solo é oxidado, por destilagdo com o dicromato de potassio
a 8% (p/v), em meio acido, com formacéo de ides Cr** proporcional ao teor de carbono

organico oxidado.

Uma aliquota do destilado, previamente filtrada com papel Whatman 42, foi titulada
com o sal de Mohr 0,1M na presenca de acido fosférico concentrado, utilizando a
difenilamina a 2% (p/v) como indicador. Foi efectuado um ensaio em branco utilizando

areia calcinada em vez de amostra de solo e seguindo 0 mesmo procedimento que a
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amostra. A percentagem de matéria orgénica foi calculada multiplicando o factor 1,72
pela percentagem de carbono. Os resultados foram expressos em g de carbono orgéanico

por Kg de solo.

O azoto na forma nitrica foi determinado através do método potenciométrico
tendo-se utilizado um milivoltimetro Crison pH Metros GLP 22 acoplado a um eiéctrodo
de referéncia de Ag/AgCl do tipo 373-90-WTE-ISE-S7, a uma sonda de temperatura e a
um eléctrodo selectivo de nitratos Mettler tipo 15222300 (Dahnke, 1971). O eléctrodo foi
calibrado com solugdes padrédo de nitrato de potassio nas concentragées de 0,01 M,
0,001M e 0,0001 M. Como estabilizante da forga i6nica utilizou-se uma solugéo de
Ag2(SO.)s 0,9 M (solugdo de ISA - lénic Strength Adjuster) que foi adicionada na
proporgdo de 2/100. Utilizou-se o método de adicdo padrdo no qual se adiciona as
amostras uma solugdo que contém uma quantidade conhecida de NOj; (3 mg.L™"). A

concentrago de azoto nitrico na amostra foi expressa em mg NO3™ por Kg de solo.

O azoto total foi doseado pelo método de Kjeldahl, no qual o azoto organico €
transformado em amoénio por digestdo com o acido sulfirico concentrado e o aménio €
determinado a partir da concentragdo de amoniaco libertado por destilagdo (por
arrastamento de vapor) do digesto em meio fortemente alcalino. O amoniaco libertado
pela destilagéo foi recolhido numa solugéo de acido bdrico a 4% (p/v) formando aménia e
H,BO; e o ido dihidrogenoborato foi titulado com acido sulfarico 0,05 M (in Bremner &
Mulvaney, 1982). Foi efectuado um ensaio em branco nas mesmas condigbes da
amostra. Sabendo que 1 mL de H,SO, corresponde a 1,4008 mg de azoto, calculou-se a
quantidade azoto na amostra por grama de solo. O resultado foi expresso em g de azoto

por Kg de solo.

O fésforo e o potassio extractaveis foram determinados pelo método de Egner-

Riehm, numa suspenséo de 1:20 de solo com solugéo extractante de lactato de amoénio e
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acido acético (Rhiem, 1958). A solugédo de Egner-Riehm (com valores de pH entre 3,65 e
3,75) permite a extracgdo simultanea das combinagdes fosfatadas do solo e do potassio

de troca (in Kudsen, 1975).

O fosforo foi doseado por espectrofotometria a 650 nm. O extracto foi filtrado
através de papel de filtro Whatman 2 e, a uma aliquota de 5 mL do filtrado foi adicionada
5 mL de solugédo complexante de molibdato de aménio 0,0024 M e de acido ascdrbico
0,015M. O fosforo reage com a solugdo de molibdato com formagao de um complexo de
fosfomolibdato de aménio, que na presenga de &cido ascorbico foi reduzido a azul de
molidnénio e quantificado num espectrofotometro Hitachi U — 2000 (Greenberg et al.,

1992).

O doseamento do potassio efectuou-se através da permuta do ido potassio
adsorvido pelo i&o amoénio da solugéo extractante e foi determinado por fotometria de

emissdo de chama num fotometro de chama Jenwayltd PFP 7 (Greenberg et al., 1992).

A determinacédo da capacidade de troca catidnica (T) foi efectuada pelo método
do Acetato de Amonio. Neste procedimento 10 g de solo foram tratados com 100 mL de
acetato de amonio 1 M (ajustado a pH 7), com o objectivo de remover os catides de
troca (Ca*", Mg*, Na* e K*) que iréo ficar no filtrado, apos filtragdo com papel Whatman

42, onde serdo posteriormente doseados (Rowell, 1994).

O residuo foi submetido a uma pré-lavagem com etanol a 96% e, posteriormente,
foi tratado com uma solucdo de KCI (1 M) acidificado ficando o ido NH," em solugdo, o
qual foi submetido a uma destilagdo por arrastamento de vapor com NaOH a 35% e
recolhido numa solugdo de acido boérico a 2% (p/v). O destilado foi titulado com HCI
(0,01M) e o volume de acido gasto na titulagdo corresponde ao valor da capacidade de
troca cationica do solo (Thomas, 1982; Rowell, 1994). Os catides calcio e magnésio

foram quantificados por espectrofotometria de absor¢do atémica em camara de grafite
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num espectrofotémetro Perkin Elmer 2380, usando o acetileno como gas de arraste e o
ar comprimido com oxidante. O Mg?* foi doseado a um comprimento de onda de 285,2
nm com uma lampada de catodo oco de 6 mA e o Ca** foi doseado a um comprimento de
onda de 422,7 nm com uma lampada de catodo oco de 10 mA. Os catibes sddio e
potassio foram doseados por fotometria de emissédo de chama num fotometro de chama

Jenwayltd PFP7.

2.2.5. Estudo microbioldgico

Para a caracterizagdo das populagdes microbianas existentes nos diferentes tipos
de solos, prepararam-se suspensdes com aliquotas de cada um dos solos em soro
fisiolégico (NaCl 0,85% (p/v)) na proporgéo de 1:10. Estas suspensdes foram colocadas
sob agitacdo durante 2 horas a 180 r.p.m em agitador orbital a 25°C tendo sido seguido o

esquema representado no fluxograma da figura 2.2.

Para a contagem e identificacdo dos microrganismos foi utilizado o método das
diluicdes em placa tendo sido efectuadas diluicdes das suspensées de solos até 10° com
agua destilada estéril (Malloch, 1981; Wollum, 1982). Ap6és homogeneizagéo, 1mL de
cada uma das diluicdes preparada foi inoculado em cinco placas de Petri contendo TSA

ou CRB com cloranfenicol 0,01% (p/p) (Anexo i - A).

As placas de TSA foram incubadas a 30°C durante 48h para isolamento e
contagem das bactérias. As placas de CRB foram incubadas a 25 °C durante 5 dias para

contagem e isolamento dos fungos filamentosos e leveduras.
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.. 10gdesolo

™ 90 mL de NaCl 8,5%,

Agitar em agitador orbitala 180 r.p.m. 2 h/25°C

|

Efectuar as diluicbes apropriadas e
inocular 1 mL de cada diluicdo em 5
placas de Petri contendo:

4/\

TSA CRB com cloranfenicol (0.01%)
(isolamento das bactérias) (isolamento dos fungos filamentosos)
Incubar a 30°C/24h -48h Incubar a 25°C/ 5 dias

Repicar as estirpes isoladas para placas contendo
TSA (bactérias) ou MEA (fungos)

Exames em preparagdes a fresco e com Identificar os fungos filamentosos por
coloragéo de Gram para as bactérias observacéo macroscopica e
Testes da esporulagdo, da catalase e da oxidase microscépica

Figura 2.2 — Esquema geral do processo de isolamento dos microrganismos em amostras de
solos.
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A composicdo quimica de cada meio de cultura encontra-se descrita no anexo Il A.

As colénias morfologicamente diferentes foram isoladas em novas placas contendo
TSA (bactérias) ou MEA (fungos) e incubadas, respectivamente, a 30°C durante 24h ou a

25°C durante 5 dias.

De acordo com Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (in Krieg & Holt, 1984)
efectuaram-se alguns testes, na tentativa de melhor caracterizar as bactérias isoladas. A
morfologia das bactérias foi examinada em preparagdes a fresco e apds coloragao de
Gram utilizando microscopia de contraste de fase e de campo claro, respectivamente.
" Para os microrganismos Gram positivo foram efectuados o teste de esporulagao
(sobrevivéncia a temperatura de 75°C) e o teste da catalase (peroxido de hidrogénio a
3% (v/v)). Para os bacilos que apresentaram o exame de Gram negativo foi efectuado o
teste da oxidase utilizando o Kit Bactident Oxidase (Merck) que contem tiras de papel
impregnadas com p-fenilenodiamina. Procedeu-se também a identificacao das duas
estirpes isoladas em simultaneo nos solos A e B usando galerias Biolog (Biolog

MicroLog3 4.01C) tendo sido seguido o procedimento descrito no anexo Il-B.

Os fungos filamentosos foram identificados por observagdo macroscopica das
colénias em MEA e por observagdo microscopica das estruturas vegetativas e
reprodutoras, utilizando-se chaves taxonémicas adequadas (Smith, 1969; Domsch et al.,

1980).

2.2.6. Manutengio dos organismos isolados

2.2.6.1. Armazenamento de curta duragao

As estirpes bacterianas isoladas foram repicadas para tubos de ensaio contendo

meio de Tryptic Soy Agar inclinado e, apés incubagédo a 30°C durante 48h, foram
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conservadas a temperatura de 4°C, sendo efectuadas repicagens periédicas de 2 em 2
meses. As estirpes flngicas isoladas foram repicadas para tubos de ensaio contendo
meio de Malt Extract Agar inclinado e, ap6s incubagdo a 25°C durante 5 dias, foram

conservadas a temperatura de 4°C, sendo efectuadas repicagens semestrais.

2.2.6.2. Armazenamento de longa-duracao

Os microrganismos isolados foram também conservados pelo método da
congelagdo em pérolas de vidro (¢ médio de 2 mm) a -70°C. As culturas microbianas em
rampas de 2 (bactérias) ou 5 dias (fungos) foram ressuspendidas em 5 mL de glicerol a
5% (p/v), utilizado como crioprotector. Apds homogeneizag¢éo, colocou-se 1 mL de
suspensdo de cada cultura em tubos de rosca de 2 mL contendo esferas de vidro
previamente esterilizados por calor humido em autoclave. Os tubos foram
homogeneizados de forma a envolver todas as esferas de vidro com a suspenséo
microbiana, o excesso de suspensio foi retirado e os tubos foram colocados a -70°C

numa arca (Polar 370 H).

Foi também efectuado o teste da viabilidade do método de congelagdo em pérolas
de vidro, no qual, 7 dias apds a congelagao, foi removida uma pérola de cada tubo que foi
ressuspendida em 100 ulL de soro fisiolégico e, apés homogeneizagdo, a solugéo foi
inoculada em placas de Petri contendo meio de TSA (bactérias) ou de MEA (fungos). As
placas foram colocadas a incubar a 30°C/24h ou 25°C/5 dias, respectivamente, para
observar se ocorreu crescimento. A viabilidade, quer para as bactérias quer para os

fungos variou entre 98 — 100%.
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2.2.7. Avaliacdo do perfil de biodegradacao do metalaxil e do
folpete

Neste estudo, o processo de biodegradagéo foi estudado em dois solos que tinham
sido previamente expostos a tratamentos periédicos (solos A e B) e num solo sem
exposicdo prévia (solo C) com o objectivo de observar se a biodegradacao destes
fungicidas pela populagdo microbiana dos solos era facilitada pela exposigdo prévia ao

fungicida comercial.

Para cada amostra de solo (A, B e C), foram estudadas trés concentragdes de
produto comercial cuja formulagdo contém metalaxil (10% p/p) e folpete (40% p/p). A
quantificagdo dos fungicidas metalaxil e folpete foi efectuada nas amostras de solos,

periodicamente, durante 10 semanas por HPLC.

O procedimento foi repetido, nas mesmas condi¢des de ensaio, para cada um dos

solos ap6s estes terem sido submetidos a esterilizagdo em autoclave (controlos).

2.2.7.1. Condigdes de incubagao

Cada amostra foi preparada em balées Erlenmeyer de 500 mL, adicionando gota a
gota a quantidade adequada de fungicida comercial dissolvida em 2 mL de acetona a
cerca de 25% da mistura de solo seleccionada para analise. Apds evaporagdo do
solvente, foi adicionada a restante quantidade de solo e homogeneizada a mistura de
modo a obter-se uma amostra equivalente a 200 g de peso seco de solo com as
concentragdes finais de metalaxil e folpete em estudo. O fungicida foi dissolvido em
acetona pelo facto de o metalaxil e o folpete apresentarem uma boa solubilidade neste
solvente. A mistura de solo foi ajustada a capacidade de campo para prevenir quaisquer

efeitos dos solventes na actividade biolégica dos solos. As condi¢des laboratoriais foram
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estabelecidas de modo a minimizar a degradagéo abiotica, tendo os balées Erlenmeyer

sido conservados ao abrigo da luz.

Para cada amostra de solo (A, B e C), foram estudadas trés concentragdes de
fungicida comercial: 0,5, 1 e 2 mg por grama de peso seco de solo. Tendo presente a
composi¢gdo de cada um dos fungicidas na formulagdo comercial (secg¢do 2.2.1) as
concentracbes em estudo equivalem, respectivamente, a 50 ug de metalaxil e 200 pg de
folpete; 100 pg de metalaxil e 400 ug de folpete e a 200 pg de metalaxil e 800 pg de
folpete por grama de solo. O conteiido em humidade do solo foi mantido ao longo dos
ensaios por adigdo de algumas gotas de agua esterilizada em ambiente estéril. As
amostras foram incubadas a 25°C ao abrigo da luz e analisadas periodicamente durante

10 semanas.

Amostras equivalentes de solo previamente autoclavado (30 minutos a 121°C em 3
dias consecutivos) e as quais foram adicionadas as mesmas concentragées de fungicida

comercial foram usadas como controlo de degradagéo abiotica.

2.2.7.2. Preparacao dos extractos

Aliquotas de solo (20 g) foram removidas de cada amostra ap6s os varios periodos
de incubacdo e agitadas durante 4 horas a 180 r.p.m., a temperatura ambiente, em
frascos de Erlenmeyer contendo 50 mL de acetonitrilo. Os extractos foram filtrados
através de membranas filtrantes de 0,45 um e guardados a -20°C para posterior analise

em HPLC.

O método de extracgdo foi previamente optimizado no que respeita a escolha do
solvente e do tempo de extracgdo tendo em conta a solubilidade dos compostos, a
estabilidade dos extractos e as percentagens de recuperagdo dos compostos a dosear.

No método utilizado, o metalaxil e o folpete permaneceram estaveis nos extractos
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conservados a temperatura de -20 °C durante pelo menos 30 dias e as percentagens de
recuperacido dos fungicidas nos extractos de solo foram de 97 + 2 % para o metalaxil e

de 95 + 3% para o folpete.

2.2.7.3. Quantificagdo dos fungicidas por HPLC

As amostras foram analisadas num cromatégrafo para cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) equipado com um injector Rheodyne de 20 ulL, uma bomba Merck
Hitachi L-7100, uma coluna de fase reversa Merck Supersher 100 RP-18 (250x4,6 mm; 4
um), e pré-coluna Lichrospher 100 RP-18 e um detector Isco V4 de UV/Vis Isco modelo
V4R com sistema de aquisicdo e tratamento automatico de dados pelo Software Star
Chromatography Workstation 03-914401. As amostras e padrdes foram eluidos, em
modo isocratico, numa mistura de acetonitrilo e agua ultrapura (1:1), durante 20 minutos,
com um fluxo de 1 mL.min™", & temperatura de 25°C, e as leituras foram efectuadas a um

comprimento de onda de 210 nm.

O metalaxil e o folpete foram identificados por comparagdo dos valores dos
respectivos tempos de retengdo dos padrées de metalaxil e folpete submetidos as
mesmas condi¢cdes experimentais e foram quantificados, pelo método de calibragao por
padrdo externo, por interpolagdo grafica das respectivas areas de pico obtidas em curvas
de calibragdo dos mesmos padrdes para o intervalo de concentrages entre 0,5 e 6
mg.L" para o metalaxil e 2 e 24 mg.L™" para o folpete (Anexo Il - A). Para as amostras

mais concentradas foram preparadas diluicdes com acetonitrilo.

2.2.7.4. Analise Estatistica

Os estudos foram efectuados com o objectivo final de comparar a capacidade de
biodegradagédo do metalaxil e folpete nos 3 solos em estudo (A, B e C). Foi utilizado um

delineamento experimental no qual, apds aplicagdo de trés concentragdes diferentes de
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fungicida comercial contendo metalaxil (10% p/p) e folpete (40% p/p), se analisaram as
taxas de degradacgido de cada um dos fungicidas em estudo para cada amostra de solo

(A, B e C), tendo sido efectuadas quatro repeticdes para cada ensaio.

Para analisar os efeitos da presenga da populagcdo residente na degradacdo dos
fungicidas metalaxil e folpete e também da concentragéo de fungicida presente procedeu-
se a analise de variancia a dois factores fixos (ANOVA 2 factores tipo |) tendo sido
comparadas as taxas de degradagdo de cada um dos fungicidas para cada solo e para
cada concentragdo (Guimaraes & Cabral, 1997; Bryman & Cramer, 2001; Maroco, 2003).
A homogeneidade das variancias populacionais foi confirmada pelo teste de Levene

(Bryman & Cramer, 2001; Reis et al., 2001).

A significancia dos valores de F calculados, estabelece-se para p<pvaie (Sig) (Pvaive
é o valor de probabilidade de se obter um valor igual ou superior a F se a hipdtese nula &
verdadeira). No caso presente, esta significancia foi estabélecida para probabilidades
inferiores a 0,01, considerando-se as diferencas entre médias significativas para
probabilidades inferiores a 0,01 (pvane Ou Sig<0,01). Foram considerados como valores
significativos aqueles cuja probabilidade de ocorréncia foi superior a 99% (p<0,01) e ndo
significativos aqueles cuja probabilidade de ocorréncia foi inferior a 95% (p>0,05).
Sempre que ocorreram diferencas significativas nos factores presentes nas analises de
variancia, a comparagdo mlltipla de médias foi efectuada pelo teste de Tukey para
determinar a sua significancia estatistica (Guimarées & Cabral, 1997; Reis et al., 2001,

Maroco, 2003).

Na validagdo dos resultados por analise de varidncia e comparagdo muiltiplas de
médias utilizou-se o programa SPSS para Windows, verséo 11.0, Copyright © , Microsoft

Corporation.
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2.2.8. Estudo do tipo de microrganismos (bactérias ou fungos) que
mais contribuiu para o processo de degradacao dos fungicidas
metalaxil e folpete nas amostras de solo

Os estudos foram efectuados com suspensdes preparadas a partir do solo que
apresentou maior capacidade para degradar os fungicidas, designado anteriormente por

solo A.

Utilizaram-se dois compostos anti-microbianos selectivos, o cloranfenicol (inibidor
do crescimento bacteriano) e a cicloheximida (anti-fungico), de modo a identificar qual
dos dois microbiota (bactérias ou fungos) participaram mais activamente no processo de
degradacéo dos fungicidas. O crescimento microbiano foi analisado indirectamente com

base no consumo de oxigénio e na producado de CO,, quantificados por GC.
O esquema do procedimento utilizado apresenta-se esquematizado na figura 2.3.

Num primeiro estudo, com o objectivo de estabelecer as condigbes experimentais,
utilizou-se a glucose como fonte de carbono pelo facto de ser um substrato faciimente
assimilavel. Foram preparados quatro ensaios com suspensdes de solo as quais foi
adicionada glucose na concentra¢do de 30 mg.mL™". Um dos ensaios foi utilizado como
controlo para testar a resposta dos microrganismos do solo a glucose. Nos outros
ensaios, as suspensdes foram adicionadas de cloranfenicol ou de cicloheximida na
concentracdo de 100 pg.mL" ou de uma mistura dos dois antibiéticos também na

concentracio de 100 pg.mL™.

Num segundo estudo, utilizou-se o fungicida comercial como fonte de carbono e
nao foram adicionados os antibiéticos. Foram estudadas trés concentrages de fungicida
comercial 0,25, 0,5 e 1 mg.mL" com o objectivo de determinar qual a concentragéo de
fungicida mais adequada para o estudo posterior. Como controlo, foi efectuado um ensaio

com uma suspensao de solo sem fungicida.
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Ensaio 1 Suspenséo de solo + glucose
(3g-20mL H,0) (30 mg/mL)
E
. Suspenséo de solo + glucose + cloranfenicol
S Ensaio 2
t (30 mg/mL) (100 pg/mL)
u
d Ensaio 3 Suspenséo de solo + giucose + cicloheximida
o (30 mg/mL) (100 pg/mL)
1
Suspensédo de solo + glucose + (cloranfenicol + cicloheximida)
Ensaio 4 (30 mg/mL) (100 pg/mL)
E Ensaio 1 Suspenséo de solo (3g solo — 20 mL H,0)
S
t Ensaio 2 Suspenséo de solo + fungicida (0,25 mg/mL)
u
d
o Ensaio 3 Suspenséo de solo + fungicida (0,5 mg/mL)
2
Ensaio 4 Suspenséo de solo + fungicida (1 mg/mL)
E Ensaio 1 Suspenséo de solo
S
t . Suspensdo de solo + fungicida comercial+ cloranfenicol
Ensaio 2
u (3g-20mLH,0) (0,25 mg/mL) (100 ug/mL)
d Ensaio 3 Suspenséo de solo + fungicida + cicloheximida
o (3g-20mLH,0) (0,25 mg/ml) (100 pg/mL)
3 Ensaio 4 Suspenséo de solo + fungicida + (cloranfenicol + cicloheximida)
(3g-20mL H,0) (0,25 mg/mL) (100 pg/mt)

Nota: O fungicida aplicado contém metalaxil (10 % p/p) e folpete (40 % p/p)

Figura 2.3 - Esquema do procedimento utilizado para avaliagéo do grupo de microbiota que mais
contribui para a degradagao dos metalaxil e folpete em solos.
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Por ultimo, procedeu-se ac estudo 3 para avaliar qual a populagao (bacteriana ou
flngica) que participava mais activamente no processo de degradagdo. As suspensdes
de solo contendo fungicida comercial na concentracdo de 0,25 mg.mL™ foram
adicionados dos antibiéticos na concentragcdo de 100 pg.mL™, tendo sido efectuados

ensaios com cloranfenicol, com cicloheximida e com uma mistura de ambos (1:1).

2.2.8.1. Condigoes de Incubagao

As suspensdes de solo contendo 3 g de solo em 20 mL de agua estéril foram
adicionadas das restantes substancias, consoante os ensaios, em frascos de 100 mL aos
quais se adaptou uma rolha de borracha para impedir as trocas gasosas e procedeu-se a
selagem com capsula de aluminio de forma a tornar o sistema completamente fechado.
Nos ensaios com fungicida, este foi dissolvido em 100 uL de acetona e os frascos foram
inicialmente rolhados com algodao para que a acetona evaporasse e sé posteriormente é
que foram colocadas as rolhas de borracha e se efectuou a selagem com capsula. As
amostras foram incubadas a 30°C com uma agitago de 180 rotagbes por minuto (r.p.m.)

no escuro durante o tempo de ensaio.

2.2.8.2. Determinagao do COz e O,

As determinagdes de CO, e O, na fase gasosa das culturas foram efectuadas num
cromatografo HACH CARLE, modelo 100AGC, equipado com detector de condutividade
térmica, com um forno regulado para 40°C e duas colunas de cromatografia de excluséo
molecular (Alltech). A fase movel utilizada foi constituida por Helio C-50 (Gasin) a um
fluxo de 20 mL/min. A separagdo foi feita por peneiro molecular em colunas de
enchimento, tendo sido utilizada uma coluna com suporte SIV BX e particulas de 45-60
mesh de 3 m de comprimento e didmetro interno de 2,2 mm para o doseamento do Oye

uma coluna com suporte Porada KP e particulas de 80 -100 mesh de diametro interno de
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2,2 mm e 2 m de comprimento para a andlise do CO,. As quantidades de cada um dos
gases em analise foram determinadas com base nas areas dos respectivos picos

cromatograficos, calculadas num integrador da marca Hewlett Packard, modelo 3390A.

A padronizagdo do cromatégrafo para analise do oxigénio foi efectuada injectando
volumes crescentes de ar ambiental no cromatégrafo (50, 100, 150, 200 e 250 uL). Para
quantificagéo do CO, adicionaram-se quantidades conhecidas de CO, (C-45, Gasin)
em frascos, nos quais se fez, previamente, passar um fluxo de azoto (C-50, Gasin)
durante 30 minutos. Os volumes de CO, adicionados nos frascos foram de 2, 5, 10, 15 e
20 mL e, ap6s agitagdo, foram retiradas aliquotas de 200 uL para injecgdo no

cromatografo.

As colheitas para a determinagdo do oxigénio e do didxido de carbono foram
efectuadas na fase gasosa das culturas as 0 horas e apos 12h, 24h, 48h, 72 h e
diariamente até se ultrapassar a fase exponencial de crescimento das culturas. Aliquotas
de 200 plL foram colhidas em condigdes de assepsia, nos intervalos de tempo referidos,
injectadas no cromatografo com uma seringa para cromatografia gasosa de 500 plL
equipada com uma valvula retentora de pressdo (“gas-tight-SGE”) e com uma agulha

hipodérmica estéril e analisadas por cromatografia gas-sélido.

2.2.8.3. Quantificagdo dos microrganismos

No final de cada um dos ensaios foi efectuada uma analise semi - quantitativa dos
microrganismos nas suspensdes de solo pelo método da diluico em placa em meios

especificos de TSA e CRB, como foi descrito no ponto 2.2.5.
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Estudo fisico-quimico

As caracteristicas fisico-quimicas dos solos em analise encontram-se apresentadas

na tabela 2.1.

Na analise granulométrica os valores de cada um dos minerais de argila variaram
respectivamente, entre 19,1% e 23,8% para a fracgéo de areia grossa, 15,8 e 22,4% para
a areia fina, 21,83 e 27,2 para o limo e 31,6% € 37% para a argila. Os trés solos em
estudo apresentaram textura franco-argilosa, tendo em conta as percentagens de areia,

limo e argila, através do diagrama para classificacdo da textura referido na secgéo 2.2.4.

Os valores de pH dos trés solos em estudo foram proximos da neutralidade, tendo
variado entre 6,5 e 7,3. Os valores de condutividade eléctrica variaram entre 0,03 e 0,06
mmhos.cm™. Os solos A e B apresentaram valores de matéria organica de 12gKg'eo
solo C de 15 g.Kg'. Os valores de fésforo (P>Os) foram muito baixos tendo o solo B
apresentado um valor de 7 mg.Kg" e os solos A e C valores de 17 e 16 mg.Kg™,
respectivamente. Os valores de azoto nitrico foram semelhantes nos trés solos mas
observou-se variagdo nos valores de azoto total tendo sido o solo C o solo que
apresentou um valor superior (0,9 g.Kg") e o solo A o que apresentou o menor valor

(0,1 g.Kg™). Os valores de potassio variaram entre 60 e 144 mg.Kg™".

Os valores da capacidade de troca catiénica foram de 19,7 cmol..Kg™' para o solo A
e de 16,1 e 16,7 cmol..Kg™' para os solos B e C, respectivamente. O solo C apresentou
uma concentragio superior em iao Ca*" (troca) do que os solos A e B e valores inferiores
em ides Mg?*. Os valores do K" (troca) foram de 19,7 cmol..Kg™” paraosolo Aede 16,1 e
16,7 cmolc.Kg'1 para os solos B e C, respectivamente. Os valores em ides Na* de troca

foram iguais nos trés solos.
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Tabela 2.1 - Caracterizagdo fisico-quimica dos solos em estudo: Solo A (vinha com 16
tratamentos), Solo B (vinha com 10 tratamentos) e Solo C (sem tratamentos prévios com o
fungicida. Os resultados representam a média de trés replicados de cada amostra de solo.

Solos em analise
Parametros estudados

A B Cc
m Areia grossa 23.07 % 19.10% 23.81%
8
‘E Areia fina 22.36 % 22.03 % 15.80 %
o
g Limo 21.83 % 27.24% 2343 %
(o))
% Argila 32.75 % 31.63 % 36.96 %
<
Textura franco-argilosa franco-argilosa franco-argilosa
pH (H;0) 7.0 7.3 6.5
Condtjrtri\:‘i%id;cié)ctrica 0,06 0.04 0,03
Matéria organica (g.Kg™") 1207 12.0"" 15.0 "
Fésforo (P,0s) (mg .Kg™) 17.00 " 7.00° 16.00 ~
Azoto (NO53) (mg .Kg™) 19.00 17.00 16.00
Azoto Total (g.Kg™") 0.1 06 09
Potassio (K;0) (mg.Kg™) 144.00 ™" 118.00 ™" 60.00
Cap. Troca (cmol.Kg™) 19,7 16,1 16,7
CAICio (roca) (cMOl.Kg™) 5,88 6,14 8,19
Magnésioroca (cMoliey.Kg™) 3,44 323 1,25
S6di0(roca) (MOl Kg™) 0,22 0,22 0,22
Potassiogoca) (Mol Kg™) 0,32 0,29 0,13

muito baixo, " baixo, ~ médio, "alto, " muito alto
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2.3.2. Estudo microbiolégico

Os resultados obtidos encontram-se expressos nas tabelas 2.2 a 2.4.

Na tabela 2.2 estdo registados os valores médios das unidades de formagéo de
colonias obtidas por grama de solo para a populagao bacteriana e para a populacéo

fangica de cada um dos solos.

Os valores da populagdo bacteriana variaram entre 1,9 x 10° e 1,5 x 107 ufe.g™,
tendo sido o solo C o que apresentou o valor mais elevado de populagdo bacteriana. Os
valores obtidos para a populago fungica oscilaram entre 32x10*e 8,2 x 10* ufc.g™ solo

tendo também sido observado o valor mais elevado no solo C.

Tabela 2.2 - Média de unidades de formagéo de coldnias total (ufc) por grama de solo em TSA

(populagao bacteriana) e em CRB com cloranfenicol (populagéo fungica).

Bactérias Fungos
Solos em estudo 4 )
(ufc.g™ solo) (ufc.g” solo)
A 1.90 x 10° 3.2x10*
1.26 x 10 2.4 x10*
o 1.49 x 10’ 8.2 x 10*

Na tabela 2.3 sio apresentadas algumas das caracteristicas observadas na
populagéo bacteriana isolada. Devido ao elevado nimero de bactérias isoladas e uma
vez que o objectivo principal desta dissertagao foi a obtencdo de estirpes fungicas para

posterior aplicagdo em solos, procedeu-se apenas a uma caracterizagdo preliminar
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Tabela 2.3 — Algumas caracteristicas dos microrganismos isolados em TSA. As letras

correspondem aos solos dos quais as bactéria foram isoladas. Os indices numéricos representam

as diferentes espécies isoladas.

(+ teste positivo; - teste negativo; nd — nédo determinado)

Bactérias Exame Fresco Exaeme Testes da Teste da
40 x /100x Gram Ccatalase / oxidase esporulagéo
A,y Bacilos médios com esporos centrais + + nd +
A, Bacilos grandes com alguns esporos + + nd +
As Bacilos isolados e aos pares + + nd +
Ay Bacilos isolados, compridos e finos - + - nd
Bacilos muito grandes isolados e em
As cadeias com esporos cilindricos ou + + nd +
ovais

As Bacilos pequenos e aos pares + + nd +
A; Cocobacilos pequenos + + nd -
Ag Cocos isolados e aos pares + + nd nd
Ag Bacilos pequenos - + - nd
B4

Actinomicetes + nd nd nd
B>
Bs; Bacilos grandes aos pares e em cadeias + + nd +
B, Bacilos com esporos cilindricos ou ovais + + nd +
Bs Bacilos com esporos subterminais + + nd +
Bs Bacilos isolados, compridos e finos - + - nd
B, Bacilos médios com esporos ovais + + nd +
Bs Cocos isolados e aos pares + + nd +
Bs Bacilos pequenos isolados - + + nd
B1o Bacilos com esporos ovais deformantes + + nd +
C Bacilos isolados com esporos + + nd +

subterminais
C. Bacilos isolados com esporos centrais + + nd +
Cs Bacilos pequenos, imoveis + + nd +
Cs Bacilos aos pares e em cadeias + + nd +
Cs Bacilos com esporos centrais + + nd +

deformanties
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baseada em exames microscopicos a fresco e com coloragdo de Gram e foram

efectuados alguns testes mais comuns, como foi referido na secgao 2.2.5.

De acordo com as caracteristicas morfolégicas observadas nas culturas em TSA e
também nos exames microscopicos a fresco e com coloragdo de Gram, foram
identificadas 9 estirpes diferentes de bactérias no solo A, 10 no solo B e 5 no solo C,

designadas por indices numéricos.

No solo A foram isoladas 8 estirpes de bactérias com morfologia bacilar e uma
estirpe com morfologia de cocos. As estirpes designadas por Ay e Ag apresentaram
resposta negativa ao exame de Gram e o teste da oxidase negativo. A estirpe designada
por Ag, composta por cocos, apresentou o exame de Gram positivo e o teste do catalase

negativo.

No solo B foram identificadas 2 estirpes de actinomicetes (tendo em contra as
caracteristicas morfoldégicas das colénias isoladas), 7 estirpes em forma de bacilos (duas
Gram negativas e cinco Gram positivas) e uma estirpe composta por cocos. As 5 estirpes
de bacilos Gram positivas apresentaram os testes da esporulagdo e da catalase
positivos. A estirpe designada por Bg apresentou forma bacilar e caracteristicas
morfolégicas semelhantes a estirpe designada por A, e apresentou resposta negativa ao
exame de Gram negativo e os testes da catalase positivo e da oxidase negativo. A estirpe
designada por By também com forma bacilar apresentou os testes da catalase e da
oxidase positivos. Os cocos (Bs) apresentaram reacgao positiva ao Gram, caracteristicas
morfolégicas semelhantes as da estirpe A, isolada no solo A, e o teste da catalase

positivo.

No solo C foram identificadas 5 estirpes com morfologia bacilar apresentando

reaccéo positiva ao exame de Gram e os testes da esporulacéo e da catalase positivos.
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Como mostra a tabela 2.3, um elevado nimero das espécies isoladas nos trés
solos s3o0 bacilos Gram positivos produtores de esporos quando cultivados em aerobiose
e apresentaram os testes da esporulagdo e da catalase positivos, pertencendo muito
provavelmente ao genéro Bacillus, que s&o, alias, os bacilos esporulados mais

predominantes nos solos.

Duas das estirpes bacterianas foram isoladas, em simultdneo, nas amostras dos
dois solos que apresentaram maior capacidade de degradagdo (solos A e B). Por
conseguinte, a estirpe A4 isolada no solo A corresponde a estirpe Bs isolada no solo B, da

mesma forma que, a estirpe Ag (solo A) corresponde a estirpe Bg (solo B).

Como estas duas estirpes estavam presentes nos solos que apresentaram uma
degradacdo facilitada (solos A e B) e ndo se encontraram no solo C, procedeu-se a
identificacdo destas duas estirpes usando galerias de Biolog e o sistema Biolog
MicroLog3 4.01 C (Anexo Il — B). Assim, a estirpe inicialmente designada por A4 (solo A)
e por Bg (solo B) foi identificada como Enterobacter cloacae com um grau de
probabilidade de 99% e a estirpe inicialmente designada por Ag (solo A) e Bg (solo B) foi
identificada como Stapylococcus arlettae, com um grau de probabilidade de 100%, de

acordo com o método utilizado (Biolog MicroLog3 4.01 C).

Na tabela 2.4 estdo registados os fungos filamentosos mais frequentes em cada
uma das amostras de solos. Nesta tabela, apresenta-se uma lista das espécies isoladas,
a amostra de solo em que foram encontradas e o nimero de isolados (total acumulado do
numero de coldnias obtidas durante o processo de isolamento). O estudo da populagao
fingica presente nos trés solos levou a obtengdo de 276 isolados correspondentes a 14

espécies de fungos filamentosos.

Nas estirpes designadas por micélio estéril s6 se observou crescimento vegetativo

e nao foram encontradas estruturas reprodutoras que permitissem o seu agrupamento

97



Capitulo 2

em géneros. No entanto, baseado nas caracteristicas macromorfologicas das colénias
(diametro das coldnias, textura e densidade do micélio, presenga ou nado de pigmentos e
coloragdo dos conidios) foi possivel separar quatro tipos diferentes de micélio estéril

(sterile mycelium) que foram designados por indices numeéricos com ordem arbitraria.

As espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium baseado nas
diferentes caracteristicas macromorfolégicas das colénias foram separadas,
respectivamente, em 2 e 3 espécies diferentes, designadas por indices numéricos, uma

vez que ndo foram efectuados os testes especificos para a identificagéo da espécie.

A frequéncia das espécies flingicas foi variavel consoante os solos em estudo,
como se observa na tabela 2.4, tendo-se observado uma maior diferenga no solo que
nunca foi submetido a tratamentos (solo C) relativamente aos solos com cultura de vinha
(solos A e B). As espécies mais frequentes no solo C, nomeadamente as estirpes de
Cladosporium sp., Penicillium sp. 3 e Aspergillus sp. 2 foram isoladas com uma

frequéncia muito baixa nos solos com cultura de vinha.

Também se observou que existe uma semelhanga entre a frequéncia de espécies
fungicas nos dois solos com vinha (solos A e B), nos quais as espécies Aspergillus niger,
Rhizopus stolonifer e a espécie designada por micélio 3 foram as mais frequentes e que,

a excepgao do Aspergillus niger, ndo se encontraram presentes no solo C.

Deste modo, é possivel que a frequéncia das estirpes esteja associada a um
processo de seleccio que esteja relacionado com a aplicagdo de fungicidas, podendo as
estirpes mais frequentes apresentar uma maior resisténcia e/ou capacidade de

degradac¢éao dos fungicidas.
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Tabela 2.4 — Registo das diferentes populagdes de fungos filamentosos isolados e da frequéncia
com que ocorrem. Considerou-se como frequéncia o numero de isolados (coldnias) de cada
espécie que foi obtido em 0,2 mL (por placa de Petri) na diluigéo de 10" em meio CRB. Os valores

representam a média de 3 ensaios.

Média da frequéncia das colénias
Fungos Filamentosos

Solo A Solo B Solo C
Aspergillus niger van Tieghem. 10 9 16
Aspergillus sp. 1 4 2 -
Aspergillus sp. 2 — 2 18
Cladosporium sp. - - 82
Fusarium oxysporum Schlecht 5 4 2
Gliocadium catenulatum Gilman e Abbott 1 1 —
Micélio estéril 1 3 4 -
Micélio estéril 2 6 2 -
Micélio estéril 3 14 6 -
Micélio estéril 4 2 2 8
Penicillium sp. 1 4 2 -
Penicillium sp. 2 3 4 -
Penicillium sp. 3 2 2 38
Rhizopus stolonifer (Ehremb.) Lind 10 8 -
Total de isolados em cada solo 64 48 164
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2.3.3. Biodegradacao do metalaxil e do folpete

De forma a determinar qual dos trés solos estudados apresentou maior capacidade
para degradar os fungicidas metalaxil e folpete, foram analisadas as concentragfes de
metalaxil e de folpete remanescentes para os trés solos e para as trés concentragbes de
fungicida em estudo durante 10 semanas. Ambos os fungicidas foram adicionados sob a
forma do produto comercial que contém, como ja se referiu, 10% (p/p) de metalaxil e 40%

(p/p) de folpete.

Na figura 2.4 apresentam-se, como exemplo, os cromatogramas obtidos aos 0 e 42
dias para o solo A para a concentragdo de fungicida comercial de 0,5 mg.g™' de solo, que

corresponde a 50 pg.g™"' de metalaxil.

Como o produto comercial contém na sua formulagdo uma concentragéo de folpete
quatro vezes superior @ de metalaxil a area de pico obtido para o metalaxil € bastante
inferior a obtida para o folpete. Para obter reprodutibilidade nos resultados, os padroes
para a construgdo da curva de calibragdo foram preparados tendo em conta as

proporcdes dos fungicidas presentes nas amostras, como se referiu na secgéo 2.2.7.3.

Os perfis dos cromatogramas obtidos por analise das amostras dos solos Be C e
no ensaio em que se utilizaram amostras de solos previamente autoclavado (controlos)
foram semelhantes aos apresentados para o solo A, variando apenas nas areas dos
picos cromatograficos referentes aos fungicidas metalaxil e folpete. Para as
concentracbes mais elevadas, para obter picos gaussianos para os dois compostos em
analise, procedeu-se a diluicho dos extractos com acetonitrilo tendo-se obtido

cromatogramas semelhantes aos aqui apresentados.
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folpete

metalaxil

folpete

metalaxil

...M A
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo de retengdo (min.)

Figura 2.4 — Cromatogramas obtidos aos 0 dias e apds 42 dias de incubag&o para o solo A para a
concentragéo de 0,5 mg de fungicida comercial por grama de solo (p.s).
Tr metalaxil - 6,4 min; Tg folpete - 17,6 min
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2.3.3.1. Biodegradagado do metalaxil nos solos

O processo de degradagado do metalaxil foi estudado em amostras de trés solos
ap6s adicéo de trés concentragdes de fungicida comercial, equivalentes a 200, 100 e 50
ug de metalaxil por grama de solo. Os valores da quantidade de metalaxil degradado aos
0, 42 e 72 dias de incubagéo estdo apresentados na tabela 2.5. O controlo corresponde
aos valores médios de metalaxil degradado obtidos, para cada uma das concentragées
em estudo, nos trés solos que tinham sido previamente autoclavados, uma vez que se
observou que, para uma mesma concentracdo, os valores de metalaxil nas amostras dos

trés solos sem populagéo microbiana residente, foram muito préximos.

Tabela 2.5 - Registo da quantidade de metalaxil degradado por grama de solo (peso seco) aos 0,
42 e 70 dias de incubagdo nos trés solos e para as trés quantidade de fungicida comercial

aplicadas. Os valores representam a média de 4 replicados + desvio padr&o.

Fungicida Metalaxil  Tempo incub. Solo A Solo B Solo C Controlo
comercial adicionado )
(mg.g” solo) (ug.g” solo) (dias ) Metalaxil degradado (ug. g”'solo)
0 27+09 21+12 13+04 0805
2 200 42 514 + 09 348 +09 187 +14 76 09
70 606 + 09 454 + 12 256 £+ 04 111 = 14
0 0402 02+02 03+02 0403
1 100 42 285 + 04 201 +05 103 +04 43 +03
70 336 +05 263 +05 135+08 5305
0 02+01 02+01 0301 0201
0,5 50 42 15,8 + 0,1 11,7 £+ 0,1 6,4 0.2 16 £0,1
70 185 £ 0,2 152 + 02 7703 24 +03
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Para avaliar o comportamento da degradagdo do metalaxil em fungdo do tempo
apresentam-se os perfis de degradacdo obtidos para os trés solos em estudo e para o
controlo (média dos solos autoclavados), para cada uma das concentragbes estudadas
(Figura 2.5). Como se pode observar nesta figura, os perfis de degradagéo apresentaram
uma relagéo linear (*>0,997) entre a percentagem de degradagdo do metalaxil e o tempo
até aos 42 dias de incubacio para os trés solos e para as trés concentragdes em estudo.
No entanto, a partir dos 42 dias de incubagdo observou-se uma diminuigcdo da

degradagao gradual até aos 70 dias.

A percentagem de degradagio de metalaxil observada aos 42 dias de incubacéo,
para a concentragdo de fungicida comercial de 2 mg.g”" solo (tabela 2.5 e do gréafico 1
da figura 2.5) foi de 26% (51,4 pg) no solo da vinha que tem um maior historial de
tratamentos com o fungicida (solo A), de 17% (34,8 pg) no outro solo com cultura de
vinha (solo B) e de 9% (18,7 ug) no solo que nao tinha sido previamente exposto ao
fungicida (solo C). O controlo (média dos valores obtidos nas amostras de solo
autoclavado) apresentou um valor médio de 4% de degradacgéao (7,6 ng) aos 42 dias de
incubacdo. Aos 70 dias (final do ensaio), a percentagem de metalaxil degradado foi de

30% para o solo A, 23% para o solo B, 13% para o solo C e de 6% para o controlo.

Para a concentragéo de fungicida comercial de 1 mg.g” solo (tabela 2.5 e grafico 2
da figura 2.5), aos 42 dias de incubagéo, a percentagem de metalaxil degradado foi de
29% (28,5 pg) para o solo A, de 20% (20,1 pg) para o solo B, de 10% (10,3 ng) para o
solo C e de 5% (4,3 ug) para o controlo. Aos 70 dias, a percentagem de metalaxil
degradado foi de 34% para o solo A, 27% para o solo B, de 14% para o solo C e de 6%

para as amostras de solo sem populagéo residente (controlo).
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Figura 2.5 - Degradacdo do metalaxil nos solos em estudo com diferentes concentragdes de
fungicida comercial aplicadas: (1) 2 mg.g™ solo; (2) 1 mg.g™'solo e (3) 0,5 mg.g" solo. Os valores

correspondem a média de quatro replicados.
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Para a concentragao de fungicida comercial de 0,5 mg.g”’ solo (tabela 2.5 e grafico
3 da figura 2.5), aos 42 dias de incubagéo, a percentagem de metalaxil degradado para
os solos com cultura de vinha A e B foi respectivamente de 32% e de 24% e para o solo
sem exposicdo prévia ao fungicida foi de 13%. A degradagdo do metalaxil aos 42 dias
nos solos autoclavados foi de 3% (0,3 ug) para a concentragdo em estudo. Aos 70 dias, a
percentagem de metalaxil degradado foi de 37% para o solo A, 31% para o solo B e de

15% para o solo C.

As taxas de degradagdo calculadas para o periodo linear de degradagéo (0 - 42

dias) para cada solo e para cada concentragéo em estudo sdo apresentadas na tabela

2.6 expressas em ug de metalaxil degradado por dia por grama de peso seco de solo.

Tabela 2.6- Taxas de degradagéo do metalaxil expressas em pg.g'1.dia'1. Os valores representam

a média dos 4 replicados + desvio padréo.

Fungicida Metalaxil Solo A Solo B Solo C Controlo
comercial -1 . .
(mg.g”! solo) (ug.g " solo) ( ng de metalaxil .g™" solo.dia™ )
2 200 1,146 + 0,003 0,771 +0,003 0,402 + 0,002 0,162 + 0,002
1 100 0,659 +£ 0,001 0,487 +0,004 0,245+0,002 0,090+ 0,003
0,5 50 0,371+ 0,003 0,278+0,002 0,140+ 0,003 0,033+ 0,001

A analise de variancia (Anexo IV-A) dos resultados obtidos nas amostras de solo
em estudo mostrou que a variacio da taxa de degradagdo foi significativa para cada uma
das concentracdes (p<0,01) e, que, para cada uma destas concentragbes houve uma

variacéo significativa da degradacao com o tipo de amostra de solo (p<0,01).
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Os testes de comparagdo multipla de médias, efectuados pelo método de Tukey
mostraram que as médias foram significativamente diferentes em cada um dos trés solos
em estudo. Pela analise dos resultados obtidos, observou-se que a degradagdo do
metalaxil foi superior nos solos com cultura de vinha que ja tinham sido submetidas a
tratamento prévio com a formulagao comercial que contém este fungicida (solos A e B)
do que no solo que nao tinha sido submetido a exposicées com o fungicida, e que o solo
que apresentou maior degradacéo foi o solo cujas culturas ja tinham sido submetidas a

um maior nimero de tratamentos com o referido fungicida (solo A).

A andlise de varidncia (Anexo IV-A) da taxa de degradacao do metalaxil nos solos
autoclavados (controlos) mostrou que a variagdo foi significativa para cada uma das
concentragdes (p<0,01). No entanto, a degradagéo do metalaxil nos solos sem populagéo
residente foi independente do tipo de amostra de solo em estudo (A, B ou C), pelo que a

para a diferenca obtida para o tipo de amostra de solo n&o foi significativa (p=0,782).

2.3.3.2. Biodegradagao do folpete nos solos

O estudo da degradagao do folpete foi efectuado nas amostras dos trés solos apés
adicdo de trés concentragdes de fungicida comercial de 2, 1 e 0,5 mg.g” solo,
correspondentes a 800, 400 e 200 ng de folpete, respectivamente. Os valores da
quantidade de folpete degradado aos 0, 42 e 72 dias de incubagéo estdo apresentados
na tabela 2.7. Como se observou que nas amostras dos trés solos sem populacao
microbiana residente (solos previamente autoclavados), para uma mesma concentracao,
os valores de folpete degradado em cada intervalo de tempo foram muito préximos,

calculou-se o valor médio de cada um desses valores (controlo).

Os perfis de degradacgao do folpete em fungao do tempo, dos trés solos em estudo

e do controlo (média dos solos autoclavados), encontram-se representados na figura 2.6.
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Tabela 2.7 - Registo da quantidade de folpete degradada por grama de solo (peso seco) aos 0,42
e 70 dias de incubag&o nos trés solos e para as trés quantidade de fungicida comercial aplicadas.

Os valores representam a média dos 4 replicados + desvio padréo.

Fungicida Folpete  Tempoincub.  SOIOA Solo B Solo C Controlo
comercial adicionado
(mg.g" s0l0)  (,g.g™" solo) (dias ) Metalaxil degradado (ug. g"'solo)
0 72+09 7509 77+11 73113
2 800 42 2389+1,2 2046+12 1528+15 746 £ 2,5
70 340,0+ 1,5 289412 2159+14 106917
0 36+ 06 33+06 35+10 3407
1 400 42 196,7+0,3 1486+0,5 839 +08 37,0 +1.8
70 2347+06 1956+07 1159108 49912
0 17+ 04 18+03 0803 1202
0,5 200 42 112,3+0,3 864 + 0,3 545 + 02 193 £+ 03
70 1421+ 02 1162+03 772+04 26105

Como se pode observar na figura 2.6, a semelhanca dos resultados obtidos para o
metalaxil (Figura 2.5), obteve-se uma relagéo linear (r*>0,995) entre a percentagem de
degradagao do folpete e o tempo até aos 42 dias de incubagéo para os trés solos e para
as trés concentracdes em estudo. No entanto, a partir dos 42 dias de incubagéo

observou-se uma diminui¢éo gradual da degradacéo até aos 70 dias.

Para a concentragéo de fungicida comercial de 2 mg.g”' solo (tabela 2.7 e grafico 1
da figura 2.8), a percentagem de folpete degradado aos 42 dias de incubagéo foi de 30%

(239 ug) para o solo A, de 26% (205 ng) para o solo B e de 19% (153 pg) para o solo C.

107



Capitulo 2

O controlo (média dos valores obtidos nas amostras de solo autoclavado)
apresentou um valor médio de 9% de degradacdo (75 ug) aos 42 dias de incubagdo. Aos
70 dias (final do ensaio), para a mesma concentracdo de fungicida comercial, a
percentagem de folpete degradado foi de 43% (340 ng) para o solo A, 36% (289 ug) para

o0 solo B, 27% (216 ug) para o solo C e de 13% para o controlo.

Para a concentragdo de fungicida comercial de 1 mg.g™" solo (tabela 2.7 e grafico 2
da figura 2.6), aos 42 dias de incubacgéo, a percentagem de folpete degradado foi de
49% (197 ng) para o solo A, de 37% (149 ng) para o solo B, de 22% (84 ng) para o solo
C e de 10% (37 ug) para o controlo. Aos 70 dias, a percentagem de folpete degradado foi
de 59% (235 pg) para o solo A, 49% (196 ng) para o solo B, de 30% (116 ug) para o solo

C e de 13% (50 ug) para as amostras de solo sem populacéo residente (controlo).

Para a concentracdo de fungicida comercial de 0,5 mg.g™ solo (tabela 2.7 e grafico
3 da figura 2.6), aos 42 dias de incubagdo, a percentagem de degradacdo observada
para nos solos com cultura de vinha A e B foi respectivamente de 56% (112 pg) e de 43%
(86 nug) e para o solo sem exposigao prévia ao fungicida foi de 27% (55 ug) e de 10% (19
ug) para o controlo. Aos 70 dias, a percentagem de folpete degradado foi de 71% (142
ug) para o solo A, 58% (116 nug) para o solo B, de 39% (77 ug) para o solo C e de 13%

(26 ug) para as amostras de solo sem populagéo residente (controlo).

As taxas de degradacdo foram calculadas para este periodo linear (0 - 42 dias) e
estao representadas na tabela 2.8, expressas em pg de fungicida degradado por dia por

grama de peso seco de solo.
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Figura 2.6 — Degradagdo do folpete nos solos em estudo com diferentes concentragdes de

fungicida comercial aplicadas: (1) 2 mg.g” solo; (2) 1 mg g solo; (3) 0,5 mg.g" solo. Os valores

representam a média de 4 replicados.
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A analise de variadncia (Anexo IV_A) dos resultados obtidos nas amostras de solo
em estudo mostrou que a variagdo da taxa de degradagcdo do folpete em fungdo da
concentragéo foi significativa (p<0,001) e, que, para cada uma das concentragdes, houve
uma variagdo significativa da degradacido do folpete com o tipo de amostra de solo
(p<0,01) (tabela IV.6). Os testes de comparagédo mdultipla de médias, efectuados pelo
teste de Tukey mostraram que as médias foram significativamente diferentes em cada um
dos trés solos em estudo (tabela 1V.7) e para cada uma das concentracdes estudadas

(tabela 1V.8).

Tabela 2.8 - Taxas de degradagao expressas em pg de folpete por grama de solo por dia. Os

valores representam a média dos 4 replicados + desvio padrao.

Fungicida Folpete Solo A Solo B Solo C Controlo
(mg.g™" solo) (1g. g s0lo) ( ng folpete . g solo . dia™)
2 800 5,341+ 0,001 4,750+0,003 3,610+0,003 1,633+0,005
1 400 4,500+ 0,002 3,371+0,001 1,959+0,002 0,801+ 0,010
0,5 200 2,588+0,001 1,983+0,006 1,272+0,002 0,418+0,002

Pela analise dos resultados obtidos, observou-se que a degradagido do folpete
também foi superior nos solos com cultura de vinha que ja tinham sido submetidas a
tratamento prévio com a formulagdo comercial que contém este fungicida (solos A e B)
do que no solo que ndo tinha sido submetido a exposi¢des com o fungicida, e que o solo
gue apresentou maior degradagao foi o solo cujas culturas ja tinham sido submetidas a

um maior numero de tratamentos com o referido fungicida (solo A).
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A analise de variancia (Anexo IV-A) da taxa de degradagdo do folpete nos solos
esterilizados em autoclave (controlos), a semelhanca dos resultados obtidos para o
metalaxil, mostrou que a variagdo da degradagdo foi significativa entre as trés
concentragdes estudadas (p<0,01) (tabela IV.9 e IV.10). No entanto, para cada uma das
concentragbes, a degradagdo do folpete nos solos sem populagdo residente foi
independente do tipo de amostra de solo em estudo (A, B ou C), pelo que a diferenga

obtida para o tipo de amostra de solo nao foi significativa (p = 0,38) (tabela IV.9).

2.3.4. Estudo do tipo de microrganismos (bactérias ou fungos) que
mais contribuiu para o processo de degrada¢io dos fungicidas

metalaxil e folpete nas amostras de solo

Este estudo foi efectuado a partir de amostras do solo que tinha sido,
anteriormente, submetido a um maior numero de exposicées com o fungicida (solo A) por
este ter apresentado maior capacidade para degradar os fungicidas metalaxil e folpete.
Realizou-se este estudo com o objectivo de avaliar qual o grupo da populagéo microbiana
do solo (fungos ou bactérias) que actuou mais activamente na utilizagdo do fungicida
como substrato respiratério, 0 que nos podera levar a extrapolar que sejam mais activos
no processo de degradacdo destes compostos. Desta forma, adicionando diferentes
compostos antimicrobianos especificos, quer para bactérias (cloranfenicol), quer para
fungos (cicloheximida) e detectando a evolugio do consumo de O, e produgéo de COo,
pretendeu-se observar qual a populagdo microbiana esteve mais activa na presenga do

fungicida comercial contendo metalaxil (10% p/p) e folpete (40% p/p).
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Num estudo prévio, para estabelecer as condi¢des experimentais, utilizou-se a
glucose como fonte adicional de carbono, uma vez que esta € facilmente assimilavel,
para observar a resposta geral do ensaio, isto & observar se o sistema responde a adigéo

dos compostos anti-microbianos.

Os resultados obtidos apos determinagido das taxas de consumo de O, e de
producdo de CO, e os valores das contagens das populagdes bacteriana e fungica estao

resumidos na figura 2.7.

As taxas de consumo de oxigénio, apés a adigédo de glucose em amostras do solo
em estudo, foram de 0,10 mmol.dia” no ensaio em que apenas se adicionou glucose e
diminuiram para 0,05 mmol.dia™ na presenca de cloranfenicol ou para 0,06 mmol.dia™ na
presenga de cicloheximida. No entanto, apds a adi¢cdo da mistura dos dois antibioticos, a
taxa de consumo de oxigénio apenas diminuiu para 0,07 mmol.dia”. A variacdo da taxa
de produgdo de CO, observada foi semelhante a descrita para a taxa de consumo de Oy,

tendo diminuido na presenca dos antibiéticos.

O numero de bactérias diminuiu de 1,7x10® para 3x10” ufc.mL™ na presenca de
cloranfenicol e o nimero de fungos diminuiu de 3,1x10% ufc.mL™ para 2x10” ufc.mL™" na
presenca de cicloheximida. No entanto, quando se adicionaram os dois antibitticos, em
simultaneo, a populacdo bacteriana apenas diminuiu para 1,1x10® ufc.mL™" e a populacéo

fungica para 2,4x10” ufc.mL™.

Como os resultados obtidos utilizando glucose como fonte de carbono foram
coerentes, procedeu-se aos estudos em solos aos quais foi adicionado o fungicida
comercial que contém metalaxil (10% p/p) e folpete (40% p/p) como substrato

respiratério.
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Figura 2.7- Valores das taxas de consumo de O; e produgéo de CO, (mmol.dia”) e do numero de
microrganismos isolados em TSA e CRB (ufe.mL”) quando se utilizou glucose como fonte
adicional de carbono. Os resultados representam a média de 3 replicados + o desvio padréo.

{Gluc —glucose; Cl —cloranfenicol; CH — cicloheximida).
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Com o objectivo de avaliar qual a concentragdo de fungicida mais adequada para o
estudo posterior, efectuou-se um estudo comparativo do comportamento dos microbiota
numa suspensdo de solo sem fungicida e em trés suspensdes as quais foram
adicionadas diferentes concentragdes de fungicida comercial. Os resultados obtidos

estdo resumidos na figura 2.8.

As taxas de consumo de O, e de produgdo de CO, no controlo (solo sem fungicida)
foram de 0,007 e de 0,010 mmol.dia”, respectivamente. A presenca de fungicida
comercial na concentragdo de 0,25 g.L™" levou a um aumento das respectivas taxas para
0,030 e 0,031 mmol.dia™. No entanto, para concentragdes superiores desse fungicida
observou-se uma diminuigdo das taxas de consumo de O, e de produgdo de CO, para
0,019 e 0,022 mmol.dia™”, respectivamente, na presenga de 0,5 g.L" de fungicida e de

0,010 e de 0,012 mmol.dia™ na presenca de 1 g.L”" deste produto comercial.

A populacdo bacteriana aumentou de 3x10” ufc.mL™" (controlo) para 6x10” ufc.mL"
na presenga do fungicida comercial na concentracdo de 0,25mg.m!I"" mas diminuiu na
presenca de concentragdes superiores deste fungicida tendo apresentado um valor de
9x10° ufc.mL™" na presenca de 1 mg.mL™" deste fungicida. A populagio fungica observada
foi superior no controlo (1,2x10” ufc.mL™") do que na amostra com 0,25 mg.mL™" de
fungicida comercial (1,0x107 ufe.mL™) e diminuiu, proporcionalmente a concentragéo de

fungicida utilizado, até 5x10° ufc.mL™.

No estudo para avaliagdo do tipo de microbiota (fungos ou bactérias) que
intervém mais activamente na utilizagdo do fungicida como substrato respiratério, os
ensaios foram efectuados na presenga de uma concentragdo de fungicida comercial ndo

inibitoria (0,25 mg.mL™) na presenga de c|dranfenico| e /ou cicloheximida.

Os resultados obtidos no estudo em que se utilizou o fungicida comercial na

concentracio de 0,25 mg.mL™" estéo apresentados nos graficos da figura 2.9.
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Figura 2.8 — Valores das taxas de consumo de O, e produgéo de CO, (mmol.dia™) e do niimero
de microrganismos isolados em TSA e CRB (ufe.mL™") quando se utilizou fungicida comercial
contendo metalaxil e folpete como fonte adicional de carbono nas concentragdes indicadas. Os

valores correspondem a média de 3 replicados + o desvio padréo.
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Observou-se uma diminui¢do das taxas de consumo de O, e de produgéo de CO,,
respectivamente de 0,030 e 0,031 mmol-dia™ para valores de 0,140 e 0,160 mmol.dia™ na
presenca de cloranfenicol. A presenca de cicloheximida também causou uma diminuigao

das taxas respiratérias para valores de 0,160 e 0,180 mmol™, respectivamente.

A semelhanca dos resultados obtidos na presenca de glucose, também nos ensaios
realizados em presenga de fungicida, se observou uma diminuigdo inferior das taxas
respiratérias na presenga simultanea dos dois antibiéticos relativamente as taxas obtidas
para cada um dos antibidticos isolados. Nos resultados das contagens dos
microrganismos observou-se que, na presenga de cloranfenicol foram as estirpes
fungicas as principais responsaveis pela oxidacdo do fungicida enquanto que na
presenca de cicloheximida a metabolizagdo do fungicida foi essencialmente devida as
bactérias. Para avaliar o tipo de metabolismo, calcularam-se os valores dos coeficientes
respiratérios (QR) para cada um dos ensaios. Os resultados sdo apresentados na tabela
2.9. Na presenga da glucose, os valores dos coeficientes respiratérios foram, como era
esperado, muito proximos de 1 e foram superiores a este valor na presenga do fungicida

em estudo.

Tabela 2.9 — Valores dos coeficientes respiratérios (QR) obtidos dividindo a taxa de produgéo de

CO, pela taxa de consumo de O, para os respectivos ensaios.

Glucose Gluc + ClI Gluc + CH Gluc + Cl + CH
0,98 1,11 1,09 1,07
Sem fungicida 0,25 mg.mL" 0,5 mg.mL" 1mg.mL"
1,33 1,04 1,13 1,25
Fungicida (0,25 mg.mL™) Fung + Cl Fung + CH Fung + Cl + CH
1,13 1,04 1,13 1,13
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Figura 2.9 — Valores das taxas de consumo de O, e produ¢éo de CO, (mmol.dia") e do numero
de microrganismos isolados em TSA e CRB (uf.c. mL") quando se utilizou o fungicida na
concentragdo de 0,25 mg.mL'1. Os valores correspondem a média de 3 replicados + o desvio

padréo. (Fung. — fungicida comercial; Cl - cloranfenicol; CH — cicloheximida).
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2.4. DISCUSSAO

Como ja referiu anteriormente, sdo varios os factores que poder&o influenciar a
degradagdo dos fungicidas no solo, nomeadamente, o tipo de solo, as suas
caracteristicas fisico-quimicas e as condigdes ambientais. A composi¢éo do solo pode
influenciar ndo s6 os processos de retengédo dos fungicidas as particulas minerais e a
mobilidade como também condicionar a proliferacdo dos microrganismos e as actividades

microbianas (Somerville, 1987; Mitchell, 1993; Schiavon & Morel, 1995).

A biodegradagdo dos fungicidas depende assim da interligacdo entre os factores
fisico-quimicos e os factores microbioldgicos de um solo, uma vez que, os conteidos em
matéria organica e constituintes minerais influenciam a capacidade de retengdo dos
fungicidas no solo ou nos sedimentos e, consequentemente, condicionam a
biodisponibilidade dos fungicidas para os processos de biodegradagéo (Tortensson,
1987; Novack et al., 1995). Assim, como as caracteristicas fisico-quimicas do solo
também podem influenciar o processo de biodegradagdo, um dos estudos efectuado foi
proceder a avaliagido da capacidade de biodegradacdo de trés solos pertencentes ao
mesmo tipo, segundo a classificagado dos Solos de Portugal, mas que diferiam no historial
de aplicagdo dos fungicidas em estudo. Escolheram-se solos do tipo mediterranico por
serem dos mais abundantes no Alentejo e utilizados frequentemente na cultura da vinha,

onde estes fungicidas sdo mais frequentemente aplicados (Cardoso, 1965; Julio, 2001).

Os solos em estudo apresentaram o mesmo tipo de textura (franco-argiloso),
valores de pH proximos da neutralidade, altos teores de matéria organica e valores
semelhantes para a capacidade de troca catidnica, pelo que, foram considerados
semelhantes do ponto de vista fisico-quimico. As pequenas diferengcas observadas

poderao ter sido devidas a pratica de diferentes culturas, como acontece com os solos A
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e B (cultura de vinha) relativamente ao solo C (cereais) ou a data em que os solos foram

submetidos a tratamentos com fertilizantes.

Os valores obtidos no estudo microbiolégico, para as popula¢des bacterianas e
fungicas por grama de solo (peso seco) estdo de acordo com os referidos na literatura. O
nimero de bactérias por grama de solo varia, geralmente, entre 10° e 10° e, apesar do
namero de bactérias ser cerca de 100 vezes superior ao dos fungos por grama de solo, a
biomassa bacteriana é geralmente inferior a metade da biomassa fungica devido a

elevada capacidade de expansao dos fungos filamentosos nos solos (Wood, 1995).

Nos estudos de degradagdo nos solos, observou-se uma diminuicdo das
quantidades de fungicidas degradados a partir dos 42 dias de ensaio que podera estar
associada a uma diminuigdo da populagdo microbiana ou a perda da capacidade
metabdlica dos microrganismos devido a duragdo do ensaio ter sido longa (70 dias),
apesar dos solos terem sido incubados em condi¢des de temperatura controlada (22 *
2°C) e de se ter tentado manter o teor em humidade no solo. A acumulagdo de
metabolitos secundarios e a acumulagdo de CO; inter-particulas também pode ter
contribuido para uma diminuigdo da actividade da populagdo microbiana. (Anderson,

1987).

A degradacao do metalaxil nas amostras dos trés solos sem populagéo microbiana
(submetidos previamente a esterilizacdo em autoclave) foi muito menor do que a
apresentada pelas mesmas amostras contendo a populacdo microbiana residente,
sugerindo que a degradagdo deste fungicida é essencialmente um processo de

biodegradagao como também ja foi referido por Bailey & Coffey (1985).

Também no estudo de degradagdo do folpete se observou que nas amostras de
solo previamente autoclavadas, embora uma certa quantidade de folpete tenha sido

degradado, esta degradacgdo foi bastante inferior a degradacéo observada nas mesmas
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amostras quando estas continham a populagdo microbiana. Assim, embora sujeito a
degradacéo abiodtica, grande parte da degradagdo deste fungicida também parece ter
sido devida a ac¢do de microrganismos residentes, pelo que, o processo de degradagao
do folpete nestes solos pareceu ser um processo predominantemente bidtico associado a
uma certa degradacéo abidtica. Nao foram encontrados, na literatura trabathos, sobre o
folpete relacionados com este estudo. Os resultados obtidos nos estudos de degradagéo
do metalaxil e do folpete, mostraram que a percentagem de metalaxil remanescente no
solo ao fim de 10 semanas foi muito superior a percentagem de folpete remanescente e
que a degradagio abidtica do metalaxil foi muito inferior & do folpete, podendo estar
correlacionados com o facto do tempo de semi-vida destes fungicidas no solo ser

geralmente, superior para o metalaxil do que para o folpete (EPA, 1987, 1994, 1999a).

Os estudos do processo de degradacdo do metalaxil e do folpete, apés aplicagéo
de fungicida comercial nas concentracdes de 0,5, 1 e 2 mg.g"' de solo, tiveram como
objectivo avaliar o efeito da concentragdo dos fungicidas metalaxil e folpete no processo
de degradacao dos trés solos. Nos solos em estudo, apesar das taxas de degradagao do
metalaxil e do folpete terem aumentado com a concentracdo de fungicida comercial,
houve uma diminuigdo da percentagem de metalaxil e de folpete degradados com a

concentracio, parecendo indicar um certo efeito inibitorio.

As taxas de degradacdo do metalaxil nas amostras de solo foram significativamente
influenciadas pelo tipo de solo, tendo sido superiores nos solos com cultura de vinha que
ja tinham sido submetidas a tratamento prévio com a formulagédo comercial que contéem
este fungicida (solos A e B) do que no solo que nao tinha sido submetido a exposi¢cdes

com o fungicida (solo C).

O solo que apresentou maior capacidade de biodegradagéo foi o solo cujas culturas

ja tinham sido submetidas a um maior niimero de tratamentos com o fungicida em estudo
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(solo A), sugerindo que a populagdo microbiana com capacidade para biodegradar estes
fungidas foi superior nestes solos. Contudo, o solo sem exposi¢ao prévia (solo C) foi o
solo que apresentou um nimero mais elevado de populagdo microbiana, quer bactérias,
quer fungos, o que pode estar relacionado com uma possivel selec¢géo da populagao
microbiana competente para degradar os fungicidas a medida que aumenta o nimero de

tratamentos com o fungicida.

Por outro lado, para cada tipo de amostra de solo (A, B e C), os controlos (solos
sem populagio microbiana), ao contrario das amostras com populagéo residente, néo
apresentaram diferengas significativas nas taxas de degradagao do metalaxil e do folpete,
para cada uma das concentragdes estudadas (p=0,782 e p=0,380, respectivamente),
indicando que o processo de degradagdo destes fungicidas nos solos foi,

essencialmente, um processo de biodegradagéo.

Alguns autores referem que determinadas popula¢des de microrganismos do solo
tém capacidade para degradar e para se adaptar podendo utilizar uma enorme variedade
de compostos organicos (Racke, 1990 a, b; Hart & Brokes, 1992; Chaineau et al., 1999)
incluindo herbicidas (Roeth et al., 1990; Smith & Lafond, 1990) e fungicidas (Aharonson

et al., 1990; Walker & Weich, 1990).

Segundo alguns estudos, a biodegradagédo de um determinado pesticida nos solos
pode ser facilitada pelo numero de tratamentos do solo e pelo pH do solo, sendo,
geralmente, superior nos solos com valores de pH mais elevados e apés a adigédo
repetida desse composto ou similar, aumentando proporcionalmente com o numero de

aplicagbes (Somerville, 1987; Racke, 1990 a,b; Warton & Matthiessen, 2000).

O fenémeno da biodegradagao facilitada em solos com aplica¢des repetidas de um
dado fungicida ou similar também ja foi referido para o metalaxil (Bailey & Coffey, 1985,

1986). Nesses estudos os autores referem que houve um aumento da capacidade de
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biodegradacdo do metalaxil em solos com cultura de abacate com um historial de
aplicacéo de 2 - 5 anos de tratamento com esse fungicida relativamente a solos idénticos
sem aplicagdes anteriores do fungicida. No entanto, segundo alguns estudos, nem
sempre a aplicagdo repetida de metalaxil conduz a um aumento das taxas de
biodegradagao deste fungicida no solos, sendo a biodegradagdo também influenciada
pelo tipo de solo e pelas suas caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas (Papini &
Andrea, 2000, 2001). Para estes autores, para além da aplicacéo repetida de fungicidas
nos solos, a acidez e o elevado contetido em matéria organica dos solos s&o condi¢des
mais favoraveis para, ap6s aplicagio repetida de metalaxil, facilitar o desenvolvimento de
microrganismos que o possam utilizar como Gnica fonte de carbono e assim aumentar a

capacidade de biodegradacao.

No presente estudo, as semelhangcas dos solos no que respeita as suas
caracteristicas fisico-quimicas, as diferengas observadas na flora microbiana e o facto
dos trés solos, na auséncia de populacido residente (controlos), terem apresentado a
mesma capacidade para degradar os fungicidas metalaxil e folpete, parecem indicar que
o processo de degradagdo destes fungicidas nos solos foi, essencialmente, um processo
de biodegradagdo e que esse processo pode estar associado a uma especializagao e

diversidade da populag&o microbiana residente.

As diferencas observadas nas taxas de degradagdo poderdo ser atribuidas a
variabilidade da populagdo microbiana (quer em quantidade quer em diversidade) que
intervém na degradacéo do metalaxil e do folpete, sugerindo uma especializagéo desta
populagdo a medida que aumenta o numero de tratamentos. Este factores poderao estar
relacionados com a biodegradagéo facilitada observada nos solos com cultura de vinha
(solos A e B), nos quais podera ter havido o desenvolvimento de microflora apta para

degradar os fungicidas em estudo.
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O metabolismo das comunidades microbianas em substratos complexos, como
acontece com o solo, pode ser avaliado pela quantificagdo do metabolismo respiratorio
através da determinacio das taxas de oxigénio consumido e/ou de CO, produzido. O
estudo prévio com glucose, utilizado para estabelecer as condigdes ambientais, mostrou
que a adicdo de antibiéticos ao solo levou a uma diminuigdo da populagédo bacteriana
(adigéo de cloranfenicol) ou flngica (adicdo de cicloheximida) com diminuicéo das taxas
de consumo de O, e de producéo de CO, embora se tenha observado uma diminuigéo da
actividade dos antibiéticos quando estdo em presen¢a um do outro. O aumento das taxas
de consumo de O, e de produgio de CO, nos solos que continham o fungicida comercial
relativamente ao controlo (solo sem fungicida) sugere que os microrganismos
sobreviventes poderao utilizar o fungicida como principal fonte de carbono. No entanto,
para concentragbes mais elevadas de fungicida observou-se um certo efeito inibitério

com diminuigdo das taxas respiratérias e do nimero de microrganismos no solo.

O estudo do efeito da adicdo de antibiéticos a suspensdes de solos contendo os
fungicidas metalaxil e folpete foi efectuado com o objectivo de avaliar qual o tipo de
microrganismos (bactérias ou fungos) que intervém mais activamente no processo de
degradacédo destes fungicidas no solo. Os resultados indicaram que a adicdo de
antibidticos ndo reduz completamente a respiragdo do microrganismo no solo tendo-se
observado que a utilizagdo do fungicida comercial contendo metalaxil e folpete pelos
microrganismos, a semelhanca do que acontece para a glucose, continuou a ser um
processo essencialmente oxidativo (Q ~1), embora a taxa de consumo de oxigénio tenha
sido inferior na presenca dos antibidticos em estudo. Para concentragbes baixas de
fungicida comercial, o metalaxil e o folpete foram oxidados pelos microrganismos do solo,
parecendo que quer as bactérias quer os fungos intervieram no processo de
biodegradagdo e que na presenga de um composto anti-bacteriano os fungos

conseguiram manter esse processo de biodegradacéo e vice-versa. O metabolismo dos
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fungicidas pela populagéo residente foi um processo essencialmente oxidativo no qual
quer as bactérias quer os fungos responderam positivamente a presenca dos fungicidas

em estudo.

Tendo presente que objectivo geral do trabalho foi seleccionar microrganismos
activos para uma posterior aplicagdo em processos de biorremediagdo no solo, e
sabendo que os fungos devido a sua forma de crescimento filamentoso conseguem
proliferar numa area do solo muito maior do que as bactérias, os ensaios descritos no
capitulo seguinte desta dissertagdo serdo realizados com o objectivo de seleccionar

fungos activos para biodegradar o metalaxil e o folpete.

Os fungos quando aptos para degradar um fungicida sdo mais eficazes para essa
degradagdo no solo do que as bactérias, o que esta relacionado com o seu modo de
crescimento (Novack et al., 1995). Em contraste com as bactérias, as quais formam
pequenos agregados ou biofilmes que ocupam um pequeno volume de solo, os fungos
filamentosos tém longas hifas que podem proliferar pelo solo e atingir os diferentes
microhabitats. Os fungos produzem micélios filamentosos compostos por hifas individuais
que se adaptam ao tamanho e as formas irregulares das particulas do solo, conferindo-
lhes capacidade de expansdo, podendo abranger uma area bastante elevada do solo
(Wood, 1995). Além disso, os fungos tém ainda capacidade para segregar uma
quantidade significativa de enzimas e degradar os compostos, absorver as subunidades
degradadas e transloca-las através das suas hifas (Coleman & Crossley, 1996). Por outro
lado, de uma maneira geral, e’xiste sempre uma maior propor¢do de biomassa fungica por
grama de solo (Wood, 1995). Por estas razdes, os fungos séo os principais intervenientes
no processo de transformagdo da matéria organica do solo incluindo a transformacéo de
muitos pesticidas, pelo que o estudo desta populagdo podera ser importante,
especialmente se forem detectadas estirpes que intervenham no processo de oxidagéo

dos fungicidas em estudo (Alexander, 1994; Glaser & Lamar, 1995; Bending et al., 2002).
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Por tudo o que foi exposto, como a biomassa fungica apresentou variabilidade ao
nivel da espécie nos trés solos, em particular nos solos com exposi¢cédo prévia aos
fungicidas (solos A e B) relativamente ao solo onde estes nunca tinham sido aplicados
(solo C) e, ainda, porque o solo que tinha sido submetido a um maior nimero de
tratamentos (solo A) foi o que apresentou maior capacidade de biodegradagado, os
estudos irdo prosseguir com o objectivo de seleccionar, a partir da populagéo fungica
isolada no solo A, estirpes com capacidade para degradar o metalaxil e do folpete nos

solos.
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CAPITULO 3

Seleccao, identificagdo e caracterizagdao molecular de
fungos com capacidade para degradar os fungicidas

metalaxil e folpete

3.1. INTRODUCAO

3.1.1. Seleccio de fungos tolerantes ao metalaxil e ao folpete

A aplicacédo da biotecnologia as técnicas de biorremediagdo do solo tem levado,
nos Ultimos anos, a pesquisa de microrganismos com capacidade para mineralizar ou
transformar os poluentes em compostos menos toxicos (Bollag & Bollag, 1995; Lenhard

et al., 1995).

Para a seleccdo de estirpes microbianas com determinadas caracteristicas

fisiologicas e bioquimicas, recorre-se frequentemente a técnica de enriquecimento
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selectivo. Nesta técnica, determinam-se as condi¢des selectivas para a obtengéo de um
ambiente controlado que favoreca a predominancia de algumas estirpes microbianas
relativamente a outras presentes no indculo inicial, permitindo o seu isolamento de um

forma reprodutivel e relativamente simples (Pereira, 1996; Siddique et al., 2003).

Quando se procede a selecgdo de microrganismos com capacidade para utilizar um
determinado composto quimico pela técnica de enriquecimento selectivo, prepara-se um
indculo misto, em geral, obtido a partir de amostras colhidas em locais onde se detecta a
presenca desse composto, de forma a que esses microrganismos ja tenham estado em
presenca do composto (Pereira, 1996). Posteriormente, procede-se a incubagao desse
inéculo, em condigdes previamente definidas, num meio selectivo em que esse composto
é fornecido como substrato limitante e como Unica fonte de um nutriente essencial ou ao
qual sdo adicionados antibioticos ou impostas outras condigdes restritivas (Wayman &
Parekh, 1990; Egli, 1992; Siddique et al., 2003). Apds alguns dias de incubagéo, uma
pequena quantidade de cultura isolada é transferida ou subcultivada num meio idéntico e

o0 processo repete-se até obtengdo da estirpe pretendida (Wayman & Parekh, 1990).

Quando os compostos a utilizar podem ser téxicos para os microrganismos, como
acontece com os fungicidas e outros xenobiéticos, por vezes, as quantidades toleradas
pelos microrganismos sdo relativamente baixas e nem sempre é possivel utilizar esse
xenobidtico como nutriente limitante. Neste caso, procede-se, geralmente, a adigéo do

composto em quantidades crescentes mas ndo como nutriente limitante (Pereira, 1996).

Em geral, o enriquecimento selectivo é efectuado em sistemas fechados tais como
as culturas em “batch’, em frascos contendo meios de cultura liquidos, onde a
concentragdo dos nutrientes e dos seus produtos de metabolizagdo variam

continuamente durante o crescimento do microrganismo.
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O enriquecimento efectua-se através de sucessivas transferéncias do indculo para
meios de cultura frescos, resultando no acréscimo dos microrganismos capazes de se
multiplicarem utilizando o composto em estudo ou de, pelo menos, crescerem em
presenga de determinadas concentragbes desse composto (Wayman & Parekh, 1990;

Egli, 1992).

Como ja referimos, alguns estudos indicam que solos previamente submetidos a
varios tratamentos com determinados pesticidas possuem maior capacidade para
degradar esses compostos ou similares e que alguns microrganismos conseguem tolerar
concentragdes elevadas de um determinado pesticida e, simultaneamente, contribuem

para a sua degradacgdo (Racke, 1990a; Martin et al., 1995, 1999).

Neste contexto, procedeu-se a seleccdo de microrganismos isolados a partir de
amostras de um solo cuja populagdo microbiana apresentou maior capacidade para

degradar os fungicidas em estudo.

Optou-se por seleccionar estirpes flingicas porque estas conseguem proliferar
facilmente e abranger uma area muito maior no solo do que as bactérias, pelo que,
quando apresentam capacidade para degradar um fungicida sdo mais eficazes nos

processos de biorremediagdo em solos contaminados (Novack et al., 1995).

Neste trabalho, a técnica de isolamento selectivo foi utilizada com o objectivo de
seleccionar uma ou mais estirpes flungicas com capacidade para tolerar e degradar

concentracdes de metalaxil e folpete relativamente altas.

O fenémeno de resisténcia aos fungicidas podera estar associada a capacidade
dessas estirpes para reduzir o tempo de meia-vida destes compostos, quer devido a

processos bioquimicos de eliminagdo biolégica do fungicida (como a biotransformacéo
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em compostos menos téxicos e mais facilmente metabolizaveis) quer a utilizagao destes

compostos como fonte de carbono e energia.

A estratégia que se seguiu envolveu trés etapas principais:

v preparagdo de um indculo misto com os fungos isolados a partir de amostras do
solo que apresentou maior capacidade de degradagéo para os fungicidas metalaxil
e folpete;

v enriquecimento selectivo em meio liquido ao qual se adicionaram concentragbes
crescentes do fungicida comercial que contém metalaxil e folpete;

v seleccdo das estirpes mais resistentes aos fungicidas, com base nos valores de
tolerancia obtidos, para servirem de material biolégico a utilizar nas restantes partes

experimentais desta dissertagéo.

3.1.2. Métodos moleculares para a caracterizacdo de estirpes

fungicas

As tecnologias de analise molecular da variabilidade do DNA permitem determinar
zonas de referéncia no genoma, denominadas marcadores moleculares. A utilizagéo de
marcadores moleculares para diferenciagdo das espécies permite abordagens

alternativas a caracterizagdo morfolégica das espécies fungicas.

Entre as técnicas mais simples de analise da variabilidade genética que n&o exigem
um conhecimento detalhado do genoma, podem distinguir-se a analise de polimorfismos
em produtos de amplificagdo por PCR denominada por RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990; Welsh & McClelland, 1990) e a amplificagéo por
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PCR de sequéncias satélites que permite a determinagdo de perfis de bandas que
reflectem o polimorfismo existente nestas regides de DNA repetido, denominada por
MSP-PCR (Microsatellite-Primed - PCR) ou RAMP (Random Amplified Microsatellite
Polimorphisms) (Weising et al., 1995; Caetano-Anollés & Gresshoff, 1997; Martin et al.,

1998).

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) € normalmente utilizada para
amplificar uma regido conhecida de DNA utilizando dois “primers” que flanqueiam a
regiao a detectar (Erlich, 1989). Nas técnicas de RAPD e de MSP-PCR, utiliza-se apenas
um “primer’ na reac¢do de PCR para amplificacdo de fragmentos de DNA em locais
especificos do genoma, observando-se, para cada amostra, varias bandas apods
electroforese em gel. Cada conjunto destas bandas denomina-se padrdo de amplificagdo
ou “fingerprinting” e pode reflectir diferengas entre amostras de DNA, permitindo, de uma
forma relativamente simples e rapida, determinar o grau de variabilidade entre espécies
(Meyer et al., 1991; Weising et al., 1995; Caetano-Anollés & Gresshoff, 1997; Griffiths et

al., 2000).

As técnicas de RAPD baseiam-se na amplificacao aleatéria por PCR de sequéncias
desconhecidas de DNA utilizando “primers” de sequéncias arbitrarias (Williams et al.,
1990). Esta técnica utiliza como “primers” oligonucleétidos sintéticos de pequenas
dimensdes (10 —15 pb) com uma percentagem elevada do par guanina - citosina. A
amplificacdo de segmentos ocorre onde a complementaridade entre o “primer” e o local
de iniciagdo do DNA molde é mais alta, sendo amplificados segmentos de RAPD mesmo
que a homologia entre os locais de iniciacdo e o “primer” ndo seja perfeita (Griffiths et al.,
2000). Para além da necessidade de estudar varios “primers”, as técnicas de RAPD s&o
muito sensiveis a variaveis experimentais devido as baixas condi¢des de restringéncia e
ao facto do “primer” se poder ligar a varios locais, pelo que, nem sempre se observa

reprodutibilidade nos resultados obtidos (Williams et al., 1990).
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Nas técnicas de MSP-PCR ou RAMP utilizam-se “primers” dirigidos para
sequéncias satélites do DNA. O termo microssatélites, também chamado sequéncias
simples repetitivas (SSR - simple sequence repeats), designa curtas sequéncias de DNA
que se repetem até algumas dezenas de vezes (Tautz & Renz, 1984). Conforme o
ntmero de nucleétidos que compdem a sequéncia repetida em tandem, podemos estar
na presenga de DNA microssatélite (2 a 10 nucleétidos) ou mini-satélite (15 a 30
nucleétidos) (Griffiths et al., 2000). Estas sequéncias, somaticamente estaveis e
hipervariaveis no numero de repeticdes, encontram-se distribuidas no genoma e

permitem o seu uso como marcadores moleculares.

A aplicagdo de “primers” dirigidos para sequéncias satélites em reaccdes de
amplificagao por PCR, denominada por MSP-PCR ou por RAMP, permite a determinagé&o
de perfis de bandas que reflectem o polimorfismo existente nestas regides de DNA
repetido e a distancia que as separa entre si (Weising et al., 1995). Para tal utiliza-se
apenas um “primer” que pode hibridar em qualquer regido do microssatélite. Um dos
“primers” mais utilizado foi isolado do bacteriéfago M13, apresenta uma sequéncia que ja
foi detectada em mudltiplas copias espalhadas no genoma humano (Wyman & White,
1980) e ao ser aplicado a outros eucariotas, como por exemplo aos fungos unicelulares e

filamentosos, demonstrou ter um elevado poder de diferenciagéo ao nivel da espécie.

Varios autores ja salientaram o elevado poder identificativo desta técnica, porque
permite obter perfis muito homogéneos para a mesma espécie e completamente
diferentes em espécies distintas, sendo possivel, definir um perfil padréo para cada
espécie, obtendo-se uma impresséo digital (“fingerprint’) para cada espécie (Meyer &

Mitchell, 1995; Buscot et al., 1995; Longato & Bonfante, 1997; Martin et al., 1998).

Uma das grandes vantagens da técnica de MSP-PCR relativamente ao RAPD ¢ a

sua elevada reprodutibilidade que resulta da elevada restringéncia a que decorre a
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reacgéo de PCR porque o “primer” & dirigido para sequéncias especificas. E rapida e facil
de executar, verifica-se uma universalidade de sequéncias repetidas, exige quantidades

minimas de DNA molde e é bastante reprodutivel.

A nivel taxonédmico, a técnica de MSP-PCR ou RAMP revela graus favoraveis de
polimorfismo e parece ter um grande potencial na distingao de espécies e na analise da
variabilidade intra-especifica, sendo considerado um dos métodos mais sensiveis para a
diferenciacéo de estirpes (Weising et al., 1995; Caetano-Anollés & Gresshoff, 1997;

Martin et al., 1998).

Neste estudo, a técnica de MSP-PCR foi utilizada com os objectivos de :

v' identificar a estirpe Gongronella sp. por comparagdo dos perfis electroforéticos
obtidos para a estirpe isolada e para duas estirpes padrdo (G. butleri e G.
lacrispora);

v'caracterizar a nivel molecular as estirpes Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer
isoladas antes e apds o processo de selecgdo para avaliar se a capacidade de
adaptagéo destas espécies aos fungicidas teria sido ou ndo acompanhada de

variagdes a nivel molecular.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Microrganismos’estudados

Os organismos utilizados neste estudo foram as estirpes fangicas referidas na
tabela 2.4., isoladas a partir de amostras do solo que apresentaram maior capacidade de

biodegradac&o (solo A), tendo em conta os resultados obtidos no capitulo 2.
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3.2.2. Ensaios de selecgdo de espécies tolerantes aos fungicidas

metalaxil e folpete

Estes ensaios basearam-se na inoculagdo de meios de cultura liquidos
suplementados com o fungicida comercial, tendo-se aumentado progressivamente a sua
concentragdo com transferéncia de um inoculo da cultura com uma determinada
concentragdo de fungicida para uma cultura de concentracéo imediatamente superior. O

esquema geral deste método encontra-se representado na figura 3.1.

O fungicida comercial contendo metalaxil (10 % p/p) e folpete (40 % p/p),
previamente esterilizado em autoclave, foi adicionado ao meio de cultura nas quantidades
necessarias para obter as concentragdes pretendidas. As condigdes gerais dos ensaios

foram as seguintes:

Meios de cultura utilizados — Malt Extract Broth (MEB) (Anexo |l - A)

Concentragbes de fungicida comercial — 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400 e 1500 mg.L™".

Condigées de incubagédo — 180 r.p.m. a 25°C.

Para a seleccdo de fungos resistentes aos fungicidas em estudo, preparou-se um
inéculo misto a partir das colénias de fungos filamentosos isolados do solo com maior
capacidade de degradagéo (solo A) e crescidas durante 5 dias em meio MEA. As
contagens foram efectuadas em camara de Neubauer e 0 volume foi ajustado de forma a

obter uma suspens&o homogénea com 1x1 0° esporos por mL de inéculo.

Os ensaios, realizados em condigdes de assepsia, foram iniciados com a adicéo de
1 mL do inéculo misto de fungos a um baldo Erlenmeyer de 250 mL contendo 24 mL de
meio de MEB com uma concentracéo de fungicida comercial de 100 mg.L™", sendo esta a

primeira concentragéo testada.
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Inéculo misto

1 x 10% cel./mL de cada estirpe

,,/""—‘—‘\\
- ~

" Fungicida comercial ™

100 mg.L-! \
metalaxil: 10% (p/p) |
folpete: 40% (p/p) /

\\\»—‘/ 3
Controlo (meio sem fungicida)
Incubagéo 25 °C , 180 r.p.m. , 5 dias
CRESCIMENTO \
CRESCIMENTO
ANALISE ANALISE
1mL 1 le 1 le
/J“v—\ =,

Fungicida comercial |
200 mg.L!

S - -
~—

I Controlo (meio sem fungicida)

\ /

Incubagdo a 25 °C, 180 r.p.m., 5 dias

CRESCIMENTO
, CRESCIMENTO
' ,M,\
ANALISE ANALISE

[ Fungicida comercial |
1500 mg.L-"

~— _

Figura 3.1 — Esquema do ensaio de selecgdo, em meio liquido, para obter espécies tolerantes aos

fungicidas metalaxil e folpete.
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Os balées Erlenmeyer foram fechados com rolhas de algodéo e colocados a

incubar num agitador orbital (Heidolph Unimax 2010) a 180 rpm durante 7 dias a 25°C.

Apos o periodo adequado de crescimento, transferiu-se um indculo de 1 mL da
suspensdo anterior para baldes Erlenmeyer de 250 mL contendo o meio de cultura com a
concentragdo de fungicida imediatamente superior, procedendo-se de igual forma e
sequencialmente, até se atingir a concentragdo maxima testada como se esquematizou

na figura 3.1.

Em todas as fases da selecgéo, foi efectuado um controlo sem fungicida, de forma
a confirmar a detecgdo de todas as estirpes que sobreviveram & concentragdo de

fungicida imediatamente anterior.

No momento de retirar o inéculo de fungos para a concentragdo de fungicida
imediatamente superior, procedeu-se ao plagueamento nos meios de CRB e de MEA,
tendo o cuidado de realizar as necessarias diluigdes de forma a obter colonias isoladas,
procedendo-se assim a uma analise qualitativa dos fungos que resistiram a concentragao

em estudo.

3.2.3. Ensaios de confirmagdo em meio sdlido

As estirpes fungicas com capacidade para tolerar concentragdes mais elevadas do
fungicida (secgdes 3.3.1 e 3.3.2), isoladas no ensaio de seleccdo, foram submetidas a

ensaios de confirmagdo em meio sdlido.

A capacidade de resistir a altas concentragdes de pesticida foi confirmada em
cultura pura, em placas de Petri contendo meio de MEA, suplementado com

concentracdes crescentes de pesticida comercial (0, 50, 100, 200, 400, ..., 2000 mg.L™).
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Para cada concentragdo de fungicida e para cada microrganismo, efectuaram-se ensaios

em triplicado.

O inéculo de cada estirpe flngica foi preparado a partir de uma cultura crescida a
25°C num tubo com MEA em rampa e com 7 dias de idade. Deste tubo, foi retirada, com
a ajuda de uma ansa, uma por¢cdo de micélio de uma zona bem esporulada, que se
colocou num pequeno criotubo que continha 0,5 mL de uma solugao estéril de agar semi-
sélido (Anexo Il - A). Depois de bem homogeneizada, uma gota desta suspensédo, com a
ajuda de uma ansa foi inoculada no centro de cada placa de Petri a utilizar nos ensaios
de confirmacgao. Procedeu-se da mesma forma para todos os fungos a testar neste
ensaio. As placas foram colocadas numa estufa de incubagéo a 25°C. Apos 4 dias de
incubacao para o Rhizopus stolonifer e de 7 dias de incubagdo para os restantes fungos

em ensaio, mediu-se o didmetros das colénias.

3.2.4. Determinagao do valor de EC5, do fungicida comercial para

os fungos seleccionados

A determinagdo da concentragdo minima efectiva para a qual se verifica um
crescimento igual a 50% (ECs, ) pode ser feita através de medigbes em intervalos de
tempo regulares ap6s a inoculacdo, de forma a calcular a taxa de crescimento radial, ou
entdo, através de uma Unica medigdo apds um periodo de tempo especifico (Ellis et al.,

1982; Gadd, 1986).

No presente trabalho, optamos pela medicdo do didmetro da colénia apds um
determinado tempo de incubagio, como referido na secgdo anterior. Para cada fungo e
para cada concentragdo de fungicida comercial com metalaxil e folpete, foram utilizadas
trés placas para medir o didmetro da colénia, de forma a obter uma média de trés

medic¢des.
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A percentagem de inibigdo do fungicida para cada fungo foi calculada utilizando a

seguinte relagéo:

% de inibicao = [(dC - dE) /dC] * 100

Nesta equacdo, dC representa o didmetro médio da colénia do fungo no controlo
(meio sem fungicida) e dE representa o didmetro medio da colénia do fungo numa

determinada concentragéo de fungicida.

A percentagem de inibig8o foi representada graficamente em fungéo do logaritmo
da concentragdo de fungicida comercial, de forma a obter uma relagéo linear, sendo
calculado o valor do ECs, para cada fungo. Entende-se por ECs, a concentragéo efectiva
de fungicida comercial para a qual se obteve 50% de inibi¢do do crescimento da cultura

de microrganismo.

3.2.5. Identificacdo da estirpe designada por micélio estéril 3

Como n3o foi possivel identificar por métodos classicos o fungo que designamos
por micélio estéril 3, por este ndo apresentar formag&o de estruturas reprodutoras nos
meios testados (secgdo 2.2.5) e pelo facto deste fungo ter mostrado capacidade para

resistir a concentragdes elevadas de fungicida houve interesse em tentar identifica-lo.

Como se tratava de um fungo isolado a partir de um solo de vinha, na tentativa de
induzir a sua esporulagéo, efectuaram-se varios ensaios em placas de Petri contendo um
meio de agar solido (1,5% p/v), adicionando alguns constituintes vegetais, como por
exemplo, pequenos fragmentos de folhas, peciolos e pequenas frutificagcées de videira e
graos de milho e de trigo. Além disso, utilizaram-se tambem placas de Petri contendo

meio de agar (1,5% p/v) com solo estéril incorporado (5 g por placa).
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Com o intuito de remover os fungos que poderao existir a superficie dos vegetais, o
material vegetal foi previamente esterilizado, tendo sido colocado durante 3 minutos em
etanol 75% (p/v) e, em seguida, lavado com agua estéril e colocado numa solugéo de
NaClO 10% (p/v) durante 3 minutos. Posteriormente, o material foi lavado 2 a 3 vezes

com agua estéril.

Nos ensaios em que se utilizaram os constituintes vegetais apo6s inoculagdo do
micélio ao centro de cada placa de Petri, os constituintes vegetais foram colocados
equidistantes e em circulo de forma a ficarem relativamente préximos do micélio. Nos

ensaios com solo incorporado, o micélio foi inoculado no centro das placas de Petri.

Apds inoculagdo do fungo, uma série de placas foi colocada a incubar em estufa a
25°C durante 7 dias. Simultaneamente, outra série de placas foi colocada a temperatura
ambiente, numa prateleira do laboratério, sujeitas as oscilagdes diarias de temperatura e
fotoperiodo, durante 10 dias. Para cada ensaio, efectuaram-se 5 réplicas. As placas

foram observadas a lupa esterioscépica.

O micélio foi repicado dos locais onde se observaram esporangios para PDA e
incubado & temperatura de 25°C durante 7 dias. Apds incubacéo, o fungo foi identificado
por observagdo microscopica das estruturas vegetativas e reprodutoras, utilizando-se
chaves taxondémicas adequadas (Smith, 1969; Domsch et al, 1980). A estirpe foi

identificada como Gongronella sp.

3.2.6. Manutencao dos microrganismos isolados

As estirpes flngicas isoladas no ensaio de selec¢io (secgdes 3.2.2 e 3.2.3) foram
identificadas e designadas com um registo diferente. A manutengao das subculturas foi
efectuada de forma idéntica a referida na secg¢do 2.2.6 do capitulo 2 em meios de MEA

ou de PDA adicionados de fungicida comercial autoclavado na concentragéo de 0,1 g.L™ .
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3.2.7. Analise molecular da estirpe flingica Gongronella sp.

Como nao foi possivel identificar esta estirpe ao nivel da espécie por métodos
classicos, fez-se uma aplicagdo de métodos moleculares utilizando como critério de
comparacgdo das duas espécies descritas para o género Gongronella: G. butleri e G.

lacrispora.

Através da técnica de MSP-PCR, também denominada RAMP, procedeu-se a
comparacao dos perfis electroforéticos da estirpe de Gongronella sp. isolada do solo
(anteriormente designada por micélio estéril 3) com as estirpes padrao de Gongronella

butleri (ATCC 8989) e Gongronella lacrispora (ATCC 24412).

3.2.7.1. Organismos

Os fungos filamentosos utilizados neste estudo foram as estirpes de Gongronella
sp. isolada do solo e as estirpes padrdo de Gongronella: G. butleri e G. lacrispora. As

estirpes foram cultivadas em PDA, durante 7 dias a 25°C.

3.2.7.2. Extracgao do DNA

O protocolo utilizado para o isolamento do DNA das estirpes em estudo foi
adaptado a partir de dois métodos muito utilizados para extracgéo de DNA de fungos
filamentosos: o método das microesferas (Sambrook et al, 1989) e o método do
tiocianato de guanidina (adaptado de Pitcher et al., 1989). A lise celular foi efectuada
ressuspendendo as células em 0,5 mL de tampéo de lise (pH 8) num tubo Eppendorf de
1,5 mL e adicionando 0,2 mL de microesferas (425 — 600 um de diametro). Ap6s agitagao
no vortex (Heidolph Reax 2000) a velocidade maxima durante 2 minutos, a suspensao foi
colocada a 65°C durante 1 hora. Ap6s incubacgao, as células foram novamente agitadas
no vortex durante 2 minutos e, posteriormente, centrifugadas a 14 000 rpm durante 15

min. a 4°C.
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O sobrenadante foi recolhido para outro tubo Eppendorf de 2 mL e adicionaram-se
500 pL de TE com RNAse na concentragdo de 50 pg.mL™". Os tubos Eppendorf foram
incubados em banho de &agua a 37°C, durante 30 min e, posteriormente, foram
adicionados de 500 uL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apés mistura das

fases, por inversio, procedeu-se a nova centrifugagdo a 10 000 rpm, durante 10 min.

O sobrenadante foi retirado para um novo tubo Eppendorf de 2 mL e adicionado de
acetato de sédio 3 M a pH 5,2 na proporgéo de 1/10 do volume e misturado por inverséo.
Adicionaram-se 2,5 volumes de etanol absoluto (-20°C) e a mistura foi homogeneizada
por inversdo. A mistura foi centrifugada a 13 000 r.p.m. durante 15 min, o sobrenadante
foi decantado e o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 70% (v/v) e centrifugado a
10 000 rpm durante 10 min. Apds secagem em estufa entre 30 e 37°C, durante 5 a 10

min., o DNA foi solubilizado em 0,1 mL de tampéo TE e guardado a -4°C.

3.2.7.3. Avaliagao da integridade do DNA e quantificacdo por

electroforese em gel de agarose

Para avaliar a qualidade do DNA em termos da dimensdo média dos fragmentos

obtidos, procedeu-se a uma electroforese em gel de agarose a 1% (p/v) em TBE 1X
(Anexo | - C). Apos aplicacdo do DNA extraido (5 uL de DNA diluido de 1:2 com corante
1X) e do marcador de massas molares 1 Kb (Fermentas) com a concentragéo de 0,5
mg.mL" de DNA (1 puL diluido de 1:10 com solugdo de corante 1X), o gel foi submetido a

uma voltagem de 80 V durante 1 hora.

Posteriormente, procedeu-se a coloragao do gel numa solugéo de brometo de etidio
(5 ng.mL™") durante 5 min e a revelagdo das bandas foi efectuada através de um
transiluminador de U.V a 366 nm Bio-Print equipado com o software para aquisi¢cdo de

imagem BioCapt da Vilber Lormat.
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3.2.7.4. Quantificagdo do DNA por espectrofotometria

O DNA foi quantificado por fotometria num espectrofotémetro Hitachi U — 2000. A
absorvéncia de uma solucdo de DNA foi lida aos comprimentos de onda de 260 e 280
nm. A densidade optica de 1 U a 260 nm corresponde aproximadamente a uma

concentragio de DNA de 50 pg.mL"™".

A razdo de ABS,s /ABS,5 da uma indicagdo da pureza do teste, sendo o valor

optimo 1,8 (Sambrook et al., 1989).

3.2.7.5. Analise por MSP - PCR.

A amplificacdo das amostras de DNA foi efectuada por MSP-PCR tendo sido
utilizado como oligonucleétido iniciador (“primer”) uma sequéncia do fago M13 com 15
pares de bases (pb). O “primer” designado por M13 (Invitrogene) possuia a seguinte

sequéncia: 5- GAG GGT GGC GGT TCT - 3".

Na reaccéo de amplificagdo, o DNA gendmico a analisar (25 ng.uL™) foi incubado
com uma mistura de reacgédo constituida por: 2,5 pL de tamp&o de reacgéo (concentrado
10 X), 2,5 pL de solugdo de MgCl, (25 mM), 2,5 pL da mistura de dNTPs (2mM), 1uL de
“primer’” M13 (50 puM), 1 Unidade de Tag DNA polimerase (enzima resistente a altas
temperaturas extraido da bactéria Thermus aquaticus) (Fermentas) e agua ultrapura

(Easy pure UV/UF - Barnstead) esterilizada para um volume total de 25 yL.
As reacgbes foram efectuadas em duplicado. Foi preparado um tubo de controlo
(Branco) em que o DNA foi substituido por agua ultrapura esterilizada.

Procedeu-se & amplificacdo utilizando um termociclador Techne FPRB 102

(Progene).
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O programa de amplificagdo compreende, ap6s um periodo de desnaturagéo de 5

min a 94°C, um conjunto de 40 ciclos com a seguinte estrutura:

desnaturagdo — 1 min a 94 °C
“annealing” — 1 min a 50 °C

extensdo—2 mina 72 °C

aos quais se segue um periodo de extenséo final de 6 min a 72 °C.

Os produtos de PCR foram guardados a 4°C até a execugéo da electroforese em

gel para posterior andlise.

Os fragmentos amplificados foram separados por electroforese em gel de agarose a
1,2% em TBE 1X concentrado. Os geis foram carregados com 5 pL de cada amostra de
DNA amplificado adicionada de 5 pL de corante 1X (Anexo | - C). Como marcador de
massas molares utilizou-se o padrdo de DNA 100 bp Plus (Fermentas) com a

concentracédo de 0,5 mg DNA por mL diluido de 1/10 com solugéo de corante 1X.

O gel foi submetido a uma voltagem de 90 V durante 3 h. Ap6s coloragdo numa
solugdo de brometo de etidio (5 ug.mL™) durante 5 min o gel foi observado sob luz
ultravioleta a 366 nm utilizando uma camara de UV Bio-Print e a imagem foi integrada

com recurso ao sistema BioCapt Vilber Lourmat acoplado a um computador.

A andlise das bandas para analise da homologia através da correlagéo de Pearson
e construgdo de dendogramas baseado no grau de similaridade) através do método
UPMGA (unweighted pair group method with aritmetic averages) foi efectuada recorrendo

ao software Bionumerics 1l (Applied Maths).
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3.2.8. Caracterizagcdao das estirpes flingicas Gongronella sp. e

Rhizopus stolonifer por métodos moleculares

Neste estudo foram comparados os perfis moleculares das estirpes Gongronella sp.
e Rhizopus stolonifer isoladas antes e apds o processo de selecgio por comparagao dos
respectivos perfis electroforéticos obtidos por MSP-PCR com o objectivo de avaliar se
houve alguma alteragdo a nivel molecular das estirpes ap6s exposi¢cdo ao fungicida

comercial (metalaxil 10% p/p e folpete 40% p/p) durante os ensaios de enriquecimento.

3.2.8.1. Organismos em estudo

Os fungos em estudo foram as estirpes de Gongronella sp. nativa (isolada do solo)
e a submetida ao enriquecimento com o fungicida e as estirpes de Rhizopus stolonifer
nativa (isolada do solo) e a submetida ao enriguecimento com o fungicida. As estirpes de
Rhizopus stolonifer foram cultivadas em MEA, durante 5 dias, a 25°C e as estirpes de

Gongronella spp. foram cultivadas em PDA, durante 7 dias a 25°C.

3.2.8.2. Extracgdo do DNA

O protocolo utilizado para o isolamento do DNA das estirpes de Gongronella sp. e
de Rhizopus stolonifer foi adaptado a partir do método das microesferas (Sambrook et al.,
1989) e do método do tiocianato de guanidina (adaptado de Pitcher ef al., 1989), como se

descreveu na secgdo 3.2.7.2.
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3.2.8.3. Avaliagdo da integridade do DNA e quantificagdo

A avaliagdo da qualidade do DNA em termos da dimensdo média dos fragmentos
foi efectuada através de uma electroforese do DNA extraido em gel de agarose a 1%

(p/v) como se descreveu na secg¢éo 3.2.7.3.

O DNA foi quantificado por fotometria num espectrofotdémetro Hitachi U-2000, tendo
sido efectuadas leituras de absorvéncia aos comprimentos de onda de 260 e 280 nm,

como se indicou na sec¢do 3.2.7.4.

3.2.8.4. Anilise por MSP - PCR.

A amplificagcdo das amostras de DNA foi efectuada por MSP-PCR tendo também
sido utilizado como oligonucledtido iniciador o “primer” designado por M13 (Invitrogene)

com 15 pares de bases (pb) e a seguinte sequéncia: 5’- GAG GGT GGC GGT TCT - 3".

A reacgdo de amplificacdo do DNA gendmico foi efectuada segundo o protocolo

descrito na secg¢ao 3.2.7.5.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Enriquecimento selectivo de espécies tolerantes em cultura

mista em meio liquido

O resultado do enriquecimento selectivo em meio liquido encontra-se

esquematizado na tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Efeito das diferentes concentragdes de fungicida comercial no crescimento das doze
estirpes fungicas isoladas, em meio de extracto de malte liquido (Merck, pH 8).

((+) observou-se crescimento (--) n&o se observou crescimento).

Concentrago de fungicida comercial (mg.L™)
Estirpes fungicas (metalaxil 10% p/p; folpete 40% p/p)
100 200 400 600 800 1000 1250 1500

Aspergillus niger + + + - - - - -
Aspergillus sp. 1 + + + - - - - -
Fusarium oxysporum + + - - - - - -
Gliocladium catenulatum + + -- - - - - -

Micélio estéril 2 + + - - - - - -

Micélio estéril 4 + + -

Das 12 estirpes isoladas do solo A, apenas 5 estirpes apresentaram capacidade de
resistir a concentragdes de fungicida comercial de 600 mg.L" e duas dessas estirpes,
Rhizopus stolonifer e micélio estéril 3 apresentaram tolerancia a concentragdes muito
superiores de fungicida comercial (1250 e 1500 mg.L™). Ndo se observou crescimento

para concentragdes de fungicida comercial superiores a 1500 mg.L™".
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No entanto, é de referir que o crescimento de Rhizopus stolonifer e do micélio
estéril 3 no meio sélido utilizado para detectar os fungos presentes nas diferentes
concentragfes de fungicida utilizadas, foi gradualmente menor mas os micélios

apresentaram uma morfologia normal, embora com esporulagdo reduzida.

Nesta fase e para o prosseguimento do trabalho foram escolhidas as cinco estirpes
mais resisténtes, Penicillium sp. 1 e 2, micélios estéril 1 e 3 e Rhizopus stolonifer, tendo

sido efectuados ensaios de confirmacédo em meio sélido com estas estirpes.

3.3.2. Ensaios de confirmagdo em meio sélido com determinagéo

dos valores de EC5 e seleccao de estirpes fungicas.

A capacidade de resistir aos fungicidas metalaxil e folpete pelas estirpes

seleccionadas no passo anterior foi confirmada em cultura pura.

A influéncia de diferentes concentragdes de fungicida no crescimento dos cinco
fungos testados em meio soélido foi avaliada por determinagdo da percentagem de

inibic&o que foi calculada segundo a expresséo apresentada na secgio 3.2.4.

A representagdo grafica da inibigdo (%) versus o logaritmo da concentragdo de
fungicida (Figuras 3.2 e 3.3) permitiu obter uma correlacéo linear com a existéncia de
duas zonas de inibigdo para os fungos testados, zona A e zona B, com variagdo do
declive das rectas obtidas com a concentragdo de fungicida em estudo, indicando uma

menor resisténcia para concentragdes superiores de fungicida.
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Figura 3.2- Representagdo grafica da percentagem de inibigdo em funcdo do logaritmo da
concentragéo de fungicida comercial (mg.L") contendo metalaxil (10% p/p) e folpete (40% p/p)
para os fungos Penicillium sp. 1 e sp. 2 e micélio estéril 1. Zona 1 — porgéo da curva em que 0
fungicida apresentou um determinado efeito inibitdrio (pontos assinalados a e). Zona 2 - por¢éo
da curva em que o fungicida apresentou um efeito inibitério superior (pontos assinalados a <). As
equagdes das rectas e coeficientes de correlagao apresentadas foram as obtidas para os pontos
da zona 1. Para o calculo do ECs, foi utilizada a zona 1 assinalada nos gréficos que € a que inclui
os 50 % de inibigao.
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Figura 3.3 — Representagdo grafica da percentagem de inibigdo em fungdo do logaritmo da
concentragdo de fungicida comercial (mg.L") contendo metalaxil (10% p/p) e folpete (40% p/p)
para os fungos Rhizopus stolonifer e micélio estéril 3. Zona 1 — porgdo da curva em que o
fungicida apresentou um determinado efeito inibitério (pontos assinalados a ). Zona 2 - por¢éo
da curva em que o fungicida apresentou um efeito inibitorio superior (pontos assinalados a <). As
equagdes das rectas e coeficientes de correlagdo apresentadas foram as obtidas para os pontos
da zona 1. Para o célculo do ECs; foi utilizada a zona 1 assinalada nos graficos que é a que inclui
os 50 % de inibicdo e a equagdo apresentada ¢ referente a esta zona de inibicido (pontos

assinalados a ).
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De forma a obter uma base numérica que permita a escolha das estirpes fungicas
mais resistentes ao fungicida comercial utilizado (metalaxil 10% pl/p; folpete 40% p/p)
foram calculados os valores de ECs, para cada um dos fungos, ou seja, a concentragao

efectiva de fungicida comercial em que se obtém 50% de inibicdo do crescimento.

Para calculo dos valores de ECso foram utilizados os pontos dos gréaficos das
figuras 3.2 e 3.3 que abrangem a porgéo da relagdo em que se obtém 50% de inibicao
do crescimento da colénia (pontos assinalados a ). Assim, os valores de ECso foram
calculados por interpolagdo grafica da regresséo linear obtida para a primeira zona de
variagdo do declive (zona 1). As equacbes das rectas utilizadas para os referidos

calculos sdo apresentadas nos respectivos graficos das figuras 3.2e33.

Os valores de ECs, calculados para cada um dos fungos em estudo estao

apresentados na tabela 3.2.

Tabela 3.2- Registo dos valores de ECso (mg.L" de fungicida comercial) para os fungos em

estudo. Cada ponto representa a média de 3 repeticdes + 0 desvio padréao.

Fungos em estudo coErr?esfcfi:P(gri:g.jf’1)
Micélio estéril 1 169,34 + 0,30
Micélio estéril 3 361,17 £ 0,44
Peniciliumsp. 1 177,10 £ 0,20
Penicilium sp. 2 136,00 £ 0,25

Rhizopus stolonifer 428,93 £ 0,24
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Por observacdo da tabela 3.2 observamos que o fungo Rhizopus stolonifer
apresentou o valor de ECs, mais elevado, 429 mg.L™" de fungicida comercial sendo,

portanto, o fungo mais resistente & mistura comercial de metalaxil e folpete em estudo.

A estirpe classificada como micélio estérii 3 apresentou um valor de ECs, de
362 mg.L", que embora tenha sido inferior ao obtido para o R. sfolonifer foi bastante
superior aos valores de ECs, obtidos pa'ra os fungos Penicillium sp. e micélio estéril 1. A
estirpe designada por Penicillium sp. 2 apresentou um valor de ECs, de 136 mg.L™! com a
formulagdo comercial, indicando que dos cinco fungos em estudo esta estirpe foi a que

apresentou uma tolerancia inferior aos fungicidas metalaxil e folpete.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os registados nos ensaios de
enriquecimento selectivo em meio liquido (Tabela 3.1) uma vez que estes fungos foram
precisamente os que tinham sido detectados nas concentracdes mais elevadas de

fungicida, sendo portanto os mais tolerantes.

3.3.3. Identificagao do micélio estéril 3

Como n&o foi possivel identificar o fungo designado por micélio estéril 3, por este
nao ter apresentado formacdo de estruturas reprodutoras nos meios testados apés o
isolamento do solo A (secgao 2.2.5), para tentar induzir a esporulagéo e, assim, proceder

a sua identificacdo, efectuaram-se os ensaios descritos na secgao 3.2.7.

Os resultados obtidos no ensaio de indugio da esporulacéo estéo representados na
tabela 3.3. Neste estudo, observou-se a formagéo de esporangios nas placas de Petri
que continham folhas de videira e solo. A frequéncia de formacdo de esporangios,
embora baixa, foi superior quando o meio utilizado foi PDA, relativamente ao meio de

MEA, onde muito dificilmente se visualizaram a formacéo destas estruturas.
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Tabela 3.3 — Registo das observagdes dos ensaios realizados para indugdo da esporulagéo.

(- ndo se observaram esporangios; + esporangios muito raros, + observaram-se esporangios).

Presenca de esporangios

Folhas +
Constituintes .
n Peciolos £
da videira
Frutificagbes -

Agar (1,6 %) +
Graos de trigo -

Graos de mitho -

Graos de arroz -

Agar (1,5 %) + solo autoclavado (incorporago) ‘ +

O micélio foi repicado dos locais onde se observaram esporangios para novas
placas contendo meio de PDA e, apds incubagao, por observagdo macroscopica €
microscopica das colénias, utilizando as chaves taxonémicas adequadas (Smith, 1969,
Domsch et al., 1980) foi possivel classificar o fungo, inicialmente designado por micélio
estéril 3, como sendo uma espécie do género Gongronella. Os fungos deste género
apresentam, geralmente, colénias com crescimento relativamente lento, estruturas de
suporte e rizoides pouco diferenciados, esporangiéforos erectos e muitas das vezes
ramificados. O esporangio é, geralmente, globoso e apresenta a columela reduzida

(Domsch et al., 1980).

As principais caracteristicas da estirpe Gongronella sp. sdo apresentadas na figura

3.4.

152



Selecgao, identificagdo e caracterizagdo molecular de fungos com capacidade para degradar os fungicidas

Figura 3.4 - Algumas das caracteristicas macroscopicas e microscopicas da Gongronella sp.
(1) Aspecto geral da colénia em PDA ap6s 8 dias de crescimento a 25 °C (barra = 12 mm);
(2) Aspecto geral do esporangio, hifa e esporos; (3) esporangio maduro; (4) parte do esporangio ja

sem esporos, onde se observa a columela e restos de membrana.
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3.3.4. Seleccgao das estirpes fungicas com capacidade de resistir a

concentragdes elevadas de metalaxil e de folpete

Nos ensaios de seleccdo em meio liquido e confirmagdo em meio sélido foram
isoladas duas estirpes flungicas por resistirem a concentragdes mais elevadas de
fungicida e, simultaneamente, apresentarem valores de EC5, mais elevados: Rhizopus
stolonifer e o fungo designado por micélio estéril 3, posteriormente, identificado como

Gongronella sp., apds indugdo da esporulacéo.

Como ja foi referido no capitulo 1, muitas vezes, a capacidade de tolerar elevadas
concentragées de um xenobidtico esta associada a existéncia de um metabolismo
efectivo de degradagdo ou de eliminacdo desse composto por parte dos fungos
tolerantes. Por essa razéo, os fungos seleccionados para o prosseguimento dos estudos

de degradagao foram as estirpes Rhizopus stolonifer e Gongronella sp.

Ambas as estirpes seleccionadas pertencem ao grupo dos Zigomicetes e & ordem
Mucorales e foram identificadas como sendo Gongronella sp. (Figura 3.4) e Rhizopus

stolonifer (Figura 3.5).

Os Zigomicetes sdo normalmente fungos terrestres, frequentemente isolados a
partir de amostras de solo e tém como principais caracteristicas serem constituidos por
hifas cenociticas, com paredes celulares quitinosas, terem reproducdo assexuada através
de esporos imoveis produzidos no esporangio e propagacdo sexuada através de
zigosporos produzidos pelo gamentéangio, resultante da fusdo de duas hifas somaticas

(Domsch, 1980).
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Figura 3.5 - Algumas das caracteristicas macroscéopicas e microscépicas do R. stolonifer.
(1) Aspecto geral da colénia em MEA apds 6 dias de crescimento a 25°C (barra = 12 mm);
(2) Aspecto geral do esporangio maduro (3) aspecto geral dos rizéides (imagem invertida);

(4) esporangiésporos
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3.3.5. Identificacao da estirpe Gongronella sp. por MSP-PCR

Como nado foi possivel identificar a estirpe de Gongronella a nivel de espécie,
mesmo apds a indugdo da esporulagdo, procedeu-se, de uma forma preliminar, a
comparacédo dos perfis electroforéticos, obtidos apés MSP-PCR (secgdo 3.2.7.5), da
estirpe de Gongronella isolada do solo relativamente as estirpes padrdo descritas na

bibliografia: Gongronella butleri (ATCC 8989) e Gongronella lacrispora (ATCC 24412)

3.3.5.1. Analise da integridade do DNA

A qualidade de DNA é uma das caracteristicas mais importantes nos ensaios de
“fingerprinting” como o RAPD e MSP-PCR, uma vez que a sua degradagdo e

contaminagdo poderdo resultar numa auséncia total de amplificag&o.

O DNA extraido nas condigdes do protocolo utilizado (secgdo 3.2.7.2), apresentou-
se muito pouco fragmentado e sem impurezas (Figura 3.6). Para cada uma trés estirpes
de Gongronella obteve-se uma banda de grande intensidade representando um
fragmento superior a 10 Kb. Para cada uma das amostras, os valores médios da razdo

Abs,go/Abs,gg foram de 1,7 £ 0,1.

3.3.5.2. Caracterizagdo dos fragmentos de MS-PCR

Os produtos de PCR resultantes de cada reacgdo de amplificacdo apresentaram

um numero variavel de bandas compreendidas entre os 2000 e os 200 pb.

Como se obtiveram varios fragmentos por reac¢do de amplificagédo, foi possivel
proceder a avaliagdo da similaridade entre as estirpes e construir dendogramas utilizando
o coeficiente de correlagdo de Pearson, através do programa Bionumerics (Applied

Maths). Os dendogramas obtidos estdo apresentados na figura 3.8.
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Figura 3.6 — Electroforetograma do DNA Figura 3.7 — Electroforetogramas obtidos apés
extraido das estirpes de Gongronella. MS-PCR para as estirpes de Gongronella

M’ — Marcador de DNA 1 Kb; B — Branco; M — Marcador de DNA 100 bp.;

1 e 2 — Gongronellasp.; 3 e 4 — Gongronella butleri; 5 e 6 — Gongronella lacrispora
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Figura 3.8 — Dendograma do perfil da electroforese obtida apés MS-PCR para a estirpe

Gongronella sp. isolada do solo e para as estirpes padrao de Gongronella butleri e G. lacrispora.

157



Capitulo 3

Os resultados obtidos mostraram que apesar da Gongronella isolada do solo
apresentar um perfil molecular mais semelhante ao da Gongronella lacrispora do que ao
da Gongronella butleri ainda tinham um grau de diferenga superior a 60% e, por outro
lado, o grau de proximidade entre os dois isolados de Gongronella sp. foi de 90%,
fazendo supor que a estirpe isolada pode ser uma nova espécie. A confirmar esta a
diferenca observada nos perfis moleculares das trés estirpes (Figura 3.7). O fungo
Gongronella sp. apresentou uma banda intensa correspondente a cerca de 1500 bp e
uma outra correspondente a um fragmento de 800 bp que também se observaram na G.
lacrispora mas que ndo se observaram na G. butleri, embora esta ultima banda seja
muito mais intensa na Gongonella sp do que na G. /acrispora. O fungo isolado do solo
apresentou também um fragmento com dimensdes aproximadas a 1100 bp que n&o se
observou para mais nenhuma das estirpes utilizadas no estudo e um fragmento de 900
bp que também pareceu estar presente na G. butleri embora a banda correspondente
apresente maior intensidade nesta estirpe. Nas estirpes de Gongronella sp. e de G.
lacrispora, visualizam-se também trés fragmentos com dimensGes compreendidas entre
os 500 bp e os 400 bp, embora o fragmento de 500 bp corresponda a uma banda muito

mais intensa na G. /acrispora do que na estirpe isolada do solo.

3.3.6. Caracterizagdao molecular das estirpes Gongronella sp. e
Rhizopus stolonifer isoladas antes e apés o processo de

enriquecimento selectivo.

Apos a identificagdo e avaliagdo dos perfis moleculares da estirpe Gongronella sp.
isolada do solo com as duas estirpes padrdo descritas para o género Gongronella, nesta
seccdo pretendeu-se comparar o perfil molecular de cada uma das duas espécies
seleccionadas, Rhizopus stolonifer e Gongronella sp. apés o seu isolamento no solo e

apds o ensaio de enriquecimento.
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Com este estudo pretendeu-se observar se teriam ocorrido possiveis mutagdes
genéticas apos o ensaio de selec¢do que poderiam ter induzido determinados enzimas
com capacidade de degradar o metalaxil e, justificar assim, um aumento da capacidade
de degradagao apds o enriquecimento selectivo. Para tal utilizamos a mesma técnica de
“fingerprinting” tendo sido comparados os perfis de amplificagdo por MSP-PCR dos

fungos antes e apds o processo de selecgao.

A figura 3.9 mostra o resultado da electroforese das amostras de DNA obtidas pelo
método de extracgao utilizado. As amostras apresentaram bandas de grande intensidade

correspondentes a fragmentos de DNA superiores a 10 Kb.

Figura 3.9 - Electroforese do DNA obtido das estirpes de Gongronella sp e Rhizopus

stolonifer.

M’ - Marcador de DNA 1 Kb; B - Branco;

1 e 2 - Rhizopus stolonifer solo; 3 e 4 - Rhizopus stolonifer apés o enriquecimento;
5 e 6 - Gongronella sp. solo; 7 e 8 — Gongronella sp. ap6s o enriquecimento.
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Na figura 3.10 estdo apresentados os perfis moleculares dos fungos isolados antes

e apds o enriquecimento quando submetidos a MS-PCR.
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Figura 3.10 - Electroforetogramas obtidos apés MS-PCR para as estirpes de fungos
seleccionados obtidas antes e apés o enriquecimento selectivo.

1 e 2 —Rhizopus stolonifer isolado de amostras de solo A

3 e 4 — Rhizopus stolonifer isolado apos os ensaios de enriquecimento selectivo

5 e 6 — Gongronella sp. isolada ap6s os ensaios de enriquecimento selectivo

7 e 8 — Gongronella sp. isolada de amostras de solo A

Para avaliar o grau de similaridade entre as estirpes isoladas do solo e as estirpes
obtidas apds o ensaio de enriquecimento procedeu-se & construg¢do de dendogramas
através do Software Bionumerics (Applied Maths), tendo sido utilizado o coeficiente de
similaridade de Pearson (baseado na intensidade das bandas) e o método UPMGA

(unweighted pair group method with aritmetic averages) para agrupamento das estirpes.
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Os dendogramas obtidos para a espécie Rhizopus stolonifer e para a espécie

Gongronella sp. estao apresentados na figura 3.11.
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Figura 3.11- Dendogramas dos perfis de electroforese obtidos apés MS-PCR para as estirpe de
Rhizopus stolonifer e de Gongronella sp. obtidas antes e apos o ensaio de seleccao.
(Fung — estirpe obtida apds o enriquecimento selectivo e conservada no meio com fungicida;

Solo — estirpe isolada das amostras de solo e conservada no meio sem fungicida R —Repeti¢ao).

Os perfis moleculares obtidos para as duas estirpes de Rhizopus stolonifer em
estudo (uma isolada do solo e a outra obtida apés o ensaio de enriquecimento selectivo)
apresentaram algumas diferencas, quer na intensidade de algumas bandas presentes
para as duas estirpes, quer na existéncia de bandas diferentes para estas estirpes.

Assim, na estirpe obtida ap6s o ensaio de enriquecimento selectivo, observou-se a
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existéncia de 3 bandas que ndo foram detectadas na estirpe isolada a partir das amostras
de solo, uma banda correspondente a fragmentos de dimensbes compreendidas entre
2000 e 3000 bp, outra correspondente a fragmentos de 1200 bp e a UGitima, muito ténue,
representando fragmentos de dimensdes inferiores a 400 bp. Por outro lado, a estirpe
isolada das amostras de solo apresentou 3 bandas que representam fragmentos de
dimensdes compreendidas entre 400 e 500 bp enquanto que a estirpe obtida por

selecgdo apresentou apenas uma banda neste intervalo.

A confirmar estes resuitados, o dendograma obtido para as estirpes de Rhizopus
stolonifer apresentou um grau de similaridade de cerca de 65% para as duas estirpes em
estudo enquanto que os dois replicados de Rhizopus stolonifer isolados nas amostras de
solo apresentaram um grau de semelhanga de 96% e os replicados da estirpe obtida

apoés a seleccdo apresentaram um grau de semelhanc¢a de 99% (Figura 3.11).

Relativamente as estirpes de Gongronella sp. em estudo, uma isolada a partir das
amostras de solo e outra obtida ap6s o ensaio de enriquecimento selectivo, obtiveram-se
perfis electroforéticos semelhantes, tendo sido observado igual nimero de bandas, para
cada uma delas, que representam fragmentos compreendidos entre 1500 e 400 bp de

intensidade semelhante (Figura 3.10).

A estirpe de Gongronella sp. isolada apés o enriquecimento apresentou, no entanto,
uma banda muito ténue mas presente nos dois replicados com dimensdes inferiores a
200 bp e que ndo esta presente na estirpe isolada das amostras de solo. A confirmar
estes resultados, o dendograma (Figura 3.11) apresentou um grau de similaridade

superior a 90% para estas duas estirpes.

O grau de similaridade entre os dois replicados de Gongronella sp. isolada no solo
foi de 97% e entre os dois isolados da estirpe obtida por enriquecimento selectivo foi

superior a 99%.
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3.4. DISCUSSAO

Para que um organismo consiga degradar um determinado composto, xenobiético
ou n3o, deve apresentar determinadas propriedades fisiolégicas e bioquimicas que lhe
permitam tolerar elevadas concentragdes desse composto. Assim, a estrategia utilizada
para a selecgdo de fungos que apresentaram capacidade para degradar o metalaxil e o
folpete passou primeiro pela pesquisa de estirpes tolerantes a elevadas concentragbes

destes compostos.

A determinagao dos valores de ECs, (concentragdo minima efectiva para a qual se
verifica um crescimento igual a 50%) é geralmente utilizada como critério de selecgéo das
estirpes que apresentam maior capacidade para tolerar um determinado composto toxico

(Ellis et al., 1982; Gadd, 1986).

Os resultados obtidos nos ensaios de enriquecimento (secgdes 3.3.1 e 3.3.2)
mostraram que as estirpes Rhizopus stolonifer e micélio estéril 3 foram as que
conseguiram, em meio liquido, tolerar concentragdes superiores a 1000 mg.L" de
fungicida comercial (metalaxil 10% p/p e folpete 40% p/p) e também foram aquelas que
apresentaram uma capacidade para tolerar concentragdes mais elevadas desse fungicida

em meio solido, apresentando valores superiores de ECso.

A estirpe micélio estéril 3 foi assim designada por ndo apresentar formagéo de
estruturas reprodutoras em MEA, pelo que, se submeteu esta estirpe a ensaios de
inducdo de esporulacdo e, posteriormente se identificou como Gongronella sp.. Os
fungos do género Gongronella distribuem-se pelas varias parte do globo terrestre tendo ja
sido isolados, em outros trabalhos, a partir de solos muitos deles com culturas agricolas e

cujos valores de pH oscilaram entre 6 e 7 (Aube & Gagnon, 1971; Domsch et al., 1980).
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Nos estudos de agrupamento utilizados para comparar o grau de similaridade da
estirpe de Gongronella sp. com as duas estirpes padrao descritas (G. lacrispora e G.
butleri) e nos estudos de comparagao dos perfis moleculares dos fungos seleccionados
com as respectivas estirpes isoladas do solo foi necessario proceder a extrac¢do do DNA

dos fungos em estudo (Meyer et al., 1991; Martin et al., 2000).

Nos fungos filamentosos a principal dificuldade de extracgdo do DNA prende-se
com a rigidez / complexidade da parede celular que requer a utilizagdo de meétodos
fisicos (maceragao, microesferas, French press) ou hidrélise com enzimas. Sao tambéem
problemas adicionais o fraco rendimento em termos de quantidade extraida a partir de
determinados materiais e a existéncia de enzimas hidroliticas (nucleases) e de grande
quantidade de polissacaridos e pigmentos presentes nas paredes celulares destes
organismos que impedem a solubilizagdo do DNA durante os processos de extracg&o
(Sambrook et al., 1989). No entanto, o método utilizado permitiu, para as estirpes
estudadas, ultrapassar estes problemas e obter DNA com um elevado grau de pureza
(razdo Abs,e/Absyg de 1,7 £ 0,1) (Sambrook et al., 1989) e em quantidade suficiente

para poder ser amplificado por MSP-PCR (Figuras 3.7 e 3.9).

O método de MSP-PCR ou RAMP é um método de agrupamento de espécies, que
através da aplicacido de “primers” dirigidos para sequéncias satélite em reacgbes de
amplificagdo por PCR permite apenas avaliar perfis electroforéticos em que as bandas
apresentadas reflectem o polimorfismo existente nestas regides de DNA (Weising ef al.,

1995; Martin ef al., 2000).

Por comparacédo dos perfis moleculares obtidos por amplificagdo (MSP-PCR) do
DNA das estirpes de Gongronella sp isolada de amostras de solo e das estirpes padréo
de G. butleri e G. lacrispora observou-se um grau de similaridade inferior a 40% para as

estirpes de Gongronella sp e G. lacrispora e um grau de similaridade de 10% entre estas
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duas e a de G. butleri. (Figura 3.7). Estes resultados indicam que Gongronella sp. podera
ser uma nova espécie do género Gongronella, embora, para confirmar esta afirmacao
seja necessario efectuar outros estudos, como por exemplo, estudos de confirmacéo por
ITS-ARDRA (Internal Transcribed Spacer- Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)
ou proceder a sequenciagdo das zonas ITS destes organismos, comparando com
sequéncias ja estabelecidas em bases de dados publicas, como por exemplo, a Genbank

(Meyer & Mitchell, 1995; Caetano-Anoliés & Gresshoff, 1997; Martin et al., 1998).

Na comparacdo do perfil molecular das estirpes de Gongronella (Figura 3.11) nao
se observou diferenciagdo entre a estirpe isolada do solo e a estirpe submetida ao
enriquecimento, tendo sido observado um grau de similaridade superior a 90% entre elas.
Por esta razio, a capacidade que a estirpe enriquecida apresentou para degradar o
metalaxil e o folpete ndo parece estar correlacionada com alteragdes a nivel do genoma
detectaveis por este método. No entanto, esta estirpe foi isolada de um solo que ja tinha
sido submetida a um elevado numero de tratamentos, pelo que, a estirpe isolada ja pode

ter sido alvo de um processo de seleccao in situ.

A analise dos perfis moleculares obtidos por MSP-PCR para as estirpes de
Rhizopus stolonifer antes e apdés a seleccdo mostrou diferengas nos perfis
electroforéticos, tendo sido obtido um grau de similaridade de apenas 65% (Figura 3.11).
Assim, para o fungo Rhizopus stolonifer pode ter havido uma diferenciagéo entre a
estirpe nativa e a estirpe submetida ao enriquecimento com o fungicida comercial que
podera indicar uma mutagdo genética, ou seja, ocorréncia de alteragdes a nivel molecular
com inducdo de determinados enzimas que apresentem capacidade para degradar os

fungicidas metalaxil e folpete.

Existem relativamente poucos estudos de biodegradagdo de metalaxil por estirpes

isoladas e ndo se encontraram na literatura estudos sobre a biodegradag&o do folpete
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nos solos. Mohapatra & Awasthi (1997) referem que culturas mistas de fungos isolados a
partir de solos podem facilitar a biodegradacdo do metalaxil e Bailey & Coffey (1986)
isolaram alguns fungos e bactérias que apresentaram capacidade para degradar o
metalaxil mas ndo se encontrou nenhuma referéncia na bibliografia em relagdo a
capacidade de degradacdo do metalaxil ou de folpete por estirpes de Rhizopus ou de

Gongronella.

No entanto, Zeng et al. (1989) identificaram dois fungos (Syncephalastrum
racemosum e Cunningamella ellegans) que pareceram ser activos na degradacdo do
metalaxil, tendo sido o Syncephalastrum racemosum aquele que apresentou maior
capacidade para degradar o metalaxil. E importante referir que estas estirpes pertencem
ao grupo dos Zigomicetes (Domsch et al., 1980) como acontece tambeém com os fungos
seleccionados neste trabalho (Rhizopus e Gongronella), pelo que pode haver alguma
correlagao entre os fungos deste grupo e a capacidade que apresentaram para degradar

0 metalaxil.

Estudos de biodegradacdo de hidrocabonetos derivados de combustiveis referem
gue entre as estirpes de fungos isoladas a partir de solos contaminados foi detectada
uma estirpe de Gongronella butleri que possui capacidade para degradar estes
compostos, embora os fungos do género Penicillium e Trichoderma tenham sido
predominantes e tenham apresentado maior capacidade para biodegradar estes

compostos (Chaineau ef al., 1999).

Outros estudos de degradacgao, efectuados com herbicidas dos grupos fenilureias e
triazinas mostraram que fungos isolados a partir de solos contaminados com estes
compostos apresentavam maior capacidade de degradar os pesticidas do que fungos
isolados a partir de solos similares ndo contaminados (Bordjiba et al., 2001). Nestes

estudos o crescimento de microrganismos pertencentes aos géneros Absidia e Fusarium
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nao eram inibidos por altas doses de pesticidas mas sim estimulados, sendo algumas
espécies do género Absidia, género também pertencente ao grupo dos Zigomicetes, as

mais eficientes no processo de degradacéo (Bordijiba et al., 2001).

Por terem sido previamente isolados de um solo com grande capacidade de
degradar o metalaxil e o folpete e por conseguirem tolerar concentragdes elevadas
destes fungicidas, os fungos Rhizopus stolonifer e Gongronella sp. foram seleccionados
para o prosseguimento dos estudos de degradagdo e seréo utilizados nos ensaios de
degradagéo realizados em meio aquoso e no solo, descritos nos capitulos 4 e 5 desta
dissertacdo, com o objectivo de avaliar a capacidade de degradagao destes fungos para

os fungicidas em estudo.
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CAPITULO 4

Estudos de degradacgdo do metalaxil e do folpete

em meio aquoso

4.1. INTRODUCAO

A capacidade de adaptagdo dos microrganismos a condigbes desfavoraveis de
crescimento € um fenémeno conhecido, detectado em varias estirpes fangicas que
apresentaram capacidade para crescer em presenca de alguns compostos xenobidticos e
outros poluentes (Bordjiba et al., 2001; Bending et al., 2002; Siddique et al., 2003). A
elevada resisténcia que alguns microrganismos possuem para tolerar altas
concentragdes de xenobidticos esta, na maioria das vezes, associada a capacidade para
se adaptarem a esses compostos, desenvolvendo sistemas que lhes permitem
transforma-los em metabolitos menos téxicos ou mais facilmente eliminaveis (Wayman &

Parekh, 1990).
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Como ja foi referido no capitulo 3, os fungos isolados Gongronella sp. e Rhizopus
stolonifer foram seleccionados apés enriquecimento por terem conseguido resistir a
concentragbes elevadas de um fungicida comercial com metalaxil e folpete na sua

composicao.

Nos estudos descritos neste capitulo, cada estirpe seleccionada foi estudada num
meio de cultura liqguido com metalaxil ou folpete como principal fonte de carbono e em
paralelo num meio com uma fonte adicional de carbono (glucose), para determinar
periodicamente as taxas especificas de crescimento e as percentagens de fungicida

remanescente.

Com estes estudos, pretendeu-se avaliar a capacidade dos microrganismos
seleccionados para utilizar o metalaxil ou folpete como principal fonte de carbono,
observar se a percentagem de fungicida degradado seria proporcional a concentragéo
existente e, ainda, se a degradacdo seria ou ndo influenciada pela presenca de um

substrato facilmente assimilavel, como a glucose.

Neste capitulo, foram também efectuados estudos para avaliar o comportamento do
metalaxil como substrato para os microrganismos seleccionados. Alguns estudos sobre
degradagdo de compostos toxicos por microrganismos seleccionados referem que,
apesar desses microbiota apresentarem capacidade para os degradar ou eliminar, em
determinadas concentragdes, esses compostos comportam-se como substratos inibitérios
e apresentam um comportamento cinético que segue o modelo de inibicdo proposto por

Haldane para os sistemas enzimaticos (Anselmo, 1992; Pereira, 1996).

Nos seus estudos cinéticos com enzimas, Haldane (1930) estabeleceu um modelo
cinético para reacg¢des enzimaticas onde se observava uma inibigdo pelo substrato do

fipo competitivo, nas quais, para concentragdes elevadas de substrato se formava um
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complexo enzima-substrato-substrato (ESS) que néo permitia a formagao do produto final

da reaccéo (Beltrame et al., 1980).

Nas culturas descontinuas ou em “batch”, como se trata de um sistema fechado, os
nutrientes ndo s3o renovados, nem os produtos resultantes do crescimento microbiano
s30 retirados, & excepgdo dos gases. Como consequéncia, a fase exponencial da
populagdo terminara quando ocorrer a falta de um ou mais nutrientes essenciais e/ ou a
acumulagdo de metabolitos (Wayman & Parekh, 1990). Na fase exponencial de
crescimento, & possivel determinar a taxa especifica de crescimento (n) através da

equacao:

In X =1InXg + put

em que o declive corresponde ao valor da taxa especifica de crescimento e a
intercepgéo na origem fornece a concentragéo inicial de biomassa (In X,) (Bailey & Ollis,

1986; Wayman & Parekh, 1990; Doran, 2000).

Embora n3o exista uma base tedrica para a utilizagdo do modelo proposto por
Haldane em microrganismos, & possivel utilizar este modelo para substratos inibitérios
pois, como refere Andrews (1968), pode observar-se que a relagdo empirica estabelecida
por Monod (1942), relacionando o efeito da concentragdo do nutriente limitante com a
taxa especifica de crescimento, & semelhante, na sua forma, a expressao de Michaelis-

Menten, na qual se baseia a fungdo de Haldane (Hill & Robinson, 1975).

O modelo de Monod considera que, se as condigdes fisico-quimicas do meio se
mantiverem constantes, o crescimento microbiano esta limitado pela concentragéo de um
componente do meio denominado substrato limitante (S), pelo que a taxa especifica de
crescimento (u) atinge o seu valor maximo (umax) para concentragdes saturantes de

substrato limitante (S); para concentragdes nao saturantes de S a taxa especifica de
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crescimento (u) diminui com o decréscimo de S, desde pq,s até zero, seguindo um
andamento hiperbélico, com uma representagdo grafica que segue a cinética de

Michaelis-Menten (Andrews, 1968).

No entanto, a relagdo apresentada por Monod ndo é valida para os substratos que
séo limitantes para o crescimento em baixas concentragdes e que sao inibitorios para os
microrganismos em altas concentragdes (Andrews, 1968; Hill & Robinson, 1975). Assim,
para ilustrar o comportamento dindmico dos microrganismos que utilizam um substrato
inibitério, para concentragdes elevadas de substrato, pode utilizar-se a fungéo, tal como
foi proposta por Haldane para a inibicdo de enzimas, para o célculo dos parametros

cinéticos do crescimento microbiano (Hill & Robinson, 1975).

Por analogia com a cinética de Haldane, em presenca de crescimento microbiano a
custa de substratos inibitérios é possivel calcular a taxa especifica de crescimento (u) de
acordo com a equagao:

maéx [S]
Ks + [S] + ([S]Z/K))

Nesta equacgéo, S é a concentragdo de substrato limitante, unax € a taxa especifica
de crescimento maxima, Ks € a constante de saturacdo para o substrato e K; é a

constante de inibigao (Andrews, 1968; Hill & Robinson, 1975).

A constante de saturacao (K;) corresponde a concentragao do substrato para o qual
a taxa especifica de crescimento (u) apresenta um valor igual a metade da taxa de
crescimento maxima (umax) Na auséncia de inibicao. Para concentragdes nao inibitdrias de
substrato, € possivel estimar os valores de K; e umsx através de métodos de linearizagao

utilizados para a determinagdo das constantes cinéticas, sendo mais frequentemente
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utilizados os métodos de Lineweaver-Burk, de Eadie-Hofstee e de Langmuir (Bailey &
Ollis, 1986; Doran, 2000). Na representagdo grafica de 1/p versus 1/[S], a intercepgao no

eixo YY’ é igual a 1/ umsx € @ ordenada na origem € igual a -1/Ks (Doran, 2000).

A constante de inibigao (K;) corresponde a concentragéo inibitéria de substrato para
a qual a taxa especifica de crescimento (u) apresenta um valor igual a metade da taxa
especifica de crescimento maxima (uma). Para concentracdes elevadas de substrato
(S>>Ks) a equagdo anterior pode ser linearizada pela representacdo grafica de 1/u
versus [S] onde a intercepgdo com o eixo YY’ € igual @ 1/pmax € 0 declive é igual a 1/(K; -

Limax), Fecorrendo-se a representagéo de Dixon (Hill & Robinson, 1975; Copelland, 200d).

Para substratos inibitorios, pode utilizar-se a equagéo de Andrews (1968) para
calcular a concentragdo de substrato (Sn) para a qual ocorre a taxa especifica de

crescimento maxima (umax) Na presenca de substrato inibitorio (Beltrame et al., 1980):

Smi = (Ks * Ky *° (equacgido de Andrews)

Tendo em conta o comportamento do metalaxil como substrato inibitdrio efectuou-
se um estudo cinético para ambos os microrganismos em que o metalaxil foi adicionado
como tnica fonte de carbono e para um intervalo de concentragdes de metalaxil mais
alargado. Foram efectuados estudos sobre a cinética de crescimento dos fungos
Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer na presenga de metalaxil com determinagéo das
taxas especificas de crescimento maximas e dos valores das constantes de saturacdo e
de inibicdo. A caracterizagdo cinética do metalaxil como substrato inibitério teve como
objectivo determinar a concentragdo maxima de metalaxili em que os fungos
seleccionados o puderam utilizar como fonte de carbono e energia e o tipo de

comportamento cinético observado.
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos estudos deste capitulo foram as estirpes de
Gongronella sp. e de Rhizopus stolonifer isolados e seleccionados apés o enriquecimento

selectivo e armazenados como descrito na secgdo 3.2.6 do capitulo 3.

4.2.2. Fungicidas utilizados

Os fungicidas metalaxil (grau de pureza de 99,7%, Riedel-de Haén) e folpete (grau
de pureza de 99,5%, Riedel-de Haén), foram utilizados como padrées para a andlise e
quantificacdo dos fungicidas por HPLC. Utilizou-se também como padrio nas anélises de
HPLC a ftalimida (grau de pureza de 99,7%, Riedel-de Haén) que é frequentemente

formada por hidrélise do folpete em solugbes aquosas.

Os mesmos fungicidas, metalaxil e folpete, previamente esterilizados em

autoclave, foram utilizados nos ensaios laboratoriais em meio aquoso.

Para testar a estabilidade do metalaxil e do folpete ap6s esterilizagdo, foram
determinadas as concentragbes de solugbes contendo estes fungicidas por interpolacdo
da area de pico nas curvas de calibragdo respectivas e o perfil cromatografico dessas
solugdes foi comparado com o perfil apresentado por solugdes de metalaxil e folpete que

nao foram submetidos a este tratamento.

4.2.3. Preparag¢do do in6éculo

Os in6culos de cada uma das espécies fungicas em estudo foram preparados a

partir de culturas crescidas em tubo de ensaio contendo meio de PDA ou de MEA (Anexo
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1) suplementado com fungicida comercial e com 5 dias de incubacio a 28°C. A cada um
dos tubos foram adicionados 2 mL de meio liquido e, apés agitagdo num vortex, as
suspensbes do mesmo microrganismo foram recolhidas num tubo estérii e
homogeneizadas novamente. Foram efectuadas contagens em camara de Neubauer e o
volume foi ajustado de forma a obter uma suspensao homogénea que contenha 1x10°

esporos por mL de inéculo.

4.2.4. Estudo da degradagdo dos fungicidas em meio liquido

Os estudos foram efectuados para as estirpes de Gongronella sp. e de R. stolonifer
em cultura pura. Para cada microrganismo, efectuaram-se estudos de degradacdo do
metalaxil e do folpete, em separado, como Unica fonte de carbono, utilizando um meio de

“Yeast Nitrogen Base” (YNB).

Paralelamente, efectuaram-se estudos analogos em meio de “Yeast Nitrogen Base”
e glucose (10 g.L") (YNBG). A composicéo de cada um dos meios de cultura utilizados

esta descrita no anexo ll.

Para cada fungo e para cada meio de cultura (YNB e YNBG), estudaram-se trés
concentragdes de metalaxil (2, 10 e 50 mg.L™") e duas de folpete (20 e 40 mg.L") e, em
simultaneo, um controlo sem fungicida. Para ambos os meios foram também efectuados
estudos de degradagdo abidtica para cada concentragdo de cada um dos fungicidas em
estudo. Foram ainda preparados controlos contendo a mesma quantidade de acetona,

(solvente) mas sem fungicida para comparagao do perfil cromatografico.

4.2.4.1. Condigoes de crescimento

Para as culturas efectuadas em meio de YNBG, colocaram-se 50 mL deste meio

em frascos Erlenmeyer rolhados de 250 mL e adicionaram-se as guantidades de
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metalaxil ou de folpete, dissolvidas em 0,5 mL de acetona, necessarias para obter as
concentragGes de fungicida indicadas para cada estudo. Apés evaporacdo do solvente,
adicionaram-se 2 mL de indculo de Gongronella sp. ou de R. stolonifer preparados de
acordo com o procedimento descrito na secgdo 4.2.3 e os volumes de agua bidestilada

estéril necessarios para perfazer um volume total de 55 mL.

Para as culturas efectuadas em meio de YNB, colocaram-se 500 mL do meio em
frascos Erlenmeyer rolhados de 2 L e adicionaram-se as quantidades de metalaxil ou de
folpete necessarias para obter as concentragdes de fungicida pretendidas, dissolvidas em
2 mL de acetona. Apds evaporagdo do solvente, adicionaram-se 20 mL de indculo de
Gongronella sp. ou de R. sfolonifer preparados de acordo com o procedimento descrito
na secgao 4.2.3 e os volumes de agua bidestilada estéril necessarios para perfazer um

volume total de 550 mL.

As amostras foram incubados por periodos de tempo regulares em incubadora

orbital a 190 r.p.m. e a temperatura de 25°C.

Os estudos de quantificagdo do metalaxil remanescente foram efectuados durante
48 dias e as amostras foram recolhidas aos 0, 4 e 8 dias e semanalmente até aos 48
dias. Os estudos para determinagdo das concentragbes do folpete residual e da ftalimida
formada foram efectuados durante 16 dias, tendo sido recolhidas amostras aos 0, 2, 4, 8

e 16 dias.

4.2.4.2. Determinagao do peso seco da biomassa

A quantificagdo da biomassa foi efectuada através da determinacgédo do peso seco,
por separagdo do micélio através de uma membrana filtrante. Foram efectuadas
determinacdes diarias durante os primeiros 8 dias e semanalmente nas datas de

quantificagdo dos fungicidas.
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Ao tempo de incubag&o pretendido, os in6culos foram filtrados, sob vacuo, através
de membranas de filtragdo estéreis (Millipore) com porosidade de 0,45 um, previamente

pesadas e calibradas a peso constante.

Apos filtragdo, a biomassa retida na membrana foi lavada, duas vezes, com 10 mL
de agua destilada estéril. As membranas foram colocadas dentro de uma placa de Petri
e, os conjuntos foram introduzidos numa estufa a 80°C durante 24 horas. Apds secagem
das amostras, os conjuntos foram colocados no excicador sob vacuo durante cerca de 6

horas e, posteriormente, foram pesados até peso constante.

O peso seco foi determinado por diferenga entre o peso obtido ap6s secagem e 0

peso do conjunto antes da filtracao.

Para controlar a perda de peso durante o processo de secagem, passou-se um
volume de agua destilada estéril correspondente ao volume total do in6culo e da agua de
lavagem por 3 conjuntos de membranas de filtragao que foram submetidos as mesmas

condigbes de secagem que os da determinagao do peso seco.

4.2.4.3. Preparagao dos extractos

Apos filtragéo sob vacuo com membranas de 0,45 um de porosidade (Millipore), os
inoculos foram submetidas a extracgéo, com diclorometano, em ampola de decantag&o.
Os extractos organicos foram evaporados a secura, ressuspensos em 1 mL de
acetonitrilo, filtrados através de membranas de 0,45 pm e guardados a -20°C para

posterior analise em HPLC. Foram efectuados duplicados para cada amostra a extrair.

O método de extracgao foi previamente optimizado no que respeita a escolha dos
solventes e condicdes de extracgdo, tendo em conta a solubilidade dos compostos, a

estabilidade dos extractos e as percentagens de recuperagéo.
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O método utilizado permitiu extrair os compostos a dosear nas culturas com
percentagens de recuperagéo de 96 + 2% para o metalaxil, de 92 + 5% para o folpete e
de 93 + 4% para a ftalimida. Os compostos permaneceram estaveis nos extractos de

acetonitrilo pelo menos durante 30 dias, quando conservados a temperatura de -20°C.

4.2.4.4. Quantificagao dos fungicidas

As amostras foram analisadas e quantificadas por HPLC.

O sistema de HPLC e as condi¢des utilizadas foram as descritas na secgdo 2.2.6
do capitulo 2, tendo-se alterado apenas a composi¢do da fase mével. Para andlise das
solugbes com metalaxil utilizou-se uma fase moével isocratica de acetonitrilo/agua (40:60)
com um fluxo de 0,75 mL.min™". Para analise do folpete, foi utilizada uma fase movel
isocratica de acetonitrilo/agua (50:50) com um fluxo de 1 mL.min"'. As leituras foram

efectuadas ao comprimento de onda de 210 nm.

O metalaxil, o folpete e a ftalimida foram identificados por comparagéo dos valores
dos respectivos tempos de retengéo dos padrdes correspondentes quando submetidos as
mesmas condi¢gdes experimentais e foram quantificados, pelo método de calibragéo por
padréo externo, por interpolagéo grafica das respectivas areas de pico obtidas em curvas

de calibragdo dos mesmos padrdes (Anexo lll — secgio B).

O intervalo de concentragdes utilizado para o metalaxil foi de 2,5 a 50 mg.L™" (3,6
UM a180 pM), para o folpete foi de 10 a 400 mg.L™ (34 uM a 1350 pM) e para a ftalimida
foi de 10 a 400 mg.L™ (68 uM a 2719 pyM). Para cada concentracao foram efectuados 4
replicados para construgdo da curva de calibracdo. Para as solugdes mais concentradas

foram preparadas as diluigdes adequadas com acetonitrilo.
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4.2.5. Estudos de degradagdo do metalaxil por biomassa obtida na

fase estacionaria

Para avaliar a influéncia da biomassa na fase estacionaria sobre o processo de
degradagdo do metalaxil efectuaram-se estudos de degradagéo da biomassa para cada
uma das espécies de Gongronella sp. e de R. stolonifer em cultura pura obtida aos 21
dias de incubagdo no meio de YNBG com 10 mg.L™ de metalaxil no ensaio referido na
seccdo 4.2.4. Nestes estudos, utilizou-se o metalaxil como unica fonte de carbono nas

concentracdes de 2, 10 e 50 mg.L”

Para cada um dos microrganismos, foram também efectuados estudos com a
biomassa n&o viavel (esterilizada em autoclave a 121°C durante 20 min.) para observar
se ocorreu adsorgdo a biomassa. A ndo viabilidade da biomassa autoclavada foi
confirmada com culturas em MEA nZo se tendo observado qualquer crescimento apoés
incubacéo das placas de Petri durante 5 dias a 25°C. Preparou-se também, nas mesmas

condigdes de ensaio um controlo sem biomassa (controlo abiético).

4.2.5.1. Condigdes de ensaio

Frascos Erlenmeyer rolhados de 250 mL, contendo 20 mL de solugéo tampéo de
hidrogenofosfato de sodio (KH,PO4 — NaOH) 0,5 M pH 7 e os volumes de uma solugao
aquosa de metalaxil (200 mg.L™") necessarios para obter as concentracgdes indicadas para
cada estudo, foram adicionados de 2 g de biomassa de um dos microrganismos
(Gongronella sp. ou R. stolonifer), tendo o volume final sido ajustado para 25 mL com

solugdo tampéo.

O metalaxil remanescente foi quantificado as 0, 12 , 24, 36 e 48 horas, tendo as
amostras sido colocadas num agitador a 190 r.p.m., & temperatura de 25°C até ao

momento da quantificagdo.
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4.2.5.2. Quantificagao do metalaxil

Para a quantificagéo do metalaxil procedeu-se previamente a filtragdo dos in6culos
através de membranas filtrantes de 0,45 um de porosidade (Millipore). Os filtrados foram

extraidos como se descreveu na secgéo 4.2.4.3.

As amostras foram quantificadas por HPLC. O sistema de HPLC utilizado e as
condi¢des de ensaio foram as descritas na secgio 4.2.4.4 para a analise do metalaxil. O
metalaxil foi quantificado pelo método de calibragéo por padrédo externo, para o intervalo
de concentragdes de 2,5 a 50 mg.L'1, como se descreve na secgao 4.2.44. A

percentagem de recuperacdo do metalaxil obtida nos ensaios foi de 96 + 2%.

4.2.6. Avaliagdo do crescimento, em cultura pura, das estirpes de
Gongronella sp. e R. stolonifer em meio aquoso com metalaxil

como uUnica fonte de carbono

Os estudos foram efectuados separadamente para a Gongronella sp. e para o
Rhizopus stolonifer. Os inéculos de cada estirpe fungica foram preparados de acordo

com o procedimento descrito nas secgoes 4.2.2.

Para cada microrganismo o crescimento foi estudado em meio de YNB com o
metalaxil como Unica fonte de carbono nas concentragdes de metalaxil de 2, 4, 6, 8, 10,

20, 40, 60, 80, 100, 120 e 140 mg.L™.

4.2.6.1. Condigoes de crescimento

As condi¢bes gerais de crescimento foram as mesmas das indicadas na secgio
4.2.4 para as culturas em YNB, nas quais apenas se fez variar as concentra¢des de
metalaxil. Frascos Erlenmeyer rolhados de 2 L. contendo 500 mL de meio de cultura YNB

foram adicionados do metalaxil necessario para obter as concentragdes em estudo e de
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20 mL de inéculo de um dos microrganismos (preparado nas condigbes descritas na
seccdo 4.2.3) perfazendo o volume total de 550 mL com agua bidestilada estéril. Foi

também preparado um controlo sem metalaxil.

As amostras foram incubados numa incubadora orbital a 190 r.p.m., a temperatura

de 25°C e os estudos foram efectuados diariamente durante 16 dias.

4.2.6.2. Determinagio da taxa especifica de crescimento

Para a determinagdo das taxas especificas de crescimento de cada um dos
microrganismos na presenca das vérias concentragdes de metalaxil, efectuaram-se
determinacdes diarias da biomassa, através da determinagéo do peso seco de cada uma

das amostras.

O peso seco foi determinado segundo o procedimento descrito na sec¢ao 4.2.4.2.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Estudos de degradacao do metalaxil em solugao aquosa

De forma a avaliar a capacidade de degradagio do metalaxil pelos microrganismos
em estudo, efectuaram-se ensaios, para cada um dos fungos seleccionados, com trés
concentragdes diferentes de metalaxil (2 mg.L™"; 10 mg.L"' e 50 mg.L"), em meios
contendo glucose (YNBG) e em meios sem glucose (YNB) com a quantificagéo do

metalaxil remanescente por HPLC.
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O metalaxil foi separado ao tempo de retencdo de 15,2 min, por comparagdo com o
tempo de retengéo de solugbes padrédo de metalaxil, nas condi¢bes cromatograficas

descritas (Figura 4.1).

As andlises quantitativas do metalaxil foram efectuadas por interpolacéo grafica das
respectivas areas de pico obtidas na curva de calibragdo do metalaxil. A equagdo da
recta obtida foi de y = 1 029 098x + 2 411 023 com um valor de r* de 0,9996 (Anexo Il -

seccao B).

Na figura 4.1 apresentam-se, como exemplo, os cromatogramas obtidos aos 0 e
aos 21 dias nas culturas de Rhizopus stolonifer em meio de YNB com metalaxil
concentracdo de 10 mg.L™". Os cromatogramas obtidos nas culturas de YNBG e YNB
para as estirpes Rhizopus stolonifer e Gongronella sp. nas diferentes concentracées
apresentaram o mesmo perfil cromatografico, tendo apenas variado a area do pico

proporcionalmente a concentragdo ao metalaxil correspondente e a diluigcao utilizada.

Como se apresenta nesta figura, nos cromatogramas obtidos a partir das amostras
contendo microrganismos, observou-se uma diminui¢do da area de pico do metalaxil com
o tempo de incubacédo. No entanto, apesar de terem sido registados outros maximos de
absorcdo, ao comprimento de onda utilizado, ndo foram identificados possiveis
metabolitos, ndo se tendo observado um aumento proporcional desses picos de absorgéo

com o desaparecimento do metalaxil.

Os valores das quantidades de metalaxil degradado aos 0, 21 e aos 42 dias de
incubagédo pelo Rhizopus stolonifer e pela Gongronella sp., em YNB e YNBG sao

apresentados nas tabelas 4.1 € 4.2.
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Metalaxil

0 dias

Metalaxil

21 dias

Tempo (min.)

Figura 4.1 — Cromatogramas obtidos aos 0 e 21 dias para a estirpe de Rhizopus stolonifer em

meio de YNB na presenca de metalaxil na concentragéo de 10 mg.L".
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Tabela 4.1 - Registo da quantidade de metalaxil degradado aos 0, 21 e 42 dias de incubacéo nas

culturas de Gongronella sp. e R.stolonifer em YNBG. Os valores representam a média de 4

replicados + desvio padrao.

Metalaxil adicionado T:ézl;o Metalaxil degradado (uM) (YNBG)
(ma.L") (M) (dias) Sem microrganismo  Gongronella sp. R. stolonifer
0 0,00 + 0,01 0,00 + 0,01 0,00 £ 0,00
2 7,19 21 0,17 £ 0,01 2,02 + 0,01 1,09+ 0,00
42 0,25+ 0,01 2,50+0,02 2,50 £ 0,02
0 0,01 £ 0,01 0,02 + 0,01 0,02+ 0,01
10 35,93 21 0,54 £0,03 12,91+ 0,02 7,63+0,03
42 0,90+ 0,03 15,14 + 0,03 10,64 + 0,06
0 0,02 +0,04 0,21 +£0,09 0,22+0,08
50 50 21 2,710,086 29,87 £ 0,12 17,13+0,17
42 3,92 +0,06 42,24 £0,07 25,63+0,07

Tabela 4.2 - Registo da quantidade de metalaxil degradado aos 0, 21 e 42 dias de incubagdo nas
culturas de Gongronella sp. e R.stolonifer em YNB. Os valores representam a média de 4

replicados + desvio padrao.

Metalaxil adicionado Tempo Metalaxil degradado (uM) (YNB)
incub. Sem microrganismo  Gongronella sp. R. stolonifer
(mg.L™) (uM) (dias )
0 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,01
2 7,19 21 0,18+ 0,01 1,45 £ 0,01 | 1,26 £ 0,01
42 0,25 +£0,02 2,11+ 0,01 1,68 £ 0,07
0 0,01 £0,01 0,02 £ 0,01 0,02 + 0,01
10 35,93 21 0,47 £0,02 9,10 £ 0,02 7,94 £0,02
42 0,86+ 0,03 13,35+ 0,06 9,91+£0,05
0 0,02 £0,03 0,21 £ 0,09 0,21 £0,09
50 50 21 2,68+0,04 27,3+0,03 19,59 £ 0,07
42 3,87+ 0,05 40,1+ 0,05 24,01 +£0,18
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Nos ensaios efectuados em YNB e YNBG na auséncia de microrganismos, 0S
valores de metalaxil degradado foram muito baixos relativamente aos obtidos na
presenga de um dos microrganismos seleccionados, tendo-se observado valores de
metalaxil remanescente superiores a 96% aos 42 dias de ensaio, em ambos 0s meios

aquosos e para as diferentes concentragoes estudadas.

Para avaliar o comportamento das culturas de Gongronella sp. € R. stolonifer em
presenca de diferentes concentragdes (2, 10 e 50 mg.L"), na degradagdo do metalaxil ao
longo do tempo de incubag&o, nas figuras 4.2 e 4.3 apresentam-se os perfis de
degradagédo do metalaxil obtidos durante os 42 dias de ensaio nos meios de YNBG e de

YNB, respectivamente.

Como se observa nestas figuras, os perfis de degradacao apresentaram uma
relagéo linear (r>0,998) entre o metalaxil degradado (%) e o tempo até aos 21 dias de
ensaio para as 3 concentragdes e para ambos 0s microrganismos, a partir deste periodo
observou-se uma diminuicdo da quantidade degradada por dia, embora o0s

microrganismos tenham continuado a degradar o composto até aos 42 dias.

Nos estudos efectuados em meio YNBG (tabela 4.1 e figura 4.2), a degradacgao
observada aos 21 dias para a Gongronella sp. e para o Rhizopus stolonifer foi,
respectivamente de 28% e 15% para a concentracao inicial de 2 mg.L™", de 36% e 21%
para a concentracéo de 10 mg.L™" e de 17% e 10% para a concentracdo de metalaxil de

50 mg.L™".

Aos 42 dias, em YNBG, a percentagem de metalaxil degradado para a Gongronella
sp. e para o R. stolonifer foi, respectivamente de 35% e de 23% para a concentragéo de 2
mg.L", de 42% e 30% para a concentragao de 10 mg.L" e de 23% e 14% para a

concentragdo de metalaxil de 50 mg.L™".
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Nos estudos em que o metalaxil foi utilizado como unica fonte de carbono (YNB)
(tabela 4.2 e figura 4.3), a degradacédo observada aos 21 dias foi de 20% para a
Gongronella sp. e de 18% para o R. stolonifer para a concentragdo de 2 mg.L™; de 25%
para a Gongronella sp. e de 22% para o R. stolonifer para a concentragdo de 10 mg.L" e
de 15% para a Gongronella sp. e de 11% para R. stolonifer para a concentragdo de 50

mg.L™" de metalaxil.

Aos 42 dias, em YNB, a percentagem de metalaxil degradado foi de 29% para a
Gongronella sp. e de 23% para o R. stolonifer para a concentracgio inicial de metalaxil de
2 mg.L", de 37% para a Gongronella sp. e de 28% para o R. stolonifer para a
concentragdo de 10 mg.L" e de 22% para a Gongronella sp. e de 13% para o R.

stolonifer para a concentragéo de 50 mg.L™ de metalaxil.

Os valores de biomassa (mg.L™") obtidos para as culturas de Gongronella sp. e
Rhizopus stolonifer nos meios YNBG e YNB ao longo do tempo estéo apresentados nas

figuras 4.4 e 4.5, respectivamente.

As curvas de crescimento das estirpes em estudo apresentaram um crescimento
exponencial apenas durante os primeiros 7 dias de crescimento quer na presenca de
glucose (meio de YNBG) quer na presenga de metalaxil como Gnica fonte de carbono

(meio de YNB), para as trés concentragbes de fungicida estudadas 2, 10 e 50 mg.L™".

Nas culturas em YNBG, no final da fase exponencial, a concentragdo de biomassa
obtida foi de 3,5 g.L" para a Gongronella sp. e de 2,6 g.L"" para o Rhizopus stolonifer na
auséncia de metalaxil. Na presenca das concentragées iniciais de metalaxil de 2 mg.L”",
10 mg.L" e 50 mg.L", a concentragdo de biomassa obtida foi, respectivamente de 4,0,
4,7 e 2,6 g.L" para a Gongronella sp. e de 2,9, 3,4 e 2,0 g.L."" para o R. stolonifer, tendo-
se observado uma diminui¢cdo da biomassa produzida para a concentrégéo de 50 mg.L™,

parecendo indicar um certo efeito inibitério na degradagéo do metalaxil (Figura 4.4).
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Gongronella sp.

Metalaxil degradado (%)

YNBG

Rhizopus stolonifer

—e—2 mglL!

tempo (dias)

..m--10 mgl’ - -50 mgl’

Figura 4.2 — Registo das percentagens de metalaxil degradado pelas estirpes de Gongronella sp e

R stolonifer em meio de YNBG. Cada ponto representa a média de 4 replicados.

50 +
Gongronella sp.

40 +

Metalaxil degradado (%)

YNB T
Rhizopus stolonifer

—e—2 mgt’

tempo (dias)

...m-- 10 mgL’ — @ -50 mglL"

Figura 4.3 — Registo das percentagens de metalaxil degradado pelas estirpes de Gongronella sp.

e R stolonifer em meio de YNB. Cada ponto representa a média de 4 replicados
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O perfil de crescimento observado para a Gongronella sp. e para o Rhizopus
stolonifer nas culturas de YNB foi semelhante ao observado nos ensaios em YNBG
embora a quantidade de biomassa produzida nos ensaios efectuados na presenga de
metalaxil como fonte de carbono seja bastante inferior (Figura 4.5). No entanto, nos
ensaios efectuados em YNB a fonte de carbono disponivel para os microrganismos
(metalaxil) foi muito baixa relativamente a utilizada no meio YNBG onde também foi
adicionado glucose (10 mg.L™"). Nestes estudos, utilizaram-se concentracdes
relativamente baixas de metalaxil porque, apesar deste composto poder ser utilizado
como substrato pelos fungos seleccionados, em concentragbes elevadas pode tornar-se
toxico e também porque é importante estudar o comportamento dos microrganismos na

presenca de concentragcbes de metalaxil aproximadas as concentragdes que € possivel

encontrar no ambiente.

Nos ensaios em que o metalaxil foi aplicado como unica fonte de carbono, no final
da fase exponencial de crescimento, a biomassa obtida variou entre 0,79 e 1,18 mg.L™
para a Gongronella sp. e entre 0,63 e 0,91 mg.L™ para o Rhizopus stolonifer, tendo-se
observado um aumento da produgéo de biomassa com o aumento da concentragédo de
metalaxil até¢ 10 mg.L™". Para a concentragéo de 50 mg.L™* observou-se uma diminuigdo
da biomassa, parecendo existir um certo efeito inibitério do metalaxil sobre o crescimento
dos microrganismos como também se observou nas culturas de YNBG. O aumento da

biomassa nos ensaios efectuados com meio YNB sem metalaxil foi nula (Figura 4.5).

Nos ensaios efectuados, observou-se que apés o crescimento exponencial, a
biomassa continuou a influenciar o processo de degradacéo do metalaxil, pelo menos até
aos 42 dias (figuras 4.2 — 4.5). Mesmo quando nio estavam a utilizar o metalaxil para
produgao de biomassa, as espécies Gongronella e R. stolonifer continuaram a degradar o
metalaxil utilizando, possivelmente, um processo de metabolismo secundério para a

manutencgao celular.
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Biomassa (g/L)

Gongronella sp.

r Rhizopus stolonifer

—%—-YNBG —e—2mg/L

T T T T T 1

0 7 14 21 28 35 42

tempo (dias)

—o—-10mg/L —a— 50 mg/L

Figura 4.4 — Curvas de crescimento dos microrganismos seleccionados obtidas nas culturas em

meio de YNBG com metalaxil. Cada ponto representa a média de 4 replicados + o desvio padréo.
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Figura 4.5 - Curvas de crescimento dos microrganismos seleccionados obtidas nas culturas em

meio de YNB com metalaxil. Cada ponto representa a média de 4 replicados * o desvio padréo.
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Para o estudo do perfii de aumento da biomassa em relagdo ao perfil de
degradacdo do metalaxil escolheram-se 0s ensaios efectuados em meio de YNB de
modo a melhor evidenciar o comportamento deste composto como Unica fonte de

carbono (Figuras 4.6 € 4.7).

O perfil da representacdo grafica do aumento da biomassa e da taxa de
degradagéo versus tempo para cada um dos microrganismos é semelhante para as trés
concentragdes estudadas (Figuras 4.6 e 4.7). Numa primeira fase (até aos 7 dias)
observou-se um crescimento exponencial da biomassa com degradacdo do metalaxil.
Numa segunda fase (entre 7 e 21 dias) observou-se um crescimento mais lento
possivelmente devido a limitagdo de um nutriente, muito provavelmente o oxigénio
dissolvido, embora exista ainda uma correlagdo entre a percentagem de metalaxil
remanescente e o tempo, podendo este estar a ser utilizado num processo de
metabolismo secundario, provavelmente como substrato de manutencdo. Numa terceira
fase (a partir dos 21 dias), 0s microrganismos comecaram a eliminar muito mais

lentamente o metalaxil, provavelmente por diminui¢do da biomassa activa presente.

Como se observou uma proporcionalidade directa entre a quantidade de metalaxil
degradado ao longo do tempo para os primeiros 21 dias de ensaio (figuras 4.2 € 4.3)
procedeu-se ao calculo das taxas de degradacgao do fungicida pelas espécies em estudo

para este intervalo de tempo.

As taxas de degradacdo do metalaxil para as trés concentragdes estudadas e as
taxas especificas de crescimento obtidas para as estirpes de Gongronella sp. e Rhizopus

stolonifer, nas culturas de YNB e YNBG s&o apresentadas nas tabelas 4.3 e 4.4.
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Figura 4.6 — Perfis do aumento da biomassa de Gongronelia sp. e da degradagao do metalaxil em
YNB para as diferentes concentragdes estudadas: (1): 2 mg.L™"; (2): 10 mg.L™" e (3): 50 mg.L™". Os

resultados representam a média de 4 replicados + o desvio padréo.
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Figura 4.7 - Perfil do aumento da biomassa de Rhizopus stolonifer e da degradagdo do metalaxil
em YNB para as diferentes concentragdes estudadas: (1): 2 mg.L‘1; (2): 10 mg.L'1 e (3): 50 mg.L".

Os resultados representam a média de 4 replicados + o desvio padréo.
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Tabela 4.3 - Registo dos valores médios das taxas de degradacdo de metalaxil (uM.dia™") e das

taxas de especificas de crescimento p para as estirpes seleccionadas em YNBG. Os valores

representam a média de 4 replicados * desvio padrao.

] ] Taxas de Taxas especificas
Meio de [Metalaxil] ] o . .
4 Estirpes fungicas degradagéo de crescimento
Cultura (mg.L") (uM) 4 4
(uM.dia”) u(h7)
Gongronella sp. 0,0964 + 0,0002 0,0210 + 0,0001
2 7,19
R. stolonifer 0,0515 + 0,0002 0,0204 + 0,0002
Gongronella sp. 0,6132 + 0,0012 0,0221 + 0,0002
YNBG 10 35,93
R. stolonifer 0,3555 + 0,001 0,0208 + 0,0002
Gongronella sp. 1,423+ 0,014 0,0187 + 0,0002
50 179,64
R. stolonifer 0,8088 + 0,013 0,0182 + 0,0004

Tabela 4.4 - Registo dos valores médios das taxas de degradagéo de metalaxil (uM.dia™") e das

taxas de especificas de crescimento p para as estirpes seleccionadas em YNB. Os valores

representam a média de 4 replicados + desvio padréo.

] ) Taxas de Taxas especificas
Meio de [Metalaxil] . .
Estirpes fungicas degradagao de crescimento
Cultura -1
0,0693 + 0,0004 0,0134 + 0,0004
5 7.19 Gongronella sp.
R. stolonifer 0,0600 £ 0,0012 0,0126 + 0,0003
0,4288 * 0,0016 0,0141 + 0,0004
YNB 10 35.93 Gongronella sp.
R. stolonifer 0,3738 + 0,0006 0,0132 + 0,0003
50 179,64 g P
R. stolonifer 0,9194 + 0,0069 0,0110 + 0,0001
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Como se apresenta na tabela 4.3, nas culturas de YNBG, as taxas de degradacéo
do metalaxil variaram entre 0,1 e 1,4 uM.dia™" para a espécie Gongronella sp. e entre 0,05
e 0,8 uM.dia’ para o Rhizopus stolonifer. As taxas especificas de crescimento da
Gongronella sp. variaram de 0,019 a 0,022 h™ e as de R. stolonifer variaram de 0,018 a

0,021 h™", diminuindo para a maior concentragéo de metalaxil estudada (50 mg.L™").

Como se apresenta na tabela 4.4, nas culturas de YNB, as taxas de degradago do
metalaxil oscilaram entre 0,07 e 1,32 uM.dia” para a espécie Gongronella sp. e entre
0,06 e 0,91 uM.dia” para o Rhizopus stolonifer. As taxas especificas de crescimento
foram de 0,012 a 0,014 h™ para a estirpe de Gongronella sp. e de 0,011 a 0,013 h™" para
a estirpe de Rhizopus stolonifer, tendo-se observado uma diminuigdo na presenca da

concentragdo mais elevada de metalaxil em estudo (50 mg.L™).

Nestes estudos, na presenga de cada um dos fungos seleccionados, observou-se
um aumento das taxas de degradagédo do metalaxil com o aumento da concentragio de
metalaxil presente em solugdo. No entan‘to, para a concentragido de 50 mg.L™', embora
tenha havido um aumento da taxa de degradacdo do metalaxil, observou-se uma

diminuicdo das taxas especificas de crescimento.

4.3.2. Estudos de degradacao do folpete em solugéao aquosa

De forma a determinar a capacidade de degradagido do folpete pelos
microrganismos em estudo efectuaram-se estudos em meios contendo glucose (YNBG) e
folpete @ em meios de YNB contendo o folpete como Unica fonte de carbono, com a

quantificacdo do folpete remanescente por HPLC.
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Como ja referimos anteriormente, a ftalimida € um dos principais produtos
resultantes da degradagéo do folpete, tendo também sido quantificada. Nas condigdes
cromatograficas descritas na secgdo 4.2.4.4, a ftalimida e o folpete foram separados,
respectivamente, aos tempos de retengdo de 3,3 min e de 16,0 min, por comparagdo com

os tempos de retencéo de solugdes padrdo de ftalimida e folpete.

As analises quantitativas do folpete e da ftalimida foram efectuadas por interpolagao
grafica das respectivas areas de pico obtidas nas respectivas curvas de calibracdo. Na
curva de calibragdo do folpete a equag&o obtida foi de y = 131 668x + 297 689 com um
valor de ? de 0,9997. Na curva de calibracéo da ftalimida a equag&o obtida foi de y = 26

140x + 729 917 com um valor de r* de 0,9997 (Anexo lil — secgédo B).

Na figura 4.8 apresenta-se, como exemplo, um dos cromatogramas obtidos aos 0 e
16 dias no estudo efectuado em meio de YNB contendo folpete na concentragéo de 20

mg.L", na presencga de Rhizopus stolonifer.

Os cromatogramas obtidos na presenca de 40 mg.L™" de folpete concentragdo em
estudo tém o mesmo perfil cromatografico, tendo-se apenas utilizado uma diluicdo
superior. Os cromatogramas obtidos para a Gongronella sp. para as duas concentracées
em estudo e os obtidos para o controlo efectuado sem microrganismo (controlo de
degradacgdo abiética) também apresentaram o mesmo perfil cromatografico, diferindo
apenas nas areas dos picos de ftalimida e folpete, proporcionalmente a concentragdo em

estudo.

Os cromatogramas obtidos no estudo de degradagdo abidtica também
apresentaram um perfil idéntico, no entanto, a quantidade de folpete obtida @os 16 dias

foi superior, como se pode observar na figura 4.9.
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Folpete

Ftalimida

Folpete

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo (min.)

Figura 4.8— Cromatogramas obtidos aos 0 e 16 dias para as culturas de R. stolonifer em meio de

YNB na presenca de folpete na concentragéo de 20 mg.L™".
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Folpete

Ftalimida
M

Folpete

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (min.)

Figura 4.9 - Cromatogramas obtidos aos 0 e 16 dias na auséncia de microrganismos no meio de
YNB contendo folpete na concentragio de 20 mg.L™.
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Como indicam os exemplos apresentados nas figuras 4.8 e 4.9, nos
cromatogramas obtidos, observou-se uma diminuigdo da area de pico do folpete com o
tempo de incubagado e a ftalimida foi o produto majoritario formado por degradagéao do

folpete, quer na auséncia, quer na presenga dos microrganismos.

Os valores das quantidades de folpete degradado e de ftalimida formada aos 0, 8 e
16 dias de incubag&o nas culturas de YNB e YNBG, pelas estirpes Rhizopus stolonifer e

Gongronella sp., sdo apresentados, respectivamente, nas tabelas 4.5 e 4.6.

Tabela 4.5- Registo da quantidade de folpete degradado nas culturas de Gongronella sp. e R.

stolonifer. Os valores representam a média de 4 replicados + desvio padréo.

[folpete] iniciai Tempo Folpete degradado (uM)
Meio de
cultura 1 . Sem Gongronella sp. R. stolonifer
(mg.L™) (M)  (dias) microrganismos
0 0,04 £ 0,01 0,06 + 0,03 0,04 + 0,02
20 67,44 8 28,02+ 0,13 58,32 £ 0,34 53,97 £+ 0,24
16 32,26 + 0,21 65,96 £ 0,31 63,97+ 0,16
YNBG
0 0,06 £ 0,01 0,04 £ 0,02 0,02+ 0,03
40 134,9 8 63,14 £ 0,33 115,07 £ 0,24 104,38 £ 0,27
16 75,69 £ 0,27 127,45+ 0,15 122,72 £ 0,17
0 0,05+0,04 0,09+ 0,05 0,11+ 0,06
20 67,44 8 27,56+ 0,29 56,00 £ 0,29 50,38 £ 0,17
16 32,22 +£0,27 63,58 +£0,32 60,19 £ 0,25
YNB
0 0,08 + 0,04 0,21+0,09 0,21 +£0,09
40 1349 8 62,36 £ 0,30 109,82 + 0,31 96,98 £ 0,32
16 75,74 £ 0,32 121,85 £ 0,15 113,18 £ 0,26
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Tabela 4.6- Registo da quantidade de ftalimida formada nas culturas de Gongronella sp. e
R.stolonifer. Os valores representam a média de 4 replicados + desvio padrao.

[folpete] inicial Tempo Ftalimida formada (uM)
Meio de
cultura Sem p
(mgLl")  (uM) (dias)  microrganismos Gongronella sp. R. stolonifer
0 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,01 0,00 £ 0,00
20 8 25,67 £ 0,31 29,58 £ 0,01 28,16 £ 0,00
16 28,85+0,15 33,40 £ 0,02 31,61 10,02
YNBG
0 0,01 £0,01 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01
40 134,9 8 4242 + 0,24 47,57 £ 0,02 47,88 + 0,02
16 49,32 +0,13 55,63 0,03 55,09 £ 0,03
0 0,02 +£0,04 0,21+ 0,09 0,21 £ 0,09
20 67,44 8 25,28 + 0,24 29,80+ 0,12 28,23+0,17
16 28,89+ 0,21 33,20 £ 0,07 31,63 10,07
YNB
0 0,02 +0,04 0,21 £ 0,09 0,21 £ 0,07
40 134,9 8 42,73+0,16 48,01 £ 0,12 46,48 + 0,07
16 49,27+ 0,12 55,21 £0,07 53,33 £ 0,07

Para avaliar o comportamento das culturas de Gongronella sp. e R. stolonifer em
presenca de duas concentracdes (20 e 40 mg.L™"), na degradacéo do folpete ao longo do
tempo de incubagao, na figuras 4.10 apresentam-se os perfis de degradacao do folpete

obtidos durante os 16 dias de ensaio nos meios de YNBG e de YNB, respectivamente.

Como se observa nestas figuras, os perfis de degradacdo apresentaram uma
relagao linear (r>0,998) entre o folpete degradado (%) e o tempo até aos 16 dias de

ensaio para as 3 concentragdes e para ambos 0s microrganismos.
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Degradagéo abidtica
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Figura 4.10 — Registo das percentagens de folpete degradado na auséncia e na presenga dos

microrganismos seleccionados nos meio de YNBG e de YNB. Cada ponto representa a média de 4

replicados.
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Nos estudos efectuados em meio de YNBG (tabela 4.5 e figura 4.10), a
degradagéo observada aos 8 dias na presenga de Gongronella sp. e de R. stolonifer foi,
respectivamente, de 86% e 80% para a concentracdo de 20 mg.L™ e de 85% e 77% para
a concentragdo de 40 mg.L”". Aos 16 dias, a percentagem de folpete degradado nas
culturas de Gongronella sp. e de R. stolonifer foi, respectivamente, de 98% e de 95%

para a concentragdo de 20 mg.L™ e de 95% e 91% para a concentragéo de 40 mg.L™.

Nos ensaios sem microrganismos, observou-se uma degradacdo do folpete de
cerca de 42% e de 47% aos 8 dias e de cerca de 48% e de 56% aos 16 dias para as

concentragdes de folpete iniciais de 20 mg.L ™' e 40 mg.L™, respectivamente.

Nos estudos em que o folpete foi utilizado como unica fonte de carbono (YNB)
(tabela 4.5 e figura 4.10), a degradagdo observada aos 8 dias na presenga de
Gongronella sp. e de R. stolonifer foi, respectivamente, de 83% e 75% para a
concentragéo de 20 mg.L™" e de 81% e 72% para a concentragéo de 40 mg.L™" de folpete.
Aos 16 dias, a percentagem de folpete degradado nas culturas de Gongronella sp. e de
R. stolonifer foi, respectivamente de 94% e de 89% para a concentracédo de 20 mg.L™, de

80% e 84% para a concentragdo de metalaxil de 40 mg.L™".

Nos ensaios sem microrganismos, observou-se uma degradag¢do do folpete de
cerca de 41% e de 46% aos 8 dias e de cerca de 48% e de 56% aos 16 dias para as

concentragdes de folpete iniciais de 20 mg.L™" e 40 mg.L™", respectivamente.

Na figura 4.11 apresentam-se os valores de ftalimida formada (%) durante os 16
dias de ensaio efectuados nos meios de YNBG e YNB, na auséncia de microrganismos e

na presenca de Gongronella sp. e de Rhizopus stolonifer.
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Degradagéo abiotica
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Figura 4.11- Registo das percentagens de ftalimida formada na auséncia e na presenga dos

microrganismos seleccionados em meio de YNBG e de YNB. Cada ponto representa a média de 4

replicados.
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Neste estudo, observou-se que a percentagem de ftalimida formada em cada uma
das culturas de Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer, foi idéntica nos meios de YNB e de
YNBG (tabela 4.6 e figura 4.11). Também nao se observou uma relagdo de
proporcionalidade directa entre a quantidade de folpete degradado por acgéo dos fungos
em estudo e a quantidade de ftalimida formada, tendo-se obtido quantidades de ftalimida
formada semelhantes, para cada uma das concentragcbes de folpete iniciais, nos ensaios

de degradagdo abiotica e nos ensaios realizados na preseng¢a dos microrganismos.

Aos 8 dias, a percentagem de ftalimida formada nas culturas de Gongronella sp. e
de Rhizopus stolonifer foi, respectivamente, de 44% e de 42% para a concentragdo de
folpete de 20 mg.L™" e de 36% e 35% para a concentracdo de 40 mg.L™". Aos 16 dias a
percentagem de ftalimida formada nas culturas de Gongronella sp. e de R. stolonifer foi,
respectivamente, de 49% e de 46% para a concentracdo de 20 mg.L™" e de 41% e 39%
para a concentracdo de 40 mg.L™". Nas auséncia de microrganismos, a ftalimida formada
aos 8 dias foi de 38% e de 31% nas solugdes com 20 mg.L™" e de 40 mg.L™ de folpete e

aos 16 dias foi, respectivamente de 43% e 36%.

Os valores de biomassa (mg.L™") obtidos para as culturas de Gongronella sp. e
Rhizopus stolonifer nos meios YNBG e YNB ao longo do tempo do tempo sdo

apresentados na figura 4.12.

As estirpes em estudo, apresentaram um crescimento exponencial apenas nos
primeiros 8 dias de crescimento quer na presenga de glucose (meio de YNBG) quer na
presenca de folpete como unica fonte de carbono (meio de YNB), para as duas

concentragbes de fungicida estudadas: 20 e 40 mg.L™

No meio de YNBG, no final da fase exponencial, na auséncia de folpete, a
biomassa obtida foi de 4,5 mg.L" para a Gongronella sp. e de 3,0 mg.L" para o R.

stolonifer. Na presenca de folpete a concentracdo de biomassa obtida variou entre 4,0 e
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3,2 mg.L" para a Gongronella sp. e entre 2,2 e 1,7 mg.L" para o R. stolonifer, tendo-se
verificado uma diminuigdo da biomassa produzida na presenga de folpete, parecendo

indicar um efeito inibitério.

No entanto, as curvas de crescimento obtidas em culturas de Gongronella sp. e de
R. stolonifer em meio de YNB mostraram que estes microrganismos também conseguem
utilizar o folpete para a produgédo de biomassa, embora tenham sido obtidos valores de

biomassa muito pequenos e que diminuem com a concentragéo de folpete presente.

Os valores médios de biomassa obtidos, no final da fase exponencial, em meio de
YNB com folpete nas concentragdes de 20 e de 40 mg.L™ foram, respectivamente, de
0,66 e 0,44 mg.L™" para a Gongronella sp. e de 0,53 e 0,36 mg.L" para o R. stolonifer

(Figura 4.12).

De modo a melhor evidenciar o comportamento do folpete como Unica fonte de
carbono estio apresentados nas figuras 4.13 e 4.14 as representagbes graficas do perfil
de crescimento da biomassa em relagéo ao perfil de degradagéo do folpete obtidos nos
ensaios em YNB para a Gongronella sp. e para o Rhizopus stolonifer. Como os valores
de degradacio abiética foram significativos, nos graficos apresentados foram subtraidos
os valores correspondentes & degradagéo abidtica, com o objectivo de avaliar a

degradagao devida a presenga de cada um dos fungos em estudo.

0] perfii das representacgdes graficas do crescimento da biomassa e da degradagao
do folpete foi semelhante para os dois microrganismos e para as duas concentracdes em
estudo, embora o folpete na concentracéo de 40 mg.L™" parega exercer um certo efeito
inibitério sob o crescimento da biomassa (Figuras 4.13 e 4.14). Nestes graficos
observou-se que a fase exponencial de crescimento foi muito proxima da fase linear de

degradacéo do folpete com o tempo de ensaio.
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Figura 4.12 - Curvas de crescimento nas culturas de Gongronella sp. e de Rhizopus stolonifer nos
meios de YNB e de YNBG na presenca de folpete. Cada ponto representa a média de 4 replicados

+ 0 desvio padrao.
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Figura 4.13 - Perfil do crescimento da biomassa de Gongronella sp.
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em relagdo ao perfil de

degradacao do folpete em meio de YNB para as duas concentragbes estudadas: (1): 20 mg.L'1;

(2): 40 mg.L™". Aos valores de folpete remanescente foram subtraidos os valores de degradag&o

abidtica.
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Figura 4.14 - Perfil do crescimento da biomassa de Rhizopus stolonifer em relagdo ao perfil de
degradacéo do folpete em meio de YNB para as duas concentragbes estudadas: (1): 20 mg.L'1 :
(2): 40 mg.L™". Aos valores de folpete remanescente foram subtraidos os valores de degradagao
abidtica.
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Na tabela 4.7 apresentam-se os valores das taxas de degradagédo do folpete na
auséncia de microrganismos e na presenca das estirpes de Gongronella sp. e de R.
stolonifer bem como as taxas especificas de crescimento dos microrganismos, calculadas
para os primeiros 8 dias de ensaio, uma vez que este foi o intervalo de tempo onde se
observou uma proporcionalidade directa entre a quantidade de folpete degradado e o

tempo de ensaio.

As taxas de degradacao do folpete nas culturas de Gongronella e R. stolonifer, em
YNBG foram, respectivamente, de 3,7 e 3,2 uM.dia'1 para a concentragao inicial de 20

mg.L™" e de 6,4 e 5,0 uM.dia™ para a concentracdo de folpete inicial de 40 mg.L™".

Nas culturas em YNB, as taxas de degradacdo do folpete pelas espécies
Gongronella e R. stolonifer, oscilaram entre 3,5 e 2,8 uM.dia'1 eentre 6,5e 4,2 uM.dia'1
para as concentragdes iniciais de 20 mg.L"" e 40 mg.L" de folpete, respectivamente

(tabela 4.7).

Para cada um dos fungos em estudo, observou-se um aumento das taxas de
degradacéo do folpete com a concentragio de fungicida presente em solugdo e mesmo
na culturas em que o folpete foi a Unica fonte de carbono, os fungos seleccionados foram

capazes de degradar o folpete e de o utilizar como fonte de carbono.

Além disso, observou-se que as concentragdes de folpete degradado apenas pelos
microrganismos foram inferiores as observadas nos estudos de degradagé&o abidtica, no

entanto nao se observou um aumento proporcional de ftalimida.
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Tabela 4.7 - Taxas especificas de crescimento (u ) observadas para as estirpes seleccionadas e

das taxas de degradagdo de folpete nos estudos de degradagéo abidtica e bidtica. Sao

apresentados os valores médios + desvio padrdo. As taxas de degradagédo. do folpete foram

expressas em pM.dia™.

Meio Taxas de Taxas de degradagao do folpete
[folpete] iniciai Estirpes _
de _ crescimento (uM.dia™)
fungicas
cultura (g 1y (uM) u(h™ Total Abiética Bistica
Gongronella 0,022 +0,001 7,237 +0,036 3,730 + 0,035
20 67,44 3,507 £ 0,005
R. stolonifer 0,019 £0,002 6,724 + 0,013 3,217 £ 0,009
YNBG
Gongronella 0,020 + 0,001 14,35 £ 0,058 6,413 £ 0,058
40 134,9 7,932 £ 0,070
R. stolonifer 0,018 £ 0,001 12,97 £ 0,049 5,036 + 0,059
Gongronella 0,013 +0,002 6,949 £ 0,021 3,516 +0,025
20 67,44 3,433 +0,029
R. stolonifer 0,012 £ 0,001 6,265 + 0,046 2,832 + 0,037
YNB
Gongronella 0,011+ 0,001 14,345+ 0,058 6,531 + 0,054
40 134,9 7,814 + 0,051
R. stolonifer 0,010 £ 0,002 12,03 + 0,094 4,216 £ 0,074

As taxas de formacdo da ftalimida sio apresentadas na tabela 4.8. As

concentragbes de ftlalimida formada também aumentaram com a concentracéo de folpete

utilizada. Nas culturas de Gongronella sp e Rhizopus stlonifer, na presenga de 20 mg.L”

de folpete, a concentragdo de ftalimida formada por dia foi, respectivamente, de 3,7 e 3,5

uM em ambos os meios (YNB e YNBG).
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Tabela 4.8 - Registo dos valores das taxas de degradagdo de ftalimida (média + desvio padrio)

nos estudos de degradacao abiética e bidtica em YNBG e YNB.

Meiode  [folpete] iica Estirpes Taxas formagao de ftalimida (uM.dia™)
cutura g 1y (M) fungicas Total Abidtica Bidtica
Gongronellasp. 3,698 + 0,0094 0,490 + 0,009
20 67,44 3,208 +0,022
R. stolonifer 3,518 £ 0,0182 0,309 £+ 0,020
YNBG
Gongronella sp. 5,872 £ 0,0514 0,640 + 0,051
40 134,9 5,232 +0,036
R. stolonifer 5,886 + 0,0273 0,654 + 0,032
Gongronellasp.  3,7257+0,06019 0,496 + 0,046
20 67,44 3,2294+0,0315
R. stolonifer 3,5291+ 0,0331 0,300+ 0,032
YNB
Gongronella sp.  5,9230+0,02353 0,663 0,030
40 134,9 5,2596+ 0,0367
R. stolonifer 5,7273+0,0281 0,467 + 0,032

Para a concentracdo de folpete de 40 mg.L" obteve-se uma concentracdo de

ftalimida formada por dia de 5,9 uM para ambas as culturas em YNBG e de 5,9 ¢ 5,7 uM

na presenga de Gongronella sp. e de R. stolonifer respectivamente, em YNB. Nos

ensaios sem microrganismos, a concentragcdo de ftalimida formada por dia foi,

respectivamente, de 3,2 uM para os meios com 20 mg.L™ de folpete e de 5,2 uM para os

meios com 40 mg.L™" de folpete.
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4.3.3. Estudo da capacidade de degradagdo do metalaxil por
biomassa obtida na fase estacionaria

Como se observou que a biomassa na fase estacionaria de crescimento continuou
a degradar o metalaxil, embora a uma taxa inferior (sec¢do 4.3.1), efectuaram-se
estudos com biomassa de cada um dos fungos seleccionados, Gongronella sp. e R.
stolonifer, com o objectivo de avaliar se ap6s a fase de crescimento, estes fungos
continuaram a utilizar o metalaxil como substrato de manuten¢do ou se ocorreu adsorgao
a biomassa. O perfil dos cromatogramas obtidos foi semelhante aos apresentados na

figurad.1.

As percentagens de metalaxil remanescentes obtidas para a Gongronella sp. e para

o R. stolonifer estdo apresentadas nos graficos das figuras 4.14 e 4.15.

Nos ensaios em que nao se adicionou microrganismo (controlo abiotico) e em que
se utilizou a biomassa n&o viavel, observou-se que a percentagem de metalaxil
remanescente permaneceu praticamente constante ao longo do tempo (variou de 97 a

99%).

Nos ensaios efectuados com biomassa viavel, o metalaxil remanescente ao fim de
24 horas, na presenca de Gongronella e de R. stolonifer, foi, respectivamente, de 65% e
70 % para a concentragio de 2 mg.L"', de 59% e 63 % para a concentragdo de 10 mg.L"

e de 78% e 82% para a concentragao de 50 mg.L™" (Figuras 4.14 e 4.15).

Para ambos os microrganismos observou-se um aumento da quantidade de
metalaxil degradada com a concentracdo até 10 mg.L™"' e uma diminuicdo para a
concentragdo de 50 mg.L™, confirmando o efeito inibitério do crescimento observado para

concentragdes elevadas de metalaxil.
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Figura 4.15 — Registo das percentagens de metalaxil remanescente no estudo de degradag&o do
metalaxil na presenga da biomassa de Gongronella sp. recolhida na fase estacionaria, na

presenca das concentragdes de metalaxil em estudo: (1) 2 mg.Lt (2) 10 mg.L™": (3) 50 mg.L™".
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Figura 4.16 — Registo das percentagens de metalaxil remanescente no estudo de degradagéo do
metalaxil na presenca da biomassa de Rhizopus stolonifer recolhida em fase estacionaria, na
presenca das concentragdes de metalaxil em estudo:(1) 2 mg.L™"; (2) 10 mg.L™"; (3) 50 mg.L™".
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4.3.4. Estudos cinéticos de crescimento dos fungos Gongronella
sp. e R. stolonifer na presenca de metalaxil

Nos ensaios anteriores observou-se que os fungos seleccionados conseguiram
crescer em meios contendo metalaxil como unica fonte de carbono mas que para
concentragdes mais elevadas havia uma inibigdo do crescimento. Assim, com o objectivo
de avaliar o efeito do metalaxil como substrato inibitério, foram efectuadas culturas com
os microrganismos seleccionados, nas quais se fez variar a concentragéo de metalaxil
entre 2 mg.L™" e 140 mg.L", tendo sido determinada, periodicamente, a biomassa em
cada uma delas. Os valores das taxas especificas de crescimento obtidos sao

apresentados na tabela 4.9.

Nas culturas de Gongronella sp., observou-se um aumento da taxa especifica de
crescimento de 0,010 h™' para 2 mg.L™" até 0,180 h™ para 10 mg.L"" de metalaxil. No
entanto, a partir da concentragéo de 20 mg.L”, a taxa especifica de crescimento desta
estirpe comecou a diminuir, lentamente, de 0,170 h” até 0,007 h™ para 140 mg.L™' de

metalaxil.

Nas culturas de Rhizopus stolonifer, observou-se um aumento da taxa especifica de
crescimento de 0,010 h™ para 2 mg.L" até 0,180 h™' para 20 mg.L" de metalaxil. No
entanto, a partir da concentragéo de 40 mg.L", a taxa especifica de crescimento desta
estirpe comecou a diminuir, lentamente, de 0,140 h™ até 0,008 h™ para 140 mg.L™ de

metalaxil.

As representacbes graficas das taxas especificas de crescimento em fungéo da
concentracdo de metalaxil para cada uma das espécies em estudo estéo apresentados

na figura 4.17.
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Tabela 4.9 — Valores das taxas especificas de crescimento (u) das espécies Gongronella e R.
stolonifer em meios de cultura de YNB para as varias concentragbes de metalaxil. S&o

apresentados os valores médios de 4 replicados + o desvio padrao.

[Metalaxil] (mg.L™)

Gongronella sp.

p (h™)

Rhizopus stolonifer

2 0,0101 +£0,0003 0,0095 + 0,0001
4 0,0137 £ 0,0001 0,0128 + 0,0002
6 0,0158 + 0,0002 0,0146 + 0,0003
8 0,0169 £ 0,0002 0,0156 + 0,0002
10 0,0176 + 0,0002 0,0165 + 0,0002
20 0,0166 +0,0006 0,0177 + 0,0001
40 0,0134 +0,00086 0,0139 + 0,0001
60 0,0114 +0,0001 0,0121 £ 0,0002
80 0,0096 = 0,0002 0,0107 £ 0,0001
100 0,0085 £ 0,0002 0,0096 + 0,0001
120 0,0076 + 0,0003 0,0087 + 0,0001
140 0,0069 + 0,0001 0,008 + 0,0001

O metalaxil foi utilizado como fonte de carbono por ambos os microrganismos,
tendo-se observado, como ja referimos, um aumento da taxa especifica de crescimento
com a concentragdo de metalaxil presente, até um determinado valor. A partir desse valor
(que corresponde a 10 mg.L" nas culturas de Gongronella sp. e a 20 mg.L™" nas culturas
de Rhizopus stolonifer), observou-se uma inibigdo na taxa especifica de crescimento dos
microrganismos com a concentragdo de fungicida, indicando que estamos na presenca

de um substrato inibitério.
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Os perfis de crescimento obtidos para os dois fungos (Figura 4.17) apresentaram
um comportamento que segue o modelo de inibigdo descrito por Haldane. Nas culturas
de Gongronella sp. e de R. stolonifer observamos que as taxas especificas de
crescimento, em culturas com o metalaxil como fonte de carbono apés atingirem os seus
valores maximos foram diminuindo com o aumento gradual de metalaxil, tendo-se obtido,
para cada microrganismo uma mesma taxa especifica de crescimento para duas
concentragdes distintaé de substrato, excepto quando p = pmax, COMO acontece no modelo

de inibicao de Haldane.

Gongronella sp. Rhizopus stolonifer

0,020 - ]

w (h)
0..
&

0,016

0,012 -

0,008 -
¢

0,004 A 7

0,000 T T T T T ' T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140

[Metalaxil] (mg.L™")

Figura 4.17 - Relacdo entre as taxas especificas de crescimento de Gongronella sp. e de
Rhizopus stolonifer e a concentragdo de metalaxil utilizada como uGnica fonte de carbono. Cada
ponto experimental representa a média de 3 ensaios. A linha continua representa o modelo teérico

de Haldane.
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A linearizagdo dos valores obtidos experimentalmente para os ramos ascendentes
(valores nao inibitorios) e descendentes (valores inibitérios) da curva da figura 4.16

encontra-se representada nas figuras 4.17 e 4.18 respectivamente.

A representagéo grafica de 1/ py em fungéo de 1/[S] (linearizagdo de Lineweaver-
Burk) foi utilizada calcular pmax € Ks, para concentragdes de metalaxil ndo inibitérias, onde
a intercepgdo no eixo das ordenadas corresponde a 1/ Umsx € @ ordenada na origem €&
igual a —1/K; (Figura 4.17). Estes parametros foram também calculados pelos métodos

de linearizacio de Eadie — Hofstee e de Langmuir como se apresenta na tabela 4.6.

Para a determinagdo de K; e de Umax N@ presenca de concentragdes de metalaxil
utilizou-se, como ja se referiu) a representagao de 1/p versus [s] onde a intercepgéo com

0 eixo YY’ é igual a 1/umsx € 0 declive & igual a 1/(ki. Hmax) (-

Utilizou-se a relagdo de Andrews para o calculo de Sy Os valores calculados sao
apresentados na tabela 4.6. O valor de Sy € particularmente importante nos estudos de
degradagdo do metalaxii em descontinuo, pois permite estabelecer quais as

concentracdes de metalaxil a testar.

Os resultados apresentados nas tabelas 4.10 e 4.11 indicam que o metalaxil foi
utilizado como substrato ndo inibitério pela Gongronella sp. até a concentragéo de 0,44
mM (12,3 mg.L™) e pelo R. stolonifer até a concentragéo de 0,51 mM (14,3 mg.L™"), com
valores de valores de Ksde 8,4 uM e de 7,7 uM, respectivamente. O vaior médio de pmax
calculado foi de 0,022 h™' para a Gongronella sp. e de 0,020 h™' para o R. stolonifer. Os
valores de K; para o metalaxil foram de 0,23 mM (64 mg.L™") para a Gongronella sp. e de
0,34 mM (95 mg.L™") para o R. stolonifer . Assim, ambos 0s microrganismos, na presenga
de metalaxil que funciona como substrato limitante, apresentaram baixos valores de K, e
valores relativamente elevados de K; indicando que os microrganismos seleccionados

conseguem tolerar elevadas concentragdes de metalaxil.
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Figura 4.18 — Linearizagdo das concentragbes ndo inibitérias de metalaxil pelo método de

Linewaver-Burk (ramo ascendente dos graficos da figura 4.17).
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Figura 4.19 — Linearizagdo das concentragdes inibitorias de metalaxil (ramo descendente dos

graficos da

figura 4.17)
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Tabela 4.10 — Valores das constantes cinéticas Mmax € Ks obtidas por trés métodos de
linearizagéo para as estirpes de Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer quando cultivadas em meio

de YNB na presenga de metalaxil como Unica fonte de carbono.

. . . . . Hmax Ks
Estirpe Métodos de Linearizagao
(h) (mg. L") (mM)
Lineweaver-Burk 0,02177 2,331 0,00836
Gongronella sp. Eadie — Hofstee 0,02180 2,331 0,00837
Langmuir 0,02180 2,322 0,00834
Lineweaver-Burk 0,0198 2,154 0,00774
R. stolonifer Eadie — Hofstee 0,0198 2,144 0,00770
Langmuir 0,0195 2,03 0,00729

Tabela 4.11 — Valores das constantes cinéticas Umax € Ki € de Sy, para as estirpes de Gongronella

sp. e Rhizopus stolonifer obtidas nas culturas de YNB na presenc¢a de metalaxil como Unica fonte

de carbono.
] K .
Estirpe Henéx ' St
(h™" (mg. L™ mM (mg. L") mM
Gongronella sp. 0,02178 64,20 0,231 12,33 0,044
R. stolonifer 0,01978 94,94 0,341 14,30 0,051
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4.4. DISCUSSAO

A dinamica das populagfes microbianas na presenga de substéncias téxicas tem
sido estudada em meio liquido para elucidacdo de como os microrganismos respondem a
presenga destas substratos, em particular quando se trata de microrganismos com
capacidade para degradar esses compostos até determinadas concentragdes (Bailey &

Ollis, 1986, Doran, 2000).

Os resultados obtidos em meios aquosos contendo metalaxil mostraram que os
fungos seleccionados, Gongronella sp. e R. stolonifer, apresentaram capacidade para
degradar o metalaxil e também para o utilizar como fonte de carbono. Estudos da
transformacdo microbiana do metalaxil efectuados por Zeng et al. (1989) referem que o
fungo Syncephalastrum racemosum apresentou uma elevada capacidade para degradar
o metalaxil. Podera haver alguma relagao de similaridade entre os fungos seleccionados
no nosso estudo e o fungo isolado por Zeng et al. (1989) uma vez que Gongronella sp.,
Rhizopus stolonifer e Syncephalastrum pertencem ao grupo dos Zigomicetes (Domsch et

al., 1980).

Os estudos de degradacdo do metalaxil em meio aquoso, mostraram que as
estirpes Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer conseguiram degradar o metalaxil até
concentracdes de 10 mg.L™", sem inibigdo da taxa especifica de crescimento mas que na
presenca de 50 mg.L" de metalaxil apesar da taxa de degradagio ter aumentado, houve
uma diminuicdo na taxa especifica de crescimento dos fungos. Assim, concentragbes
mais elevadas de metalaxil parecem ter provocado um efeito inibitério no crescimento dos

microrganismos, apesar destes ainda terem conseguido degradar o fungicida.

Os resultados apresentados, diferiram um pouco dos referidos por Zeng et al.

(1989) nos quais o fungo S. racemosum apresentou um aumento da taxa de degradagéo
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do metalaxil s6 até valores de 5 mg.L‘1 , tendo havido, para valores superiores, uma
diminuic&o das taxas de degradagido com a concentragdo apesar do perfil de crescimento

do S. racemosum néo ter apresentado alteragdo com o aumento da concentragao.

Os estudos em meios aquosos com folpete mostraram que este composto €
rapidamente metabolizado mesmo na auséncia de microrganismos e que as taxas de
degradacdo abidtica foram superiores as obtidas por ac¢do dos microrganismos. O
principal metabolito formado foi a ftalimida, quer na presenga quer na auséncia de
microrganismo, que também é uma substancia que inibe o crescimento dos
microrganismos, e estudos efectuados durante 1 més mostraram que a ftalimida n&o
diminuia significativamente na presenga do microrganismo. Apesar da diminuicdo da
biomassa formada, nos ensaios contendo glucose (YNBG), ter sido proporcional a
concentracdo de folpete presente, nos ensaios efectuados com folpete como Gnica fonte
de carbono (YNB) mostraram que as culturas de Gongronella sp. € de R. stolonifer
conseguiram utilizar este fungicida como substrato, com produgdo de biomassa. No
entanto, a quantidade maxima de biomassa formada na presenga de folpete foi bastante
inferior a obtida na presenca de metalaxil nos ensaios em YNB, mostrando um efeito
inibitério sobre o crescimento dos microrganismos superior quer para o folpete quer para

a ftalimida.

Os estudos de degradagao foram realizados, em paralelo, para o metalaxil e para o
folpete porque, como ja se referiu, o fungicida comercial utilizado no controlo do mildio da
videira, contém metalaxil e folpete na sua composicédo. No entanto, no presente trabalho,
ndo se deu continuidade aos estudos de degradagao do folpete por este ter apresentado
uma taxa de degradacdo abidtica elevada, com formagao de grandes quantidades de
ftalimida e também porque os microrganismos seleccionados n&o apresentaram

capacidade para utilizar este metabolito como substrato.
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Desta forma, os estudos cinéticos e os estudos de degradagdo com o0s
microrganismos seleccionados em solos incidiram apenas sobre o metalaxil, que alias é
dos dois fungicidas estudados, o que tem maiores probabilidades, devido a sua baixa
taxa de degradagido abibtica em solos e, de permanecer mais tempo no solo e, que
devido a sua elevada solubilidade em agua e baixa adsor¢éo ao solo, ser facilmente
lixiviado com consequente contaminagdo de fontes de dgua subterraneas (Aylmore & Di,
2000), pelo que, se torna importante remové-lo o mais rapidamente possivel do solo e

definir uma estratégia de biorremediacéo para este fungicida.

Os estudos efectuados na presenca de glucose (meio de YNBG) mostraram que os
organismos seleccionados, Gongronella sp. € R. stolonifer, quando estdo em presenca de
metalaxil podem utiliza-lo como fonte de carbono e, simultaneamente, o metalaxil
estimulou a utilizagéo da glucose por esses microrganismos conduzindo a um aumento

da produgéo de biomassa.

Nas culturas em YNB de Gongronella sp. e de Rhizopus stolonifer com metalaxil os
microrganismos conseguiram utilizar o metalaxil como fonte de carbono e energia e,
mesmo apds a fase exponencial de crescimento, conseguiram degradar quantidades
significativas de metalaxil, convertendo o substrato sem, no entanto, ter havido produgao

de biomassa.

Na fase estacionaria, o metalaxil parece ter sido degradado através de um processo
de metabolismo secundario, possivelmente para a produgcéo de energia de manutengéo
para o0s microrganismos ou, eventualmente, através de um metabolismo de

desintoxicagdo com producgéo de algum metabolito ndo identificado.

O estudo da degradacdo do metalaxil na presenca da biomassa recolhida em fase
estacionaria mostrou que a percentagem de metalaxil remanescente diminuiu na

presenga dos microrganismos. A baixa degradagéo abiética observada e o facto de néo
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Y

se ter observado adsorgio a biomassa ndo vidvel mostraram que as especies
Gongronella sp. e R. stolonifer apresentaram capacidade para metabolizar o metalaxil
mesmo apbs a fase exponencial de crescimento. Assim, estes microrganismos, mesmo
quando nao utilizaram o metalaxil como fonte de carbono e energia, conseguiram elimina-
lo utilizando-o possivelmente como substrato de manutengdo ou transformando-o através

de um processo de metabolismo secundario.

O estudo do crescimento de Gongronella sp. e o Rhizopus stolonifer na presenca
de concentragdes crescentes de metalaxil como unica fonte de carbono, mostraram que
este fungicida se comportou como um substrato inibitério e o perfil de crescimento
apresentou um comportamento idéntico ao descrito pelo modelo cinético de Haldane
(1930). Segundo Andrews (1968) e Hill & Robinson (1975), este modelo pode ser
aplicado ao crescimento de microrganismos a custa de substéncias inibitérias que, em
determinadas circunstancias, poderdo ser utilizadas como fonte de carbono ou de azoto.
Alguns estudos referem que, em condigdes especificas, determinados compostos téxicos
podem ser utilizados como substratos inibitorios, por microrganismos especificos, como
por exemplo o fenol que pode ser usado como fonte de carbono pelo Fusarium
flocciferum Corda (Anselmo, 1992) e o cianeto que pode ser usado pelo Fusarium

oxysporum como fonte de azoto (Pereira, 1996).

Ambos os microrganismos apresentaram um valor baixo de K, na presenga de
metalaxil que funciona como substrato limitante e um valor de K; relativamente elevado,
indicando que os microrganismos seleccionados possuem capacidade de tolerar

elevadas concentragdes de metalaxil.

Nos estudos de crescimento efectuados na presenca de metalaxil como substrato
limitante, os baixos valores de K obtidos indicam que estes microrganismos apresentam

uma afinidade elevada para o metalaxil. Os valores calculados pelos trés métodos de
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linearizagdo foram muito semelhantes. Por vezes, nomeadamente para concentrages
baixas de substrato, observam-se diferengas significativas nos valores calculados através
da linearizagao de Lineweaver-Burk, apesar de ser método mais utilizado, pelo que, €
normalmente indicado proceder ao célculo dos valores também por outros métodos de

linearizacdo (Sinclair & Cantero, 1990; Doran, 2000, Copelland, 2000).

As duas estirpes seleccionadas conseguiram utilizar o metalaxil como fonte de
carbono e energia e a capacidade que as estirpes apresentaram para remover o metalaxil
foi induzida pelo fungicida. Apesar do efeito inibitério, as estirpes de Gongronella sp. e de
Rhizopus stolonifer, mesmo em concentragdes elevadas de fungicida, degradaram

quantidades significativas de metalaxil e utilizaram-no como substrato.

No entanto, as taxas especificas de crescimento e os valores de Sy, obtidos para os
dois fungos na presenga de metalaxil como Unica fonte de carbono foram baixos, pelo
que, para poder utilizar estes microrganismos como estratégia na biorremediagdo do
metalaxil seria necessario optimizar primeiro o processo de crescimento das estirpes. As
baixas taxas especificas de crescimento obtidas, neste estudo, podem ter sido devidas a
quantidade limitada de alguns nutrientes essenciais, como por exemplo a limitagdo de
oxigénio dissolvido, uma vez que o processo é oxidativo, como se observou nos estudos
da secgdo 2.3.4 do capitulo 2. Por outro lado, como os ensaios foram efectuados em
“batch”, ndo houve restituicdo de nutrientes, pelo que, as baixas taxas especificas de
crescimento também podem ter sido devidas a quantidade limitada de outros nutrientes
essenciais, podendo as taxas especificas de crescimento ser optimizadas num processo
de cultura de “fed — batch” na qual se adicionam alguns nutrientes em intervalos de
tempo definidos ou até mesmo em cultura continua (Stanbury & Whitaker, 1984, Doran,
2000). No entanto, convém referir que as concentragbes de metalaxil encontradas nos

solos ndo se afastaram muito das utilizadas neste estudo (Sukul & Spitller, 2001a).
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Embora as bactérias apresentem, geralmente, taxas especificas de crescimento
mais elevadas e se adaptem facilmente a utilizag&o dos xenobiéticos como unica fonte de
carbono, os fungos filamentosos podem ser mais Uteis em estratégias de biorremediagao
em substratos solidos (Newcombe & Crowley, 1999). Por exemplo, uma estirpe de
Pseudomonas fluorescens cresceu a uma taxa de 0,086 h™' num meio de cultura com 1
mM de cianeto (Kunz et al., 1992) enquanto que uma estirpe de Fusarium oxysporum
apresentou uma taxa especificas de crescimento maximo de 0,015 h™' para uma
concentracdo de 2 mM, revelando uma maior capacidade do fungo tolerar o cianeto,
embora cresca menos (Pereira, 1996). No entanto, as bactérias sao menos eficazes nas
estratégias de biorremediagéo in situ, nomeadamente em solos devido a capacidade de
crescimento dos fungos sob a forma de hifas que lhes permite abranger uma maior

superficie do solo, como ja foi referido no capitulo 1 (Novack et al., 1995).

A tolerancia apresentada pelos microrganismos seleccionados a concentragdes
elevadas de fungicida associada & capacidade de degradacdo observada nos meios
aquosos e a uma grande afinidade destas estirpes para o metalaxil, expressa pelos
baixos valores de Ks, parecem indicar que a aplicagdo destas estirpes em zonas

contaminadas poderdo ter um potencial de aplicagéo pratico, com redug&o do tempo de

meia-vida deste fungicida nos solos.

Apesar das culturas de Gongronella sp. terem apresentado valores de taxas de
degradagdo superiores e, proporcionalmente, taxas especificas de crescimento
superiores, relativamente as culturas de Rhizopus stolonifer, no estudo cinético
constatou-se que os valores de pma € Ks foram superiores para a estirpe de Gongronella
sp.. Os elevados valores de K; e de Sy para Rhizopus stolonifer indicaram que esta
estirpe ainda conseguiu ser mais tolerante a elevadas concentragbes de metalaxil. Assim,
n&o se considerou prudente optar pela seleccdo de uma estirpe em detrimento de outra

uma vez que ambas parecem ter um bom potencial para degradar o metalaxil.
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E importante avaliar a capacidade de adaptagéo de cada uma destas estirpes ao
solo, pelo que, a estratégia a seguir, para uma possivel utilizagdo destes microrganismos
na biorremediagdo do metalaxil no solo, passa por efectuar estudos de degradagéo do
metalaxil por estes microrganismos em solos na auséncia e na presenca da populagéo

residente do solo que serdo descritos e interpretados no capitulo 5 desta dissertagéo.
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CAPITULO 5

Estudos de degradacdo do metalaxil por fungos

seleccionados em amostras de solos

5.1. INTRODUGAO

Os processos de biorremediagdo nos solos, na medida em que estdo
condicionados pela existéncia de particulas solidas que funcionam como suporte,
seguem os modelos e as cinéticas dos processos de fermentagdo em estado solido,

apesar da fracgao soélida propriamente dita ser nutricionalmente inerte.

Nos Ultimos anos, tem-se observado uma tendéncia para a utilizagao de técnicas de
fermentagdo em estado s6lido nos processos de biorremediacéo e de biodegradagéo de
compostos organicos. A fermentagdo em estado soélido torna-se um processo simples e

relativamente econémico no qual & adicionado um nimero limitado de nutrientes e em
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que pode ser apenas necessaria a adicdo de pequenas quantidades de agua durante o
processo de fermentagéo (Langemaat & Pyle, 2001; Pandey, 2003). Esta técnica parece
também ser muito Gtil na biorremediagdo de solos permitindo um tratamento in situ, no
qual os microrganismos adicionados conseguem degradar os poluentes e diminuir a sua

persisténcia no solo (Harris & Arnold, 1995; Pandey, 2001).

A fermentacdo em estado soélido (SSF — Solid State Fermentation) € geralmente
definida como um processo fermentativo que ocorre na superficie de um substrato solido
natural ou de um suporte inerte, utilizado como suporte sélido, na auséncia de agua livre
mas no qual o substrato possui humidade suficiente para suportar o crescimento e o

metabolismo de certos microrganismos (Pandey, 2003).

As fermentacgdes tradicionais desenvolvidas quer no oriente, como a produgéo de
“Koji” no Japao, de “temph” ou “ragi” na fndia, quer no ocidente, como a produgéo de p3o,
queijo e cogumelos, a compostagem e a degradacdo de madeira, entre outras, sao
técnicas de fermentagdo em estado sélido (Raimbault, 1998; Pandey et al., 2001). A partir
da década de 1990, as técnicas de SSF desenvolveram-se bastante e passaram a
utilizar-se ndo s6 para a produgdo de enzimas e de produtos bioactivos, requeridos
essencialmente pela industria farmacéutica e quimica, mas também como suporte para o
desenvolvimento de bioprocessos como a degradacédo de residuos agro-industriais, a
biorremediacdo e a biotransformacgdo de produtos téxicos ou perigosos para o ambiente

(Raimbault, 1998; Pandey et al., 2001).

Os fungos filamentosos e os actinomicetes sdo os microrganismos mais
frequentemente utilizados nos processos de fermentacdo em estado soélido. Os fungos
apresentam algumas propriedades, tais como, o rapido crescimento do micelio sob a
forma de hifas podendo ligar-se facilmente ao substrato ou a matriz sélida e a elevada

tolerancia a baixa actividade da agua e a alta pressdo osmética, que lhes permitem,
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dentro da microflora natural, ser os organismos mais eficientes e competitivos para a

bioconversdo de substratos sélidos (Raimbault, 1998).

Alguns fungos pertencentes aos Zigomicetes (Mucor spp., Rhizopus spp.),
Ascomicetes (Aspergillus spp., Penicillium spp.) e Basidiomicetes (em particular os
fungos da podriddo branca da madeira, denominados frequentemente por “White Rot
Fungi”) continuam a ser as estirpes mais usados em SSF (Pandey et al., 2001). Por
exemplo, as estirpes de Rhizopus spp. tém sido frequentemente utilizadas nos processo
de SSF para a bioconversdo de compostos organicos na industria alimentar e no
tratamento de residuos agro-industriais (Nagel et al., 1999; Christen et al., 2000; Sankpal

et al., 2001).

Existem varios factores a considerar num processo de fermentagdo em estado
solido, entre eles a selecgdo de uma estirpe e de um substrato adequado e a
manutencéo de determinados parametros fisico-quimicos e bioquimicos cruciais para o
desenvolvimento do processo. Os principais factores, que afectam o crescimento
microbiano na fermentacdo em fase sélida incluem a selec¢ao dos organismos e do
substrato adequado, o tipo e a dimensdo do inéculo, o tamanho das particulas do
substrato, o periodo de cultura, o conteido em agua e humidade relativa, o controlo da
temperatura da matéria fermentada e a manutengdo da uniformidade da atmosfera
gasosa no ambiente, isto &, a taxa de consumo de oxigénio e a taxa de produgéo de CO,.

(Raimbault, 1998; Pandey et al., 2001).

Na fermentacdo em estado sdlido o substrato ndo € soluvel e actua,
simultaneamente, como fonte de nutrientes e como suporte fisico, servindo de ancora
para que os microrganismos se fixem (Pandey, 2003). O tipo, a fonte e a natureza de
nutrientes essenciais, como o carbono e o azoto, sdo os factores mais importantes para

qualquer processo fermentativo (Pandey, 2001). Também a densidade do indculo tera

229



Capitulo 5

que ser adequada ao processo de fermentacéo, variando, normalmente, entre 10° e 10°

esporos por grama de peso seco de sélido (Sankpal et al., 2001).

Podem considerar-se duas estratégias diferentes de SSF consoante o objectivo: a
escolha da fonte de carbono em fun¢do do microrganismo empregue e os produtos
obtidos ou a selecgdo de um microrganismo em fun¢do de um determinado substrato a
utilizar. Esta u(ltima é a estratégia aplicada quando se pretende seleccionar
microrganismos que utilizem como fontes de nutrientes residuos industriais e outros

residuos indesejaveis aplicados no ambiente (Pandey, 2001).

O tamanho das particulas do substrato também pode influenciar o crescimento
microbiano e a actividade microbiana num substrato em particular. As particulas de
pequenas dimensdes permitem aumentar a superficie de contacto entre os nutrientes e a
area superficial para a transferéncia de calor e trocas gasosas, no entanto, se forem
demasiado pequenas podem formar uma massa demasiado compacta diminuindo

drasticamente estes processos de transferéncia (Smith, 1990; Pandey, 2001).

O teor em humidade &, também, uma variavel importante da SSF devendo ser
controlado de forma a permitir o crescimento do micélio mas a evitar a proliferagéo
bacteriana. Normalmente, o teor em humidade situa-se entre 25 a 40% (p/p) consoante o
organismo e o substrato utilizado na cultura (Raimbault, 1998, Pandey, 2001). A
temperatura e o pH também podem influenciar o processo de SSF, no entanto os seus

limites dependem do microrganismo utilizado no processo (Pandey, 2001).

Finalmente, a agitagdo e o arejamento sdo processos fundamentais, ndo s6 para
manter a aerobiose do processo como para evitar a acumulacdo de CO,, embora alguns
processos sejam sensiveis a agitagado vigorosa pois quebram a ligagéo do organismo ao

substrato (Raimbault, 1998).
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A quantificacdo da biomassa € um dos parametros essenciais para o estudo
cinético e para a caracterizagdo e optimizagdo do processo de crescimento dos
microrganismos. Um dos principais problemas da fermentagdo em estado solido € a
estimacdo da biomassa microbiana, devido a dificuldade de separar a biomassa dos

substratos sélidos.

A medicdo directa da biomassa flingica é dificultada devido & penetracédo dos
fungos através do substrato e a ligagao firme as particulas sélidas do substrato (Ooijkaas
et al., 1998; Pandey et al., 2001). Podem, no entanto usar-se metodos indirectos para
estimar a biomassa em SSF. Estes métodos sdo baseados na determinagdo do contetdo
de certos componentes da célula como quitina, proteinas, glucosamina (produzida pelos
microrganismos), acidos nucleicos e ergosterol (para os fungos), ou na determinagao da
actividade biolégica, como por exemplo, do processo respiratério através das medigbes

do consumo de O, e da produgéo de CO, (Ooijkaas et al., 1998; Pandey et al., 2001).

Porém, todos estes métodos indirectos tém as suas proprias limitagbes e podem
nao fornecer uma informagao precisa sobre a biomassa, na medida em que o contetido
dos diferentes componentes da célula pode mudar significativamente dependendo da
espécie de fungo, das condigbes de crescimento e da idade de cultura (Ooijkaas et al.,

1998).

A determinagéo da concentracédo de ergosterol permite estimar a biomassa fungica
em amostras ambientais, devido a correlagcdo que se observa entre a concentracéo de
ergosterol e o peso seco do fungo (Seitz et al., 1979). No entanto, devido as interacgbes
entre a quantidade de ergosterol e as espécies fungicas, tempo de cultura, estado de
desenvolvimento (fase exponencial, formagao de hifas e esporulagéo) e condigbes de
crescimento (meio de cultura, pH e temperatura), a determinagdo da concentragdo de

ergosterol ndao & um parametro utilizado para controlo da biomassa num processo
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fermentativo, uma vez que ndo € um bom indicador da variagdo da biomassa ao longo do
tempo (Raimbault, 1998; Pasanen et al., 1999). Assim, apesar das suas limitagdes, a
medicdo de trocas gasosas (determinagdo do consumo de O, dissolvido e do CO;
produzido) é frequentemente utilizada para estimar a biomassa nos processos de SSF
por ser um procedimento simples (principalmente em reactor) que pode fornecer uma

informacao relativamente proxima da realidade (Ooijkaas, 1998; Raimbault, 1998).

Nos estudos descritos neste capitulo, pretendeu-se confirmar a capacidade de
degradac&o do metalaxil pelos fungos seleccionados, quando adicionados a amostras de
solo, na presenga e na auséncia da populagdo residente. Na tentativa de aproximar os
ensaios laboratoriais das condigées de campo, efectuaram-se ensaios em solos, nos
quais o metalaxil foi adicionado como principal fonte de carbono e o solo foi utilizado
como suporte solido, nutricionalmente inerte apesar de conter outros nutrientes
essenciais em solugdo que estdo acessiveis aos microrganismos. O processo ocorreu na
presenca de baixos teores de agua livre, uma vez que a matriz sélida (solo) possui
humidade suficiente para suportar o crescimento e o metabolismo do microrganismos,

aproximando-se de um processo de fermentag¢éo em estado solido.

Para além da quantificagdo do metalaxil remanescente e, tendo presente a
dificuldade da medigcdo directa da biomassa, procedeu-se a uma avaliagéo qualitativa e
semi-quantitativa dos microrganismos presentes, também para confirmar quais os fungos
que predominavam ao longo do tempo e para avaliar a capacidade de adaptagédo dos

fungos adicionados.

A quantificagdo da biomassa total foi estimada, indirectamente, pela determinagao
do O, consumido para avaliagdo do comportamento cinético dos fungos Gongronella sp.
e Rhizopus stolonifer, na presenga de metalaxil como substrato inibitério em amostras de

solo.
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5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Organismos

Os fungos utilizados nos ensaios deste capitulo foram as espécies Gongronella sp.
e Rhizopus stolonifer isolados apés o enriquecimento selectivo, nas condigbes descritas

na secg¢ao 3.2.6 do capitulo 3.

5.2.2. Preparac¢ao do in6culo

O in6culo de cada estirpe flngica foi preparado a partir de culturas crescidas em
tubos de ensaio contendo PDA ou MEA suplementado com fungicida comercial com 5
dias de incubagdo a 28°C, como se indica na sec¢do 4.2.3 do capitulo 4. Apés as
contagens em camara de Neubauer, o volume do inéculo foi ajustado de forma a obter
uma suspensdo homogénea em soro fisiolégico (NaCl 0,85 % p/v) que contenha 1x10°
esporos por mL de indéculo. Na preparagdo do in6éculo misto de Gongronella sp. e de
Rhizopus stolonifer o volume final da suspensdo foi ajustado de modo a que esta

contivesse 1x10° esporos por mL de in6culo de cada estirpe.

5.2.3. Fungicidas utilizados:

O metalaxil com um grau de pureza de 99,7% (Riedel-de Haén) foi utilizado para os
ensaios laboratoriais em fase solida e como padrdo na quantificacdo das amostras de
metalaxil por HPLC. Nos ensaios laboratoriais, o metalaxil adicionado ao solo foi

previamente esterilizado em autoclave (15 minutos a 121°C ).
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5.2.4. Solo em estudo

Os estudos foram efectuadas em amostras do solo da vinha com maior nimero de
tratamentos com fungicida assinalado na figura 2.1 como solo A e descrito no capitulo 2
desta dissertacdo. Estudaram-se, simultaneamente, amostras sem populagéo residente
em que o solo foi previamente esterilizado em autoclave (30 minutos a 121°C em 3 dias

consecutivos) e amostras com a populagéo residente.

5.2.5. Avaliacdo do perfil de biodegradagdo do metalaxil

Neste estudo, o processo de degradagdo do metalaxi! foi estudado em amostras de
solo que diferem entre si apenas na quantidade e tipo de microrganismos presentes para
avaliar a capacidade de biodegradagdo dos fungos seleccionados nas amostras de solo
em presen¢a e na auséncia de populacdo microbiana. Para avaliar a capacidade de
degradacdo dos fungos seleccionados relativamente & populagéo residente nas
condicdes do ensaio preparou-se também um controlo utilizando apenas solo com

populacio residente ao qual foi adicionado o fungicida.

Os ensaios foram efectuados com amostras de solo A por ter sido o solo que
apresentou uma maior capacidade para degradar o metalaxil nos estudos descritos no
capitulo 2. A concentragdo de metalaxil adicionada foi de 0,05 mg.g”" solo,
correspondente @ menor concentragdo de fungicida comercial estudada nos ensaios
descritos no capitulo 2 (0,5 mg de fungicida comercial por grama de solo). Escolheu-se
esta concentragao por ter sido, das concentragdes estudadas, aquela em que o solo A
apresentou maior taxa de degradagédo de metalaxil (secg¢éo 2.3.3.1) e também porque as
concentragbes de metalaxil que se estima encontrar nos solos s&o, geralmente, inferiores
a concentragdo estudada. O procedimento experimental seguido estd resumido no

esquema apresentado na figura 5.1.
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I Amostras J

l Indculo (1 x 10 8esporos. g solo) |

Solo A
(populagao residente)

+ metalaxil

(0,05 mg.g* solo (p.s.)

I (2) Gongronelia sp. J (3) Gongronella sp. +

(1) Rhizopus stoloniferJ Rhizopus stolonifer

I Solo estéril*

soloA* | [ Soloestérii* | | soloa* | [ solo esterit * | | SoloA*

=

Incubagéo

(25 °C e ao abrigo da luz)

Andlises periddicas durante 10 semanas

Determinag&o do Metalaxil Determinagao dos fungos presentes
remanescente (HPLC)

(uf.c. g solo)

* Todas as amostras de solo ja contém metalaxil na concentragéo de 0,05 mg.g” solo (p.s.)

Figura 5.1- Esquema do procedimento utilizado para avaliagéo da capacidade de biodegradagao
do metalaxil em solos pelas estirpes seleccionadas na presenga e auséncia de populagéo

residente e comparagdo com a capacidade de degradagéo da populagao residente (controlo).
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Efectuaram-se, em paralelo trés ensaios, para o solo esterilizado e para o solo com
populagédo residente, contendo metalaxil na concentracdo de 0,05 mg.g” solo, que
apenas diferiram no inéculo adicionado: (1) Gongronella sp., (2) Rhizopus stolonifer e (3)
uma mistura de ambos os fungos (1:1). Como controlo prepararam-se amostras de solo A

contendo 0,05 mg de metalaxil por grama de solo.

5.2.5.1. Condi¢coes de crescimento

Para a preparacdo das amostras colocou-se cerca de 25% da mistura de solo em
frascos Erlenmeyer de 500 mL e adicionou-se, gota a gota, a quantidade de metalaxil
necessaria, dissolvida em acetona. Apds evaporacdo do solvente, foi adicionada a
restante quantidade de solo e a mistura foi homogeneizada de modo a obter a
concentragdo de metalaxil de 0,05 mg.g” solo (p.s.). Posteriormente, adicionou-se o
volume de indculo (preparado segundo o procedimento indicado na sec¢éo 5.2.2) de um
dos fungos seleccionados necessario para obter uma densidade de 10® esporos por

grama de solo.

Amostras equivalentes de solo, contendo apenas a populagéo residente, foram
adicionadas de metalaxil na concentracdo de 0,05 mg.g™” solo (p.s.), nas quais o in6culo
foi substituido por igual volume de soro fisiolégico estéril (NaCl 0,85% p/v), foram
estudadas para a avaliagdo da capacidade de degradagdo da populacdo residente
(controlo). Preparou-se também um controlo de degradagdo abidtica utilizando solo
esterilizado em autoclave (30 minutos a 121°C em 3 dias consecutivos) com igual
concentragdo de metalaxil e no qual o volume de inéculo foi substituido por soro
fisiologico estéril. Amostras de solo A sem metalaxil mas com igual volume de solvente e

com igual volume de inéculo foram preparadas para comparagéo do perfil cromatografico.

As amostras foram incubadas ao abrigo da luz (para evitar a degradagio abidtica) e

analisadas periodicamente durante 10 semanas. As condigées de humidade durante a
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incubagao foram mantidas préximo das iniciais por adi¢do periddica de algumas gotas de

agua estéril tendo o cuidado de n&o deixar compactar o solo.

5.2.5.2. Extracgao do fungicida

Para quantificagdo do metalaxil, aliquotas de 20 g de solo foram removidas de cada
amostra ap6s os varios periodos de incubacgéo para frascos Erlenmeyer de 250 mL aos
quais se adicionou 50 mL de acetonitrilo. As amostras foram colocadas num agitador
orbital a 180 r.p.m., durante 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, os
extractos foram centrifugados a 4000 r.p.m., filtrados através de membranas filtrantes de

0,45 um (Millipore) e guardados a -20°C até se proceder a sua analise por HPLC.

O método de extracgéo foi previamente optimizado no que respeita a escolha do
solvente e do tempo de extracgdo tendo em conta a solubilidade dos compostos, a
estabilidade dos extractos e as percentagens de recuperagido dos compostos a dosear,
como se referiu na secgdo 2.2.7.2 do capitulo 2. As percentagens de recuperagéo do

metalaxil nas amostras de solo obtidas foram de 97 + 2%.

5.2.5.3. Quantificacao dos fungicidas

As amostras foram analisadas por HPLC. O sistema de HPLC utilizado foi o
descrito na secg¢do 2.2.6 do capitulo 2 e as condigdes de ensaio s&o as descritas nessa
seccdo, tendo-se feito variar apenas a composigao e o fluxo da fase movel. Utilizou-se
uma fase mével isocratica de acetonitrilo: agua (60 : 40) com um fluxo de 0,5 mL.min". O

comprimento de onda do detector foi mantido a 210 nm.

O metalaxil foi identificado por comparagdo com o tempo de retencédo do padréo de
metalaxil, submetido &s mesmas condi¢des experimentais e foi quantificado, pelo método

de calibragdo por padrdo externo, por interpolagdo grafica das areas de pico na
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respectiva curva de calibragédo. O intervalo de concentragdes utilizado para construgéo da
curva de calibragao foi de 2,5 a 40 mg.L™". Para cada concentracéo foram efectuados 4

replicados para a construgdo da curva de calibracdo (Anexo Il - secgéo C).

5.2.5.4. Analise Estatistica

A experiéncia foi realizada com o objectivo final de comparar nos 4 grupos de

ensaio (3 in6culos e um controlo) a capacidade de biodegradagéo do metalaxil.

Para analisar os efeitos da adicdo de indéculo contendo um ou os dois
microrganismos seleccionados na degradagéo do metalaxil na presenga e na auséncia de
populacéo residente procedeu-se a analise de variancia a dois factores fixos (ANOVA 2
factores tipo 1) tendo sido comparadas as taxas de degradagéo do fungicida calculadas a
partir dos valores de metalaxil degradado em cada um dos ensaios apos a adigdo dos
inéculos a solos com e sem populagdo residente (Guimarées & Cabral, 1997; Bryman &
Cramer, 2001; Maroco, 2003). A homogeneidade das variancias populacionais foi

confirmada pelo teste de Levene (Bryman & Cramer, 2001; Reis et al., 2001).

A significancia dos valores de F calculado estabelece-se para p<pvaue (Sig) (Pvaie €
o valor de probabilidade de se obter um valor igual ou superior a F se a hipétese nula
verdadeira). No caso presente, consideraram-se as diferengas entre médias significativas
quando a probabilidade de ocorréncia foi superior a 99% (p<0,01) e n&o significativas
quando a probabilidade de ocorréncia foi inferior a 95% (p>0,05). Sempre que ocorreram
diferencas significativas nos factores presentes nas analises de varidncia, a comparagéo
multipla de médias foi efectuada pelo teste de Tukey para determinar a sua significancia
estatistica (Guimarées & Cabral, 1997; Reis et al., 2001; Maroco, 2003). Na validagao
dos resultados por analise de variancia e comparagdo multipla de médias utilizou-se o

programa SPSS para Windows, verséo 11.0, Copyright © , Microsoft Corporation.
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5.2.6. Estudo microbiolégico

Para a caracterizagédo das populagbes microbianas e avaliagdo da capacidade de
adaptacdo e crescimento das estirpes enriquecidas no solo na presenca e auséncia de
populacdo microbiana, prepararam-se suspensdes com aliquotas de cada um dos solos
em soro fisiolégico (NaCl 0,85 % p/v) na proporgao de 1:10 e efectuou-se a contagem e
identificacdo em CRB dos fungos presentes no inicio e no final dos diferentes ensaios,
tendo sido utilizado o método de diluicdes em placa como descrito na sec¢do 2.2.5 do

capitulo 2.

5.2.7. Avaliagcdo do crescimento, em cultura pura, das estirpes de
Gongronella sp. e de Rhizopus stolonifer no solo

Os estudos foram efectuados separadamente para a Gongronella sp. e para o R.
stolonifer em amostras de solo esterilizado em autoclave, as quais foi adicionado
metalaxil como fonte principal de carbono. Os inéculos de cada estirpe fungica foram
preparados como se indica na secg¢éo 5.2.2. Para cada microrganismo foram estudadas
varias concentracdes de metalaxil: 2, 4, 6, 8, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e 140 mg.g”’
solo. Como controlo, efectuaram-se ensaios com amostras de solo esterilizado sem

fungicida, inoculadas também com os microrganismos em estudo.

5.2.7.1. Condig¢des de Cultura

Os ensaios foram efectuados em frascos de 100 mL contendo 20 g de solo
esterilizado com metalaxil na concentragéo de 0,05 mg por grama de solo e o inéculo de
um dos microrganismos. Em ambiente estéril, foram colocados dentro de cada frasco
cerca de 25% da mistura de solo e adicionaram-se as quantidades de metalaxil,

dissolvido em cerca de 20 ulL de acetona necessarias para obter a concentragdo em
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estudo. Apés evaporagdo do solvente foi adicionada a restante quantidade de solo e
homogeneizada a mistura de solo. Em seguida, foram adicionados 2 mL de in6culo de
um dos fungos para obter uma densidade de 10° esporos por grama de solo e a mistura
de solo foi novamente homogeneizada. De forma a obter um sistema completamente
fechado, os frascos foram tapados com uma rolha de borracha que impede as trocas

gasosas e selados com capsula de aluminio.

Os ensaios foram efectuados em separado para a Gongronella sp. e para o

Rhizopus stolonifer.

5.2.7.2. Determinacao do O, consumido

As determinagdes de O, na fase gasosa das culturas foram efectuadas num
cromatografo de gas com detector de condutividade térmica, da marca HACH CARLE,
modelo 100AGC, equipado com um forno regulado para 40°C e duas colunas de
cromatografia de exclusdo molecular (Alltech), utilizando como fase mével o hélio C-50

(Gasin) a um fluxo de 20 mL.min™".

A separacéo foi feita por peneiro molecular em colunas de enchimento tendo sido
utilizadas colunas com suporte SIV BX e particulas de 45-60 mesh de 3 m de
comprimento e diametro interno de 2,2 mm. O oxigénio consumido foi determinado com
base nas areas dos respectivos picos, calculadas num integrador da marca Hewlett

Packard, modelo 3390A.

As colheitas para a determinagéo do oxigénio foram efectuadas na fase gasosa das
culturas as 0, 12, 24, 48 e 72 horas e diariamente até se ultrapassar a fase exponencial
de crescimento das culturas. Para andlise e quantificagdo do O, utilizou-se o

procedimento descrito na secgéo 2.2.8.2 do capitulo 2.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Avaliagdo da capacidade de degradagao do metalaxil no solo

pelas estirpes seleccionadas

De forma a avaliar a capacidade das estirpes seleccionadas, Gongronella sp. e
Rhizopus stolonifer, para degradar o metalaxil presente nas amostras de solo foram
determinadas as percentagens de degradagdo do metalaxil pelas populagbes
microbianas seleccionadas, isoladamente e na presenca de populagéo residente do solo
e efectuadas contagens periodicas do numero de fungos presentes em cada periodo de

ensaio.

O metalaxil foi separado ao tempo de retengdo de 8,8 min para as condigbes

cromatograficas descritas na secg¢éao 5.2.5.3 deste capitulo.

As analises quantitativas do metalaxil foram efectuadas por interpolagéo gréafica da
area de pico na respectiva curva de calibragdo. A equacgéo da recta obtida foi de y = 743

785 x + 27 122 com r?=0,9999 (Anexo lll - secgéo C).

Nas figura 5.2 e 5.3 apresentam-se, como exemplo, os cromatogramas obtidos aos
0 e 42 dias para o solo A para o Rhizopus stolonifer e para a Gongronella sp. nos
ensaios em estes fungos que foram adicionados as amostras de solo. Os cromatogramas
obtidos aos 0 e 42 dias de incubagdo nos ensaios em que estes microrganismos foram
inoculados em amostras de solo sem populagdo residente (solo esterilizado em
autoclave) apresentaram perfis semelhantes aos obtidos, para cada um dos fungos, nos
ensaios com populagédo residente (Figuras 5.2 e 6.3). Nos estudos efectuados com o
indculo misto também se obtiveram perfis cromatograficos semelhantes aos

apresentados nestas figuras.
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metalaxil

0 dias

42 dias
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Figura 5.2 — Cromatogramas obtidos aos 0 dias e apds 42 dias de incubag&o nas amostras de
solo A contendo metalaxil na concentragdo de 0,05 mg.g‘1 solo (p.s) e as quais foi adicionado o

in6culo de Rhizopus stolonifer (Tr (metataxiy = 8,8 min)
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metalaxil
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Figura 5.3 - Cromatogramas obtidos aos 0 dias e apos 42 dias de incubagéo nas amostras de solo
A contendo metalaxil na concentragdo de 0,05 mg.g'1 solo (p.s) e as quais foi adicionado o in6culo

de Gongronella sp. (Tr (metaaxiy = 8,8 mMin)
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Nos cromatogramas obtidos observou-se uma diminuigdo da area de pico do
metalaxil com o tempo de incubagido, mas ndo se observou a formacdo de nenhum pico

cromatografico que pudesse corresponder a um possivel metabolito do metalaxil.

Os valores da quantidade de metalaxil degradado aos 0, 42 e 72 dias de incubagao
no solo A, apés a inoculagdo de um dos fungos seleccionados ou do inéculo misto, estéao
apresentados na tabela 6.1. O controlo corresponde a média dos trés ensaios efectuados

com amostras de solo A com populacdo residente.

Para avaliar o perfil da degradagéo, na figura 5.4 sdo apresentados os valores

médios da percentagem de metalaxil remanescente ao longo do tempo.

Tabela 5.1 - Registo da quantidade de metalaxil degradado por grama de solo (peso seco) aos 0,
42 e 70 dias de incubagdo em amostras de solo com 50 pg de metalaxil por grama de solo apos a
adicao de indculo na presenga de populagio residente (solo A) e em amostras equivalentes mas

sem populagdo microbiana. Os valores representam a média de 4 replicados + desvio padrao.

Tempo (dias) 0 42 72

Microrganismos
Metalaxil degradado (nug. g'1solo)

Solo A 0,67 + 0,11 2468 + 0,06 28,00 £ 0,09
Gongronella sp.
Solo A esterilizado 0,46 + 0,09 22,11 £ 0,05 25,90 + 0,06

Solo A 1,25 + 0,14 24,59 + 0,06 27,94 + 0,08
R. stolonifer
Solo A esterilizado 0,94 £ 0,07 22,75 + 0,04 26,44 + 0,11

Gongronella sp. Solo A 0,69 + 0,13 27,16 + 0,05 30,75 + 0,04
+ R stolonifer  gpjo A esterilizado 0,72 % 0,08 25,03 + 0,08 29,21 + 0,09
.............. Controlo (solo A) 0,75 + 0,03 16,24 £ 0,09 18,69 + 0,04

244



Estudos de degradacao do metalaxil por fungos seleccionados em amostras de solos

) ] 100

80 +

40

&

20 |

Metalaxil remananescente (%)

0 T - T T T g T T )
] 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70

—o-G._SE  —A-G._Solo = SoloA Tempo (dias)

(2)

20 1

Metalaxil remananescente (%)

T T T T T T T T 1

49 56 63 70

o -
-~
-
£
N
=
n
)
w
(4]
P
N

| —o-R._SE —a—R._S —=—Solo A Tempo (dias)

100

(3)

80 4

60 +

40

20 ¢

Metalaxil remananescente (%)

0 : u T T ; T T g !
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70

—6-G.+R._SE —A—G+R_Solo —=SoloA Tempo (dias)

Figura 5.4 — Valores do metalaxil remanescente (%) nos solos em estudo pelas estirpes de
Gongronella sp e R stolonifer. Cada ponto representa a média de 4 replicados * o desvio padréo.
Cada grafico representa o estudo efectuado na presenga de um dos indculos adicionado as
amostras de solo: (1) Gongronella sp.; (2) Rhizopus stolonifer e (3) Gongronella e R. stolonifer.
(G - inéculo de Gongronella sp.; R - inéculo de Rhizopus stolonifer, SE - solo esterilizado, S- solo

com populagéo residente).
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Por andlise da tabela 5.1 e da figura 5.4 observou-se que nas amostras de solo
esterilizado as quais foi adicionado o inéculo de um dos microrganismos seleccionado, a
quantidade de metalaxil degradada aos 42 dias oscilou entre 22 e 25 pg de metalaxil por
grama de solo (44 a 50 %) tendo sido obtido o valor mais elevado para o inéculo misto

dos dois fungos.

Na presenga da populagdo residente observou-se um ligeiro aumento da
quantidade de metalaxil degradada nas amostras as quais foi adicionado o inoculo. Aos
42 dias obtiveram-se valores de metalaxil degradado que oscilaram entre 24 e 27 ug.g”’
solo (48 a 50% da quantidade adicionada) enquanto que o valor médio obtido para o

controlo (sem adig&o de indculo) foi de16 Hg.g™ solo (33% da quantidade adicionada).

Apos os 42 dias de incubagéo registou-se uma diminuigdo da percentagem de
metalaxil degradado ao longo do tempo, embora se tenha observado uma diminuigao do

metalaxil presente nas amostras até ao final do ensaio.

Aos 70 dias, a quantidade de metalaxil degradada nas amostras de solo esterilizado
oscilou entre 26 e 29 ug de metalaxil por grama de solo (52 a 56 %). Nas amostras de
solo com populagéo residente a quantidade de metalaxil degradada aos 70 dias variou
entre 28 e 31 ug.g™' solo (56% e 59%). Em ambos os ensaios, o valor mais elevado de

metalaxil degradado foi obtido para o inéculo misto de Gongronella sp. e R. stolonifer.

Amostras de solo esterilizado em autoclave, as quais néo foi adicionado in6culo,
foram utilizadas como controlo de degradacgédo abiética, tendo apresentado um valor de
97% metalaxil remanescente aos 42 dias de ensaio € um valor de 95% aos 70 dias de

ensaio.

A auséncia de microrganismos foi confirmada através da inoculagdo de suspensdes

destas amostras de solo em placas de Petri contendo MEA, ndo se tendo observado
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unidades formadoras de coldnias (ufc) apos a incubagdo das placas durante 5 dias a

25°C.

Com base nos resultados obtidos foram calculadas as taxas de degradagéo entre

os 7 e o0s 42 dias de ensaio (> > 0,997). As taxas de degradagdo, expressas em ug de

metalaxil degradado por dia por grama de peso seco de solo, sdo apresentados na figura

5.5.

0,60 -

0,50 4

0,40 -

H

0,30 -
0,20 -

0,10 A
0,00 E

Metalaxil degradado (fg.g™".dia™)

Controlo Gong

Rhiz

In6éculo Adicionado

0 Solo Solo Autoclavado

Gong + Rhiz

Figura 5.5 - Taxas de degradagdo do metalaxil expressas em pg.dia’1.g'1 solo (p.s). Os valores

representam a média de quatro replicados + o desvio padréo. (Controlo — solo sem adicéo de

inéculo; Gong — Gongronella sp.; Rhiz- Rhizopus stolonifer, Gong + Rhiz — Inéculo misto de

Gongronella sp. e de R. stolonifer)
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Os estudos em solos com populacido residente (solo) mostraram que a adigdo de
um inéculo especifico de Gongronella sp. ou de R. stolonifer bem como da cultura mista
destes dois fungos melhorou significativamente o processo de biodegradacdo do
metalaxil no solo (p<0,01) (Anexo IV). As taxas de degradacdo médias obtidas apos a
adicdo de indculo foram de 0,51 pg.dia”’.g” para Gongronella sp., de 0,53 pg.dia™.g”
para R. stolonifer e de 0,55 ug.dia”.g™ solo para o inéculo misto de Gongronella sp e R.
stolonifer (1:1), enquanto que a taxa de degradagdo média do solo com populagdo

residente (controlo) foi apenas de 0,37 pg.dia™.g” solo (Figura 5.5).

Quando os inéculos dos microrganismos seleccionados foram adicionados ao solo
esterilizado (sem populagdo residente), observou-se que estes microrganismos também
foram capazes de aumentar a taxa de degradacgdo do metalaxil. As taxas de degradacgao
médias obtidas ap6s a adicao de indculo ao solo esterilizado foram de 0,48 pg.dia™.g™
para Gongronella sp., de 0,50 ug.dia”.g" para R. stolonifer e de 0,53 ug.dia™.g’ para

indculo misto (Figura 5.5).

A andlise de variancia (ANOVA) mostrou que as taxas de degradagio foram
significativamente diferentes para os varios estudos para um intervalo de significancia de
99% (p<0,01) (Anexo IV). Os testes de comparagéo multipla de medias, efectuados pelo
teste de Tukey mostraram que as médias foram significativamente diferentes quer para o
solo esterilizado quer para o solo com populagdo residente apos a adigdo do in6culo
adicionado e que também houve diferenca significativa com o tipo de inéculo adicionado

(Anexo IV).
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5.3.2. Estudo microbiol6gico

Na tentativa de avaliar a viabilidade dos microrganismos adicionados nas amostras
de solo com e sem populacdo residente, procedeu-se periodicamente & determinagéo
semi-quantitativa dos fungos presentes nas amostras de solo em estudo pelo método das

diluicdes em placa.

A viabilidade dos microrganismos no solo foi avaliada através da determinag&o do
numero de unidades de formacgdo de colénias (ufc) por grama de solo. Na tabela 5.2
registaram-se os valores médios de ufc por grama de solo obtidos para a populagéo
fungica observada em CRB em cada um dos estudos para os tempos de incubagéo de 0,

14,42 e 70 dias.

O numero de microrganismos aumentou ao longo do tempo de incubagao

correspondendo a uma boa adaptagdo dos microrganismos aos solos.

Os valores de ufc observados na amostras de solo oscilaram entre 10° e 107 para
Gongronella sp. e de 10° a 10® para Rhizopus stolonifer nas amostras de solo esterilizado
e nas amostras com populacdo residente, apos a inoculagao dos fungos em cultura pura
ou mista, mostrando que houve proliferagdo dos microrganismos apés inoculagao

(Tabela 5.2).

No entanto, apés os 42 dias de incubagdo observou-se uma ligeira diminuigéo dos
microrganismos, que pode ter sido devida a uma diminui¢do do oxigénio disponivel nos
espacos entre as particulas do solo ou a uma acumulagédo de CO; e/ou de metabolitos
secundarios do micélio. Estes factores também poderdo estar relacionados com a
diminuigdo da taxa de degradagdo do metalaxil apés os 42 dias de incubagéo (Figura

5.4).
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Tabela 5.2 - Média de unidades de formac¢ao de coldnias total (ufc) por grama de solo em CRB
com cloranfenicol (populagdo flngica).

G. — Gongronella sp.; R. — Rhizopus stolonifer; 0. F. — outros fungos

G? — Micélio estéril com caracteristicas em MEA semelhantes as apresentadas pelo Micélio 3,
que, apos indugdo da esporulagao, foi identificado como Gongronella sp.

Tempo Solo Esterilizado Solo A
. Inéculo ; .
(dias) (ufc g~ solo) (ufc g solo)
0 54x10° G. 56x10° G.; 3,1x10* O.F.
&
14 S 27x10° G. 32x10°G.,; 34x10* O.F.
(1]
c
(o]
42 5 35x10’ G. 37x107G.; 38x10* O.F.
3
70 28x107 G. 29x107G.; 3,2x10* O.F.
0 v 28x10° R. 3,1x10° R, 32x10* O.F.
&
<
14 2 21x107 R. 28x10" R, 33x10* O.F.
b
[/}
42 3 32x10° R. 31x10% R; 32x10* O.F.
Q
N
70 & 72x107 R. 52x10'R; 29x10* O.F.
0 52x10°G.; 26x10°R.| 55x10°G.; 3,0x10° R; 31x10*O.F.
QL-’ % 6 7 6 7 4
14 ' 8 |29x10°G; 21x10"R.| 31x10°G,; 32x10'R; 33x10*O.F.
42 @ 5 [23x107G.; 34x10%R.[22x107G.; 3,1x10%R; 3,8x10*0.F.
70 18x107G.; 6,7x10"R.} 1,8x107G.; 67x10°R.; 3,4x10°0.F.
Controlo - solo A (populagéo residente)
0 64x10°G.(?); 51x10°R.;, 33x10*O.F.
14 64x10%G.(?); 63x10°R.; 39x10* O.F.
42 64x10°G.(?); 75x10°R., 46x10* O.F.
70 64x10°G.(?); 69x10°R.; 43x10* O.F.
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No controlo, foram encontrados ufc na ordem de 10° para R. stolonifer e para um
micélio estéril com caracteristicas semelhantes as de Gongronella sp. (G.?) e na ordem
de 10* para os restantes fungos, como alids também se observou nas amostras com

populacgao residente.

5.3.3. Estudo da cinética de degradagdo do metalaxil, em solos,
pelos fungos Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer

De forma a testar qual o efeito do metalaxil como substrato no crescimento dos
microrganismos seleccionados foram efectuadas culturas isoladas, com cada um dos

microrganismo seleccionados em que se fez variar a concentragdo de metalaxil.

O crescimento dos microrganismos foi avaliado de uma forma indirecta com base
na determinacdo da taxa de consumo de oxigénio (mmol O,.dia”.g” solo). As taxas de
consumo de O, foram determinadas no periodo correspondente aos primeiros 7 dias de
cultura, no qual se observou um crescimento exponencial dos fungos, indicando que
estes microrganismos estdo a utilizar o metalaxil como substrato para produgédo de

biomassa. Os resultados estido apresentados no grafico da figura 5.6.

Neste estudo, observou-se um aumento da taxa de consumo de oxigénio como
resposta ao aumento da concentragdo de metalaxil. No entanto, para concentragbes
elevadas, o metalaxil passou a ter um efeito inibitério sobre o crescimento dos
microrganismos, com diminuicdo da taxa de consumo de oxigénio a medida que a

concentragdo de metalaxil foi aumentando.

A semelhanca dos resultados obtidos em meio liquido (descritos no capitulo 4), o
metalaxil no solo comportou-se também como um substrato inibitério e a cinética dos
microrganismos apresentou um perfil semelhante ao descrito pelo modelo de Haldane

para substratos inibitérios (Beltrame et al., 1980).
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As taxas de consumo de Oxigénio obtidas para a Gongronella sp. e para o R.
stolonifer, em culturas com metalaxil, apds atingirem os seus valores maximos (cerca de
0,097 mmol O,. dia™.g” solo e 0,082 mmol O,.dia".g" solo, respectivamente) foram
diminuindo com o aumento gradual de metalaxil, tendo-se observado, para cada
microrganismo a mesma taxa de consumo de O, para duas concentragdes distintas de

substrato, excepto quando T = Trax, como indica 0 modelo de Haldane.

Nos estudos efectuados em amostras de solo, a taxa especifica de crescimento (p)

utilizada na expressédo de Haldane foi substituida pela taxa de consumo de Oxigénio (T),
expressa em mmol de O,.consumido por dia por grama de solo (Anselmo, 1992). Assim,
a expresséo utilizada para o calculo dos parametros cinéticos foi a seguinte:

T = Thax [S]
Ks +[S] + (ISF/K)

Nesta equacdo, T é a taxa de consumo de O,, S é a concentragéo de substrato,
Tmax € @ taxa de consumo de O, maxima, K, é a constante de afinidade para o substrato e

K; é a constante de inibicdo para o substrato.
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Figura 5.6— Relagdo entre as taxas de consumo de oxigénio e a concentragdo de metalaxil
utilizada como principal fonte de carbono nos ensaios em solos na presenga de Gongronella sp. e
de Rhizopus stolonifer. Cada ponto experimental representa a média de 3 repeti¢cdes. A linha

continua representa o modelo teérico de Haldane.

O procedimento utilizado para determinagdo dos parametros cinéticos foi idéntico
ao descrito na secgdo 4.3.3 do capitulo 4. Para concentracdes nado inibitérias de
substrato, os valores de K e Tmax foram determinados através dos métodos de
linearizagcdo de Lineweaver-Burk, de Eadie - Hofstee e de Langmuir e, como n&o os
valores obtidos foram semelhantes, foi calculado o valor médio. Para concentragdes
elevadas de substrato (S>>K;) os valores de T © K; foram determinados através da
representacdo de Dixon. Calculou-se também o valor de S, através da equacdo de
Anderson. Os valores das constantes cinéticas (K, Ki, Tmax) S80 apresentados nas

tabelas 5.3 e 5.4.
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Tabela 5.3 — Valores das constantes cinéticas Ty (expressa em mmol O, . dia™ . g7 solo) e K,
(expressa em mg.g'1 solo) calculadas por trés métodos de linearizagdo para as estirpes de
Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer quando cultivadas no solo esterilizado na presenga de

metalaxil como principal fonte de carbono.

Métodos de Tméx Ks
Estirpe Linearizacéo 4 A
(mmol O, .dia”’ g solo) (mg.g”~ solo)

Lineweaver-Burk 0,0939 3,315
Gongronella sp. Eadie - Hofstee 0,0980 3,316
Langmuir 0,0991 3,318
Lineweaver-Burk 0,0815 2,950
R. stolonifer Eadie — Hofstee 0,0815 2,946
Langmuir 0,0816 3,005

Tabela 5.4 — Valores das constantes cinéticas Tnax  Ki e de Sy, para as estirpes de Gongronella
sp. e Rhizopus stolonifer quando cultivadas no solo esterilizado na presenga de metalaxil como

principal fonte de carbono.

Tméx Ki Smi
Estirpe
(mmol 0, . dia" . g"'solo) (mg.g”'solo) (mg.g" solo)
Gongronella sp. 0,0953 69,437 15,174
R. stolonifer 0,0815 95,482 16,831
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Observou-se que o metalaxil foi utilizado como substrato n&o inibitério até a
concentragdo de 15,2 mg.g" pela Gongronella sp. e até & concentragéo de 16,8 mg.g”
solo pelo Rhizopus stolonifer, tendo sido obtidos valores de K, de 3,32 mg.g” solo e de
2,96 mg.g”' solo, respectivamente (Tabela 5.3). O valor médio de T obtido para a
Gongronella sp. oscilou entre 0,094 e 0,098 mmol 0,.dia.g™* solo consoante foi calculado
através das linearizacdes da zona ascendente ou descendente do gréfico,
respectivamente. O valor médio de Tmsx Obtido para o Rhizopus stolonifer foi de 0,082
mmol O,.dia.g” solo (Tabelas 5.3 e 5.4). Os valores de K; observados foram de 69,4
mg.g"' solo para a Gongronella sp. e de 95,5 mg.g” solo para o Rhizopus stolonifer -

(Tabela 5.4).

O fungo R. stolonifer quando inoculado em amostras de solo apresentou valores de
K, inferior e de K; superior aos obtidos para a Gongronella sp mostrando ter maior

afinidade para o metalaxil e maior tolerancia para concentragdes elevadas de fungicida.

5.4. DISCUSSAO

Neste capitulo foram apresentados os estudos realizados com o objectivo de avaliar
a capacidade de adaptacdo dos microrganismos seleccionados quando adicionados ao
solo, na presenca e na auséncia de populagido microbiana residente, simultaneamente,

quantificar a capacidade de degradagao do metalaxil por esses microrganismos.

Apesar de terem sido isolados a partir do solo em analise (solo A), estes
microrganismos foram submetidos a um processo de selec¢do, sendo necessario avaliar
a capacidade de adaptagdo dos microrganismos quando adicionados a amostras de solo
com metalaxil, na presenga e auséncia de populagao residente, e avaliar a capacidade de

degradacgao dos fungos adicionados.
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Para determinar a viabilidade dos fungos seleccionados quando adicionados ao
solo, como se trata de um processo de fermentagdo em estado sélido no qual € bastante
dificil determinar directamente a biomassa, procedeu-se a uma avaliagdo semi-
quantitativa do crescimento dos microrganismos existentes nas amostras de solo ao
longo do tempo. Apesar das flutuagbes esperadas, pelo facto das amostras de solo nao
serem homogéneas e de nem todos os esporos inoculados serem viaveis, os resultados
obtidos foram indicativos da proporgao dos microrganismos existentes em cada momento
e em cada amostra e permitiram confirmar que as estirpes inoculadas apresentaram
capacidade para se adaptar e para se desenvolver no solo, quer na presenga quer na

auséncia da populacéo residente.

No estudo descrito no capitulo 2 observamos que a populacido residente de um
solo que tinha sido submetido a varios tratamentos com o fungicida comercial contendo
metalaxil foi a que apresentou maior capacidade de degradar o metalaxil relativamente as
populacbes de solos quimicamente semelhantes mas com diferentes historiais de
aplicacéo desse fungicida. Estes resultados estdo de acordo com os descritos por Bailey
& Coffey (1986) para o metalaxil e por Newcombe & Crowley (1999) para a atrazina e que
referem que a aplicagéo repetida destes pesticidas pode estar associada a uma maior
capacidade de degradagdo desses produtos pela populagdo residente desses solos.
Outros autores referem que a capacidade de degradagdo de um fungicida no solo, para
além da frequéncia de aplicagdo do fungicida, também pode ser bastante influenciada
pelo tipo de solo na medida em que obtiveram valores de degradacdo do metalaxil
bastante diferentes para solos que apresentavam contetdos bastante diferentes nos

minerais de argila (Papini & Andréa, 2001).

No presente estudo observamos que os fungos seleccionados apos o
enriquecimento selectivo quando adicionados a amostras de solos quer em cultura pura

quer em cultura mista, foram capazes de utilizar o metalaxil como substrato e mostraram
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capacidade para degradar quantidades significativas de metalaxil quer na presenga quer
na auséncia da populagio residente. Apds os 42 dias de incubagéo registou-se uma
diminuicdo da percentagem de taxa de degradagdo, apesar de se ter observado
degradagéo até aos 70 dias. Embora se tenha mantido a humidade da amostra, pode ter
havido uma diminuicdo da populagdo apds este intervalo de tempo, talvez por uma
diminuicdo da quantidade de oxigénio disponivel, ou de outros reagentes limitantes ou
ainda, acumulagdo de CO, no espagos entre as particulas do solo ou de metabolitos

secundarios formados durante o crescimento do micélio.

Dos trés indculos adicionados o que mostrou maior taxa de biodegradacdo do
metalaxil foi o inéculo misto de Gongronella sp. e de R. stolonifer (1:1), embora os
microrganismos em cultura pura também tenham apresentado taxas de degradagéo
elevadas. Os microrganismos seleccionados apresentaram capacidade para biodegradar
o metalaxil mais rapidamente do que a populagcdo residente, tendo-se obtido taxas de

degradacao superiores para as amostras de solo as quais foi adicionado o inoculo.

De acordo com alguns autores, a respiragéo microbiana € um parametro que pode
ser utilizado para monitorizar a decomposigdo de poluentes no solo (Anderson, 1992),
apesar de ser um factor altamente varidvel com o tipo de solo e condi¢Ges de cultura e
que pode apresentar uma grande flutuagdo consoante a disponibilidade do substrato, da

solugao e da temperatura do solo (Brookes, 1995).

No presente estudo utilizaram-se amostras do mesmo solo e mantiveram-se as
condigdes de incubagéo, pelo que a determinagdo da taxa de consumo de oxigéenio
podera dar-nos um valor de certo modo proporcional & biomassa existente (Pankrust et
al., 1998). Determinou-se a taxa de consumo de oxigénio para avaliagdo do aumento da
biomassa microbiana uma vez que o processo em estudo se aproxima de uma

fermentagdo em estado sdlido, na qual é extremamente dificil separar a biomassa, como
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ja se referiu anteriormente. Nos processos de SSF na presenga de xenobidticos, a
determinago da taxa de consumo de O, que estd a ser utilizado na oxidagdo de um
composto podera ser um bom indicador para avaliagdo da biomassa (Ooijkaas et al.,

1998; Pandey et al., 2001).

No estudo cinético da Gongronella sp. e do Rhizopus stolonifer na presenca de
metalaxil observou-se que este composto se comportou como um substrato inibitério
obedecendo ao modelo de Haldane (Beltrame et al., 1980) a semelhanga dos resultados
obtidos em meio liquido descritos no capitulo 4. Para baixas concentragbées de metalaxil,
os microrganismos seleccionados conseguem utilizar este composto como substrato com
aumento da taxa de consumo de oxigénio, tendo-se observado um aumento das taxas de
consumo de oxigénio proporcional ao aumento da concentragcéo de metalaxil. Para
valores superiores aos valores de Sy, 0 metalaxil passou a ter um efeito inibitério, com
diminuicdo da taxa de consumo de oxigénio, a qual foi diminuindo lentamente com o

aumento da concentragdo de metalaxil.

Muitas vezes, a mineralizacdo completa de um poluente nos solos exige a
interacgdo de varios grupos de microrganismos (consércio) em que cada um €
responsavel por um passo de degradacgado (Bollag & Bollag, 1995; Turko & Sidney, 1995;
Chen & Mulchandani, 1998). Esta interac¢cdo é extremamente positiva quando culturas
puras, isoladas deste consércio, ndo conseguem mineralizar completamente esse
composto como Unica fonte de carbono ou quando a velocidade de degradacéo for mais
baixa do que a obtida com a cultura mista que lhe deu origem (Chen & Mulchandani,
1998; Newcombe & Newcombe, 1999). Nos estudos apresentados, os resultados
mostraram que embora tenha havido uma acgao sinérgica quando os microrganismos
foram adicionados as amostras de solo contendo populagéo residente, observou-se uma

taxa de degradagdo bastante significativa (p<0,01) quando os microrganismos
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seleccionados foram adicionados a amostras de solo previamente esterilizado em

autoclave, ou seja, sem populagao residente.

Nos estudos efectuados os dois microrganismos seleccionados, Gongronella sp. e
Rhizopus stolonifer, conseguiram aumentar significativamente a taxa de degradagdo do
metalaxil (p< 0,01), embora a cultura mista das duas estirpes enriquecidas ainda tenha

apresentado uma taxa de degradag&o superior as obtidas para as culturas puras.

Os resultados mostraram que as duas estirpes seleccionadas podem usar o
metalaxil como substrato no solo e que a capacidade das estirpes para remover o
metalaxi! foi potenciada pela exposigdo prévia ao fungicida. Os baixos valores de K
indicam uma elevada afinidade dos microrganismos para o metalaxil, pelo que a
degradacido do metalaxil pelas estirpes de Gongronella sp. e de R. stolonifer pode ter um
potencial de aplicagdo pratico como meio de redugdo do tempo de meia-vida deste
fungicida nos solos. Apesar do efeito inibitério, as estirpes de Gongronella sp. e de
Rhizopus stolonifer, mesmo em concentracdes elevadas de fungicida, conseguiram
degradar quantidades significativas de metalaxil e utilizar o metalaxil como substrato,

podendo ser importantes no processo de biorremediagéo do metalaxil nos solos.
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CAPITULO 6

Conclusoes

A biodegradacéo de xenobiéticos em solos contaminados pode ser um processo
eficaz para os remover in situ, pelo que é importante seleccionar microrganismos que
apresentem capacidade de resistir a altas concentragbes destes compostos e que,

simultaneamente, possuam capacidade para os degradar.

A elevada solubilidade do metalaxil e a facil percolagdo nos solos € frequentemente
referida como uma preocupagao devido a probabilidade deste fungicida poder contaminar
os sistemas aquiferos, pelo que, se torna importante remové-lo do solo e definir uma

estratégia de biorremediagao para este fungicida.

Neste trabalho, como ja referimos, os estudos foram efectuados com o objectivo
principal de identificar microrganismos activos no processo de degradagéo do metalaxil

de seleccionar as estirpes fungicas que apresentarem melhores cinéticas de
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biodegradacado do fungicida e, susceptiveis de, no futuro, poderem vir a ser utilizadas na

biorremediagdo de solos contaminados com metalaxil.

Dos estudos elaborados no presente trabalho, descritos e discutidos nos capitulos
anteriores desta dissertacdo, foi possivel retirar as conclusdes finais que a seguir se

descrevem.

Os estudos de degradagdo em solos previamente submetidos a diferentes indices

de exposigdo aos fungicidas metalaxil e folpete, mostraram que:

» os solos submetidos a aplicagdes repetidas destes fungicidas durante varios
anos adquiriram capacidade para degradar mais facilmente esses fungicidas
do gue solos semelhantes do ponto de vista fisico-quimico, que nunca tinham

sido submetidos a exposigdo prévia a estes fungicidas;

> o0 solo que apresentou maior biodegradacéo foi o solo de vinha que tinha sido

submetida a um ndmero superior de tratamentos com os fungicidas (solo A);

» o processo de degradacdo do metalaxii e do folpete no solo foi
essencialmente um processo bidtico, uma vez que os solos sem populacdo
residente degradaram quantidades muito baixas relativamente as amostras
com populacao residente, embora no caso do folpete a quantidade degradada

por via abidtica tivesse sido mais elevada do que para o metalaxil;

» os estudos de variancia das taxas de degradacdo no solo, obtidas para uma
dada concentracdo de fungicida comercial em estudo, mostraram diferencgas
significativas na degradacdo do metalaxil e do folpete em fung&o do tipo de
amostra de solo com a populagdo residente, no entanto, essas diferengas nao
se observaram no estudo equivalente efectuado na auséncia de

microrganismos;
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> as diferencas na capacidade de degradagéo dos fungicidas poderéo ter sido
devidas a variabilidade da populagdo microbiana (quer em quantidade quer
em diversidade) que interveio na degradacdo do metalaxil e do folpete,
sugerindo uma especializagdo desta populagdo a medida que aumenta o

numero de tratamentos da cultura com os fungicidas.

Dos fungos isolados do solo com maior capacidade de biodegradagéo (solo A)
foram seleccionados Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer por terem apresentado
capacidade para tolerar concentragdes elevadas de metalaxil nos ensaios de

enriguecimento e selecgdo de estirpes.
Nos estudos de degradacdo, em meio aquoso, constatou-se que:

> na presenca de metalaxil, os microrganismos seleccionados, Rhizopus
stolonifer e Gongronella sp., apresentaram capacidade para degradar
quantidades significativas do fungicida, quer na presenga quer na auséncia de

uma fonte adicional de carbono;

> na presenga de folpete, os microrganismos seleccionados apresentaram
capacidade para degradar quantidades elevadas deste fungicida e
conseguiram utiliza-lo como fonte de carbono, no entanto, a degradacéo

abidtica foi elevada;

> o folpete foi rapidamente degradado em solucdo aquosa, na auséncia e na
presenca dos microrganismos, com formacéo de ftalimida como metabolito

principal,

> os fungos seleccionados conseguiram utilizar e degradar o metalaxil mesmo
ap6s a sua fase exponencial de crescimento, tendo-se observado que a
biomassa recolhida em fase estacionaria continuou a apresentar capacidade

para degradar o metalaxil;
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os fungos Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer na presenga de metalaxil
como substrato limitante apresentaram um comportamento cinético de

crescimento semelhante ao modelo de Haldane;

ambos os microrganismos apresentaram um valor baixo de K na presenca de
metalaxil que funciona como substrato limitante e um valor de K; relativamente
elevado, indicando que os microrganismos seleccionados possuem
capacidade de tolerar e degradar concentragdes relativamente elevadas de

metalaxil.

Os estudos de degradagdo nos solos, com os microrganismos seleccionados,

mostraram que:

>

os fungos Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer quando inoculados em
amostras de solos, isoladamente ou em cultura mista, apresentaram
capacidade de adaptagdo em solos quer estes possuam ou nao populagéo

residente;

a taxa de degradacao do metalaxil nas amostras de solo foi significativamente
superior quando um dos fungos foi inoculado, apesar de se ter utilizado neste
estudo, o solo que tinha apresentado maior capacidade para biodegradar o

fungicida (solo A);

o aumento das taxas de degradacdo nas amostras foi acompanhado por um
aumento da frequéncia das estirpes inoculadas nos solos a qual foi muito

superior a observada para as estirpes residentes dos solos;

os fungos seleccionados pelo menos numa fase do crescimento utilizaram o
metalaxil como fonte de carbono, conseguindo transforma-lo em biomassa

com producéo de O;
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> os fungos Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer inoculados em solos com
metalaxil apresentaram um perfil de crescimento semelhante ao apresentado
em meio liquido e seguem o modelo de Haldane para substratos inibitdrios,
tendo apresentado elevada afinidade para o metalaxil (baixos valores de Kj),
pelo que a degradagdo do metalaxil pelas estirpes de Gongronella sp. e de R.
stolonifer pode ter um potencial de aplicagao pratico como meio de redugéo

do tempo de meia-vida deste fungicida nos solos.

O contributo mais relevante do presente trabalho foi possibilitar a utilizagdo das
estirpes identificadas como Gongronella sp. e Rhizopus stolonifer e isoladas apos
enriquecimento selectivo, por apresentarem capacidade para tolerar e degradar
quantidades elevadas de metalaxil, em processos de biorremediagdo de solos
contaminados com este fungicida e, assim, diminuir a sua persisténcia no solo e a

consequente contaminagéo de aguas subterraneas.

Este trabalho veio colocar algumas questdes que seria importante esclarecer em
estudos futuros. Entre os estudos que seria importante realizar num trabalho futuro,

salientam-se 0s seguintes:

> Confirmar se a espécie Gongronella sp., com capacidade para degradar o metalaxil,
é uma nova espécie, uma vez que os estudos moleculares de agrupamento por
MS-PCR, apresentaram diferengas superiores entre esta estirpe e as outras
descritas para o género Gongronella. Um dos métodos que a utilizar seria a
analise de restricdo por ITS-ARDRA, uma vez que as zonas ITS sdo zonas muito
conservadas que permitem fazer a diferenciagdo entre espécies. Uma outra

hipétese, embora mais dispendiosa mas possivel, se ndo se obtiverem resultados
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conclusivos com a analise de restricdo, seria proceder a sequenciagéo das zonas
ITS de cada uma das espécies padrdo e da estirpe isolada. Como existem poucos
microrganismos descritos neste género, talvez seja possivel amplificar e purificar a
zona do ITS das varias estirpes do género Gongronella, sequenciar cada uma
dessas regides ITS e proceder a comparacdo das sequéncias obtidas para cada
um dos padrées com a da espécie que se pretende identificar, para avaliar se

estamos na presencga de uma espécie diferente.

> Optimizar o processo de producdo dos microrganismos seleccionados em
fermentador com vista a obtencdo de uma quantidade significativa de biomassa e
avaliar a relacdo custo/beneficio da produgdo de cada uma das estirpes. Como
nos estudos de degradagdo em solos se obtiveram bons resultados quer na
utilizacdo de um in6culo simples quer do inéculo misto, apesar deste ter
apresentado uma taxa de degradacgéao ligeiramente superior, é importante avaliar o
seu custo de produgdo antes de se sugerir a utilizacdo do inéculo misto, ou
apenas um dos microrganismos seleccionados para posterior, aplicagdo nas

condigbes de campo, na biorremediacdo de solos contaminados com o fungicida.

> Prosseguir os estudos de degradagdo para conhecer melhor o metabolismo do
metalaxil nos fungos seleccionados. Como os estudos efectuados ndo permitiram
identificar possiveis metabolitos formados, para melhor compreender o processo
de degradagdo, seria importante, no futuro, efectuar estudos com o metalaxil
marcado para poder correlacionar a quantidade de CO; libertada por eliminagao
do metalaxil, e, eventualmente identificar um possivel metabolito recorrendo, por
exemplo, a técnicas de HPLC com detector de radioisétopos e/ou detector de

espectrometria de massa e, ainda, a técnicas de ressonancia magnética nuclear.

» Desenvolver um estudo nas condigées de campo, para confirmagdo dos resultados

obtidos nos ensaios laboratoriais em solos com 0s microrganismos seleccionados,
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uma vez que, o0 processo de biodegradagéo pode ser influenciado por factores
fisicos, quimicos e ambientais. Um estudo interessante seria avaliar o processo de
degradacado do metalaxil in situ, a superficie do solo e, eventualmente, também em
profundidade, porque o metalaxil é facilmente lixiviado nos solos. Para o efeito,
seriam efectuados ensaios de campo numa area definida de um solo contaminado
com metalaxil, onde os microrganismos seriam aplicados por pulverizagéo, apos
ressuspensao dos liofilizados em agua, tendo sempre o cuidado de controlar as
condicdes de ensaio, embora os microrganismos adicionados sejam
microrganismos isolados de amostras de solos que apenas foram submetidos a
um processo de enriquecimento ndo se tratando, portanto de organismos

geneticamente modificados.

Um estudo que também se poderia efectuar futuramente seria a avaliagdo da
capacidade de degradagéo do metalaxil pelas estirpes seleccionadas, Rhizopus stolonifer
e Gongronella sp., noutros tipos de solos onde este composto seja utilizado

frequentemente, para confirmar a sua capacidade de adaptagéo nesses solos.

Por outro lado, também seria interessante, avaliar a capacidade de degradagéo de
outros pesticidas, quimicamente semelhantes ao metalaxil, pelas estirpes Gongronella sp.
e Rhizopus stolonifer e determinar se alguma delas seria activa na biodegradacéo destes
compostos em solos, podendo assim, as estirpes activas, serem aplicadas na
biorremediagdo de solos contaminados ndo s6 com metalaxil mas também com outros
xenobidticos de aplicacdo frequente e que poderdo também ter efeitos nefastos para os

seres vivos e/ou para 0 ambiente.
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A- Lista dos reagentes comerciais utilizados

Nome Férmula Quimica Marca
Acetato de amoénio CH3;COONH, Merck
Acetato de sédio anidro CH;COONa Sigma
Acetona for liquid chromatography, Lichrosolv® (CH5),CO Merck
Acetonitrilo Gradient Grade for Chromatography, CH4CN Merck
Lichrosoiv® 99,9 %, (d = 0,78)
Acido acético glacial 100% GR for Analysis (d = 1,06) CH,COOH Merck
Acido ascérbico, L(+) CeHsOs Merck
Acido borico (d=1,44) HsBO; Merck
Acido cloridrico, pré analise (37%) HCI Merck
Acido sulfarico 96 % (d= 1,84) H,S0, Merck
Agarose LEGQ - Fermentas
Alcool isoamilico CsH20 Sigma
Azul de bromofenol C1gHgBrsNaOsS Merck
Brometo de etidio C,1H0BrN; Sigma
Carbonato de sédio Na,C03.H,0 Merck
Cicloheximida C1sH23NO, Riedel-de Haén
Cloranfenicol C11H12CLN,O5 Riedel-de Haén
Cloreto de potassio KCl! Merck
Cloreto de sédio NaCl Sigma
Cloroférmio CHCl, Sigma
Dicromato de potassio K,Cr,07 Merck
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Difenilamina

Ci2HiN Merck

EDTA

C10H14K2N208.2H20 Slgma

Etanol absoluto (d=0,79)

CchHon Merck

Folpete (99,5%) CoH4CINO,S Riedel-de Haén
Ftalimida CsHsNO, Riedel-de Haén
Glicerol C3HgOs Sigma
Hexametofosfato de sédio (NaPO3)12.Na,0 Riedel
Hidréxido de sédio NaOH Merck

Metalaxyl (99,7%)

Ci5H21NO, Riedel-de Haén

Molibdato de aménio Hz4M0o7Ng024.4H,0 Merck
Nitrato de potassio KNO; Merck
Peréxido de hidrogénio 30 % (Perhydrol®) H,0, Merck
SDS C12H25NaO4S Slgma
sulfato ferroso amoniacal HgFeN,0gS,.6H,0 Merck
TRIS (TRISMA BASE) C4H1NO; Sigma
Xileno cianol C25H27N2NaQgS, Sigma
B - Microrganismos padrao
Estirpe Designagao Isolamento

Gongronella butleri (Lendner) Peyronel et

Dal Vesco

Gongronella lacrispora Hesseltine et Ellis

ATCC 8989

ATCC 24412

amostras de solo (Wiscon) em PDA

amostras de solo (Maryland) em
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C- Composicgio de algumas solugdes utilizadas nos métodos

de analise molecular (Cap. 3):

*Tampao de lise (pH 8):
Tris —HCI - 50 mM
NaCt - 250 mM
EDTA - 50 mM
SDS- 0,3%

*Tampao de extraccao — TE pH 8
Tris 10 mM
EDTA1 mM

*TBE 10 X (pH 8)

TRIS - 890 mM
Acido bérico — 890 mM
EDTA -0,5M

*TBE 1X

Diluigéo de 1:10 da solugdo 10 X com &gua ultrapura estéril

*Solucao de corante stock (6X)

Azul de bromofenol 0,0025g

Xilenocianol 0,0025 g
Glicerol 300 pL
TBE 1X 700 uL

*Solucio de corante (1X) (para electroforese)

Diluicdo de 1:6 da solugéo stock com TBE 1 X
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Anexo I

A - COMPOSICAO QUIMICA DOS MEIOS DE CULTURA
UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Meio Malt Extract Agar (MEA)

Malt extract (Oxoid) 20g
Peptona bacteriolégica (Oxoid) 19
D (+) Glucose (Merck) 20g
Agar (Merck) 209
Agua bidestilada 1L

Meio Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck)

Potato Dextrose Agar (Merck) 39¢g
Agua bidestilada 1L

Meio Rose-Bengal com Cloranfenicol (CRB)

Rose Bengal Agar com cloranfenicol (Merck) 653g¢g
Agua destilada 1L

Meio Tryptone Soya Agar (TSA)

Tryptone Soy Agar (Merck) 40 g
Agua bidestilada 1L

Meio minimo Yeast Nitrogen Base (YNB)

Bacto Yeast Nitrogen Base (Hi Média) 6,79
Agua bidestilada 1L

Meio minimo Yeast Nitrogen Base com glucose (YNBG)

Bacto Yeast Nitrogen Base (Hi Média) 6,79
D (+) Glucose (Merck) 10g
Agua bidestilada 1L
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Anexo ]

B -IDENTIFICAGAO DE BACTERIAS ATRAVES DO
SISTEMA BIOLOG

Sistema Utilizado: Sistema miniatorizado BIOLOG Microlog™ System, Release 4.0

da Biolog Incorporation.

Procedimento:

Efectuar os teste de Gram e da Oxidase as estirpes em estudo

Isolar a cultura pura em placas de Petri contendo meio Biolog

Preparar suspensées com o fluido de inoculacdo com densidade optica
apropriada ao exame de Gram (20 % T para cocos Gram positivos e 63 % para bacilos
Gram negativos e oxidase negativa)

Inocular 150uL da suspensdo celular na microplaca apropriada (GP2
MicroPlate™ para cocos e GN2 MicroPlate ™ para o bacilos.

Incubar 4 a 6 horas a 30°C. Efectuar a leitura da placa apos este periodo de
incubacgao e decorridas 16-24 horas utilizando o software Biolog Microlog 34.1 C

Comparar os resultados com a base de dados MicroLog Biolog 40 GP

401.KIC para determinar o grau de similaridade e a identifica¢gdo do microrganismo

Nota: As microplacas GP2 e GN2 MicroPlate ™ tém 96 pocos e a distribuicdo dos

substratos é a que se indica nas tabelas seguintes.
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Anexo lll

Anexo lll

A - Degradagio do fungicida comercial em solos

Curva de Calibragio do Metalaxil
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Anexo lll

B —Degradac¢ao do Metalaxil e do Folpete em meio aquoso

Curva de Calibracao do Metalaxil
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Anexo Il

Curva de Calibragao para a Ftalimida

Area Pico
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C - Degradagio do metalaxil no solo por fungos seleccionados
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Anexo IV

Anexo IV
A — Analise Estatistica do estudo de degradacdo do metalaxil e do folpete por

popula¢ées mistas de trés amostras de solo

Tabela IV.1 - Analise da variancia (ANOVA Il de efeitos fixos com interaccdo) da taxa de
degradagéo do metalaxil quando aplicado em trés concentracbes de fungicida comercial: 0,5; 1 e 2

mg.g'1 solo em trés amostras de solo.

Variavel dependente: Degradacao de Metalaxil

Fontes de variagéo Soma g:)gl;ﬁ)c‘ rados %:rlasagi mi%?azgz Valorde F Va(lgli’gc?;e P

Modelo corrigido 3,144° 8 0,393 57730,439 0,000
Intercepgéo 8,994 1 8,994 1321149,307 0,000
TSOLO 1,289 2 0,644 94645,232 0,000

CONC 1,583 2 0,792 116298,864 0,000

TSOLO * CONC 0,272 4 0,068 9988,829 0,000

Erro (dentro dos grupos) 1,838E-04 27 0,000068
Total 12,138 36

(TSOLO — tipo de amostra de solo: A, B ou C)

(CONC- concentragio de fungicida comercial aplicada)

Tabela IV.2- Valores médios e diferengas Tabela IV.3- Valores médios e diferengas
significativas para p<0,01 das taxas de significativas para p<0,01 das taxas de degradag&o
degradagéo obtidas para cada tipo de amostra para as trés concentragbes de fungicida comercial
de solo estudadas: 0,5, 1 e 2 mg.g™ solo
(7o | () Tipode | Mediada | Sig, () Conc. | (J) Conc. | Médiada | Sig.
amostra amostra diferenca (I-J) | (99%) Fung Fung | difer (1-J) | (99%)
Solo A Solo B 0,213079* 0,000 0,5mg 1mg 0,200536* | 0,000
Solo C 0,462949* 0,000 2mg 0,509868* | 0,000
Tukey | soo Solo A -0,213079* | 0,000 1mg 0,5mg |0,200536* | 0,000
HSD Solo C 0.249870* | 0,000 2mg | 0,309332* | 0,000
Soio C Solo A 0,462949* 0,000 2mg 0,5mg | 0,509868* | 0,000
Solo B 0,249870" 0,000 1mg 0,309332* | 0,000
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Anexo IV

Tabela IV.4- Andlise da variancia (ANOVA Il de efeitos fixos com interac¢éo) nos controlos (solo

autoclavado) da taxa de degradagédo do metalaxil quando aplicado em trés concentragdes de

fungicida comercial: 0,5; 1e 2 mg.g'1 solo nas trés amostras de solo.

Variavel dependente: Degradagio de Metalaxil - Controlo

Fv%r;;[aegszé%e quadf:-l?:imoz ((:ﬁao 1))} ﬁ)r:rliisagg mﬂ?aggz Valor de F Valorde p (Sig.)
Modelo corrigido 0,101 8 1,265E-02 6902,363 0,000
Intercepgao 0,325 1 0,325 177050,273 0,000
TSOLO 9,100E-07 2 4,550E-07 0,248 0,782
CONC 0,101 2 5,061E-02 27607,602 0,000
TSOLO * CONC 5,865E-06 4 1,466E-06 0,800 0,536
E"°éff;;;‘; dos 4 950E-05 27 1,833E-06
Total 0,426 36

(TSOLO - tipo de amostra de solo: A, B ou C)

(CONC- concentragao de fungicida comercial aplicada)

Tabela IV.5 - Valores médios e diferengas significativas para p<0,01 observadas no controlo para

as trés concentragdes de fungicida comercial estudadas

(l)FEgS.C. (JLS’?;C‘ difgrlig:;aadgd) (985;%/;)
comercial comercial
0,5 mg 1mg 5,889320E-02* | 0,000
2mg -0,129706" 0,000
Tukey 1mg 0,5 mg 5,88932E-02* | 0,000
HSD 2 mg 7,081255E-02* | 0,000
2mg 0,5 mg 0,129706* 0,000
1 mg 7,08126E-02* | 0,000

310
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Tabela IV.6 - Andlise da variancia (ANOVA |i de efeitos fixos com interac¢do) da taxa de
degradagao do folpete quando aplicado em trés concentragdes de fungicida comercial: 0,5; 1 e 2

mg.g"' solo em trés amostras de solo.

Variavel dependente: Degradacéo de Folpete

Fontes de variagao 5072 Je uadrados Grausde  Médados  ygorger  VAGSP

Modelo corrigido 63,81 8 7,976 858124,2 0,000
Intercepgao 383,47 1 383,47 4,10E+07 0,000
TSOLO 21,01 2 10,51 1130255 0,000

CONC 41,18 2 20,59 2215242 0,000

TSOLO * CONC 1,617 4 0,404 43488,7 0,000

Erro (dentro dos grupos) 2,510E-04 27 9,295E-06
Total 447,28 36

(TSOLO — tipo de amostra de solo: A, B ou C)
(CONC- concentragao de fungicida comercial aplicada)

Tabela IV. 7. - Valores médios e diferencas Tabela IV.8- Valores médios e diferengas
significativas para p<0,01 das taxas de significativas para p<0,01 das taxas de degradacao
degradagao obtidas para cada tipo de para as trés concentragdes de fungicida comercial
amostra de solo estudadas: 0,5,1e 2 mg.g'1 solo
(l)dT;po ()Tipode | Médiada | Sig (')Figgc' (J)Fg:gc' Z’:fe‘:fng: Sig.
%rgc;it;: amostra diferenca (I-J) | (99%) comercial | comercial (-J) (99%)
Solo A Solo B 0,77502 0,000 0,5mg 1 mg -1,3294* | 0,000
Solo C 1,8626 0,000 2mg -2,6197* | 0,000
Tukey Solo A -0,77502 | 0,000 1mg 05mg | 1,32939* | 0,000
Hsp | SO°B Solo C 1,08759 | 0,000 2mg | -1,29034* | 0,000
Solo C Solo A -1,8626 0,000 2mg 0,5mg 2,61973* | 0,000
Solo B -1,98576 0,000 1mg 1,29034* | 0,000
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Tabela IV.9. - Analise da variéncia (ANOVA Il de efeitos fixos com interacgéo) nos controlos (solo

autoclavado) da taxa de degradagdo do folpete quando aplicado em trés concentragdes de

fungicida comercial: 0,5;1e 2 mg.g'1 solo nas trés amostras de solo.

Varidvel dependente: Degradacdo de Folpete - Controlo

Fvoar:';[:gs:éccl)e quadrsacc)irgs (c"tiio 11D} %:rudsag: mggfaggz Valorde F Valor de p (Sig.)
Modelo corrigido 9,218 8 1,152 42780,46 0,000
Intercepgéo 32,473 1 32,473 1205684 0,000
TSOLO 2,12E-04 2 1,059E-04 3,933 0,320
CONC 9,217 2 4,609 171114,3 0,000
TSOLO * CONC 1,942E-04 4 4,854E-05 1,802 0,158
E"°éfjp";rs § dos 727204 27 2,693E-06
Total 41,692 36

(TSOLO - tipo de amostra de solo: A, B ou C)

(CONC- concentragdo de fungicida comercial aplicada)

Tabela IV.10 - Valores médios e diferengas significativas para p<0,01 observadas no controlo para

as trés concentragdes de fungicida comercial estudadas

(')FE?,QC' (J)Ffsgc' | Media da Sig
comercial comercial iferenga (I-J) | (99%)
0,5mg 1mg -0,38312* 0,000
2mg -1,21239* 0,000
Tukey 1mg 0,5mg 0,38312* 0,000
HSD 2mg -0,82927* 0,000
2mg 0,5 mg 1,21239* 0,000
1mg 0,82927* 0,000
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B — Analise Estatistica do estudo de degradacio do metalaxil no solo apos a

inoculagio dos fungos seleccionados

Tabela IV.11 - Analise da variancia (ANOVA |l de efeitos fixos com interacgdo) da taxa de

degradacio do metalaxil apds a adigéo dos indculos dos fungos seleccionados em amostras de

solo com e sem populagéo autéctone.

Variavel dependente: Degradacdo de Metalaxil

Fontes de variacao Soma g;gl:ﬁ)d rados %:%sagz gnuéadc:?aggz Valorde F Vag;jp

Modelo corrigido 0,837 7 0,120 2184389,567 0,000

Intercepcao 6,124 1 6,124 111860384,67 0,000

MICRORG 0,601 3 0,200 3660341,312 0,000

POPSOLO 7,069E-02 1 7,069E-02 1291161,792 0,000

MICRORG * POPSOLO 0,165 3 5,509E-02 1006180,414 0,000
Erro (dentro dos grupos) 1,314E-06 24 5,475E-08

Total 6,961 32

(MICRORG - microrganismo adicionado ao solo : Gongronella sp.; Rhizopus stolonifer e indculo misto (1:1)

(POPSOLO- populagio microbiana existente no solo: solo com microrganismos e solo sem populagao residente

Tabela IV.12 - Valores médios e diferengas significativas para p<0,01 das taxas de degradagao do

metalaxil nas amostras de solo consoante a populagdo microbiana presente

Testes de comparacgédo multipla Varidvel dependente: Taxa de degradacédo
(1) Inéculo adicionado (J) Inéculo adicionado Média da diferenca (I-J) | Sig. (99%)
R. stolonifer 2,578E-02* 0,000
Gongronella sp. Gongronella + R . stolonifer 4,778E-02* 0,000
Solo sem indculo 0,289600* 0,000
Gongronella sp. 2,578E-02* 0,000
R. stolonifer Gongronella + R . stolonifer 2,200E-02* 0,000
Solo sem indculo 0,315381* 0,000
Tukey HSD

Gongronella sp. 4,778E-02* 0,000

Gongronella + R . . .
stolonifer R. stolonifer 2,200E-02 0,000
Solo sem inéculo 0,337380* 0,000
Solo sem adicao de Gongronella sp. -0,289600 0,000
indculo (populacéo R. stolonifer -0,,315381* 0,000

residente

) Gongronella + R . stolonifer -0,337380* 0,000
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