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SUMARIO

O uso extensivo de pesticidas na agricultura tem gerado intensas pesquisas a
fim de proteger a contaminacao dos recursos hidricos e do solo.

Os Herbicidas apresentam estruturas quimicas semelhantes aos compostos
biodegradaveis, apesar de serem mais complexos. Entre os inumeros
herbicidas existentes, o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um ingrediente
activo em vérias formulagdes e tem sido amplamente aplicado para controlar
plantas daninhas dicotiledéneas em culturas de cana-de-agucar e cereais.
Recentemente, foi isolada uma estirpe de Penicillium de uma mina de sal no
sul de Portugal, tendo sido identificada como Penicillium chrysogenum
CLONA2. Estudos mostraram que esta estirpe de Penicillium é capaz de
degradar compostos fendlicos sem a formagdo de metabdlitos toxicos.
Conhecendo a capacidade de biodegradacdo de compostos toxicos pelo P.
chrysogenum, métodos quimicos e microbiolégicos foram aplicados a fim de
investigar o efeito do 2,4-D no crescimento do fungo em meio sélido e,
portanto, as condigdes capazes de potenciar a biodegradagdo do herbicida em
cultura submersa.

Os ensaios realizados mostraram que o Penicillium foi capaz de crescer em
meio soOlido em concentracées de até 1000 mg/L de 2,4-D. Em cultura
submersa, o microrganismo apresentou capacidade de biodegradar 21% do
2,4-D em meio minimo mineral com pH 7,00 e com a adi¢do do a-cetoglutarato
como co-substrato. Ensaios de CBOs e os dados da biomassa corroboram com
a hipoétese de que o P. chrysogenum é capaz de degradar o 2,4-D.

O Penicillium pode desempenhar um papel ecolégico importante na
degradacado do 2,4-D, com uma capacidade de biodegradacao considerada

elevada em comparagdo com as outras estirpes fungicas descritas.

Palavras chaves: Acido 2,4-diclorofenoxiacético, biodegradacao, Penicillium,
herbicida.






The extensive use of pesticides in agriculture has generated intense research in
order to protect the contamination of water resources and soil. The herbicides
have chemical structures similar to biodegradable compounds, although they
are more complex. Among the numerous existing herbicides, 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is an active ingredient in several
formulations and has been widely applied to control weeds in dicotyledonous
crops of sugar cane and cereals.

Recently, a strain of Penicillium has been isolated from a salt mine in southern
Portugal, and further identified as Penicillium chrysogenum CLONA2. Studies
showed that this strain of Penicillium is able to degrade phenolic compounds
without the formation of toxic metabolites. Knowing the ability for biodegradation
of toxic compounds by P. chrysogenum, chemical and microbiological methods
were applied in order to investigate the effect of 2,4-D on the growth of fungal
strain on solid medium, and therefore the conditions able to enhance the
biodegradation of the herbicide in submerged culture.

The tests showed that Penicillium was able to grow on solid medium at
concentrations up to 1000 mg/L of 2,4-D. In submerged culture, the
microorganism showed ability to degrade 21% of 2,4-D in mineral minimum
medium at pH 7.00 with the addition of a-ketoglutarate as co-substrate. Tests of
BODs and biomass data supported the hypothesis that P.chrysogenum was
able to degrade the 2,4-D.

The Penicillium can play an important ecological role in the degradation of 2,4-
D, with a biodegradation efficiency considered high in comparison to other
fungal strains studied.

Keywords: 2.4-dichlorophenoxyacetic acid, biodegradation, Penicillium,
herbicide
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2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético
2,4-DCP: 2,4-diclorofenol
NaCl: Cloreto de sodio
DEA: Di-etanolamina
DMA: Di-metilamina

IPA: Isopropilamina

TIPA: Tri-isopropanolamina
BEE: 2-butoxietil

EHE: 2- etilhexilo

IPE: Isopropil

P.F: Ponto de Fuséo

P.E: Ponto de ebuli¢cao

SIMBOLOGIA E NOTAGOES

LD50: Dose letal para 50% da populagcdo em estudo

LC50: Concentracao letal para 50% da populacao em estudo

MRID: Registro Padrao dos estudos realizados pelo EPA

Koc : Coeficiente de adsorc¢ao do solo
MC: Meio complexo

MMFE: Meio minimo com ferro
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COg,: Diéxido de carbono

tfdA: Gene que codifica a enzima a-cetoglutarato dioxigenase
tfdB: Gene que codifica a enzima 2,4-diclorofenol hidroxilase
tfdC: Gene que codifica a enzima clorocatecol 1,2 dioxigenase
tfdD: Gene que codifica a enzima cloromuconato cicloisomerase
tfdE: Gene que codifica a enzima dienalactona hidrolase

tfdF: Gene que codifica a enzima maleilacetato redutase

KG: Dioxigenase cetoglutarato-dependente

Fe: Ferro

a-Keto: a-cetoglutarato

PGA: Fosfoglicerato

AcCoA: Acetil-coenzimaA

Glyox: Glioxilato

OAA: Oxalacetato

Succ: Succinato

CBOs : Caréncia Bioquimica de Oxigénio

Mn: Manganés

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Tr: Tempo de retencao
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UNIDADES

mg/L - miligrama por litro

mM - milimolar

t - tonelada

Mg/L - micrograma por litro

pL - microlitro

mg/kg - miligrama por kilograma

p/v - peso por volume

mL - mililitro

min - minuto

nm - nanémetro

rpm — rotagdes por minuto

mm/h- milimetro por hora

mm- milimetros

KUM- micromolar

pum- micrémetro

mL/min- mililitro por minuto
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

OBJECTIVO E ORGANIZACAO DO TRABALHO

As praticas agricolas estdo directamente relacionadas com o0 uso de
herbicidas, a fim de controlar as pragas que atacam os produtos cultivados na
agricultura e desta forma, aumentar a produtividade dos genéros alimenticios. Em
contrapartida, a contaminacao ambiental por estes pesticidas oriundos das praticas
agricolas se tornou um problema de grande importancia mundial devido aos
diferentes niveis de persisténcia no ambiente, além da toxicidade exercida sobre os

organismos contaminados.

O 4&cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € um herbicida organoclorado
utilizado em diversos paises. Apesar da existéncia de estudos sobre a
biodegradacdo deste herbicida por algumas estirpes de fungos, apenas alguns
apresentaram capacidade de degradar o 2,4-D em porcentagens superiores a 10%,
existindo poucos estudo sobre a biodegradacao do herbicida pelo Penicillium

chrysogenum.

Atendendo ao exposto e conhecendo a capacidade de biodegradacao de
compostos tdxicos como o fenol e metabolitos organoclorados, além da
caracteristica halotolerante do Penicillium chrysogenum CLONAZ2, o trabalho teve
como objectivo central verificar a capacidade de biodegradacdo do acido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) pelo Penicillium em culturas submersas.

De acordo com os resultados obtidos, este trabalho visou igualmente a
optimizacdo do processo de degradacdo do xenobidtico pelo P. chrysogenum,
recorrendo a métodos quimicos e microbiolégicos nos ensaios em meio sélido e em

meio liquido.

A dissertacdo esta estruturada em duas fases. Na primeira fase é
apresentada uma revisao bibliografica sobre o tema a ser estudado e na segunda
fase é abordada a parte laboratorial realizada para a conclusdo do presente
trabalho. Para facilitar a leitura e entendimento, a dissertacéo foi dividida em quatro

capitulos:
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v' Capitulo |: Aborda a revisdo bibliografica sobre o acido 2,4-
diclorofenoxiacético. Inclui ainda uma abordagem sobre os fungos e sobre a estirpe
de Penicillium, organismo estudado na biodegradagéo do 2,4-D.

v Capitulo 1I: E composto pelos métodos quimicos e bioquimicos, incluindo os

protocolos utilizados para verificar a capacidade de degradacéo do 2,4-D pelo fungo.
v' Capitulo Ill: Apresenta e discute os resultados obtidos nos ensaios de

biodegradacéao do 2,4-D.

v" Capitulo IV: Corresponde as conclusdes obtidas sobre a biodegradacdo do
2,4-D pelo P. chrysogenum CLONA2 e apresenta as sugestdes para a realizacao de
trabalhos futuros.
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CAPITULO I

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a necessidade de se aumentar a producao dos géneros
alimenticios incentivou de maneira decisiva o aprimoramento das tecnologias de
producao, permitindo avancos que, compatibilizando a demanda de producéo,
podem ser considerados essenciais para o desenvolvimento de um pais (Tauchert,
2006).

Apdés a segunda guerra mundial, aumentou o numero de pesquisas
relacionadas com o desenvolvimento de novas tecnologias, permitindo optimizar e
incrementar as técnicas de producao, possibilitando assim, um aumento substancial

do abastecimento agricola (Tauchert, 2006).

Geralmente, o crescimento da produtividade esta associado aos avancos da
mecanizacao e ao desenvolvimento de culturas com ciclo de produgdo mais curtos,
ao emprego de fertilizantes, adubos quimicos e ao emprego de substancias que
auxiliam no controlo de pragas (Tauchert, 2006).

Desde entéo, os pesticidas tém assumido uma importancia cada vez maior na
manutencao dos sistemas de producao agropecuarios (Castro, 1989). Os pesticidas
abrangem um grupo heterogéneo de substancias quimicas cujo objectivo é controlar
uma variedade de pragas, sendo geralmente classificados como inseticidas,
herbicidas e similares, de acordo com o tipo de praga para a qual revelaram ac¢ao
eficaz (Miligi et al., 2006).

O uso dos herbicidas tem aumentado nos paises desenvolvidos e em vias de
desenvolvimento durante as Ultimas décadas. Dentro do mercado mundial dos
pesticidas, os herbicidas merecem destaque, representando 47% do total, seguido
de 25% dos inseticidas e 28% de similares (Short, 2005).
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Uma das consequéncias do uso de pesticidas € o aumento da poluigao
ambiental gerada devido as descargas de fébricas, escoamento superficial,
lixiviagdo, derrames acidentais e outras fontes de contaminacdo. Aguas, hortalicas,
frutas, cereais, produtos de origem animal, como carne, leite e peixe foram descritos
anteriormente como estando contaminados com pesticidas (Guedes et al., 2009).
Por conseguinte, a adequacdo das técnicas, a aplicagdo e a complexidade
estrutural/funcional do pesticida no meio ambiente, principal receptor dos processos
de disturbios ocasionados pelos mesmos, merecem atencao imediata por parte da

comunidade cientifica para regulamentacao destes produtos (Castro, 1989).

No contexto ambiental, os herbicidas organoclorados despertam especial
preocupagao, principalmente em fungédo da sua persisténcia e dos inumeros efeitos
toxicos sobre os organismos contaminados. Os herbicidas, embora com uma
estrutura quimica mais complexa, sdo semelhantes aos compostos naturais que sao
biodegradaveis. Porém, é necessario o controlo e a protec¢do das culturas devido a
elevada resisténcia dos herbicidas frente a processos convencionais de tratamento,
o que faz com que o desenvolvimento de novos sistemas de biorremediagdo sejam

de extrema importancia (Guedes et al., 2009).

Entre os inumeros herbicidas existentes, o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) é um ingrediente activo em vérias formulagbes e tem sido amplamente aplicado
para controlar plantas daninhas dicotiledéneas em culturas de cana-de-agucar e

cereais, como milho, trigo, aveia, cevada e centeio (Donnelly et al., 1993).

Birmingham e Colman (1985), detectaram residuos na ordem de 1 mg/L de
2,4-D, sob condigbes de frio, em lagoas artificiais, tendo sido observado
acumulagdes, verificando-se que a degradagdo deste quimico é dependente do
oxigénio dissolvido e da temperatura da agua.

Actualmente, existe uma grande preocupacdo que passa por proteger 0s
recursos hidricos e o solo de contaminagdes e também recuperar os locais ja
contaminados. Neste area, a biorremediacao constitui uma das solugbes mais
prometedoras e de crescente interesse. A complexidade da estrutura quimica do
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2,4-D é um dos problemas que mais dificulta a sua degradagdo em corpos de agua
(Guedes et al., 2009).

Técnicas de adsorcdo, especialmente com carvao activado, foram os
primeiros métodos apontados como promissores na remocao de 2,4-D. No entanto,
0 custo associado a este tratamento invalida a sua aplicagédo, particularmente nos

paises em desenvolvimento (Adams e Watson, 1996; Aly e Faust, 1965).

Métodos quimicos, como ozondlise seguida de tratamento de dioxido de
titdnio foi proposto como um método muito eficaz para a redugéo de 70% dos 100
mg/L de 2,4-D (Nakamura et al., 2008). Contudo, o0 processo natural, da atenuacao
através da acgao bacteriana € o método mais utilizado. Entre eles, Arthrobacter sp.
(Tiedje et al., 1969), Xanthobacter sp. (Ditzelmuller et al., 1989), Alcaligenes
paradoxus e Alcaligenes eutrophus (Don e Pemberton, 1981), Pseudomonas
cepacia (Daugherty e Karel, 1994), Acinetobacter sp. (Silva et al., 2007), Serratia
marcescens (Silva et al., 2007), Bradyrhizobium sp. (Kitagawa et al. 2002),
Stenotrophomonas stenothrophomonas (Silva et al., 2007; Smejkal et al., 2003) e
Flavobacterium sp. (Chaudhry e Huang, 1988; Silva et al., 2007).

Na verdade, como os herbicidas halogenados nao sado poluentes pouco
comuns na natureza, os microrganismos evoluiram no sentido da producdo de uma
extensa gama de enzimas, além de varias vias e mecanismos de controlo envolvidos
na degradacao de xenobibticos. Apesar da informacao existente sobre a bioquimica
e genética relacionada com a biodegradagéao do 2,4-D em bactérias (culturas puras
ou mistas), os estudos sobre 0 uso de fungos sao limitados, especialmente no que
diz respeito as vias catabdlicas.

Donnelly et al., (1993) estudaram a capacidade de nove fungos micorrizicos
(Oidiodendron griseum, Hymenoscyphus ericae 1318, Gautieria crispa 4936,
Gautieria othii 6362, Radiigera atrogleba 9470, Rhizopogon vinicolor 7534,
Phanaerochaete chrysosporium 1767, Pacificus sclerogaster 9011, e Trappea
darkeri 8077) de degradar e mineralizar o acido 2,4-diclorofenoxiacético como
substrato, nas concentracbes de TmM e 4 mM. Apds 8 semanas de incubagdo em

sais minerais contendo extracto de levedura e glicose, nenhuma das culturas



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

apresentou capacidade de crescer em concentracdes de 4 mM de 2,4-D. No
entanto, todos os fungos cresceram em culturas suplementadas com 1 mM do
herbicida. O P. chrysosporium 1767 foi o fungo que mais eficientemente degradou o
2,4-D, sendo esta degradacdo em fungdo da concentracao de tartarato de amonio

adicionado ao meio como fonte de azoto.

A biodegradacao de herbicidas na dgua e nos solos € governada por diversos
factores bidticos e abidticos. Os microrganismos, na sua versatilidade e interacgoes,
as condicoes ambientais (temperatura, pH, oxigénio e nutrientes) e os constituintes
do solo, sdo exemplos de factores que afectam a degradacgéao do 2,4-D.

Uma estirpe de Penicillium foi isolada de um solo tropical no Brasil, tendo sido
descrita como capaz de degradar o 2,4-D (Silva et al., 2007). Esta estirpe foi capaz
de reduzir 29,80% do acido 2,4-diclorofenoxiacético a partir de uma concentracédo

inicial de 100 mg/L em meio complexo (Silva et al., 2007).

Recentemente, foi isolada uma estirpe de Penicillium de uma mina de sal no
sul de Portugal, tendo sido identificada como Penicillium chrysogenum CLONA2 com
base em caracteristicas morfolégicas e bioquimicas. Estudos mostraram que esta
estirpe de Penicillium é capaz de degradar compostos fendlicos em meio minimo
mineral com 58,5 g/L de cloreto de sédio (NaCl) sem a formacao de metabdlitos
toxicos (Leitdo et al., 2007).

1.1. Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

1.1.1. Historico

O &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi desenvolvido durante a segunda
guerra mundial (1939-1945) por uma equipe britanica, com o objectivo de aumentar
a producdo agricola durante a guerra devido a sua accao eficaz contra ervas
daninhas (Leitenberg, 2001).
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A sua estrutura complexa (Figura 1.1) em conjunto com o &cido 2,4,5-
triclofenoxiacético (2,4,5-T) permitiu a produgédo do agente laranja utilizado durante a
Guerra do Vietna ocorrida entre 1954-1975 (Frumkin, 2003). Foi também utilizado na
operagdo conhecida como “Rabch hand” (1962-1971) que causou a desfolhagem
nas florestas vietnamitas, onde foram aplicados aproximadamente 68.000m?> de 2,4-
D por avides e helicopteros americanos nas areas rurais (Frumkin, 2003).

A 0 B

0 | Acido 2 4-diclorofenoxiacético
Formula empirica: CsH,CL0;4
OH| Massa Molecular: 221.0 g/mol

0 Registro CAS N, 94.75-7
Cl

Figura 1.1 — Painel A: Estrutura Quimica do &cido 2,4-diclorofenoxiacético; Painel B: Férmula
Molecular do 2,4-D.

Fonte: Adaptado EPA, 2005.

Quando foi comercialmente langado, em 1946, o 2,4-D tornou-se o primeiro
herbicida selectivo bem sucedido, permitindo o controlo de ervas daninhas de folhas
largas em plantagdes como milho, arroz e cereais (Leitenberg, 2001).

Segundo Short (2005), os pesticidas mais produzidos sdo orientados ao
controlo de ervas daninhas (herbicidas), sendo responsaveis por cerca de 47 % da
produc¢do mundial (Figura 1.2).

‘zsx .

M Herbicidas ™ Inseticidas Similares

Figura 1.2 - Distribuicdo mundial de pesticidas, segundo a sua aplicagao.
Fonte: Adaptado de Short, 2005.
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No Brasil, os pesticidas mais amplamente aplicados sdo os herbicidas
(Quadro 1.1), englobando mais de 50% do total (Junior, 2007). O &acido 2,4-
diclorofenoxiacético, incluindo sais e ésteres ( vide anexo 1), € o segundo herbicida
mais utilizado, com a utilizagdo de aproximadamente 9 mil toneladas em 2001 e o
seu destino no ambiente € de grande importancia na preservacao de solos e de
agua potavel (Waite et al., 2002; Bernard et al., 2005).

Quadro 1.1 - Consumo dos principais ingredientes activos de pesticidas, segundo as classes de uso
no Brasil, em 2001.

Classes de uso Ingrediente activos = Consumo Participacao em relacao ao

() total da classe de uso (%)
Herbicidas Acido 2,4-D 9492 .4 10,33
Glifosfato 44467,0 48,38
Inseticidas Clorpirifés 2215,8 10,30
Endosulfan 4058,0 18,86
Metamidofés 4290,4 19,93
Similares Mancozebe 3097,4 17,39
Oxicloreto de cobre 4644,3 26,08

Fonte: Adaptado de Junior, 2007.

Actualmente, o0 2,4-D encontra-se em mais de 600 produtos e ha mais de 100
limites de tolerancia listados no Code of Federal Regulations, tendo sido resgistado
e inscrito no documento de orientacdo padrdao no ano de 1988 (EPA, 2005). Os
dados disponiveis sobre as caracteristicas quimicas do acido 2,4-D, sais e ésteres,
estéo resumidos no Quadro 1.2.

Quadro 1.2 - Caracteristicas quimicas do 2,4-D e derivados

Ingrediente Cor Estado Ponto de Fusao (PF)/ Solubilidade
activo fisico Ponto de Ebulicao (PE)
Acido 2,4-D Branco Sélido P.F. 138-141 °C Agua= 569
cristalino mg/L a 20 °C
Sal 2,4-D Na Branco Pé P.F. 200 °C Agua = 45
g/100 mL a 25
°C
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Ingrediente Cor Estado Ponto de Fusao (PF) / Solubilidade
activo fisico Ponto de Ebulicao (PE)
Sal2,4-DDMA? Ambar Liquido  P.F.118-120°C 9/100 mL a 20
aquoso °C Agua= 72.9
(PH 7)
Sal 2,4-D IPA® Ambar  Liquido P.F. 121 ¢C 9/100 mL a 20
aquoso °C Agua = 17.4
(pH 5.3)
Sal 2,4-D TIPA*  Ambar Liquido P.F.87-110°C 9/100 mLa 20
aquoso °C. Agua= 46.1
. (PH 7)
2,4-D BEE® Ambar Liquido P.E. 89 °C g/100 mL a 20
escuro °C

Agua= Insoltvel

2,4-D 2-EHE® Ambar Liquido  P.E.300°C Agua = 86.7
escuro pg/L

2,4-D IPE’ Ambar Liquido  P.E.240°C Agua = 0.023
palido g/100 mL

*Sal 2,4-D di-etanolamina’; Sal 2,4-D di-metilamina®; Sal 2,4-D isopropilamina’; Sal 2,4-D tri-
isopropanolamina®; Ester 2,4-D 2-butoxietil’; Ester 2,4-D 2- etilhexilo®; Ester 2,4-D isopropil”.

Fonte: Adaptado EPA, 2005.

Para prevenir problemas de contaminacdo do homem com pesticidas
presentes na 4agua, os paises da Comunidade Europeia adoptaram como
concentracdo maxima admissivel (MAC) 0,1 ug/L por composto na agua potavel,
sendo este limite ultrapassado ao ser considerado a soma de todos 0os compostos
(0,5 pg/L). Limites semelhantes sdao adoptados por outros paises como Estados
Unidos e Canada (Carney, 1991, Walker et al., 2000). No Brasil, a Portaria n®1469
do Ministério da Saude (de 29 de dezembro de 2000), que indica os limites maximos
de pesticidas em agua, estabelece 30,0 pg/L como maximo aceitavel para o 2,4-D

em aguas e solos (Brasil, 2000).
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1.1.2. Mecanismo de accao do acido 2,4-diclorofenoxiacético nas plantas
dicotiledoneas

A actividade biolégica de um herbicida na planta ocorre de acordo com a
absorcao, a translocacéo, o metabolismo e a sensibilidade da planta a este herbicida
e/ou, aos seus metabolitos. Deste modo, o simples facto de um herbicida atingir as
folhas e/ou, ser aplicado no solo ndo é suficiente para que ele exerga a sua acgao.
Ha necessidade de que ele penetre na planta, transloque e atinja o organelo onde

ird actuar (Ferreira et al., 2005).

Um mesmo herbicida pode influenciar varios processos metabdlicos na
planta, no entanto, a primeira lesdo biofisica ou bioquimica que ele causa é

caracterizada como sendo o seu mecanismo de acg¢ao (Ferreira et al., 2005).

O Acido 2,4-diclofenoxiacético € um herbicida auxinico que induz mudancas
metabdlicas e bioquimicas, podendo ocasionar a morte em plantas dicotiledéneas
sensiveis (Ferreira et al., 2005).

Sob acc¢ao dos herbicidas auxinicos, 0 metabolismo dos acidos nucléicos e os
aspectos metabolicos da plasticidade da parede celular da planta sdo seriamente
afectados. Estes produtos interferem na ac¢do da enzima RNA-polimerase e,
consequentemente, na sintese de acidos nucléicos e proteinas. Induzem intensa
proliferagdo celular em tecidos, causando epinastia das folhas e caule, além da
interrupcdo do floema, impedindo o movimento dos fotoassimilados das folhas para
o sistema radicular. O alongamento celular parece estar relacionado com a
diminuicdo do potencial osmoético das células, provocado pela acumulagdo de
proteinas e, também, mais especificamente, pelo efeito desses produtos sobre a
perda de rigidez das paredes celulares. Essa perda da rigidez das paredes celulares
€ provocada pelo incremento na sintese da enzima celulase. Apo6s aplicagdes dos
herbicidas, em plantas sensiveis, verificam-se rapidamente aumentos significativos
da enzima celulase, especialmente da carboximetilcelulase, nas raizes. Devido a
esses efeitos ocorre a epinastia das folhas, retorcimento do caule, engrossamento
das gemas terminais, destruicdo do sistema radicular e morte da planta, em poucos

dias ou semanas (Ferreira et al., 2005).
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A selectividade pode ser dependente de diversos factores, tais como: arranjo
do tecido vascular em feixes dispersos, sendo estes protegidos pelo esclerénquima
em gramineas; a hidroxilagdo, proveniente do metabolismo do 2,4-D e derivadados,
resulta na perda da capacidade auxinica, aléem de facilitar a sua conjugagdo com
aminoacidos e outros constituintes em plantas tolerantes; algumas espécies de
plantas podem ainda excretar estes herbicidas para o solo através de seu sistema
radicular (exsudacdo radicular); e o estagio de desenvolvimento da planta, no
momento da aplicagdo do herbicida, pode garantir a selectividade de algumas

auxinas sintéticas em culturas como arroz, trigo e milho (Ferreira et al., 2005).

1.2. Toxicidade do acido 2,4-diclorofenoxiacético

Para Neely (1994), a avaliacdo do risco ambiental é a caracterizagao do efeito
potencial adverso que este causa em seres humanos e no ambiente que encontram-

se expostos a quimicos.

Com poucas excepgoes, os efeitos e a toxicidade relativa dos derivados do
herbicida 2,4-D, em forma de sal ou de éster, sdo bastante semelhantes aos da
forma acida. Assim, a forma &cida do 2,4-D foi seleccionada como sendo
representativa de todos os derivados no processo de registro padrao que monitoriza
os resultados obtidos nos estudos realizados pelo EPA (Processo n® 0073). O acido
2,4-diclorofenoxiacético e seus derivados exibem, em geral, uma toxicidade aguda
leve, com excepgao da forma acida e de sal serem gravemente irritantes para os

olhos com toxicidade listada na categoria | (Harris e Solomon, 1992).

Nos estudos da toxicidade aguda, o 2,4-D apresenta baixa toxicidade de
exposicao, definidas nas categoria Ill ou IV, quer seja em termos de exposi¢cédo por
via oral, dérmica ou inalatéria (Harris e Solomon, 1992).

A toxicidade aguda de todas as formas do herbicida 2,4-D, pode ser

observada no Quadro 1.3.
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Quadro 1.3 - Dados de toxicidade aguda do acido 2,4-diclorofenoxiacético e derivados.

Accao Numero Acido 2,4-D e Resultado Categoria da
MRID derivados toxicidade

00101605  Acido 2,4-D LD50 = 639 mg/kg (Rato) Il

41920901 Sal DEA' LD50 = 735 mg/kg (Rato) 1
00157512 Sal DMA? LD50 = 949 mg/kg (Rato) 1
Oral Aguda 00252291 Sal IPA® LD50 = 1646 mg/kg (Rato) 1]
41709901 Ester IPE* LD50 = 1250 mg/kg (Rato) 1

LD50 = 1074 mg/kg (Rato)
LD50 = 866 mg/kg (Rato)
LD50 = 896 mg/kg (Rato)

41413501 Sal TIPA®
40629801 Ester BEE®
41209001 Ester EHE’

00101596  Acido2,4-D  LD50 >2000 mg/kg (Coelho) Il

41920911 Sal DEA LD50 >2000 mg/kg (Coelho) 1]
00157513 Sal DMA LD50 1829 mg/kg (Coelho) 0
00252291 Sal IPA LD50 >2000 mg/kg (Coelho) I
Dérmica aguda 41709902 Ester IPE LD50 >2000 mg/kg (Coelho) 1]
41413502 Sal TIPA LD50 >2000 mg/kg (Coelho) 0
40629802 Ester BEE LD50 >2000 mg/kg (Coelho) 0
41209002 Ester EHE LD50 >2000 mg/kg (Coelho) 1

00161660  Acido2,4-D  LC50 >1.79 mg/L (Rato) Il

41986601 Sal DEA LC50 >3.5 mg/L (Rato) vV
00157514  Sal DMA LC50 >3.5 mg/L (Rato) v
Inalacédo aguda 40085501 Sal IPA LC50 =3.1 mg/L (Rato) v
40352701 Ester IPE LC50 >4.97 mg/L (Rato) v
41957601 Sal TIPA LC50 =0.78 mg/L (Rato) 0
40629803 Ester BEE LC50 =4.6 mg/L (Rato) v
42605202  Ester EHE LC50 >5.4 mg/L (Rato) \Y
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Continuagdo do Quadro 1.3.

Accéao Numero Acido 2,4-De Resultado Categoria da
MRID derivados toxicidade

41125302 Acido 2,4-D Severamente irritante [

Irritacdo ocular 41920902 Sal DEA Severamente irritante I
primaria 00157515 Sal DMA Severamente irritante I
00252291 Sal IPA Severamente irritante I

40352702 Ester IPE N&o irritante v

41413504 Sal TIPA Severamente irritante I

40629804 Ester BEE Nao irritante 1
44725303 Ester EHE Nao irritante 1

42232701 Acido 2,4-D  Inaceitavel N/A
41920903 Sal DEA Ligeiramente irritante 1]
Irritacdo cutanea 00157516 Sal DMA Ligeiramente irritante v
primaria 00252291 Sal IPA Ligeiramente irritante v
40352703 Ester IPE Ligeiramente irritante v
41413505 Sal TIPA Ligeiramente irritante v
40629805 Ester BEE Irritante leve v
41413505 Ester EHE N&o irritante \Y

00161659 Acido 2,4-D Nao é um sensibilizador

41920904 Sal DEA cutaneo
41642805 Sal DMA Néq € um sensibilizador
cutaneo
Sensibilizacao 41233701 Sal IPA .
dérmica ] Inaceitavel
40352704 Ester IPE .y
Inaceitavel
41413506 Sal TIPA - . N/A

] N&o é um sensibilizador
40629806 Ester BEE cutaneo

41209006 Ester EHE Nao é um sensibilizador

cutéaneo
Nao é um sensibilizador
cutaneo
Inaceitavel
*N/A: Nao avaliado. Categoria: |- Toxicidade severa; Il-Toxicidade forte; Ill- Toxicidade média; IV-

Toxicidade ligeira ou ausente
*Sal 2,4-D di-etanolamina’; SaI 2,4-D di-metilamina®; Sal 2,4-D isopropilamina®; Ester 2,4-D isopropil*;
Sal 2,4-D tri- |sopropanolam|na Ester 2,4-D 2- butOX|et|I Ester 2,4-D 2- etilhexilo’.

Fonte: Adaptado EPA, 2005
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Os mecanismos responsaveis pela depuragdo renal do 2,4-D tém sido
investigados em vérias espécies, sendo secretado activamente pelo tubulo proximal.
Este mecanismo de depuracdo renal é consistente com os resultados observados
com outros 4cidos fendxi (EPA, 2005).

No que diz respeito a administracéo repetida do 2,4-D, o cdo € mais sensivel
aos efeitos deste herbicida do que o rato, devido a capacidade limitada de excretar
acidos organicos. Estudos em animais de laboratério, apdés a exposi¢dao sub-crénica
oral em doses acima do limite de saturacdo para a depuracédo renal do 2,4-D,
conduziriam a varios resultados em diferentes orgaos. Alteragdes nos sistemas
reprodutivos foram observadas apos a exposicdo aos derivados do &cido 2,4-
diclorofenoxiacético. A toxicidade sistémica nao foi observada apds repetidas
administracdes dérmicas do 2,4-D, EHE, TIPA, BEE e IPA. A toxicidade no figado foi
observada apo6s doses repetidas de administracdo dérmica de DEA, e um obito
ocorreu apds administracdo de repetidas doses cutaneas de DMA (Feldmann e
Maibach, 1974).

Em geral, os produtos quimicos tendem a ser mais toxicos por inalacdo do

que por via oral, devido a rapida absorcao e distribuicdo (EPA, 2005).

A avaliacao do risco por inalacao é baseada em dados orais. No entanto, no
caso do 2,4-D e face ao numero limitado de dados obtidos por via oral, considera-se
que a fracgdo a qual o corpo estara exposto serd a mesma para ambas as vias de
exposicao. Os efeitos observados na via de entrada, s6 podem ser avaliados em um
estudo de inalagdo. Portanto, para um estudo de inalagao subcrénica (28 dias) do
2,4-D, é necessario avaliar a toxicidade no desenvolvimento, caracterizada por
anomalias em ratos apds a exposi¢cao ao 2,4-D e derivados, com doses iguais ou
superiores ao limiar de saturagao da depuragao renal (Feldmann e Maibach, 1974).

Na reproducado, a exposi¢cao da dose de 2,4-D acima do limiar de saturagcéo
renal aumentaram a duragao do tempo de gestacdo em animais de laboratoério (EPA
2005). No que diz respeito a neurotoxicidade, foram observadas apds a
administracdo de doses relativamente elevadas do 2,4-D e derivados, sinais clinicos

de neurotoxicidade em coelhas gestantes.
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Ap6s a administragdo aguda do acido 2,4-diclorofenoxiacético, foram
observadas incoordenagdo e anormalidades de marcha ligeira. O 2,4-D é
classificado como uma substancia quimica do Grupo D, nado classificavel como
cancerigeno para humanos. Baseado no padrdo geral das respostas observadas,
quer em testes in vitro, quer em testes de genotoxicidade in vivo, o 2,4-D nao
apresentou mutagenicidade, apesar de se terem observado alguns efeitos
citogénicos. O &cido 2,4-D é considerado actualmente como o representante de
todos os nove produtos quimicos derivados do &cido 2,4-diclorofenoxiacético (EPA,

2005).

Os parametros toxicologicos que foram utilizados para concluir as avaliacoes
de risco neste tépico encontram-se resumidos no anexo Il. Estes parametros foram
seleccionados pela Agéncia de Proteccdo Ambiental e Substancias Toxicas em
Junho 2005, a partir de uma avaliacdo dos estudos existentes sobre os efeitos
toxicos do 2,4-D em animais (EPA, 2005).

1.3. Impacto ambiental

Para Spadotto et al. (2004), os efeitos ambientais de um pesticida dependem
da sua toxicidade nos organismos terrestres e aquaticos, além das concentracoes
atingidas nos diferentes compartimentos ambientais (solo, agua, biota e atmosfera),
que por sua vez, dependem do modo e das condi¢des de aplicagdo, da quantidade
ou dose usada, do comportamento e destino do pesticida no meio ambiente. A
Figura 1.3 apresenta um esquema da mobilizagdo que pode ser alcangada por um

pesticida em contacto com o ambiente.

Assim que aplicados, os pesticidas sao submetidos a uma série de processos
que englobam reacgbes quimicas e processos fisicos e bioldgicos. Os resultados
desses processos e das interaccoes € que determinam o comportamento e o destino

destes no ambiente.
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Figura 1.3 - Possiveis mobilizagdes do 2,4-D no ambiente.

Fonte: Adaptado Atterby et.al, 2002.

Os pesticidas, devido as suas propriedades fisico-quimicas, podem ter
diferentes afinidades: alguns pela matéria sélida do solo, outros pela matéria
organica e outros pela circulagdo de solugdes aquosas através do solo. Esses
diferentes comportamentos dos pesticidas sdo determinantes no processo de
contaminagé@o ambiental (Atterby et al., 2002).

Desta forma, se um pesticida tem baixa afinidade com a matéria sélida ou
com a matéria organica do solo, e alta afinidade com a &gua, existe grande
possibilidade de que, por lixiviagdo, aquela substancia quimica venha a ser um
contaminante de aguas subterraneas. Por outro lado, se o pesticida tem uma alta
afinidade pela matéria organica ou pela matéria sélida e baixa afinidade pela solucao
aquosa, entdo o composto pode ser adsorvido ou absorvido nas particulas do solo,
transportado para os corpos de agua superficiais e dessa forma contamina-los.
(Paraiba et al., 2005).

Os microrganismos e as plantas estdo entre os agentes biolégicos mais
importantes, porque sao capazes de remover e degradar os residuos para

permitirem a sua reciclagem no ambiente. Embora estes agentes estejam adaptados
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para enfrentar mais naturalmente estes residuos, muitas substancias quimicas
sintéticas modernas apresentam um desafio a sua capacidade de remediagao, entre
elas a presenca dos diversos pesticidas aplicados ao solo (Atterby et al., 2002).

O facto de algumas substancias quimicas poderem persistir no ambiente por
longos periodos é, por si, um indicativo das limitagdes dos processos de degradacao
natural. Um exemplo particular € os inseticidas organoclorados e carbamatos, que
foram inicialmente desenvolvidos durante os anos 1940 a 1960. O uso difundido de
fibras sintéticas de pesticidas na agricultura e na saude publica que se seguiu, levou
aos temores sobre a resisténcia destas substadncias quimicas tdéxicas na
bioacumulagdo ambiental, traduzindo-se na cadeia alimentar e em riscos para as

espécies nao-alvo (Atterby et al., 2002).

Embora a maioria dos pesticidas recentemente desenvolvidos sejam menos
persistentes ou bioacumulaveis, muitos sdo moéveis no ambiente como € o caso do
herbicida 2,4-D, que devido a sua afinidade pela agua é detectado em aguas
superficiais (Walker et al., 2000). Vestigios de pesticidas podem ser encontrados na
chuva, nevoeiros e neve, através de processos de infiltracdo e run-offs, e dos ciclos
continuos de volatilizagdo e condensacao. Os pesticidas utilizados em solos podem

terminar nos sistemas aquaticos (Rice, 1996; Dubus et al., 2000).

Os processos naturais que decompdem substancias toxicas no meio
ambiente tém-se tornado o foco de atencdo conduzindo ao desenvolvimento de
tecnologias de remediagdo para um ambiente seguro e amigavel. Os processos
envolvidos na biodegradacgéo de pesticidas, tais como oxidagao, hidroxilacdo do anel
aromatico, dissociacdo, hidrélise, desalogenacao, desalquilacdo, ou formacdo de
conjugado, tém sido muito estudados nos ultimos anos, o que tem proporcionado
uma base para a utilizacdo adequada e reforgada dos microrganismos e plantas na
remediagao de sitios contaminados (Mulbry e Kearney, 1991; Chaudhry et al., 2002).

Tanto a biorremediacdo com o uso de microrganismos, como a
fitorremediacdo com uso de plantas, oferecem a possibilidade de baixo custo,

recursos ecolégicos e renovaveis para a remediacdo in situ de ambientes
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contaminados que sdo muito mais rentaveis do que qualquer descontaminagao pela

técnica ex-situ (Atterby et al., 2002).

Mulbry e Kearney (1991) descreveram que a Pseudomonas sp. e Klebsiella
pneumoniae possuem hidrolases que sdo capazes de quebrar os herbicidas s-
triazinas, como a atrazina, que devido a sua solubilidade em &gua e a sua
persisténcia podem lixiviar nas aguas subterraneas. Da mesma forma, uma série de
enzimas como oxigenases, hidroxilases, hidrolases e isomerases presentes em
Pseudomonas sp e Alcaligenes apresentaram capacidade para degradar o herbicida
2,4-D.

Quer as bactérias quer os fungos podem degradar os pesticidas organicos
persistentes por clivagem hidrolitica e degradar os piretréides (por exemplo,
permetrina) por meio de clivagem da ligagdo éster. Com a excepg¢ao de di-tio-
carbamatos, a degradacao microbiana de todos os tipos de pesticidas carbamatos
também tem sido demonstrada; por exemplo, a rapida hidrélise do carbaril foi
relatada devido a presenca da enzima esterase carbaril de Pseudomonas sp.
(Mulbry e Kearney, 1991). Algumas estirpes de Pseudomonas tém sido
geneticamente modificadas para conferir a capacidade de degradar substancias
quimicas persistentes, como clorobenzenos que sao normalmente usados na

sintese de pesticidas (Wackett et al., 1994).

Os herbicidas constituidos por pontes ésteres do 2,4-D, sdo rapidamente
hidrolisados em ambientes aquaticos com pH alcalino, suspensdes de solo, da agua
e solos humidos. Os sais amina de 2,4-D apresentam dissociagdo rapida em agua.
No entanto, os ésteres podem persistir sob condi¢ées aquaticas acidas e em solo
seco. Estes dados obtidos indicam a formagédo de ponte de ésteres e aminas na
maioria das condigdes ambientais, que se degradam rapidamente formando o acido
2,4-diclorofenoxiacético (EPA,2005).

O banco de dados do EPA (2005) mostrou que a dissipacédo do acido 2,4-
diclorofenoxiacético no ambiente é dependente da mineralizacdo microbiana, da
fotodegradacdo oxidativa na agua e lixiviagdo, sendo o xenobidtico estavel a

hidrolise por factores abiéticos.
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Em meio aquoso, a degradagdo microbiana é um caminho possivel para a
quebra do acido 2,4-diclorofenoxiacético, mas €é muito dependente das
caracteristicas da agua: nivel de nutrientes presentes, temperatura e disponibilidade
de oxigénio (Howard, 1991).

Ghassemi et al. (1981), apresentou através de estudos laboriatoriais que para
a degradagao microbiana do 2,4-D ser eficaz, a dgua deve ser rica em nutrientes.
Entretanto, as aguas de superficie apresentaram uma quantidade de nutrientes
inferior do que a necesséria para manter as populacées de microrganismos capazes
de degradar o herbicida, facilitando a mobilizagdo no meio ambiente. A
biodegradacao do herbicida pode ser aerdbia ou anaerdbia, embora a degradacao

anaerobia seja relativamente lenta, com uma meia-vida de 312 dias.

A degradacgao por fotélise em meio aquoso s6 assume um papel importante
quando a degradagao microbiana € lenta, pois o tempo de meia-vida € de 13 dias a
25 °C na presenca de agua destilada e luz UV incidente de forma directa. No
ambiente natural, a fotodegradacdo passa a nao ter relevancia, devido a baixa
incidéncia dos raios UV na agua, além da retencao da energia pela matéria organica

em suspensao (Ghassemi et al., 1981).

No solo, o destino do 2,4-D pode ser afectado por varios processos, incluindo
o escoamento superficial, adsor¢cdo, degradacdo quimica e microbioldgica,
fotodecomposicao e lixiviagdo. A solubilidade em agua e o coeficiente de adsorcao
do solo (Ko) indicam a mobilidade potencial de um produto quimico no solo,
enquanto que a persisténcia é determinada pelo metabolismo aerdbio e anaerodbio, a
hidrélise e a taxa de dissipacéao (Lilienfeld e Gallo, 1989).

O 2,4-D foi relatado como possuindo uma persisténcia moderada no solo com
uma meia-vida de dissipagdo do campo de 59,3 dias, meia-vida aerdbia de 66 dias,
e com meia-vida de 39 dias por hidrolise (Hermosin e Cornejo, 1991).

Hermosin e Cornejo (1991) relataram que, usando uma andlise de regressao
simples entre as propriedades e as capacidades de adsor¢cdo do solo, a matéria
organica e o ferro livre favorecem a adsor¢éao do 2,4-D, enquanto que o pH elevado,
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uma grande area de superficie, e a presencga de filossilicatos como componentes
essenciais da argila diminuem a adsor¢ao do herbicida.

A degradacao microbiana é considerada a principal via na decomposicao de
2,4-D no solo. O mecanismo mais importante da degradacéo bacteriana envolve a
remocao da cadeia lateral de acido acético para produzir 2,4-diclorofenol (DCP).
Posteriormente, ocorre a clivagem do anel aromatico, produzindo acidos alifaticos,
tais como succinato (Ghassemi et al., 1981).

A taxa de degradacao microbiana mostrou-se dependente do potencial
hidrico, profundidade e temperatura do solo. Han e New (1994) constataram que em
solos arenosos com baixo potencial hidrico, as bactérias (actinomicetas) e os fungos
filamentosos, apresentam as menores taxas de degradacdo. Solos secos
contribuiram para a inibicado da mineralizacéo do 2,4-D, pois restringem a mobilidade
do soluto, diminuem a actividade de degradagcdao dos microrganismos e suprimem a
populacdo microbiana responsavel pela degradacdo do herbicida. A adicdo de
materia organica em solos secos aumentou a degradacao devido ao co-metabolismo
existente nas comunidades de fungos e actinomicetas (Han e New, 1994). A taxa do
metabolismo microbiano foi diminuindo com a profundidade e com temperaturas

mais baixas (Veeh et al., 1996).

A degradacao no solo também pode ser afectada pela taxa de adsorgao-
dessorcao de 2,4-D sobre as particulas presentes que se ligam ao herbicida,
tornando-o indisponivel para a degradacao microbiana (Bolan e Baskaran, 1996).
Bolan e Baskaran (1996) constataram que o teor de carbono orgénico do solo
aumentou para 12% a taxa de adsorgéo, sendo observado uma diminui¢cdo da taxa
de degradacao devido a baixas concentragdes de 2,4-D disponivel para o ataque
microbiano.

A fotodegradagéo sobre as superficies do solo desempenha um papel muito
menor na degradagao do 2,4-D e sé ocorre sobre a parte superior do solo. Em um
estudo de fotdlise realizado em uma industria de 2,4-D, ndo foram encontrados
produtos de degradagdo com concentragdes superiores a 1,1%, indicando que o 2,4-
D é muito resistente a fotodegradacao em solos (Tamma-Vithala, 1989).

20



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

O grau de lixiviagdo e o escoamento superficial de 2,4-D pode ser
influenciado pela: formulagéo, propriedade do solo, declividade e pela intensidade
das chuvas. O 2,4-D é escoado em maior quantidade pela chuva se o evento
ocorrer pouco apos a aplicacdo do herbicida no solo, sendo lixiviado em
concentracdes decrescentes ao longo do tempo (Stearman e Wells, 1997). Grover
(1977), verificou que para a lixiviagdo do 2,4-D, a partir de solos com alto teor
biol6gico, é necessario um maior volume de agua. Além disso solos com pH acima
de 7,5 faciltam a lixiviagdo do herbicida, reflectindo em uma maior adsorcao a

matéria organica pelos solos mais acidos (Hillel, 1982).

Os esquemas apresentados nas Figuras 1.4 e 1.5, reunem, resumidamente,

0s principais destinos descritos para o acido 2,4-diclorofenoxiacético no ambiente.
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1.4. Vias de biodegradacao por microrganismos descritas para o acido
2,4-diclorofenoxiacético

Diversos microrganismos estdo envolvidos na biodegradacdo do acido
2,4-diclorofenoxiacético, porém, poucas sdo as vias descritas para a
metabolizagdo do herbicida.

Fukumori e Hausinger (1993), relataram o envolvimento dos genes
contidos nos plasmideos envolvidos na degradagéo do 2,4-D por Alcaligenes
paradoxus. Posteriormente, outras estirpes de bactérias contendo os genes
plasmidicos foram isoladas, e em todos os casos, verificou-se que

apresentavam a capacidade para degradar o herbicida.

7

Um destes plasmidios € o pJP4, que foi primeriamente isolado na
Australia, a partir da Alcaligenes eutrophus JMP134. O plasmideo contém os
genes da via tfd de degradagdo do herbicida, sendo esta a Unica via
completamente caracterizada para a degradacdo do 2,4-D (Fukumori e
Hausinger, 1993). Esta via encontra-se apresentada na Figura 1.6.

_——C00
0 H HO COOH
ol Cl HO Cl HOOC cl
tfdA 1aB HfeiC \\ )
Cl Cl Cl
B c
A i 1fdD
COOH
HOOC cl 0 .
SUCCINATO T i / E
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Figura 1.6 - Via descrita para a degradagédo do 2,4-D por Alcaligenes eutrophus JMP134.
Legenda- A: 2,4-diclorofenoxiacetato; B: 2,4-diclorofenol; C: 3,5-diclorocatecol; D:2,4-dicloro-
cis,cis-muconato; E: cis-2-clorodieno lactona; F: 2-Cloromaleilacetato; G: succinato.

Fonte: Adaptado Fukumori e Hausinger, 1993.
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A via descrita para a biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético
por Alcaligenes eutrophus JMP134, envolve a remogéao da cadeia lateral, com o
resultado da hidroxilacdo do 2,4-D a diclorofenol. Apds a formacédo do 2,4-
diclorofenol ocorre a orto clivagem produzindo o 3,5-diclorocatecol, seguido da
conversdo a 2,4-dicloro-cis,cis-muconato, com uma posterior oxidagao a 2-
cloromaleilacetato e por fim, a formacéo do succinato (Fukumori e Hausinger,
1993).

Os genes tfdA, tfaB, tfdC, tfdD, tfdE e tfdF codificam, respectivamente as
enzimas a-cetoglutarato dioxigenase, 2,4-diclorofenol hidroxilase, clorocatecol
1,2-dioxigenase, cloromuconato cicloisomerase, dienalactona hidrolase e
maleilacetato redutase utilizadas na biodegradacao do herbicida (Fukumori e

Hausinger, 1993).

Kearney e Kaufman (1975) descreveram que a degradacéo do 2,4-D por
Pseudomonas sp. ocorre via fenol correspondente, ou seja, ndo ocorre a
hidroxilacdo a 2,4-diclorofenol, cuja metabolizagcdo acontece directamente com
a formacéo do 3,5-diclorocatecol. A degradacao por Arthobacter sp. apresenta-
se semelhante a via metabdlica descrita para o Alcaligenes eutrophus JMP134.
As possiveis vias de degradacdo do 2,4-D para a Pseudomonas sp. e

Arthobacter sp. encontram-se descritas na Figura 1.7.
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Figura 1.7 - Vias descritas para a degradacao do 2,4-D por Arthobacter sp. (1) e Pseudomonas

sp. (2).

Fonte: Adaptado Kearney e Kaufman 1975.
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A sequéncia do gene tfaB envolvido na metabolizacdo do 2,4-
diclorofenol, apresenta semelhancas com outros genes envolvidos na
hidroxilagdo de fenol por diversos microrganismos, existindo portanto, varios
estudos sobre a via metabdlica a partir desta hidroxilagdo (Saari et al., 1999).
No entanto, a sequéncia do gene tfdA que codifica a proteina responsavel pela
hidroxilagdo do herbicida ndo apresenta relagbes evolutivas Obvias com
quaisquer outros genes conhecidos (Westendorf et al., 2003), sendo a sua via

pouco estudada.

Geralmente, a mono-oxigenase do 2,4-D tem sido descrita como o
produto do gene tfdA (Westendorf et al, 2003). Entretanto, tem sido
demonstrado que a enzima estaria implicada numa via de degradacao
semelhante as reacgbes catalisadas por um grupo de dioxigenase
cetoglutarato-dependente (KG) (Nickel et al., 1999). Esta reaccao requer um
grupo KG e Fe (ll), além do 2,4-D e oxigénio, produzindo CO; succinato, 2,4-

diclorofenol e glioxilato. A reac¢ao pode ser melhor visualizada na Figura 1.8.
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Figura 1.8- Reaccao global do 2,4-D via dioxigenase a-cetoglutarato-dependente.
Fonte: Adaptado Saari et al. 1999

A disponibilidade do substrato, segundo esta reac¢éo, tem o potencial
de controlar a degradacao do herbicida. Porém, para a catélise ser mantida, o
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a-cetoglutarato (a-Keto) que é oxidado e descarboxilado inicialmente, deve ser

regenerado (Muller, 2007).

O a-cetoglutarato esta fortemente implicado no metabolismo do 2,4-D,
enquanto que a reposi¢cdo dos metabolitos, por sua vez, depende da reac¢éo
de clivagem inicial. E importante notar que a regeneracdo do a-cetoglutarato é
acompanhada por uma perda substancial de carbono na forma de CO,, que
neste caso € proveniente da quebra do 2,4-D. Segundo Muller (2007), a
regeneragao do a-Keto € obtida através do glioxilato. Este esquema pode ser
observado na Figura 1.9.
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Figura 1.9 - Via metabdlica proposta para a regeneragao do a-cetoglutarato e para a sintese
de 3-fosfoglicerato (PGA) como um precursor da sintese de biomassa durante a conversao do
2,4-D. Abreviaturas: AcCoA: acetil-coenzimaA; DCP, 2,4-diclorofenol; glyox: glioxilato; OAA:
Oxalacetato; Succ: succinato. O CO, é perdido durante a regeneragao do a-Keto.

Fonte: Adaptado Muller, 2007
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A perda de carbono sob forma de di6xido de carbono aumenta o déficit
na disponibilidade de metabolitos, além das restricdes levantadas pelos termos
cinéticos com este substrato. O atraso e mesmo a cessacao da degradacao
podera ser observada em ensaios com diferentes microrganismos que seguem
a via metabdlica a-cetoglutarato-dependente, sendo atribuida a esta
dependéncia a causa mais provavel para a diminuicdo ou paragem da
degradacéo do herbicida (Muller, 2007).

1.5. Metabolismo versus Cometabolismo

O metabolismo é a utilizagdo dos xenobidticos pelos microrganismos,
derivando algum beneficio nutricional devido ao uso do composto como fonte
de carbono, energia e outros nutrientes (Govlev, 1978). Este processo resulta
na completa mineralizagdo das moléculas orgénicas, isto é, a sua conversao

para diéxido de carbono (CO.,), 4gua e ides inorganicos (Silva e Fay, 2003).

A via metabdlica da mineralizacdo consiste em uma sequéncia de
transformacgodes, cujo propdsito € a conversao do xenobidtico em moléculas que
possam ser processadas pelo metabolismo intermediario ou central do
microrganismo, servindo como precursores para a biossintese dos constituintes

celulares (Janke e Fritsche, 1985).

Dalton e Stirling (1982) definem o cometabolismo microbiano como
sendo a transformagédo de um substrato que nao promove o crescimento (“non-
growth substrate”) na presenca obrigatéria de um substrato de crescimento
(“growth substrate”) ou de outro composto que € susceptivel de sofrer
transformacdo. E, no entanto, frequentemente observado a capacidade de
algumas espécies para transformarem estes xenobio6ticos. O processo de
transformacdo deste tipo, sdo usualmente mediados por enzimas nao
especificas do metabolismo celular periférico capazes de modificarem uma
variedade de substratos, para além dos seus substratos naturais (Janke e
Fritsche, 1985).
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O processo de cometabolismo mostrou-se muito importante para a
biorremediacédo. Este fenomeno oferece um grande potencial nas tecnologias
de tratamento ambiental, uma vez que a populacdo microbiana pode crescer
em altas concentragdes de uma fonte in6cua de carbono e desta forma
conseguir degradar os contaminante ambientais (Silva e Fay, 2003). A utilidade
do processo de cometabolismo tem sido demonstrado com a degradacao de
uma variedade de poluentes, incluindo derivados do petroleo (Borja et al.,
2005), bifenilos policlorados (Borja et al., 2005) e herbicidas clorados (Bollag e
Liu, 1990).

1.5.1. Influéncia dos co-substratos na degradacao do 2,4-D

Para Janke e Fritsche (1985), o grupo de enzimas oxigenases € 0 mais
comumente associado a transformacao cometabdlica. Outras enzimas, como
as hidrolases e as redutases e mesmo o0s co-factores enzimaticos, como
vitaminas e o0s metais, também estdo envolvidos na transformagado dos

xenobibticos recalcitrantes.

Fukumori e Hausinger (1993), descrevem que a degradacédo do acido 2,4-
diclorofenoxiacético pela estirpe Alcaligenes eutrophus é medidado por uma
dioxigenase cetoglutarato e Ferro (Il) dependente. Os ensaios realizados
descreveram a capacidade do acido ascoérbico para estimular a actividade
dioxigenase, prolongando a actividade da enzima, porém, sem a capacidade de
reactivar ou de evitar a inativagdo enzimatica. Ja o a-cetoglutarato foi descrito
como um co-substrato potencial na degradacdo do 2,4-D por esta estirpe,
estando relacionado com as reacgfes catalisadas por um grupo de enzimas

denominado de a-KG-dependente dioxigenases.

Portanto, a adicdo de co-substratos pode favorecer a metabolizacdo do
xenobiodtico, seja pela produgédo priméria das enzimas necessdrias para a
biodegradacdo ou pela producdo de metabolitos capazes de auxiliar na
manutengao enzimatica (Janke e Fritsche, 1985).
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1.6. Fungos

Os fungos sé&o conhecidos popularmente como mofos e bolores. No
entanto, na maior parte das vezes, sdo lembrados somente pelos danos que
algumas espécies causam, seja parasitando plantas ou causando problemas
de saude como alergias e micoses. No entanto, os beneficios proporcionados
pelos fungos ndo sdo tdo comumente divulgados como os prejuizos (Rosa,
2009).

Todos os dias, as pessoas beneficiam de produtos originados directa ou
indiretamente por fungos. Pode citar-se como exemplo, a acgdo fermentativa
de fungos na sintese de alcool etilico e didéxido de carbono, os quais sé@o
imprescindiveis na producao de bebidas como vinho e cerveja, alimentos como

paes e massas entre outros (Rosa, 2009).

Na medicina, os fungos receberam especial atengdo a partir do
desenvolvimento de alguns antibi6ticos, destacando-se a penicilina, sintetizada
a partir dos metabdlitos produzidos pelo Penicillium chrysogenum. QOs
esteréides e hormonas para o crescimento vegetal sdo oriundos também de

metabdlitos produzidos por estes microrganismos (Rosa, 2009).

Muitas enzimas fungicas vém sendo exploradas na industria alimentar e
em outros processos biotecnolégicos envolvidos na fabricacdo de sucos de
frutas. Também a partir de certas espécies de fungos, € possivel sintetizar
substancias que actuem como insecticidas auxiliando no controlo de pragas.
Nas ultimas décadas, os fungos vém sendo estudados quanto a sua aplicagao
na recuperacdo de ambientes contaminados com poluentes quimicos (Cox et
al., 1998).

Todos os fungos sado eucariotas, e podem ser unicelulares ou
multicelulares. As células fungicas agrupam-se em filamentos, podendo
apresentar septos entre elas, porém, sem impedir as funcdes metabdlicas entre

as ceélulas (Cox et al., 1998).

Microrganismos filamentosos como os fungos e muitas actinomicetas,

apresentam uma morfologia diversificada e complexa. No contexto industrial, a

30



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium

produtividade da fermentacdao depende fortemente da morfologia destes
microrganimos, embora nem sempre directamente. Normalmente, estes
microrganismos sao constituidos por hifas longas em relacéo a sua largura, que

sao muitas vezes ramificados.

Cox et al. (1998), analisou muitas fermentagcbes industriais que
envolviam culturas submersas de fungos e actinomicetas, com a intencao de
relacionar a morfologia e a produtividade com as condi¢gdes do processo. As
morfologias encontradas vao desde hifas livremente dispersas até a formacao
de pellets, um emaranhado de hifas, com aproximadamente um centimetro de
didmetro. As formas dispersas dividem-se em livremente dispersas e

agregados (ou “formas agregadas”).

A Figura 1.10 apresenta as formas tipicas encontradas em culturas

submersas de fungos.

Dispersado Pellet

l :

Grupos ou

Disperso agregados do micélio

livremente

l l
VI ol

Figura 1.10 - Morfologia das hifas encontradas em culturas submersas de fungos filamentosos

e actinomicetas.

Fonte: Fonte: Adaptado Cox et al., 1998.
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1.6.1. Potencial de biorremediacao de estirpes de Penicillium

Os efeitos da poluicdo no meio ambiente, especialmente a causada por
varias actividades industriais, tém sido responsaveis pela aceleracao dos fluxos
de matéria organica e inorganica na ecosfera. Xenobiédticos, tais como fendis,
compostos fenolicos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e metais
pesados, mesmo em baixas concentragcoes, podem ser tdxicos aos seres
humanos e outras formas de vida (Leitdo, 2009).

Muitas tecnologias de biorremediagdo tem sido usadas em solos e
aguas contaminadas, ndo envolvendo apenas reacg¢des quimicas, processos
fisicos e biolégicos, mas envolvendo também a actividade microbiana que €&

responsavel pela remocgao e/ou recuperacao dos poluentes.

Os fungos estédo presentes em sedimentos aquaticos, habitats terrestres
e na superficie da agua, desempenhando um papel importante na recuperagao
natural de metais e compostos aromaticos. Os fungos também tém algumas
vantagens sobre as bactérias, como a presenca de hifas que facilitam a
penetragdo no solo contaminado, atingindo ndo s6 os metais pesados, mas

também outros xenobidticos (Leitdo, 2009).

Apesar da abundancia dos fungos na remocao dos residuos téxicos, o
Penicillium, em particular, tam recebido pouca atencdo em estudos de
biodegradacao e biorremediacdo. Além disso, varios estudos conduzidos com
diferentes estirpes de fungos imperfeitos como o Penicillium sp., tém
demonstrado a sua capacidade de degradar compostos xenobidticos
recorrendo a baixas concentragcées de co-substratos, sendo potencialmente
interessantes para o desenvolvimento de processos economicamente viaveis

para a transformacao dos poluentes (Leitdo, 2009).

Como resultado da adaptacdo ao seu ambiente, os fungos tém
desenvolvido propriedades de biorremediacdo Unicas. Varias estirpes de
Penicillium demonstraram a capacidade de crescer em ambientes salinos, uma
vantagem destes microrganismos sobre o0s outros no campo da

biorremediacdo. Geralmente, as estirpes de Penicillium s&do microrganismos
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halotolerantes, capazes de crescer quer na presencga, quer na auséncia de sal
(Leitéao, 2009).

Os residuos hipersalinos sado gerados em diversas actividades
industriais, tais como a producao quimica, petréleo e gas natural, além das
praticas de minimizagdo de residuos. Estes residuos s&o constituidos por a4gua
e contém elevadas concentragdes de sais, Oleos, acidos organicos e metais
pesados. Portanto, a capacidade halotolerante para remediar poluentes na
presenca de sal torna-se util para o tratamento biologico, sem causar danos ao
ecossistema (Leitdo, 2009).

Durante a ultima década, os fungos nao tém sido apenas utilizados no
tratamento de uma ampla variedade de residuos, bem como foi estabelecido o
seu papel na biorremediacdo de diversos compostos perigosos e tdxicos em
solos e sedimentos. Diferentes estirpes de Penicillium demonstraram ter a
capacidade para a remocao de metais pesados e para degradar, e em alguns
casos mineralizar, fendis, compostos halogenados fendlicos, hidrocarbonetos
de petréleo, compostos aromaticos policiclicos, e bifenilos policlorados (Leitao,
2009).

1.6.2. Penicillium chrysogenum CLONA2

Leitdo et al. (2007) isolou uma estirpe de Penicillium de uma mina de sal
no Algarve, sul de Portugal. A identificacdo desta estirpe foi feita com base nas
caracteristicas bioquimicas e morfolégicas, tendo sido identificada como
pertencente ao género Penicillium de acordo com Barnett e Hunter (1999) e a
espécie chrysogenum, conforme descrito por Pitt (1979). A Figura 1.11 mostra
uma foto da estrutura micro-morfoldgica do P. chrysogenum CLONA2 ampliada

400 vezes.
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Figura 1.11 - Estrutura micro-morfolégica de P. chrysogenum CLONA2 ampliado 400 vezes.
Fonte: Leitdo et al., 2007.

Ensaios microbiol6égicos mostraram que a estirpe do Penicillium
chrysogenum CLONAZ2 é capaz de crescer na auséncia e na presenca de sal
até concentragoes de 5,9% (p/v) de cloreto de sddio (Leitdo et al., 2007), sendo
designada como um microrganismo halotolerante (Margesin e Schinner, 2001).

Os ensaios realizados em cromatografia liquida de alta eficiéncia por
Leitdo et al. (2007) mostrou que P. chrysogenum CLONAZ2 foi capaz de
degradar o fenol como Unica fonte de carbono em 5,9% NaCl. Ensaios no
Microtox das amostras cultivadas em meio mineral com 300 mg/L de fenol e
5,9% de NaCl mostraram que os metabolitos produzidos durante a degradacao
do fenol ndo possuiam toxicidade frente a bactéria designada por
Photobacterium fosforeum. Com estes resultados obtidos, as possibilidades de
utilizacdo desta estirpe no tratamento biolégico de efluentes contendo fenol e
derivados tornam-se uma abordagem interessante que poderia ser aplicado em
varios efluentes (Leitéo et al., 2007).

A capacidade demonstrada do P. chrysogenum CLONA2 de
biorremediar compostos toxicos com anéis aromaticos, conduziu ao presente
estudo, cujo objectivo é verificar a capacidade de degradacdo do &cido 2,4-

diclorofenoxiacético, um herbicida amplamente utilizado na agricultura.
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CAPITULO II

2. MATERIAL E METODOS

Métodos quimicos e microbiolégicos foram utilizados para verificar a
existéncia de actividade metabolica de Penicillium chrysogenum CLONAZ2 na
presenca de acido 2,4-diclorofenoxiacético.

2.1. Ensaio em meio sélido com diferentes concentracoes salinas

Para investigar o efeito conjunto do acido 2,4-diclorofenoxiacético e de
diferentes concentragdes salinas no crescimento do P. chrysogenum em meio
solido, foram preparados diferentes meios de cultura constituido por Czapeck
Dox Agar (CDA; Fluka) suplementado com 0%, 2% e 5,9% de cloreto de sédio
(FISHER SCIENTIFIC, p.a, Alemanha). Os meios de cultura foram esterilizados
em autoclave (DARLAB, modelo K400) a 121°C durante 21 minutos.

Apos arrefecimento em torno de 55 °C-60 °C, dentro da cdmara de fluxo
laminar STERIL (Modelo VBH), com fluxo vertical constante de 360 mm/h
(Figura 2.1), foi adicionado o acido 2,4-diclorofenoxiacético (SIGMA D7299,
Pureza de 98%, Alemanha) a partir de uma solugcédo stock de 200 mM para a
concentragéo final de 10 mg/L, 100 mg/L, 300 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L. O
controlo foi preparado da mesma forma, porém, sem a adicao da solucao do
herbicida. A solucao stock do acido 2,4-diclorofenoxiacético foi preparado a
partir de uma particdo 75:25 de metanol (FISHER SCIENTIFIC, 99,9%,

Alemanha) e agua ultra-pura (MiliQ).

Posteriormente, colocou-se 30 mL do meio de cultura em placas de petri
estéreis previamente identificadas, deixando-as arrefecer a temperatura

ambiente (25 °C) sob condicdes de esterilidade.
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Figura 2.1 - Camara de fluxo laminar STERIL-VBH, com fluxo vertical constante.

Apos solidificagao, foi inoculado no centro das placas de petri 0,2 mL de
suspensdo de conidios (106 esporos/mL) a partir de uma placa incubada
durante 72 horas a 25 °C em meio PM1.

Composicao do meio PM1:

5 g/L Bacto-peptona (DIFCO, Estados Unidos); 1 g/L de solidos de milho; 5
g/L de Lactose monohidratada (HIMEDIA, 99,5%,India); 4 g/L de NaCl (FISHER
SCIENTIFIC, p.a, Alemanha); 3 mg/L de CuSO, anidro (PANREAC, 99%,
Espanha); 50 mg/L MgS04.7H.O (MERCK, 99,5%, Alemanha); 60 mg/L
KH.PO4 (BDH LIMITED POOLE, 99%, Inglaterra); 20 g/L Bacto-agar (DIFCO,
Estados Unidos); pH 7,00.

As placas inoculadas foram incubadas a 25 °C em uma estufa
(MEMMERT, Modelo GTR0214) por 168 horas, e os diametros das colbnias
foram medidos, com auxilio de uma régua comum, apos 72 horas e, depois

disso a cada 24 horas.
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A Figura 2.2 apresenta as fotografias do autoclave e da estufa utilizadas

Nnos ensaios.

Figura 2.2 - Painel A: Autoclave DARLAB-K400; Painel B: Estufa MEMMERT-GTR0214.

2.2. Ensaio em meio soélido com diferentes fontes de carbono

Para avaliar o efeito de uma fonte de carbono suplementar no
crescimento da estirpe de Penicilium na presenga do acido 2,4-
diclorofenoxiacético, foram realizados ensaios em meio so6lido com a mesma
composicao do meio Czapeck, com excepg¢do da sacarose. Os meios de
cultura foram suplementados, separadamente, com 2% de glicose
monohidratada (PANREAC, 99,5%, Espanha), 2% de lactose monohidratada
(HIMEDIA, 99,5%, India) e 2% de sacarose Extra pura (HIMEDIA, 99,5%,
India), sendo esterilizado em autoclave a 121°C por 18 minutos.

Composicao do meio Czapeck:

% 2 g/L de NaNOs (RIEDIL-de HAEN, 99% India); 0,5 g/L de K,HPO, (BDH
CHEMICALS LTDA, pureza de 97,5%, Inglaterra); 0,5 g/L MgSO,4.7H.O
(MERCK, 99,5%, Alemanha); 0,01 g/L FeSO4.7H.O (RIEDIL-de HAEN, 99%
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India); 15 g/L de agar (DIFCO, Estados Unidos) e 20 g/L de NaCl (FISHER
SCIENTIFIC, p.a, Alemanha), pH 7,00.

No ensaio que envolvia o estudo sem nenhuma fonte de carbono

suplementar nao foi adicionado ao meio nenhum dos agucares descritos acima.

Apos o arrefecimento em torno de 55 °C - 60 °C, foi adicionado o0 2,4-D a
partir de uma solucao stock de 200 mM, para a concentragao final de: 10 mg/L;
25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, 300 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L. O controlo foi
preparado seguindo a mesma metodologia, porém, sem a adi¢gdo da solu¢ao do
herbicida.

Os ensaios prosseguem de forma semelhante ao protocolo descrito na
Seccgéo 2.1.

2.3.Ensaios em meio solido com adicao do 2,4-diclorofenol (2,4-DCP)

Foram realizados ensaios com intuito de verificar a influéncia do 2,4-
diclorofenol no crescimento do Penicillium em meio sélido, uma vez que a
principal via descrita para a degradagdo do acido 2,4-diclorfenoxiacético
envolve a remogao da cadeia lateral com o resultado da hidroxilagdo do acido

2,4-D a 2,4-diclorofenol (Fukumori e Hausinger, 1993a).

Os ensaios foram realizados em meio Czapeck, sem fonte de carbono
suplementar, conforme apresentado na Seccdo 2.2. A adicdo do 2,4-
diclorofenol foi feita a partir de uma solucdo stock de 200 mM para as
respectivas concentragdes finais: 1mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L,
300 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L.
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2.4. Taxa de crescimento apical (mm/h)

A taxa de crescimento apical (mm/h) do P. chrysogenum foi determinada a
partir de uma regressao linear dos diametros (mm) em func¢édo do tempo (horas)

usando o programa Excel 2007 (lvey et al., 1996).

2.5. Preparacao do pré-inéculo

Em todos os ensaios realizados em meio liquido, foi preparado previamente
um pré-inéculo a partir da inoculagao dos esporos do Penicillium chrysogenum
CLONA2 cultivado em meio Power, incubado durante 72 horas a 25 °C e

conservado a 4 °C até sua utilizacao.
O meio Power tem como composicao:

s Meio PM1: 5 g/L Bacto-peptona (DIFCO, Estados Unidos); 1 g/L de sélido de
milho; 5 g/L de Lactose monohidratada (HIMEDIA, 99,5%,India); 4 g/L de NaCl
(FISHER SCIENTIFIC, p.a, Alemanha); 3 mg/L de CuSO, anidro (PANREAC,
99%, Espanha); 50 mg/L MgSQO,4.7H.O (MERCK, 99,5%, Alemanha); 60 mg/L
KH,PO4 (BDH LIMITED POOLE, 99%, Inglaterra); 20 g/L Bacto-agar (DIFCO,
Estados Unidos); pH 5,50 ajustado com H3PO,4 e NaOH.

% Meio Czapeck: 30 g/L de sacarose extra pura (HIMEDIA, 99,5%, India);
2 g/L de NaNO; (RIEDIL-de HAEN, 99% India); 0,5 g/L de K,HPO, (BDH
CHEMICALS LTDA, pureza de 97,5%, Inglaterra); 0,5 g/L MgSQO,4.7H.O
(MERCK, 99,5%, Alemanha); 0,01 g/L FeSO4.7H.O (RIEDIL-de HAEN, 99%
India); 15 g/L de Bacto-agar (DIFCO, Estados Unidos) pH 7,00

% Meio Power provém da adicdo de 500 mL do meio PM1 e 500 mL do

meio Czapeck.

Sob condicdes estéreis, foi adicionado 1 mL da suspensao de conideos de

uma placa de esporos em meio Power, em 100 mL de meio complexo.

Composicdo do meio complexo (MC): 30 g/L de glicose monohidratada
(PANREAC, 99,5%, Espanha); 3 g/L NaNO3 (RIEDIL-de HAEN, 99% India); 0,5
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g/L MgS0,.7H,0 (MERCK, 99,5%, Alemanha); 10 mg/L NH4Fe(SO,)z.12H,0
(RIEDEL-de HAEN, 99%, Alemanha); 1 g/L de K,HPO, (BDH CHEMICALS
LTDA, pureza de 97,5%, Inglaterra); 5 g/L de extrato de levedura (DIFCO,
Estados Unidos). A adigao do cloreto de sédio (NaCl) foi adaptada consoante o
ensaio: sem adicao para os casos que envolvem 0% de NaCl; 20 g/L para os
casos que envolviam 2% e 58,9 g/L para os casos que envolviam 5,9% de
NaCl.

O pré-inéculo foi cultivado em condi¢cdes de aerobiose em uma incubadora
CERTOMAT (modelo Sartorius stedim BS-T) a 25 °C e 160 rpm durante 72
horas. Todos os meios e o0s materiais envolvidos foram previamente

esterilizados em autoclave a temperatura de 121 °C durante 21 minutos.

A Figura 2.3 apresenta uma fotografia do incubador CERTOMAT, utilizado

Nnos ensaios.

Figura 2.3 - Incubadora CERTOMAT, modelo Sartorius stedim BS-T, utilizada nos ensaios de

cultura submersa.
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2.6. Meio de cultura liquido

Foi utilizado o meio minimo de cultura com ferro (MMFE) em todos os
ensaios que envolviam directamente a degradacdo do &cido 2,4-
diclorofenoxiacético, quer seja os ensaios do Caréncia Bioquimica de Oxigénio,

quer seja nos ensaios em cultura submersa.

O meio MMFE é um meio preparado com minerais isento de fonte de
carbono, fornecendo ao microrganismo 0S minerais necessarios para a

biodegradacéo do xenobidtico ao qual este é exposto.
O meio mineral minimo de cultura tem como composicao:

s 1 g/L KoHPO4 (BDH CHEMICALS LTDA, pureza de 97,5%, Inglaterra); 1 g/L
(NH4)2SO4 (MERCK, 99%, Alemanha); 0,2 g/L MgSQO4.7H.O (MERCK, 99,5%,
Alemanha); 0,015 g/L, FeCl;.6H.O (RIEDEL-de HAEN, 99%, Alemanha); 0,1
g/L CaCl, (MERCK, 99%, Alemanha), com 58,5 g/L de NaCl (FISHER
SCIENTIFIC, p.a, Alemanha), excepto nos ensaios realizados com 20 g/L de
NaCl ou na auséncia de sal, pH 5,70 (Leitdo et al., 2007).

A composicao dos diferentes meios utilizados nas culturas submersas foi
idéntica, excepto: cloreto de sédio (NaCl) em diferentes concentracgdes, lactose,
sacarose e glicose (a 2%); diferentes concentracdes de sulfato de manganés
monohidratado (MERCK, 99%, Alemanha), 200 puM de 4&cido ascdérbico
(Panreac P.A, 99% de pureza, Espanha), 1 mM do sal de potassio do &cido
alfacetoglutarico (Sigma 058K5300, Alemanha) e as diferentes concentragbes
do herbicida 2,4-D (Sigma D7299, Pureza de 98%, Alemanha).

Todos 0s meios e 0os materiais utilizados nos ensaios foram previamente
esterelizados em autoclave a 121 2C durante 18 ou 21 minutos, consoante a

composicao do meio de cultura.
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2.7. Ensaio da Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBO5)

O Caréncia Bioguimica de Oxigénio (CBOs) € um teste empirico no qual
sdo usados procedimentos laboratoriais padrdao para determinar os requisitos
relativos a caréncia de oxigénio das aguas poluidas. O teste mede o oxigénio
requerido para a degradagdo bioquimica da matéria organica (Standard
methods, 1985).

Com base no referido anteriormente, foram realizados testes
respiromeétricos para avaliar o Caréncia Bioquimica de Oxigénio, e desta forma,

analisar a capacidade do microrganismo de mineralizar o herbicida em CO».

O método respirométrico DBO Oxitop® foi usado para monitorizar a
biodegradagcédo do 2,4-D durante cinco dias. O sistema de medigdo Oxitop
(Oxitop®, WTW, Alemanha) € um aparelho que mede a queda de presséo de
uma fase gasosa em um sistema fechado. A fotografia do sistema
respirométrico DBO Oxitop encontra-se na Figura 2.4.

Figura 2.4 - Painel A: Aparelho respirométrico Oxitop; Painel B: Cabine termostéatica, regulada
para a temperatura de 20 °C £1°C.

42



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium

Quando a actividade aerébia ocorre, o diéxido de carbono é aprisionado
numa solugdo bésica e o seu consumo de O estd directamente relacionado

com a diferenca de pressao verificada no sistema.

Todas as experiéncias foram realizadas em reactores constituidos por
garrafas de vidro (510 ml nominal) esterelizadas a 121 °C durante 21 minutos.
Apo6s a inoculagéo do Penicillium, foi adicionado trés pastilhas de hidroxido de
sodio (PANREAC, 98%, Espanha) em cada “headspace”, onde o dioxido de
carbono (CO,) produzido devido a biodegradagcao do 2,4-D foi capturado. Os
reactores foram fechados e mantidos sob agitagdo em uma cabine
termostatizada a 20 °C *1°C durante cinco dias, na auséncia de luz. Os

resultados foram multiplicados por um factor de 2 de acordo com o fabricante.

A diminuicdo da pressdo na camara de expanséo dentro do reactor foi

continuamente e automaticamente registada.

2.7.1. Avaliacao do efeito de uma e trés lavagens do micélio na
preparacao do inéculo

Foram realizado alguns ensaios para verificar qual o efeito do numero de
lavagens do micélio na capacidade de degradacdo do 2,4-D por P.
chrysogenum. As lavagens asseguram a eliminagcdo de resquicios das fontes
de carbono do pré-inéculo, que podem influénciar directamente os valores
obtidos na CBO:s.

Centrifugou-se aproximadamente 10 mL do pré-inéculo, durante 15
minutos a 4000 rpm em uma centrifuga CENTRONIC (modelo S-577) em

condig¢Oes de refrigeragao.

Apobs centrifugacao, o sobrenadante foi descartado sendo adicionado 10
mL de uma solugdo de cloreto de sodio 0,85% (p/v), para manutengdo da
pressdo osmotica, nos tubos que continham as células. Posteriormente, os
tubos foram novamente centrifugados durante 15 minutos a 4000 rpm. Para o

teste que avaliava o efeito apdés 3 lavagens do micélio, as células foram
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lavadas com NaCl mais duas vezes, num total de trés lavagens, seguindo os

passos descritos anteriormente.

A seguir a lavagem das células, os volumes foram aferidos até 10 mL
com meio minimo MMFE, previamente preparado e esterelizado, sendo
pipetado 4 mL do in6culo para cada garrafa de vidro, com o auxilio de uma
micropipeta (marca GILSON, Franca)

Na sequéncia, acrescentou-se 361 mL do meio MMFE (2% de NaCl),
perfazendo um total de 365 mL. O acido 2,4-diclorofenoxiacético foi adicionado
a partir de uma solugéo stock de 200 mM para uma concentracao final de 40
mg/L. A solugdo de manganés foi adicionada para uma concentragéo final de
0,29 uM, 0,59 uM e 1,18 uM a partir de uma solugéo stock de 9 uM.

Apos a inoculagéo, o reactor foi fechado e incubado a 20 + 1 °C durante
cinco dias na auséncia de luz. Um esquema para exemplificar a metodologia

descrita encontra-se apresentado na Figura 2.5.

A B Meio Minimo Mineral
e 9 Centrifugado por 15 2% de NaCl
Pré-Inéculo % minutos a 4000 rpm
10 mL 10 mL
10 mL i ] ./ : }
C ifugado por 15 | .~ Adigao de 10 mL
% minutos a 4000 rpm de NaCl 0,85%
1 Lavagem
2 J/ 1 Lavagem 3 Lavagens
Adigho de 10 mL
J/ )
Centrifugado por 15 ‘
minutos a 4000 rpm 361 mL de Meio T Ta T T
Minino Minino
\L Adiggo de 24D e Adicao de 24D e
Adicao de 10 mL manganes manganes
de NaCl 0,85% J/ \I/
J/ ” ¥
Centrifugado por 15
% minutos a 4000 rpm \] k
3 Lavagens Incubado por
5 dias a 20 °C

Figura 2.5 - Esquema da preparagdo dos ensaios de CBOs. Painel A: lavagens; Painel B:
Inoculagao.
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2.7.2. Influéncia da adicao de diferentes co-substratos

De modo a estudar a influéncia de a-cetoglutarato, &cido ascorbico e
manganés (Mn) em cultura de Penicillium na presenca de 40 mg/L do &cido
2,4-diclorofenoxiacético, foi utilizado o método descrito com trés lavagens das
células e o procedimento de inoculagdo neste ensaio respirométrico foi
semelhante ao ensaio apresentado na Seccéo 2.6.1, com excep¢ao da adicao
dos diferentes co-substratos: manganés, acido ascorbico e a-cetoglutarato a
fim de atingir uma concentragdo final de 1,18 pM, 200 pM e 1 mM,
respectivamente.

2.8. Comparacao da eficiéencia de degradacao do herbicida pelo
Penicillium face a diferentes concentracoes salinas em cultura submersa.

O Penicillium chrysogenum CLONA2 foi descrito como sendo um
microrganismo halotolerante, podendo crescer quer na auséncia, quer na
presenca de 5,9% de NaCl (Leitdo et al, 2007). Atendendo ao exposto, foram
realizados varios ensaios em cultura liquida com o Penicillium em meio minimo
mineral com diferentes concentragdes salinas na presenca 2,4-D para avaliar a

influéncia do sal na biodegradacao do herbicida.

O pré-indeulo utilizado para estes ensaios foi preparado com as respectivas
concentragdes salinas: 0%, 2% e 5,9% de NaCl (p/v). Ao fim das 72 horas de
incubagéo do pré-indculo em meio complexo, foi centrifugado 10 mL durante 15
minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado, sendo acrescentado 10
mL de uma solugéo estéril de 0,85% NaCl (p/v) para a lavagem das células e

centrifugado por mais 15 minutos a 4000 rpm.

No final da lavagem das células, o sobrenadante foi descartado, sendo o
volume aferido para 10 mL com o meio minimo mineral preparado com as
respectivas concentracées salinas 0%, 2% e 5,9% de NaCl (p/v). As
fermentagdes foram realizadas em erlenmeyeres de 250 mL com um volume
final de 50 mL com 50 mg/L do acido 2,4-diclorofenoxiacético e 1,18 uM de
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manganés. Posteriormente os erlemeyeres foram incubados a 25 °C e 160

rpm.

Foram retirados dois erlenmeyeres dos respectivos ensaios (0%, 2% e
5,9% de NaCl) apdés 72 horas para analisar a concentragdo de 2,4-D por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

2.9. Fermentacao em cultura submersa: efeito combinado de diferentes
concentracdoes salinas com a adicao conjunta do manganés, acido
ascorbico e acido acetoglutarico na degradacao do herbicida.

Para comparar a influéncia dos co-substratos na degradacédo do 2,4-D em
diferentes concentragbes salinas, foi realizado um ensaio conforme
apresentado na Seccao 2.8, com a modificacdo da adicao simultanea de 1,18
UM de manganés, 200 uM de &cido ascérbico e 1 mM a-cetoglutarato na
presenca de 50 mg/L de 2,4-D.

2.10. Fermentacao em cultura submersa: efeito da adicao de um acucar
como fonte de carbono suplementar na degradacao do herbicida.

Foram realizados ensaios em cultura submersa em meio minimo mineral
com diferentes agucares como fonte de carbono suplementar para averiguar a
influéncia na biodegradacao do 2,4-D pelo Penicillium. As fontes de carbono

escolhidas para o ensaio foram a sacarose, lactose e glicose.

Preparou-se previamente o meio minimo mineral com 2% de NaCl, sendo

acrescentado, separadamente, 2% de sacarose, 2% de glicose e 2% de lactose
(p/v).

O pré-inéculo foi preparado em meio complexo com 2% de NaCl. Apds as
72 horas de incubacgéo as células foram recolhidas e lavadas com uma solugéo
de 0,85% de NaCl (p/v). Posteriormente o sobrenadante foi descartado, sendo
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o volume aferido para 10 mL com meio MMFE com 2% de NaCl e as

respectivas fontes de carbono suplementares.

Em cada erlenmeyer, foi adicionado 40 mL do meio MMFE com 2% de
NaCl, 10 mL do in6culo e 100 mg/L de 2,4-D. Os erlenmeyeres foram
cultivados de forma aerébia em uma incubadora a 25 °C e 160 rpm. Foram
retiradas duas amostras diarias para analise por HPLC até a observarvagao de

lise celular.

2.11. Fermentacao em cultura submersa: Comparacao da degradacao do
2,4-D face a adicao de diferentes co-substratos

Foram realizados ensaios em cultura submersa em meio minimo alternativo
com 2% de NaCl, com a adicdo de &cido ascorbico, a-cetoglutarato e
manganés como co-substratos para analisar a influéncia na biodegradacao do
2,4-D.

Os ensaios prosseguiram de forma semelhante ao protocolo descrito na
Secgédo 2.10, com excepg¢ao dos agucares € com 0 acréscimo, separado, das
solugdes de 2,4-D, manganés, a-cetoglutarato e &cido ascérbico para
concentracéo final de 40 mg/L, 1,18 pM, 1 mM e 200 uM, respectivamente.

2.12. Fermentacao em cultura submersa: biodegradacao do 2,4-D na
presenca de a-cetoglutarato em meio com diferentes valores do pH
inicial: pH de 5,70, pH de 7,00 e pH tamponado a 6,50.

Nos ensaios para optimizar a biodegradacdo do 2,4-D foram testados
diferentes pH inicial do meio minimo mineral com a presenga do co-substrato a-

cetoglutarato.

No ensaio com pH 7,0 foi preparado meio minimo mineral com 2% de
NaCl, sendo ajustado o pH para 7,00. J& nos ensaios com a adi¢gdo do tampao
pH 6,50, foram adicionados ao meio MMFE 8 g/L de NaH.PO4 (MERCK, 99%,
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Alemanha) e 9,47 g/L de Na,HPO, (MERCK, 99%, Alemanha ) para uma
particdo final de 80:20 respectivamente (Thompson, 2004). Os meios foram
previamente esterelizados a temperatura de 121 °C durante 21 minutos.

O procedimento de preparacdo do inoculo foi semelhante ao descrito na
Seccgéo 2.8.

Colocou-se 10 mL do in6culo e 40 mL dos respectivos meios MMFE em
erlenmeyers estéreis de 250 mL de capacidade. Posteriormente foi adicionado
40 mg/L de 2,4-D e 1 mM do a-cetoglutarato.

As culturas foram incubadas em condi¢coes aerobias durante 48 horas a
25 °C e a 160 rpm. Foram retiradas duas amostras de hora a hora até as 10
horas de cultura, e as 15, 22, 27, 31, 36 e 48 hrs de incubacéo para analise no
HPLC, determinagéo do pH e biomassa.

2.13. Determinacao do pH

O pH dos sobrenadantes foi determinado através de um eléctrodo de pH
CRISON (Modelo MicropH2001) com o intuito de seguir a variagdo do pH
durante a biodegradacgao do 2,4-D.

A fotografia do electrodo de pH encontra-se apresentada na Figura 2.6.

Figura 2.6 - Electrodo de pH CRISON (Modelo MicropH2001).
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2.14. Estimativa da biomassa

A biomassa microbiana foi estimada pelo método gravimétrico. As
amostras foram filtradas com filtro SCHLEICHER e SCHUELL (modelo
MicroScience GmbHS595, Alemanha), e o filtrado foi recolhido para analise do
pH. Posteriormente o pellet foi seco em estufa MEMMERT (sem definicdo do
modelo) a 90 °C durante 24 horas, arrefecido durante 24 horas e, portanto,
pesados em uma balanga DENVER INSTRUMENT COMPANY (modelo TR-
204).

A Figura 2.7 apresenta as fotografias da estufa e da balanca utilizadas
para a determinacdo da biomassa.

Figura 2.7 - Painel A: Estufa MEMMERT; Painel B: Balanga DENVER INSTRUMENT
COMPANY (modelo TR-204).

2.15. Determinacao analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

A cromatografia € um meétodo fisico-quimico de separagdo no qual os
constituintes da amostra sao particionados entre duas fases, uma estacionaria
e a outra numa fase mével que percola através da primeira. A fase estacionaria
empregada pode ser um solido ou um liquido, enquanto que a fase mével pode
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ser um fluido liquido ou um gas. Apés transitar pela fase estacionaria, por um
percurso de distancia adequadamente escolhido, os componentes da amostra
separam-se, sendo monitorizados pelo detector: desde o componente menos

retido ao ultimo componente retido pela fase estacionéria (Collins et al., 1993).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é efectuada através da injeccao de
uma pequena quantidade de amostra liquida no fluxo da fase mével, que passa
através de uma coluna contendo particulas sélidas inertes de reduzidas
dimensdes (fase estacionaria) devido a velocidade uniforme e a presséo
elevada que pode ir desde os 500 aos 5000 psi (Skoog et al., 1996).

A separacao dos diversos componentes que constituem a amostra depende
dos diferentes graus de retencao de cada um desses componentes na coluna.
O factor de capacidade de cada componente da amostra que é retido na coluna
€ definido pela razdo entre o tempo de permanéncia do soluto na fase
estaciondria e o tempo da sua permanéncia na fase mével (Skoog et al., 1996)

Apés a andlise da amostra através da técnica de HPLC, obtém-se um
cromatograma que consiste num grafico que exibe a resposta do detector em
funcdo do tempo de eluicdo. Cada um dos componentes que constituem a
amostra analisada pode ser identificado qualitativamente através do tempo de
retencao (Tgr) que corresponde ao tempo de permanéncia na fase estacionaria.
A identificacdo qualitativa é obtida por comparacao entre o valor de Tg do
componente em analise e o respectivo Tr de padrdes previamente analisados
(Skoog et al., 1996).

A é&rea obtida em cada pico no cromatograma é proporcional a
concentracdo do componente na amostra original em analise. Se 0s picos
obtidos forem bem definidos e a velocidade do fluxo for cuidadosamente
controlada, a area do pico é proporcional a concentragdo do componente em
estudo. Desta forma, deve-se determinar previamente uma recta de calibragéo,
tracando uma representacdo grafica da area dos picos em fungdo da
concentragcao de uma série de padrdes analisados (Skoog et al., 1996).
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A Figura 2.8 apresenta uma fotografia do HPLC utilizado nas analises do
herbicida 2,4-D.

Figura 2.8 - Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) MERCK HITACHI, Modelo Lachron
(Interface D-7000, Detector UV L7400 e Bomba L-7100).

2.15.1. Condicoes cromatograficas para analise

Preparou-se previamente uma solugdo tampao pH 4,00 com 6 g/L de
K:HPO4 (BDH CHEMICALS LTDA, pureza de 97,5%, Inglaterra) e 3 mL/L de
H3;PO,4 (FISHER SCIENTIFIC, pureza de 86,1%, Alemanha), aferido o pH para
4,00. A solucao tampao foi filtrada duas vezes em filtro de membrana celulésica
(WHATMAN, referéncia n® 10407312, Alemanha) com poros de 45 pym e
desgaseificado no banho de ultra-som (SELECTA, modelo N631 1/3) durante
25 minutos (Thompson, 2004). O tempo maximo da funcdo tamponante
detectada foi de 48 horas.

Foram utilizados dois métodos para a analise cromatografica do 2,4-D, um
método com gradiente e um método isocratico. A fase mével para os dois
métodos foi constituida pela solugdao tampao pH 4,00 e acetonitrilo (LAB-SCAN,
99,9%, Irlanda) em diferentes particdes.
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As condicdes do equipamento utilizadas para as andlises cromatogréficas,
quer seja com o meétodo gradiente quer seja com o método isocratico,
encontram-se identificadas no Quadro 2.1.

Quadro 2.1 - Condigdes cromatograficas utilizadas nas analises do 2,4-D.

Condicoes cromatograficas utilizadas

Fase movel Solugdo tampdo pH 4,00 e
acetonitrilo

Tamanho da coluna 4,6 mm X 250 mm

Diamétro das particulas da coluna 5,0 um ODS2

Temperatura Ambiente

Caudal 1 mL/min

Volume de amostra 20 pL

Detector L-7400

Comprimento de onda 230 nm

Para as andlises realizadas com o método gradiente foi utilizado um
aumento crescente da solugdo de acetonitrilo, conforme apresentado no
Quadro 2.2. As analises neste método permitiram verificar a presenca do pico
cromatografico correspondente ao 2,4-diclorofenol bem como os picos
intermediarios existentes que caracterizam a biodegradacao do herbicida em
estudo.

Quadro 2.2 - Particao da fase mével utilizada nas analises do 2,4-D pelo método

cromatografico gradiente. Tempo de corrida de 20 minutos.

Tempo (minutos) Tampao pH 4,00 (%) Acetonitrilo (%)

0 70 30
6,0 60 40
12 50 50
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Ja para amostras analisadas com o método isocratico, foi utilizado uma
particdo 70:30 de solugédo tampao pH 4,00 e acetonitrilo, com um tempo de

corrida de 12 minutos.

2.15.2. Recta de calibracao

Para se obter a curva de calibracdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético,
tracou-se um grafico tendo por base os valores obtidos da andlise de padroes
(valores em duplicado inidividuais presentes no anexo lll), cujos dados relativos
as suas concentragdes e area do pico obtida estdo descritos no Quadro 2.3.

Quadro 2.3 - Dados obtidos na preparacao da recta de calibragéo do 2,4-D

Concentracao dos padroes

de 2,4-D (mg/L) Area do pico (Média)

5 141171,00 + 49,50

20 549666,00 + 10237,49
30 851171,00 + 2405,58
40 1263063,50 + 2870,15
50 1518681,50+ 4114,65
60 1828284,50 + 1270,67
75 2469079,50+ 14886,72
90 2947545,50 + 75386,60
100 3198097,50 + 17296,54
120 3796397,50 + 46978,76

Com os resultados do Quadro 2.3, construiu-se um grafico através da
regressao linear, com auxilio do programa excel. O grafico obtido encontra-se

na Figura 2.9.
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Recta de calibragao y=32735x- 75285
R#=0,9977
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Figura 2.9 - Recta de calibragao para analise cromatografica do acido 2,4-diclorofenoxiacético,
programa Excel 2007.

Por regressao linear obteve-se a equagéo da recta y = 32739x — 75285
que define a recta de calibragao para o acido 2,4-diclorofenoxiacético.

Foi realizado duas rectas de calibragdes: uma com o método gradiente e
outra com o método isocratico. Como néo foi observado diferenca significativa
entre ambas, optou-se pela utilizagcdo da recta de calibragao realizada pelo

método isocréatico para a quantificacdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético.
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CAPITULO III

3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.1.Crescimento em meio sélido face a diferentes concentracées salinas

A estirpe do Penicillium foi previamente isolada a partir de uma mina de
sal no Sul de Portugal. Com base na halotolerancia apresentada do P.
chrysogenum CLONAZ2, foi investigado o efeito combinado do &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) com diferentes concentragdes salinas no seu

crescimento em meio solido.

Os resultados individuais obtidos e as equacdes da recta utilizadas para
o calculo da taxa de crescimento apical encontram-se presentes no anexo IV e
V, respectivamente. O Quadro 3.1 apresenta a média do crescimento apical em
mm de Penicillium durante 168 horas de incubacdo a 25 °C com diferentes
concentracdes salinas de cloreto de sodio (NaCl).
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Quadro 3.1 - Média do crescimento apical do Penicillium em diferentes concentragdes de cloreto de sédio (NaCl) combinado com diferentes concentragdes

de 2.4 D.

Concentracao 72 Horas 96 Horas 120 Horas 144 Horas 168 Horas
2,4-D NaCl CA* NaCl CA* NaCl CA* NaCl CA* NaCl CA*
(%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm)
0 15,3 +0,3 0 20,5+0,2 0 253+04 0 31,608 0 37,106

Control 2 18,7 +0,3 2 26,9 10,3 2 35,3 10,5 2 42,4 10,5 2 50,2 0,6
5,9 14,1 z0,6 5,9 19,8 20,6 5,9 25,1 0,6 5,9 33,1 0,4 59 38,8 0,7

0 15,3 20,4 0 19,8 20,9 0 25,1 10,2 0 31,1 0,3 0 37,3 0,3

10 mg/L 2 17,7 20,5 2 25,5 +0,7 2 33,9 +0,5 2 40,9 +0,8 2 48,8 +0,4
5,9 13,8 0,9 5,9 19,6 +0,9 5,9 24,8 +0,5 5,9 32,8 +0,6 59 38,8 0,7

0 14,1 20,3 0 19,6 0,3 0 24,6 10,5 0 31,3 0,4 0 37,3 0,2

100 mg/L 2 18,1 20,4 2 25,9 +0,7 2 34,8 +1,0 2 41,2 +1,0 2 47,8 +0,5
5,9 13,8 20,3 5,9 19,8 +1,0 5,9 24,3 10,7 5,9 33,0 £1,0 59 38.8 0,2

0 13,3 0,7 0 18,0 0,8 0 23,5 0,5 0 29,6 0,5 0 32,5 1,0

300 mg/L 2 16,1 20,5 2 23,3 +0,6 2 31,5 +0,5 2 37,7 +0,7 2 46,2 +0,4
5,9 12,8 0,5 5,9 18,3 +0,6 5,9 23,3 0,7 5,9 31,1 +0,6 59 37,3 20,5

0 13,1 +0,4 0 17,5 10,5 0 21,8 10,4 0 27,1 20,7 0 30,0 +0,7
500 mg/L 2 14,6 +0,5 2 21,0 20,5 2 27,3 10,8 2 34,3 +1,0 2 41,4106
5,9 10,3 z0,8 5,9 15,0 0,4 5,9 19,0 0,5 5,9 24,8 0,4 59 30,5 20,6

0 7,30 +1,0 0 10,1 20,7 0 14,6 0,4 0 23,8 10,4 0 25,1 0,4

1000 mg/L 2 8,88 +0,4 2 14,1 20,8 2 18,1 0,5 2 23,1 +11 2 29,5 +0,7
5,9 6,00+0,6 5,9 9,00 #0,5 5,9 12,8 0,7 5,9 17,8 0,5 59 22,3 +0,8

*CA: Crescimento apical
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A taxa de crescimento apical (mm/h) do P. chrysogenum foi determinada
por uma regressao linear dos diametros (mm) em funcdo do tempo (horas)
usando o programa excel. Os resultados da taxa de crescimento apical
encontram-se no grafico apresentado na Figura 3.1.
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Figura 3.1 - Comparagao das taxas de crescimento apical do P. chrysogenum CLONAZ2 entre
diferentes condigdes salinas e diferentes concentragdes de 2,4-D em meio CDA. O diametros
das colonias foram determinados tomando como referéncia a borda externa branca das

colénias durante 7 dias a 25 °C.

Como pode ser observado na Figura 3.1, o microrganismo apresentou
maior crescimento nos ensaios com 2% NaCl, sendo superior em todas as
concentracbes de 2,4-D ensaiadas, com excepg¢ao da concentragcao de 1000
mg/L, cujo resultado foi semelhante ao de 0% de NaCl.

Estes resultados demonstram a capacidade do P. chrysogenum de
crescer em presenca de um herbicida, observou-se, contudo, uma maior
inibicdo em concentragdes salinas elevadas. No entanto, o microrganismo
apresentou capacidade para crescer em presenga de dois factores negativos
ao seu crescimento: elevadas concentragdes salinas e toxicidade do 2,4-D.
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Apesar das diferencas no desenvolvimento microbiano entre o meio
solido e o meio liquido, a concentragao salina de 2% de NaCl foi a éptima para
qualquer uma das condi¢cdes. Deste modo, seleccionou-se a concentracao

salina de 2% para os testes seguintes em meio sélido.

3.2. Crescimento em meio sélido face a diferentes fontes de carbono

A adicdo de minerais ou de fontes de carbono tem sido utilizada para
aumentar a taxa ou o grau de degradacao de xenobidticos, incluindo bifenilos
policlorados (Bedard e Haberl, 1990) e pesticidas como piretréides sintéticos
(Grant e Betts, 2001) e o &cido 2,4-diclorofenoxiacético (Papanastasiou e
Maier, 1982).

Ha evidéncias que, se o xenobidtico presente ndo foi suficiente para
activar a producédo de enzimas, entdo a sua degradacao pode, por vezes, ser
auxiliada por processos de co-metabolismo (Limbert e Betts, 1994). A
degradacao do xenobidtico é entdo, aumentada na presenca de outro substrato
(Harder e Dijkhuizen 1982), onde o microrganismo opta pelo uso do substrato
complementar como fonte de energia até a adaptacdo enzimatica necessaria

para a transformacao e degradacao do téxico presente (Dalton e Stirling, 1982).

Grant e Betts (2001) mostraram que o uso de um agucar como fonte de
carbono suplementar favoreceu os mecanismos de degradacdo necessarios
para a desintoxicagdo de piretréides sintéticos por Pseudomonas sp.
Atendendo ao exposto, foram realizados véarios ensaios de modo a investigar o
comportamento do P. chrysogenum na presenga do acido 2,4-
diclorofenoxiacético combinado com outras fontes de carbono em meio solido
com 2% de NaCl, concentracdo salina considerada 6ptima de acordo com os
ensaios apresentados na Secgéo 3.1.

Os ensaios foram realizados em meio sélido sem a suplementagdo de
acucares e com a suplementacdo de trés fontes de carbono na presencga de
diferentes concentragoes de 2,4-D: glicose, sacarose e lactose.
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Os resultados individuais dos ensaios apresentados na Seccoes
seguintes encontram-se presentes no anexo VI e a recta de regressao Linear
utilizadas nos célculos da taxa de crescimento apical (mm/h) encontram-se no

anexo VII.

3.2.1. Meio solido sem suplementacao de acucar

Para a realizagdo dos ensaios em meio sélido sem a suplementacao de
agucar, preparou-se o0 meio soOlido com a composi¢do idéntica ao meio
Czapeck, excepto a sacarose. Deste modo, a adicao de 2,4-D representou a
unica fonte de carbono disponivel no meio sélido, permitindo avaliar o efeito do

herbicida no crescimento apical do P. chrysogenum CLONA2.

O Quadro 3.2 apresenta a média do crescimento apical (mm) em

diferentes concentracdes de 2,4-D como unica fonte de carbono.

Quadro 3.2 - Média do crescimento apical do Penicillium em meio sélido na presenga do 2,4-D
como Unica fonte de carbono.

Amostras 72 Horas 96 Horas 120 Horas 144 Horas 168 Horas

Control 11,1 0,6 15,8 20,6 21,0 0,7 26,6 10,4 33,5 0,4
10 mg/L 10,0 0,3 15,3 +0,4 20,3 06 25,0 07 31,5 04
25 mg/L 10,8 +0,7 16,0 1,0 21,0 10,7 26,6 0,9 33,5 10,9
50 mg/L 9,5 10,4 15,5 10,6 20,0 0,7 25,6 10,5 32,6 0,6
100 mg/L 9,2 +04 14,5 0,4 19,6 0,4 25,6 0,9 32 ,0:0,6
300 mg/L 9,0 0,7 13,6 20,2 18,0 20,7 23,3 0,7 29,5 0,7
500 mg/L 8,0 10,50 12,1 20,9 16,3 20,6 21,6 +1,0 28,0 1,0
1000 mg/L  *N.C *N.C *N.C *N.C *N.C

* N.C: Nao apresentou crescimento

Como pode ser observado nos dados presentes no Quadro 3.2, o
microrganismo foi capaz de crescer em concentracdes de até 500 mg/L do

herbicida, contudo, nédo foi observado crescimento em concentragdes de 1000
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mg/L. Desta forma, a estirpe do Penicillium em estudo tem a capacidade de
tolerar concentragcbes até 500 mg/L com o 2,4-D como Unica fonte de carbono

em meio sélido.

Em analise a Figura 3.2, foi observado uma inibicao de
aproximadamente 5% da taxa de crescimento apical (mm/h) nas amostras que
continham 10 mg/L de 2,4-D. Quando a concentragao foi elevada para 25 mg/L,
50 mg/L e 100 mg/L, a velocidade de crescimento das hifas foi semelhante ao
controlo, nao apresentando diferenga significativa. Entretanto, nas
concentracées de 300 mg/L e 500 mg/L foi observado uma inibicdo de 8% e
10%, respectivamente. J& em concentragdes de 1000 mg/L, houve uma
inibigdo de 100% no crescimento do fungo, demonstrando a toxicidade do 2,4-

D para o Penicillium a concentra¢des elevadas do herbicida.
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Figura 3.2 - Taxa de crescimento apical do P. chrysogenum CLONA2 entre diferentes
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concentragbes de 2,4-D em meio czapeck sem outra fonte de carbono. Os didmetros das
colbénias foram determinados tendo como referéncia a borda externa branca das colénias
durante 7 dias a 25 °C. O controlo é referente a0 mesmo meio utilizado com excepgao da
adicao do herbicida.

Pode-se dizer que em meio soélido, o acido 2,4-diclorofenoxiacético nao

estimula o crescimento do P. chrysogenum como fonte de carbono, visto que o
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crescimento foi semelhante ao controlo, porém, foi possivel observar que em
concentracées de até 500 mg/L o microrganismo apresenta resisténcia ao
herbicida.

3.2.2. Meio solido suplementado com 2% de glicose

Para avaliar o efeito da glicose como fonte de carbono suplementar,
foram usadas diferentes concentracdes de 2,4-D com 2% de glicose e 2% de
NaCl em meio sélido.

O Quadro 3.3 apresenta a média do crescimento apical (mm) do P.

chrysogenum em presenca de duas fontes de carbono (2,4-D e glicose).

Quadro 3.3 — Média do crescimento apical (mm) do Penicillium em meio sélido na presencga de
2,4-D com 2% de glicose.

Amostras 72 Horas 96 Horas 120 Horas 144 Horas 168 Horas

Control 15,0 205 20,8 05 38,3 0,4 42,3 06 48,0 0,6
10 mg/L 16,1 04 21,0 +1,3 39,0 10,7 43,1 0,7 48,6 0,8
25mg/L 15,0 +1,0 20,3 08 37,5 05 41,5 +10 46,6 +1,0
50 mg/L 13,8 10,6 18,0 20,9 35,7 0,8 39,5 +15 44.5 111
100 mg/L 14,0 07 19,1 0,7 36,3 +1,0 39,0 +1,0 44,3 10,7

300 mg/L 13,0 =05 18,0 20,7 24,0 1,1 37,6 10,4 42,3 0,5
500 mg/L  *N.C *N.C *N.C *N.C *N.C
1000 mg/L *N.C *N.C *N.C *N.C *N.C

* N.C: Nao apresentou crescimento.

O P. chrysogenum apresentou crescimento em concentracdes de até
300 mg/L, sendo totalmente inibido em concentragdes mais elevadas. A adicao
da glicose como fonte suplementar inibiu o crescimento do microrganismo para
concentragbes de 500 mg/L de 2,4-D, facto que nao foi observado quando foi

exposto ao acido 2,4-diclorofenoxiacético como unica fonte de carbono.
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Os resultados da taxa de crescimento apical (TCA) encontram-se
apresentados na Figura 3.3.

A concentragdo de 10 mg/L nao interferiu no crescimento do Penicillium,
quer de forma positiva, quer de forma negativa. Ja quando a concentracao de
2,4-D foi aumentada, observou-se um crescimento inferior das hifas, em
relacdo ao controlo, de aproximadamente 3,5% para 25 mg/L, 5% para 50
mg/L, 9% para 100 mg/L e 10,5% para 300 mg/L. A suplementagcao da glicose
favoreceu a inibicao total do crescimento do microrganismo na presenca de

concentracdes de 500 mg/L e 1000 mg/L do xenobidtico em estudo.
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Figura 3.3 - Taxa de crescimento apical do P. chrysogenum CLONA2 a diferentes
concentragbes de 2,4-D em meio czapeck, sem sacarose e suplementado com 2% de glicose.
Os didmetros das col6nias foram determinados tendo como referéncia a borda externa branca
das coloénias durante 7 dias a 25 ¢ C. O controlo é composto pelo mesmo meio utilizado, sem a
adicao do 2,4-D.

Como pode ser observado na Figura 3.4, os esporos produzidos pelo P.
chrysogenum CLONA2 em meio com glicose, eram de cor branca e sem a
producdo de pigmentos na parte superior. Estas caracteristicas foram
detectadas em todas as placas, incluindo o controlo, indicando que este
comportamento é devido a presenca da glicose e ndo do acido 2,4-

diclorofenoxiacético.
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Figura 3.4 - Efeito de diferentes concentracdes de 2,4-D na morfologia do P. chrysogenum

CLONA2 ao fim de 168 horas de incubagao a 25 °C com glucose (l). Painel A: Controlo sem
2,4-D; Painel B: 10 mg/L de 2,4-D; Painel C: 25mg/L de 2,4-D; Painel D: 50mg/L de 2,4-D;
Painel E: 100mg/L de 2,4-D; Painel F: 300 mg/L de 2,4-D.

63



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Nas placas que continham o pesticida foi detectado um maior
crescimento das hifas na vertical, ou seja para cima, indicando uma possivel
proteccdo do microrganismo devido a toxicidade do 2,4-D. Isto pode ser
observado na Figura 3.5, que apresenta uma borda branca mais ampla no
controlo devido ao crescimento na horizontal e uma borda branca menor nas
placas que continham o herbicida, cujo o desenvolvimento das hifas foi superior

na vertical.

AR

Figura 3.5 - Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D na morfologia do P. chrysogenum
CLONA2 em meio sélido ao fim de 168 horas de incubagdo a 25 °C (ll). Parte detras das
placas. Painel A: Controlo sem 2.4-D; Painel B: 50 mg/L de 2,4-D; Painel C: 100 mg/L de 2,4-D.

3.2.3. Meio solido suplementado com 2% de lactose

Para estudar o efeito da lactose como fonte de carbono suplementar,
combinou-se diferentes concentragdes de 2,4-D com 2% de lactose.

O Quadro 3.4 apresenta a meédia do crescimento apical (mm) de
Penicillium em meio sélido com diferentes concentragbes de 2,4-D e

suplementado com lactose.
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Quadro 3.4 - Média do crescimento apical (mm) do Penicillium em meio sélido suplementado
com 2% de lactose.

Amostras 72 horas 96 Horas 120 Horas 144 Horas 168 Horas

Controlo 12,504 18,6 209 24,6 1,2 34,0 +18 41,0 +0,8
10mg/L 11,504 16,8 0,7 25,8 0,7 31,6 04 42.0 0,7
25mg/L 13,004 18,0 x0,7 24,0 +06 37,0 +1,1 42,5 10,4
50mg/L 13,005 18,0 205 24,5 +10 36,5 0,6 41,5 +1,0
100 mg/L 12,906 17,5 06 24,0 06 36,0 05 42,6 07
300 mg/L 9,5 05 14,6 0,7 22,0 05 35,8 0,7 40,0 0,7
500 mg/L *N.C *N.C *N.C *N.C *N.C
1000 mg/L *N.C *N.C *N.C *N.C *N.C

*N.C: Nao apresentou crescimento

Como pode ser observado no Quadro 3.4, o P. chrysogenum apresentou
crescimento em concentracdes de até 300 mg/L, sendo totalmente inibido para
concentragbes mais elevadas. Assim como no caso da adicdo da glicose, 0
acréscimo da lactose como fonte suplementar inibiu o crescimento do
microrganismo em concentragcdes superiores a 300 mg/L, facto que néao foi
observado quando foi exposto ao acido 2,4-diclorofenoxiacético como Unica

fonte de carbono.

Os resultados da taxa de crescimento apical (TCA) encontram-se

apresentados na Figura 3.6.

O acréscimo da lactose ao meio favoreceu o crescimento do Penicillium
em relacdo ao controlo, facto que nao foi observado na adicdo de outros
acucares. Apesar das hifas apresentarem maior fragilidade, o fungo foi capaz
de crescer melhor, dependendo da concentragdo de 2,4-D no meio, sendo este
crescimento superior ao controlo em aproximadamente: 5% para 10 mg/L, 8%
para 25 mg/L, 50 mg/L e 100 mg/L; e de 13% para 300 mg/L de 2,4-D. Estes
resultados sugerem que a combinagdo da lactose com o 2,4-D favorece o
desenvolvimento do fungo em meio sdélido. Em contrapartida, para
concentragbes superiores a 300 mg/L foi observado uma inibicdo do

crescimento em 100%.
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Figura 3.6 - Taxa de crescimento apical do P. chrysogenum CLONA2 a diferentes
concentragdes de 2,4-D em meio czapeck (sem sacarose) suplementado com 2% de Lactose.
Os diametros das colénias foram determinados tomando como referéncia a borda externa
branca das colénias durante 7 dias a 25 ° C. O controlo refere-se ao meio sem a adi¢do do
herbicida.

Como pode ser observado na Figura 3.7, os esporos produzidos pelo P.
chrysogenum foram diferentes do controlo quando crescidos em meio
suplementado com 2,4-D. O controlo apresentou esporos brancos nas bordas e
verdes ao centro. Ja as placas que continham 2,4-D apresentaram esporos
brancos, e o seu crescimento fez-se mais na horizontal, com as hifas presentes
nas bordas quase transparentes. No centro das placas observou-se pigmentos
com coloragao alaranjado.
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Figura 3.7 - Efeito de diferentes concentragbes de 2,4-D combinados com lactose na

morfologia do P. chrysogenum CLONAZ2 no fim de 168 horas de incubagao a 25°C. Painel A:
Controlo sem 2,4-D; Painel B: 10 mg/L de 2,4-D; Painel C: 25 mg/L de 2,4-D; Painel D: 50 mg/L
de 2,4-D; Painel E: 100 mg/L de 2,4-D; F: 300 mg/L de 2,4-D.

67



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

A producao do pigmento no centro das placas mostrou ser dependente
da concentracao do herbicida, a medida que a concentracao de 2,4-D aumenta

a producao do pigmento também aumenta.

3.2.4. Meio solido suplementado com 2% de sacarose

Para a andlise do efeito da sacarose como fonte de carbono
suplementar, realizou-se uma série de ensaios combinando diferentes

concentragdes de 2,4-D com 2% de sacarose.

O Quadro 3.5 apresenta a média do crescimento apical (mm) do
Penicillium em diferentes concentracbes de 2,4-D em meio so6lido

suplementado com sacarose.

Quadro 3.5 - Crescimento apical (mm) do P. chrysogenum em meio sélido na presenga de 2,4-
D e sacarose como fontes de carbono.

Amostras 72 horas 96 Horas 120 Horas 144 Horas 168 Horas

Controlo 18,5 0,4 27,0 05 35,5 0,7 42,3 0,8 51,2+0,7
10 mg/L 17,5 0,9 25,5 109 34,0 06 40,6 1,1 48,6 0,6
25 mg/L 18,2 +0,5 26,3 05 33,9 06 40,5 0.4 48,6 0,6
50 mg/L 18,6 20,6 26,9 107 34,5 104 41,1 0,7 47,7 0,7
100 mg/L 18,0 0,7 25,8 +1,2 35,0 +1,0 41,8 +1,2 49,5 0,4
300 mg/L 16,0 20,5 23,3 0,5 31,5 04 37,6 0,8 46,3:0,6

500 mg/L 14,5 0,6 21,0 +0;3 27,4 10,9 34,2 +0,9 41,5 +07
1000 mg/L 8,9 05 14,5 0,4 18,1 05 23,2 105 29,5 05

Como pode ser observado no Quadro 3.5, o P. chrysogenum apresentou
crescimento em concentragdes de até 1000 mg/L. Esta tolerancia demonstra
uma protecgdo da sacarose frente a toxicidade do 2,4-D, facto que néao foi

observado com nenhuma outra fonte de carbono.

Os resultados da taxa de crescimento apical encontram-se
apresentados na Figura 3.8.
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Figura 3.8 - Taxa de crescimento apical do P. chrysogenum CLONA2 a diferentes
concentragdes de 2,4-D em meio czapeck suplementado com 2% de sacarose. Os diametros
das colonias foram determinados tomando como referéncia a borda externa branca das
colbnias durante 7 dias a 25 °C. O controlo refere-se ao mesmo meio sélido utilizado, com
excepgao da adigao do 2,4-D.

Como pode ser observado na Figura 3.8, a concentracdo de 10 mg/L
nao influenciou o crescimento do Penicillium, sendo este semelhante ao
controlo. J& quando a concentracdo foi elevada para 25 mg/L e 50 mg/L
apresentou uma inibicdo de aproximadamente 4% e 7%, respectivamente.
Curiosamente quando a concentracao foi elevada para 100 mg/L, a taxa de
crescimento apical voltou a ser semelhante ao controlo, ou seja, como se nao
apresentasse qualquer efeito negativo no crescimento do Penicillium. Para
eliminar qualquer duavidas sobre uma possivel falha humana durante a
execugcao dos ensaios, os testes foram novamente repetidos e os resultados
obtidos foram semelhantes aos anteriores.

Quando a concentragéo foi elevada para 300 mg/L, 500 mg/L e 1000
mg/L a inibicdo foi novamente detectada, sendo aproximadamente 4,5%, 14%
e 36%, respectivamente. A Figura 3.9 apresenta fotografias das placas apds
168 horas de incubacao a 25°C.
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Figura 3.9 - Efeito de diferentes concentracées de 2,4-D combinado com sacarose na
morfologia do P. chrysogenum CLONAZ2 ao fim de 168 horas de incubagao a 25°C. Painel A:
Controlo sem 2,4-D; Painel B: 10 mg/L de 2,4-D; Painel C: 50 mg/L de 2,4-D; Painel D: 300
mg/L de 2,4-D; Painel E: 500 mg/L de 2,4-D; Painel F: 1000 mg/L de 2,4-D.
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As placas apresentaram diferencas significativas em termos de
pigmentacao ap6s 168 horas de incubacdo. Como observado na Figura 3.9,
houve um incremento alaranjado no pigmento produzido em concentracdes
crescentes do herbicida. Possivelmente, estes resultados sdo devido ao efeito
inibitério do 2,4-D no crescimento do P. chrysogenum CLONAZ2.

3.2.5. Comparacao do crescimento do Penicillium em meio sélido entre as
diferentes fontes de carbono utilizadas.

Os resultados obtidos da taxa de crescimento apical (mm/h) dos ensaios
realizados em meio sélido com diferentes fontes de carbono foram dispostos

em forma de grafico e encontram-se presentes na Figura 3.10 para melhor
visualizacao.
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Figura 3.10 - Taxa de crescimento apical (mm/h) de todas as amostras em meio sélido com
diferentes fontes de carbono.
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Como se pode observar na Figura 3.10, a combinagéo da glicose com o
2,4-D favoreceu o maior crescimento do microrganismo em comparagcao com
os resultados obtidos sem fonte de carbono suplementar. Esta diferenga no
crescimento do Penicillium foi expressa em percentagem, tendo-se obtido
aproximadamente 57% para 10 mg/L, 52 % para 25 mg/L, 49% para 50 mg/L,
43% para 100 mg/L e 41% para 300 mg/L.

A glicose foi a fonte de carbono que permitiu o melhor crescimento do
microrganismo em concentracées de até 50 mg/L de 2,4-D. Porém, quando
esta concentracao foi elevada a 100 mg/L e 300 mg/L foi observado uma
inibicdo na taxa de crescimento apical, até a interrupgao do crescimento para
concentragdes de 500 mg/L e 1000 mg/L.

Apesar da presenca da lactose nao ter favorecido o crescimento do
fungo nas diferentes concentragcdes do herbicida em relacdo a adicdo da
sacarose e glicose, este aclcar permitiu um maior crescimento, tendo este sido
observado na concentragao de 300 mg/L, sendo o valor superior ao obtidos nas
outras duas fontes de carbono estudadas.

A suplementacdo com a sacarose foi a Unica capaz de favorecer o

crescimento do Penicillium em concentragdes de até 1000 mg/L.

Este ensaio permitiu concluir que a adicdo de diferentes fontes de
carbono intereferem no crescimento do Penicillium: a presenga da Lactose
favorece o crescimento do fungo em meio sélido na presenca do 2,4-D; a
presencga da glicose permitiu a obtencao dos maiores valores correspondentes
a taxa de crescimento apical e a sacarose permitiu o crescimento do

microrganismo em concentracdes de até 1000 mg/L do herbicida.

3.3.Crescimento em meio sélido face a adicao de 2,4- diclorofenol, um
intermediario descrito na degradacao do acido 2,4-diclorofenoxiacético.

A principal via descrita para a biodegradagdo do &cido 2.4-
diclorofenoxiacético, envolve a remogao da cadeia lateral com o resultado da
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hidroxilagdo do &cido 2,4-D a 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) (Fukumori e
Hausinger, 1993).

Muitos microrganismos foram descritos por possuirem a capacidade de
degradar o 2,4-DCP até a formagao do acido succinico (Alexander e Aleem,
1961; Macrae, 1963; Paris e Lewis, 1973; Fernley e Evans, 1959; Bell, 1960;
Chu e Kirsch, 1972; Loos, 1967). Entretanto, o 2,4-DCP apresentou toxicidade
para outras espécies de microrganismos, entre eles Pseudomonas putidas (6
mg/L), Entosiphon sulcatum (0,5 mg/L) e Uronema parduczi (1,6 mg/L)
(Pesticide Data Base, 2010).

Devido as diferengcas na toxicidade do 2,4-DCP dependendo dos
microrganismos expostos, foi realizado um teste em meio sélido para estudar a
capacidade do Penicillium chrysogenum de crescer na presenca do 2,4-
diclorofenol, avaliando a toxicidade deste intermediario para a estirpe em
estudo.

Os testes foram realizados em triplicado e os resultados individuais e as
rectas de regressao linear utilizadas para calcular a taxa de crescimento apical
encontra-se presente no anexo VIII. A taxa de crescimento apical (mm/h) obtida
para as diferentes concentragdes de 2,4-DCP esta apresentado na Figura 3.11.

-

.4 '/
//
= 035 1
€ ~
E 03 -
g g
& 0,25 7
]
_ 7//
S o0z
g ~
E 0,15 +
d /’
L a1+
(3]
E T
= 0,05 4
P —— a— —— — a—_— —— //
o}
(= v it \\' e \\' e —
P & x&“? Q&“} ,oe“} ¥ Qe'*} o R Qs"}
IS 5 ~ <5 RS oS & &

Figura 3.11 - Taxa de crescimento apical do P. chrysogenum CLONA2 a diferentes
concentragbes de 2,4-diclorofenol em meio sdélido de composigao idéntica ao meio czapeck,

excepto a sacarose. Os didmetros das coldnias foram determinados tendo como referéncia a
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borda externa branca das colénias durante 7 dias a 25 °C. O controlo refere-se ao mesmo meio
sélido utilizado, mas sem a adicédo do 2,4-diclorofenol.

A adicdo de 1 mg/L e 10 mg/L de 2,4-DCP nao apresentaram efeitos
significativos na taxa de crescimento apical de Penicillium em relacdo ao
controlo. Porém, em concentracdes superiores a 10 mg/L a presenca do 2,4-
DCP inibiu o crescimento do microrganismo, e desta forma, exerceu um efeito

toxico sobre o Penicillium.

Comparando com os resultados expostos na Seccao 3.2.1, o 2,4-DCP
apresentou uma toxicidade superior para o Penicillium do que o proprio
herbicida (2,4-D), inibindo o seu crescimento em concentragcdes superiores a
10 mg/L. Ja a presenga do 2,4-D favoreceu o crescimento em concentragdes
de até 100 mg/L, apresentando inibicdo do crescimento a 300 mg/L e 500
mg/L, e ndo sendo observado crescimento para a concentracdo de 1000 mg/L

deste herbicida.

Considerando a influéncia negativa do 2,4-diclorofenol no crescimento
do Penicillium em meio solido e sendo este elemento descrito como o primeiro
intermediario na degradacgao do 2,4-D em meio liquido, a formacéo do 2,4-DCP
pode interferir na capacidade de degradacéao do herbicida pelo Penicillium.

3.4.Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBOs)

E designada por matéria biodegradavel aquela que pode ser consumida
e assimilada como fonte de energia pela populacdo de microrganismos
decompositores do ambiente. A sua utilizagdo como alimento implica a
oxidagdo ou degradacdo, causando a redugdo das moléculas complexas em
espécies mais simples, libertando energia e didéxido de carbono (Rodier, 1981).

Com a finalidade de dar suporte aos resultados obtidos sobre a
biodegradacdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético, foram realizados ensaios da
Caréncia Bioquimica de Oxigénio (CBOs) para avaliar a capacidade de
utilizagéo do 2,4-D como fonte de energia pela estirpe estudada.
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3.4.1. Infuéncia de diferentes lavagens do micélio na Caréncia Bioquimica
de Oxigénio.

Para analisar a interferéncia causada pelo numero de diferentes
lavagens do micélio na Caréncia Bioquimica de Oxigénio ao fim de cinco dias,
as células foram lavadas uma e trés vezes com uma solucado de 0,85% de
NaCl.

Haugsinger e Fukumori (1995) descreveram a importancia do Fe (ll)
como um co-factor na biodegradacao do 2,4-D por uma estirpe de Alcaligenes
eutrophus, nao podendo ser substituido por outros co-factores semelhantes
como o0 manganés. Em contrapartida, Souza (1999) identificou a presenca da
actividade de uma peroxidase dependente do manganés durante a degradacao
do 2,4-D por Pseudomonas putida e Phanerochaete chrysosporium. Atendendo
ao exposto, estes ensaios também tinham como finalidade a adicdo de
diferentes concentragcées de manganés (Mn) com o objectivo de avaliar a sua
influéncia na velocidade de biodegradacdo do 2,4-D, sendo analisado o
consumo de oxigénio de 24 em 24 horas durante 5 dias.

Os resultados individuais encontram-se no anexo IX e as médias obtidas
no Quadro 3.6.

Como pode ser observado no Quadro 3.6, uma lavagem do micélio nao
e suficiente para remogdo dos compostos organicos procedentes do pré-
in6culo. Com uma lavagem, os valores passam do limite maximo do aparelho
em 120 horas, e os resultados obtidos sdo semelhantes para todos os casos
estudados. Desta forma, uma lavagem n&o mostrou ser suficiente para a

eliminacao dos residuos organicos provenientes do pré-indculo.
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Quadro 3.6 - Média da CBOs (mg/L) com 1 e 3 lavagens do micélio

1 lavagem
Amostra 1°Dia 2°Dia 3°Dia 4°Dia 5°Dia
Microrganismo sem fonte de carbono 13 18 26 31 *
Microrganismo com 2,4 D 67 90 * * ’
2.4-D com 0,29 uM de Manganés 52 73 85 95
2,4-D com 0,59 uM de Manganés 58 72 81 88 ’
2,4-D com 1,18 pM de Manganés 52 72 85 87,5
3 lavagens
Amostra 12Dia 2°Dia 3°Dia 4°Dia 5°Dia
Microrganismo sem fonte de carbono 20 27 34 38 42
Microrganismo com 2,4 D 26 37 45 51 55
2,4-D com 0,29 uM de Manganés 25 30 41 44 50
2,4-D com 0,59 uM de Manganés 23 34 41 46 51
2,4-D com 1,18 uM de Manganés 40 53 63 69 74

*Valor superior a capacidade de detecgdo do aparelho respirométrico.

Ja com 3 lavagens, os resultados apresentaram valores inferiores devido
a uma maior remocao dos resquicios do meio complexo, podendo ser
visualizada a influéncia causada pelas diferentes concentracées de manganés

quando adicionadas ao meio.

Da andlise a Figura 3.12, pode ser observado que a presenca do 2,4-D
aumentou 31% a CBOs em comparagéo ao controlo com o microrganismo, que
apresentou um consumo de 42 mg/L de O, devido aos resquicios provenientes
do meio de pré-indculo. Este aumento da Caréncia Bioquimica de Oxigénio
indica a metabolizacdo do 2,4-D devido ao maior consumo de O, detectado

pelo sistema respirométrico.

Nao é observada uma diferenca significativa nos resultados referentes a
adicao de 0,29 uM e 0,59 uM de manganés em relacdo ao oxigénio consumido

quando comparados aos controlos com os microrganismo e 2,4-D.
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Figura 3.12 — Caréncia Bioquimica de Oxigénio (mg/L) com 3 lavagens. A: 2,4-D com 1,18 uM
de manganés; B: 2,4-D com 0,59 uM de manganés; C: 2,4-D com 0,29 uM de manganés; D:

controlo com microrganismo e 2,4-D; E: controlo microrganismo sem 2,4-D.

Ja quando a concentracdo de manganés é aumentada para 1,18 uM,
observa-se também um aumento da actividade metabodlica do Penicillium,
observando-se um aumento na CBOs de aproximadamente 34% em relagédo

aos ensaios controlos que contém apenas o microrganismo e 2,4-D.

Este teste foi fundamental para a realizagdo dos ensaios que estao
apresentados na préxima Seccgao, tendo-se determinado trés lavagens para
todos os casos estudados. A concentragao de manganés foi fixada em 1,18 uM
nos ensaios posteriores, quer seja de CBOs, quer seja nos ensaios de

fermentacao.

3.4.2. Influéncia da adicao conjunta de diferentes co-substratos no CBOs

Hausinger e Fukumori (1995), descreveram as propriedades do gene
tfdA responsavel pelo primeiro passo de biodegradagdo do acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) por uma estirpe Alcaligenes eutrophus. O produto
génico deste gene apresentou capacidade de catalisar a reaccdo de
hidroxilagdo, sendo descrita como uma dioxigenase tfdA, Ferro (Il) e a-
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cetoglutarato dependente, capaz de permitir a sequéncia da metabolizagdo do

cetoglutarato a succinato e CO, durante a biodegradagao do 2,4-D.

Entretanto, a combinacdo do a-cetoglutarato e dos ides Fe (Il) ndo foi
suficiente para sustentar a actividade enzimatica por periodos de tempo longos.
A presenca do &cido ascoérbico permitiu a redugdo das taxas de perdas da

actividade enzimatica (Hausinger e Fukumori, 1995).

Com base no exposto, foram realizados ensaios respirométricos com
objectivo de estudar a influéncia da adicao do a-cetoglutarato, acido ascorbico
e manganés como co-substratos na biodegradacao do 2,4-D pelo Penicillium
chrysogenum CLONAZ2.

Os ensaios foram realizados em duplicado para os controlos e triplicado
para as amostras. Os resultados individuais encontram-se descritos no anexo X

e as médias estdo apresentados no Quadro 3.7.

Quadro 3.7 - Média da Caréncia Bioquimica de Oxigénio (mg/L) utilizando diferentes

substratos.

Controlos 12 Dia 22 Dia 32 Dia 4° Dia 52 Dia
Microrganismo 27,0 34,0 39,0 42,0 45,0
Acido 2,4-diclorofenoxiacético 28,0 41,0 49,0 54,0 58,0
Manganés 32,0 43,0 51,0 57,0 61,0
Acido a-cetoglutarico 59,0 85,0 95,0 * *
Acido ascérbico 24,5 28,5 32,0 35,5 38,0
Amostras 12 Dia 22 Dia 32Dia 4°Dia 52 Dia
2,4-D + Manganés 40,6 54,0 63,3 70,0 74,6
2,4-D+ Acido ascérbico 52,6 69,3 76,6 80,6 83,3
2,4-D+ Acido a-cetoglutarico 76,6 * * * *

*Valor superior a capacidade de detecgdo do aparelho respirométrico.
Nota:Todos os controlos contém microrganismos. Os nomes que aparecem nos controlos
referem-se aos co-substratos adicionados ao meio.

Comparando individualmente os resultados obtidos com a adicdo dos
co-substratos, pode-se observar diferengas na metabolizagdo do &cido 2,4-
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diclorofenoxiacético. Quando é acrescentado o &cido ascoérbico ao meio com
microrganismo, na auséncia do xenobidtico, observa-se que este reage de
forma semelhante ao controlo com o microrganismo, ou seja, a adicdao do
acido ascorbico nao é capaz de influenciar o metabolismo do fungo. A Figura
3.13 apresenta um grafico com as situagdes expostas para melhor visualizagao
dos resultados obtidos devido a adicao do acido ascoérbico.
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Figura 3.13 - Caréncia Bioquimica de Oxigénio com adicdo de é&cido ascérbico aoc meio.
Legenda: A: Somente microrganismo; B: microrganismo com adicdo de acido ascorbico; C:
apenas microrganismo e 40mg/L de 2,4-D; D: combinagao do 2,4-D e acido ascérbico.

Porém, quando é acrescentado 40 mg/L de 2,4-D na presencga do acido
ascérbico, o valor do CBOs aumenta aproximadamente 119% apds 5 dias de
incubagdo com respeito ao controlo com o microrganismo e acido ascorbico
sem a presenca do herbicida. Segundo os resultados obtidos, no controlo que
possuia apenas 0 microrganismo e o0 2,4-D, observa-se um aumento de
aproximadamente 44%. Esta diferenca ocorre, possivelmente, devido ao

aumento da metabolizacdo do 2,4-D na presenca do acido ascorbico.

Quando se estudou a influéncia da adigdo do manganés ao ensaio,
observou-se um aumento de aproximadamente 35% no controlo com Mn e

microrganismo em relacdo ao controlo de microrganismo, sugerindo que a
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presenca deste co-substrato auxilia a metabolizagdo dos resquicios das
substancias provenientes do meio complexo, mesmo depois de trés lavagens.
Ao comparar os resultados do CBOs com o controlo do 2,4-D, observa-se que
este aumenta aproximadamente 27% do valor referente a adicdo de manganés
na presenca de 2,4-D. Este facto indica que a presenca do manganés nao
afecta significamente a biodegradacao do xenobiético.

A Figura 3.14 apresenta um grafico para melhor vizualizacdo da CBOs

realizado na presenca de manganés.
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Figura 3.14 — Efeito da adigdo de manganés no ensaio respirométrico. Legenda: A: Somente
microrganismo; B: Microrganismo com adigdo de manganés; C: Apenas microrganismo e
40mg/L de 2,4-D; D: Combinagéao do 2,4-D e manganés.

Porém, quando a comparacdo passa para a presenca do a-
cetoglutarato, os resultados condizem com a literatura, ou seja, a velocidade de
biodegradagdo do 2,4-D € aumentada na presenca do a-cetoglutarato. Isto
pode ser observado quando é colocado o a-cetoglutarato sem a presenca do
2,4-D, o microrganismo é capaz de metabolizar este co-substrato libertando
CO,, tendo-se atingido o valor maximo do aparelho apds quatro dias de

incubagao a temperatura controlada de 20 °C, na auséncia de luz.
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A Figura 3.15 apresenta um grafico com uma melhor visualizagdo da

influéncia do a-cetoglutarato no consumo de oxigénio na presencga do 2,4-D.
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Figura 3.15 — Influéncia do a-cetoglutarato na Caréncia Bioquimica de Oxigénio. Legenda: A:
Somente microrganismo; B: Microrganismo com adi¢ao de a-Keto; C: Apenas microrganismo e
40mg/L de 2,4-D; D: Combinagao de 40 mg/L de 2,4-D e a-cetoglutarato.

Quando é adicionado ao meio 40 mg/L de 2,4-D em conjunto com o a-
cetoglutarato, observa-se um aumento no consumo de oxigénio de 30% em
relacdo ao controlo somente com o a-cetoglutarato nas primeiras 24 horas, ou
seja, 0 microrganismo passa a consumir o a-cetoglutarato em conjunto com o
2,4-D, produzindo mais CO, e esgotando a capacidade maxima de leitura do

aparelho num tempo inferior.

Comparando todos os co-substratos estudados, observa-se que o a-
cetoglutarato é o que apresenta maior influéncia na metabolizacdo do acido
2,4-diclorofenoxiacético. A Figura 3.16 apresenta um grafico comparativo entre
a percentagem da Caréncia Bioquimica de Oxigénio de todos os co-substratos

analisados apéds 24 horas de incubagdao com 40 mg/L de 2,4-D.
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Figura 3.16 - Comparagao da percentagem da Caréncia Bioquimica de Oxigénio observada
apods 24 horas de incubagdo a 20 °C + 1°C com 40 mg/L de 2,4-D. Tomou-se como base de
100% o somatorio dos valores da CBOs das quatro situagbes apresentadas.

Pelos ensaios de CBOs realizados, pode-se afirmar que o Penicillium
tem capacidade de biodegradar o 2,4-D, mineralizando-o em CO,. Também,
pode-se afirmar que a presencga de co-substratos influénciam esta degradacao
de forma positiva, ou seja, auxiliam a metabolizacao do 2,4-D, sendo o acido a-
cetoglutarico o melhor co-substrato.

3.5. Morfologia do P. chrysogenum CLONA2

A morfologia dos fungos € responsavel pelo rapido crescimento destes
em meios de cultura. A heterogeneidade estrutural é considerada como uma
das caracteristicas mais importantes dos pellets de fungos, sendo afectada
pela densidade e pela limitagéo de nutrientes e oxigeénio (Leitéo et al., 2007).

Os fungos podem formar aglomerados ou ndo, dependendo de varios
factores, tais como composicdo do meio de pré-inéculo, intensidade de
agitacao, pH entre outros (Leitéo et al., 2007).
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A Figura 3.17 apresenta duas fotografias do P. chrysogenum CLONA2
apods incubacao durante 72 horas a 25 °C em meio complexo de cultura com
2% de NaCl. Como pode ser observado, o Penicillium possui uma morfologia
em forma de Pellet, com hifas mais dispersas e um ponto central caracteristico

do inicio da aglomeragao do micélio.

A

Figura 3.17 - Morfologia do P. chrysogenum CLONA2 apés 72 horas de incubagéo a 25 °C e
160 rpm. Painel A: Pellet; Painel B: Micélio com lamela.

3.6. Analise da biodegradacao do acido 2,4-diclorofenoxiacético em meio
liquido.

Os ensaios realizados em meio solido (apresentados na Secgéo 3.1)
serviram para verificar a influéncia no crescimento e a toxicidade do acido 2,4-
diclorofenoxiacético exercida sobre o Penicillium, sendo o ponto de partida para
as analises em meio liquido, uma vez que este tipo de experiéncia envolve

métodos mais demorado e dispendioso.

Desta forma, foram realizados ensaios para definir a interferéncia
causada pela adicdo de agucares (lactose, glicose e sacarose), as melhores
concentracdes salinas (0%, 2% ou 5,9% de NaCl) e ainda a adigdo de co-
substratos descritos na bibliografia como sendo capazes de melhorar o
rendimento da biodegradacéao do 2,4-D.

Os resultados obtidos encontram-se presentes nas Secgdes seguintes.
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3.6.1. Biodegradacao do acido 2,4-diclorofenoxiacético face a adicao de

uma fonte de acucar suplementar: sacarose, lactose e glicose.

Os microrganismos possuem capacidade de transformar alguns
xenobiéticos, mas nem sempre obtém energia e carbono a partir destas
reaccbes, que consequentemente ndo promovem 0O crescimento microbiano
levando a lise celular. Por vezes, os microrganismos apresentam falta ou a
inibicdo de certas enzimas fundamentais para a utilizacdo dos metabolitos
provenientes desta transformacéao. Este facto, faz com que os microrganismos
degradadores necessitem de um co-substrato para o0 seu crescimento
(Nakagawa, 2003).

Nos ensaios descrito na Seccao 3.2, com a adicdo dos diferentes
acucares em meio solido, o Penicillium apresentou capacidade de crescer na
presenca de concentracdes de até 1000 mg/L do herbicida consoante a fonte
de carbono suplementar adicionada ao meio. A concentragao de 100 mg/L
deste herbicida promoveu o crescimento do Penicillium, tendo sido superior ao

controlo em meio so6lido sem suplementac¢ao de carbono.

Deste modo, os ensaios em meio de cultura MMFE sem adigdo de
acucares, foram realizados com 100 mg/L de 2,4-D. Apds ser observado uma
baixa percentagem de degradagdo (2%) do 2,4-D, o meio foi suplementado
com 2% de sacarose, lactose e glicose, separadamente, para verificar a
influéncia destes agucares na degradagao do herbicida.

A Figura 3.18 apresenta o grafico obtido da degradacéo do herbicida nas
diferentes fontes de carbono estudadas. Os tempos de incubacdo séao
diferentes devido a diferenca do comportamento do microrganismo consoante o
acucar adicionado no meio, sendo os valores correspondentes ao dia que foi
observado a lise celular do microrganismo. Os respectivos tempos de
incubagao para estes ensaios foram de 48 horas para as condigdes sem fonte
de carbono, 9 dias para a lactose e 21 dias com glucose. A sacarose teve um
tempo maior de incubagcdo de 25 dias, tempo ao fim do qual ainda nao se

observava lise celular.
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100 B Meio minimo sem fonte
de carbono suplementar
20
80 Bl Meioc minimo suplementado
com 2% de lactose
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50 B Meio minimo suplementado
com 2% de glicose
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40 B Meio minimo suplementado
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Figura 3.18 — Degradagao do acido 2,4-diclorofenoxiacético pelo Penicillium em meio minimo

Concentracgio do 2,4-D (mgfL)

suplementado com 2% de sacarose, 2% de lactose, 2% de glucose e sem adigdo de agUcar
(controlo). Todos os ensaios foram realizados com 0 mesmo meio, com excepgao da fonte de

carbono e continham a presenga do microrganismo.

As percentagens de degradagdo do xenobidtico observada foi de
aproximadamente 2% para as condicbes sem adicao de fonte de carbono
suplementar (Controlo), 3% para o meio suplementado com lactose, 7% para o
meio suplementado com glucose e 18% para o meio suplementado com

sacarose.

Em meio sélido, a lactose permitiu que o microrganismo tivesse um
crescimento superior na presenca do 2,4-D em comparagao com o controlo
sem o herbicida. Contudo, em meio liquido a presenca da lactose nao
favoreceu a biodegradagéo do 2,4-D. O Penicillium apresentou lise celular ao
fim de 9 dias aumentando apenas 1% da degradacdo do herbicida em
comparagao com o controlo.

A presenga da glucose nao alterou significativamente o desempenho do
Penicillium na biodegradacdao do 2,4-D, aumentando apenas 5% da
degradacéo do herbicida em relagéo ao controlo. Uma possivel explicagdo para
esta baixa degradagado, pode ser devido a facilidade com que a glucose é
assimilada pelos microrganismos, e portanto, ndo favorece a produgédo das
enzimas necessarias para degradag¢ao do xenobidtico.
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Em meio sélido, a sacarose foi a melhor fonte de carbono suplementar,
sugerindo que esta fonte de carbono desempenhou um papel de proteccao do
microrganismo, permitindo o seu crescimento em concentragdes de até 1000
mg/L. Em meio liquido, este co-substrato aumentou o desempenho de
degardacéo do &cido 2,4-diclorofenoxiacético pelo fungo. Ao fim de 25 dias, o
P. chrysogenum degradou aproximadamente 18% do 2,4-D, sem apresentar
lise celular, porém, a fermentagdo foi interrompida devido ao tempo de

incubacao prolongado.

Apesar do microrganismo ter capacidade de degradar pelo menos 18
mg/L do herbicida na presenca da sacarose, este ensaio nao foi considerado
favoravel devido ao tempo de adaptacdo do microrganismo, podendo vir a ser

considerado pouco viavel no sector industrial.

3.6.2. Degradacao do acido 2,4-diclorofenoxiacético na presenca de 0%,
2% e 5,9% de NaCl.

Como a adi¢gao de 100 mg/L do 2,4-D em meio liquido MMFE com 2%
de NaCl permitiu uma degradacao de apenas 2% do 2,4-D, foram realizados
alguns ensaios com a concentragdo inicial do herbicida reduzida para a
metade. Os resultados obtidos foram promissores, apresentando uma
degradacéo de aproximadamente 14% apds 72 horas de incubagdo. Com base
nestes resultados ndo se deu continuidade aos ensaios que envolviam a adi¢cao
das fontes de carbono devido as diferencas significativas no que diz respeito ao
tempo de incubagdo. Foram utilizados para os ensaios posteriores uma

concentracao de 50 mg/L do herbicida.

Devido as diferengas observadas na taxa de crescimento apical (mm/h)
consoante a percentagem de NaCl adicionada ao meio sélido Czapeck (Seccao
3.1), foram realizados ensaios de cultura submersa para definir a concentracéo
salina capaz de permitir a melhor degradagéo do acido 2,4-diclorofenoxiacético
em meio liquido e assim, estipular a concentracao salina 6ptima da degradacao

do 2,4-D para os ensaios posteriores.
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A Figura 3.19, apresenta o grafico da degradacao obtida do acido 2,4-
diclorofenoxiacético em mg/L apds 72 horas de incubagdo, partindo de uma

concentragéo inicial de 50 mg/L.
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Figura 3.19 - Degradagéao do 2,4-D ao final de 72 horas, com diferentes concentragées salinas

na presenga de 1,18 uM de manganés.

E evidente uma degradacéo superior do 2,4-D com 0% e 2% de NaCl.
Como pode ser observado, 4pos as 72 horas de incubagado, houve uma
diminuicdo de aproximadamente 8%, 14% e 4% do herbicida para as

concentracoes de 0%, 2% e 5,9% de NaCl, respectivamente.

A percentagem de degradagao observada para a concentracdo de 5,9%
de NaCl é considerada baixa para este ensaio, pois foi observado maiores
degradacgdes nas outras condi¢oes salinas (0% e 2% de NaCl). Porém, é um
valor elevado em relacdo a outros microrganismos capazes de degradar o
acido 2,4-diclorofenoxiacético em porcentagens inferiores a 4% em condi¢coes

optimas, ou seja, sem a presenca de um stress salino (Vroumsia et al., 2005).

Pode-se afirmar que a percentagem de 4% obtida para a condicao de
5,9 % de NaCl é derivado da degradagao do herbicida, devido ao aumento
observado na area respectiva ao tempo de retengdo (Tgr) de 2,48 min em
relacdo ao controlo sem microrganismo (vide Figura 3.20). Este pico encontra-
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se bem delineado, e apesar do estudo ndo ter por objectivo identificar a via
metabdlica da degradacado do 2,4-D bem como os intermediarios produzidos,
pode-se dizer que esta variagdo observada na area deste pico é devido a

producao de metabolitos provenientes da sua degradacao.
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Figura 3.20 - Comparacdao entre os valores das areas obtidas para o pico intermediario
correspondente ao T 2,48 minutos nas diferentes condigdes salinas. O controlo ndo possui o

microrganismo.

As correlagoes para este Tr sdo interessantes, uma vez que em cultura
submersa com 2% de NaCl a &rea deste pico foi de 12% e 41% superior em
comparagao com as condi¢coes de 0% e 5,9% de NaCl, respectivamente. Esta
percentagem superior observada pode ser derivada da maior degradacao na
condicao salina de 2%, entretanto, somente pode-se afirmar este facto com um
estudo das vias metabdlicas da degradacao do 2,4-D para todos os casos, 0
que como foi anteriormente referido nao faz parte do objectivo deste trabalho e

portanto sera indicado como tema para trabalhos futuros.

Outros indicios que asseguram a degradacao do 2,4-D nas condicbes
salinas de 0%, 2% e 5,9% séao as diferengas detectadas entre essas condi¢des
e o controlo. Como pode ser observado na Figura 3.21, a area dos picos

referentes ao Trde 3,63 min sdo superiores ao controlo em todos as condi¢des
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estudadas. A maior area observada neste Tr foi na condigdo salina de 2% em
comparagao com as outras duas condicées (0% e 5,9%). Em contrapartida,
para o Tg de 5,70 min, a condicao de 2% de NaCl apresentou a menor area em
todos os ensaios, sendo aproximadamente 65% inferior ao valor obtido no

controlo. A condicdo de 5,9% n&o apresentou variagdo significativa.
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B Controlo W 0% deNaCl O 2% deNaCl W 59% de NaCl

Figura 3.21 — Andlise das éareas obtidas para dois tempos de retengdo nas diferentes
condigbes salinas. Painel A:Tempo de retengao 3,63 min; Painel B: Tempo de retengao 5,70

min.

Picos intermediarios também foram observados para as concentracoes
de 0% e 2% de NaCl, ndo tendo sido detectados no controlo nem na condigéao
de stress salino. A Figura 3.22. apresenta um cromatograma de cada situagéao

apds 72 horas de incubagéo.
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Figura 3.22 - Cromatogramas obtidos nos ensaios com diferentes concentragbes salinas apds 72 horas de incubagéo.Painel A: controlo; Painel B: 0% de

NaCl; Painel C: 2% de NaCl; Painel D: 5,9% de NaCl. Analise cromatografica realizada segundo o método de gradiente com um tempo de corrida de 18
minutos.O controlo corresponde as mesmas condigdes sem a presenga do microrganismo.
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Como pode ser observado na Figura 3.4, existem muitos intermediérios
diferentes entre as condi¢gdes de sanilidade de 0% e 2%. Essas diferencas
apontam para possiveis vias de degradacao diferentes nas condicdes salinas
ensaiadas, uma vez que se a via metabdlica fosse semelhante, ou seja, fosse
utilizada para a degradacdo do herbicida a mesma via enzimatica, todas as
condi¢cdes ensaiadas deveriam apresentar picos cromatograficos semelhantes
com areas proporcionais a percentagem de degradacao observada devido a
presenca dos mesmos metabolitos produzidos (Schreiber, 2006). Como foi
detectado a presenca de picos intermedidrios diferentes e areas diferentes
entre as condicoes salinas e o controlo, para além de um descréscimo na area
do pico com o Tg correspondente ao 2,4-D, pode-se dizer que 0 microrganismo
tem potencial para degradar o &cido 2,4-diclorofenoxiacético em qualquer uma

das condicdes estudadas, com indicios de vias metabdlicas diferentes.

A concentragao salina que permitiu a maior degradagao do herbicida foi
de 2%, além de ser uma condi¢do considerada adequada para as condi¢coes

das aguas residuais, visto que uma agua residual ndo é isenta de sais.

3.6.3. Biodegradacao do 2,4-D em diferentes concentracées salinas com
adicao conjunta de trés co-substratos: manganés, a-cetoglutarato e acido
ascorbico.

Para avaliar a influéncia da adicao de alguns substratos descritos como
importantes para as vias metabdlicas na degradacdo do 2,4-D em outras
estirpes de fungos filamentosos e bactérias, foi adicionado manganés, a-
cetoglutarato e acido ascorbico as culturas realizadas na presenca de 50 mg/L

de 2,4-D em diferentes concentracdes salinas.

A Figura 3.23, apresenta um grafico correspondente a degradacao do
2,4-D em mg/L.
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Figura 3.23 - Degradacgéo do 2,4-D ao fim de 72 horas, a partir de uma concentragao inicial de
50 mg/L na presenca de manganés, a-Keto e acido ascorbico com diferentes concentragoes
salinas (0%, 2% e 5,9% de NaCl).

A presenga dos substratos aumentou 2% a degradacao do xenobiébtico
nas culturas com 5,9% de NaCl. Apesar deste valor continuar a ser inferior aos
obtidos nas outras duas concentracgdes de sal (0% e 2% de NaCl), a adicao dos
substratos ao meio de cultura permitiu um maior desempenho do Penicillium na

degradacéao do 2,4-D em condi¢cdes de stress salino.

A influéncia da adicao dos substratos no desempenho da degradacao do
herbicida pelo fungo também foi notada nas concentragdes salinas de 0% e
2%, uma vez que o valor observado da degradacao aumentou de 8% e 14%
para 15% e 18%, respectivamente.

Os presentes resultados indicam que as percentagens obtidas séo
devidas a degradacdo do herbicida, pois foram detectadas diferencas
significativas nas areas dos picos dos cromatogramas. Como pode ser
observado no Painel A da Figura 3.24, a area do Ty de 2,45 min foi inferior para
as condicdes salinas de 0% e 5,9%, existindo pouca variacdo para 0s ensaios

de 2% de NaCl. Em contrapartida, no Tr de 3,63 min apresentado no painel B,
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o maior valor observado foi para a condicao salina de 2% e o menor valor para

0S ensaios com stress salino.
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Figura 3.24 — Comparacao das areas obtidas para trés tempo de retengdo nas diferentes

1500000

Area

1000000

500000

concentragdes salinas. Painel A: Tg 2,45 min; Painel B: Tg 3,63 min; Painel C: Tg 5,70 min.O

controlo representa o ensaio sem o microrganismo.

No Painel C pode ser observado uma &rea aproximadamente 80 vezes
superior ao controlo para a condigao isenta de sal. A condi¢cao salina de 2%
ndo apresentou no cromatograma nenhuma area integrada para este tempo de
retencdo. Nao foram observadas diferengas significativas na area integrada

para a condicao de 5,9% em relacédo ao controlo.

Os ensaios apresentaram ainda Tg intermediarios caracteristicos de
biodegradagdo ndo existentes no controlo. A Figura 3.25. apresenta alguns

cromatogramas obtidos na analise do 2,4-D apds 72 horas de incubacéo.
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Figura 3.25 - Cromatogramas referentes as diferentes concentragdes salinas e adi¢do dos substratos a-cetoglutarato, acido ascérbico e manganés. Painel A:

controlo, painel B: 0% de NaCl; Painel C: 2% de NaCl; Painel D: 5,9% de NaCl. As cores e letras semelhantes indicam a presenga de picos com 0 mesmo Ty

entre as integragdes cromatograficas. Analise cromatogréfica foi realizada segundo método gradiente com um tempo de corrida de 18 minutos.
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As diferengas observadas nos picos intermediarios apresentados na
Figura 3.3, reforcam a idéia de vias metabdlicas diferentes nas condigdes
apresentadas para a degradacao do 2,4-D pelo Penicillium.

Pode afirmar-se que o acréscimo dos co-substratos potenciaram a
degradagdo do 2,4-D nas diferentes condigbes salinas estudadas, sendo a
maior percentagem de degradacéo observada na adi¢cdo de 2% de NaCl. Estes
co-substratos foram estudados individualmente e os resultados serdo

apresentados nas Seccoes seguintes.

3.6.4. Influéncia dos diferentes co-substratos na degradacao do 2,4-D

Ensaios realizados por Souza (1999), mostraram que a degradagéao do
2,4-D pelo P. chrysosporium e pela P. putida era dependente da concentracao
inicial do herbicida, tendo sido observado uma maior degradagdo em
concentracées menores do herbicida. Com o intuito de estudar o efeito de
diferentes co-substratos na degradacao do 2,4-D pelo Penicillium, os ensaios
seguintes foram realizados com 40 mg/L de 2,4-D.

No grafico apresentado na Figura 3.26, encontra-se os valores obtidos
da degradacgéo do &cido 2,4-diclorofenoxiacético na presenca de diferentes co-
substratos (manganés, acido ascérbico e a-cetoglutarato) com objectivo de
verificar a influéncia individual de cada co-substrato na degradagdo do
herbicida pelo Penicillium.
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Figura 3.26 - Degradagédo do acido 2,4-diclorofenoxiacético apds 24 horas na presenga de
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diferentes co-substratos. Todos os ensaios foram realizados em meio MMFE 2% de NaCl, com
uma concentragao inicial de 40 mg/L do 2,4-D, variando apenas a adi¢gdo dos co-substratos:
1mM de a-Keto, 200uM de &cido ascoérbico e 1,18uM de manganés.

A melhor degradacdo do herbicida foi obtida com a adicdo do a-
cetoglutarato, permitindo uma degradacao aproximada de 19% nas primeiras
24 horas. As porcentagens de degradagao do 2,4-D obtidas para os outros co-
substratos foram aproximadamente 13%; 17,5%; 15%; 15,5% e 14,5% para as
condicoes de 2,4-D; manganés; &cido ascorbico; manganés com a-

cetoglutarato; acido ascérbico com a-cetoglutarato, respectivamente.

Com base nestes resultados, definiu-se o a-cetoglutarato como sendo o
co-substrato que melhor aumentou o desempenho da degradagéao do herbicida
nas primeiras 24 horas. Este facto pode corresponder com a via de degradacao
descrita por Fukumori e Hausinger (1993), onde a degradagéo do herbicida por
Alcaligenes pode estar condicionada por uma enzima dioxigenase-
cetoglutarato/dependente, motivo pelo qual o processo de degradacao €
acelarado quando se adiciona o a-cetoglutarato ao meio de cultura. Porém, nao
pode ser eliminada a hipétese de que o microrganismo utilize o co-substrato

como fonte de carbono atraves do cometabolismo.
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3.6.5. Influéncia do pH na biodegradacao do 2,4-D na presenca do a-
cetoglutarato.

Os fungos filamentosos entre outros microrganismos apresentam
comportamentos diferentes consoante as condicées do meio ao qual se
encontram expostos. O pH é uma das condicbes fundamentais para o
crescimento dos microrganismos, visto que os pH extremos, seja &cidos ou
basicos, sdo capazes de inactivar a maior parte das enzimas responsaveis pela

producao de energia, levando a lise celular (Deacon, 1997) .

Deacon (1997), descreve que o valor de pH Optimo para o
desenvolvimento de fungos filamentosos varia entre 5,00 e 7,00. Em
contrapartida, Junior e Pereira (2007), realizaram ensaios com fungos dos
géneros Chaetomium, Thielavia, Penicillium e Aspergillus na presenca de
nitrato de chumbo e diferentes valores de pH, do qual todos os microrganismos
estudados apresentaram um maior crescimento nas condi¢gdes que envolviam
valores de pH proximos de 9,00. J& o Penicillium chrysogenum CLONA2 foi
descrito como sendo capaz de degradar 300 mg/L de fenol em meios de cultura
com pH em torno de 5,60 e 5,70 (Leitao et al., 2007).

Atendendo ao exposto, foram realizados alguns ensaios com adicao de
a-cetoglutarato e 2,4-D em diferentes condicdes de pH do meio de cultura
inicial para verificar a influéncia deste parametro na biodegradacdo do
herbicida, e desta forma, poder optimizar um meio de cultura que aumente a
capacidade de biodegradacdo do xenobiotico pelo P. chrysogenum. Para a
determinacdo da biomassa e do pH, de modo a estudar a influéncia deste no
meio liquido, foram recolhidas amostras a diferentes intervalos de tempo.

A degradacdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético em funcdo do pH do
meio encontra-se no grafico apresentado na Figura 3.27.
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Figura 3.27 - Degradacéo do 2,4-D nas diferentes condigdes de pH ao fim de 48 horas.

As percentagens obtidas da degradacao do herbicida para o valor de pH
inicial do meio de cultura (MMFE) nas condi¢ées de pH 5,70, pH 6,50 e pH 7,00
foram aproximadamente 18,5%, 20,0 % e 20,5%, respectivamente.

As diferengas obtidas podem estar relacionadas com o crescimento do
microrganismo e o pH do meio, uma vez que algumas actividades enzimaticas

séo inativadas em pH acido.

A Figura 3.28 apresenta os graficos dos resultados de pH e biomassa
obtidos nos ensaios com as diferentes condicdes inicais de pH do meio de
cultura.
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Figura 3.28 - Efeito do pH na determinagédo da biomassa. Painel A: pH 5,70; Painel B: pH 6,50;
Painel C: pH 7,00.

Como pode ser observado no Painel A da Figura 3.28, o pH do meio
inicial de 5,70 sofreu um decréscimo para 5,40 apos a adicdo do a-
cetoglutarato e do 2,4-D. Com 7 horas de incubacao, foi observado o maior
valor da biomassa e o menor valor de pH, encontrando-se abaixo de 4,00.
Estudos preliminares revelaram que o Penicillium ndo tem capacidade de
crescer a pH 4,00, razao pela qual foi observado uma baixa percentagem de
degradagao do 2,4-D nestas condigdes. Apos as 7 horas o pH voltou a subir
para proéximo de 6,00 e a biomassa entrou numa fase estaciondria até a lise

celular nas 48 horas.

No painel B esta apresentado os resultados obtidos com a adicdo de um
tampao pH 6,50. Como pode ser observado, ndo houve variagéo significativa
no pH com o tempo, sendo o pH mantido em torno de 6,50 mesmo apds a
adicao do a-cetoglutarato e do acido 2,4-diclorofenoxiacético. Porém, pode-se
observar uma variacdo nos valores da biomassa, sendo o maior valor
detectado apds 6 horas de incubagao, entrando numa fase estacionaria com
algumas variacbes até a lise celular. A manutencdo do pH do meio permitiu
uma maior degradacdo do herbicida, uma vez que o0 microrganismo nao se

encontrava sob stress derivado da acidez do meio.
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Ja no Painel C, pode-se observar os resultados obtidos com o pH inicial
do meio de 7,00, sem estar tamponizado. A adicdo do a-cetoglutarato e do 2,4-
D diminuiram o pH de 7,00 para aproximadamente 5,70, um valor de pH
descrito como éptimo para o crescimento dos fungos filamentosos (Deacon,
1997). O menor valor de pH detectado foi apdés 5 horas de incubagéo, sendo
este valor acima de 5,00. Posteriormente, o valor do pH volta a subir até 6,5
quando se verifica o inicio da lise celular apds 36 horas de incubacéo. Apds o
pequeno decréscimo da biomassa, devido provavelmente ao fenémeno de
adaptacao é detectado um ligeiro aumento sendo mantido até as 10 horas de
incubagdo, quando apresenta um pico maximo. Os valores maximos de
biomassa para as condigbes do pH inicial de 5,60, 6,50 e 7,00 néao
apresentaram diferencas significativa entre si, no entanto, o perfil da biomassa
obtido foi completamente diferente para qualquer uma das condigdes de pH
estudadas, mostrando a versatilidade do fungo em culturas com diferentes pH.

Este estudo apresentou variagcbes no comportamento do microrganismo
face a diferentes condicées de pH, incluindo uma diferenga significativa da
capacidade de degradacdo do 2,4-D entre o pH inicial de 5,70 (18,5%) e as
condi¢cdées com pH inicial de 6,5 (20,0%) e 7,00 (20,5%). Apesar da diferenca
nao ter sido muito significativa entre o pH 7,00 e o pH 6,50, optou-se pelo pH
7,00 pois neste meio ndo s6 nado foi acrescentado outras substancias (tampéao),

bem como foi aquele onde se obteve valores de biomassa mais elevados.

3.7. Optimizacao da biodegradacao do acido 2,4-diclorofenoxiacético pelo
Penicillium chrysogenum CLONA2

A actividade microbiana é reconhecida como um dos factores mais
importantes na eliminagcdo de produtos quimicos no ambiente, entre eles os
herbicidas. A fungcdo dos microrganismos na transformacao de herbicidas vem,
desde ha tempos, sido demonstrada em escala laboratorial, comparando as
propor¢cées de degradacdo dos xenobidticos nas diferentes condicbes de
ensaio (Lichtenstein & Schultz, 1964). Segundo Musumeci (1992), existem

alguns factores capazes de inviabiliazar ou diminuir a mineralizacdo dos
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herbicidas, entre esses factores pode-se citar: ) a inibicdo da sintese de
enzimas capazes de actuar na sua degradacdo, IlI) Falta de enzimas
adequadas, para a degradagédo do xenobiético, Ill) insolubilidade do composto
e, portanto, uma auséncia de disponibilidade deste ao ataque do
microrganismo, IV) e uma toxicidade excessiva da molécula e/ou seus

metabolitos.

Com base nos resultados obtidos em todos os ensaios realizados em
cultura submersa, definiu-se os paramétros que aumentaram o desempenho

do Penicillium em biodegradar o 2,4-D, entre eles:

Concentragao inicial de 2,4-D: 40 mg/L
concentracao salina de 2%;

adicao de 1 mM de a-cetoglutarato;

D N NI NN

pH inicial do meio de 7,00;

Com os paramétros definidos, fez-se os ensaios de optimizacdo da
biodegradagdao do acido 2-4diclorofenoxiacético, donde foram retiradas
amostras com intervalo de tempo correspondente as horas, uma vez que a
presenca do a-cetoglutarato permitiu atingir o valor maximo da biodegradacao
nas primeiras 24 horas de incubacdo. A percentagem maxima da degradacao
do herbicida obtida foi de 21% nas condi¢cdes descritas acima tendo sido
observada nas primeiras 10 horas de incubacado a 25 °C e em condigcdes de

aerobiose.

O anexo Xl apresenta uma tabela adaptada de Vroumsia et al., (2005)
com diferentes percentagem de biodegradacado do 2,4-D e do 2,4-DCP por
varias estirpes de fungos. As estirpes de Penicillium: atramentosum,
aurantiogriseum,  chrysogenum, cyaneum, italicum e  purpurescens
apresentaram porcentagens de degradacdo do herbicida inferiores a 8%,
incluindo, algumas espécies, onde se observou a auséncia da capacidade de
biodegradar o herbicida. Em contrapartida, todos apresentaram capacidade de
biodegradar o 2,4-DCP, com percentagens muito superiores a degradacao do

2,4-D, tendo sido este de 1% para o P. chrysogenum estudado.
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Dos 85 fungos descrito por Vroumsia e colaboradores, apenas 16%
foram capazes de degradar o acido 2,4-diclorofenoxiacético em percentagens
superiores a 25%, em contrapartida, 46% apresentaram capacidade de
degradar mais de 25% do 2,4-DCP (Vroumsia et al., 2005).

A Figura 3.29 apresenta um grafico onde se compara a capacidade de
diferentes fungos de degradar o0 2,4-D e 0 2,4-DCP.

M Maior % de degradacdo do

-3% 2.4-D

M % de degradacdo igual do 2 ,4-
De do 2,4-DCP

Maior % de degradacdo do
: 2,4-DCP
.. 5%

Figura 3.29 - Comparagao da degradagao do 2,4-D e do 2,4-DCP por diversas estirpes de
fungos.
Fonte: Adaptado de Vroumsia et al., (2005)

Como pode ser observado, a maior parte dos fungos descritos na
literatura possuem maior capacidade de biodegradar o diclorofenol do que
degradar propriamente o 2,4-D. Ja o 2,4-diclorofenol apresentou alta toxicidade
para o Penicillium chrysogenum CLONA2, inibindo o crescimento do
microrganismo em meio sélido nas concentragdes acima de 10 mg/L, facto que

nao foi observado para o proprio herbicida.

Considerando que o Penicillium tenha capacidade de degradar o
herbicida pela mesma via de biodegradacdo da Alcaligenes descrita por
Fukumori e Hausinger (1993) e que a presenca do a-cetoglutarato acelerou o
processo de biodegradacdo, que corrobora com a presenga do gene tfdA,
possivelmente o Penicillium chrysogenum CLONAZ2 possui alguma deficiéncia
no gene tfdB, que é o responsavel pela degradacdo do 2,4-diclorofenol em
derivados do catecol. Leitdo et al. (2007), demonstrou que a estirpe estudada
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possui capacidade de metabolizar o fenol via fenol/catecol, ou seja, a presenca
do metabolito descrito apdés a degradacdo do 2,4-DCP ndo apresenta
toxicidade para esta estirpe de Penicillium.

Atendendo ao exposto, pode-se cogitar que a toxicidade do 2,4-DCP é o
factor limitante para a ndo continuidade da degradacdo do herbicida. Nos
ensaios realizados, observou-se que a média do herbicida degradado foi de 8
mg/L do herbicida, com uma maior degrada¢do nos ensaios realizados com a
adicdo da sacarose, que permitiu uma degradacédo de 18 mg/L, possivelmente
devido a uma actividade cometabolica capaz de se ajustar a toxicidade do 2,4-
DCP.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSAO

A capacidade de alguns microrganismos de biodegradar produtos
aromaticos em diferentes condicées ambientais tem despertado o interesse da

comunidade cientifica para as investigacdées no ramo da biorremediacao.

Os resultados obtidos nos ensaios realizados em meio sdélido com
diferentes concentracdes salinas (0%, 2% e 5,9% de NaCl), mostraram que o
P. chrysogenum CLONA2 tem capacidade de crescer na presencga de até 1000
mg/L do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em ambientes com diferentes
concentracbes de sais. Com estes resultados, pode concluir-se que o
Penicillium é tolerante a presenga do herbicida, facto que conduziu a realizagéo
de ensaios de biodegradagcdo em meio liquido. Em contrapartida, os ensaios
realizados em meio solido com a adicao do 2,4-diclorofenol, o principal
intermediario descrito na degradacao do 2,4-D para microrganismos, inibiu o
crescimento do P. chrysogenum em concentragcdes acima de 10 mg/L, ou seja,
este possivel intermediario da via metabdlica de degradacdo do herbicida
exerceu uma toxicidade cem vezes superior ao 2,4-D em meio sélido para a

estirpe de Penicillium.

Com base nos resultados obtidos em meio soélido, foram realizados
ensaios em cultura liquida com meio minimo mineral suplementado com 100
mg/L de 2,4-D. Como a percentagem de degradacao obtida foi de 2%, foram
adicionados ao meio minimo diferentes aglcares (sacarose, lactose e glicose)
como fonte de carbono suplementar, onde a sacarose permitiu a melhor
degradacao apés 25 dias de incubacdao em condi¢des aerdbias. J& quando a
concentracdo de 2,4-D foi reduzida para a metade, observou-se uma
degradagdo de 14% do herbicida em 72 horas, pelo que ndo se deu
continuidade aos ensaios com adigdo dos agucares face a baixa eficiéncia de
metabolizagédo do 2,4-D pelo fungo.
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A concentracdo salina do meio minimo de 2% foi considerada oOptima
pois permitiu a melhor degradacédo do acido 2,4-diclorofenoxiacético, onde o
Penicillium degradou aproximadamente 14% do herbicida, tendo sido o maior
valor obtido em todas as condi¢des salinas estudadas. A adicdo conjunta dos
co-substratos a-cetoglutarato, manganés e acido ascérbico permitiu aumentar o
desempenho do P. chrysogenum na degradagcdo do herbicida, tendo sido

observado um aumento de 4% para a condi¢ao salina de 2%.

Quando a influéncia dos co-substratos foi estudada separadamente,
observou-se que o a-cetoglutarato permitiu a melhor degradacao do herbicida,
sendo este co-substrato adicionado nos ensaios posteriores de biodegradacéo.
Os ensaios realizados para verificar a influéncia de diferentes pHs do meio de
cultura permitiram concluir que o pH 7,00 favorece a biodegradacao do 2,4-D,

bem como permite a obten¢c&o do maior valor de biomassa.

Paralelamente, os resultados obtidos nos ensaios da Caréncia
Bioquimica de Oxigénio (CBOs), mostraram que o Penicillium € capaz de
degradar o 2,4-D convertendo parte deste em CO,, sugerindo que o fungo €&
capaz de mineralizar pelo menos uma parte do herbicida, eliminando a
hip6tese do fendmeno de adsor¢do a 100% do 2,4-D pelas hifas, facto que
ocorre em varios fungos filamentosos com diversos compostos, entre eles
compostos fendlicos e metais pesados. Nestes ensaios, o a-cetoglutarato foi o
co-substrato que permitiu uma maior mineralizacdo do 2,4-D, sendo coerente

com os resultados obtidos para degradacéo do 2,4-D em cultura submersa.

O presente trabalho permitiu optimizar um meio de cultura capaz de
degradar 21% do 2,4-D, face a condicéo salina de 2%, a pH inicial de 7,00 e
com a adicdo de 1mM do a-cetoglutarato. Os resultados do CBOs e os picos
dos intermediarios observados nos cromatogramas sustentaram apoiam os
resultados obtidos em cultura submersa, indicando que a diminuicdo da
concentracao do herbicida nas analises cromatograficas € devido a degradacao
do 2,4-D.

Portanto, os ensaios realizados mostraram que o P. chrysogenum
CLONA2 tem capacidade de biodegradar o &cido 2,4-diclorofenoxiacético,
podendo desempenhar um papel ecologico importante na degradagdo e

mineralizagdo do herbicida no meio ambiente.
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4.1.PERSPECTIVAS DE TRABALHO FUTURO

Por limitacdo de tempo nao foi possivel determinar a via metabdlica
envolvida na degradacdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético pelo Penicillium
chrysogenum. Deste modo, e na sequéncia do trabalho realizado, considera-se

interessante estudar os seguintes pontos:
v identificacdo dos intermediarios presentes na degradacao do 2,4-D;

v identificagdo dos genes envolvidos na via metabdlica de degradagéao do
herbicida;

v' definir as vias de degradacao do herbicida para as diferentes concentragdes

salinas estudadas;

Considerando a taxa de degradacéo de 21% do 2,4-D obtida em menos de
24 horas em culturas submersas e sabendo que o Penicillium é capaz de
crescer em meio soOlido na presenca de 1000 mg/L do herbicida, seria
interessante averiguar qual € a sua eficiéncia de degradacado do 2,4-D num

solo contaminado.
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ANEXO 1

Estruturas quimicas dos principais derivados do Acido
2,4-diclorofenoxiacético: sais de amina e ésteres.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

A) Acido 2,4-diclorofenoxiacético
Formula Empirica: CgHgCl2O3

Massa Molecular: 221.0 g/mol
Registro CAS N°.: 94-75-7

CIC[CI
OH
O/V'
0

C) Sal 2,4-D di-etanolamina (DEA)
Formula Empirica: C12H17CIoNOs

Massa Molecular: 326.18 g/mol
Registro CAS N°.: 5742-19-8

Cl Cl

B) Sal 2,4-D de so6dio (Na)

Formula Empirica: CgHsCloNaOs
Massa Molecular: 243.03 g/mol
Registro CAS N°.: 2702-72-9.

Cl Cl

O [NH,(CH,CH,0H);]
o/v

|
O
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D) Sal 2,4-D di-metilamina (DMA)
Formula Empirica: C1oH13CI2NO3
Massa Molecular: 266.13 g/mol
Registro CAS N°.: 2008-39-1

Cl Cl

o [NHE{CH3)2]+
o/v

|
o

E) Sal 2,4-D isopropilamina(IPA)
Formula Empirica: C11H15CIaNO3

Massa Molecular: 280.04 g/mol
Registro CAS N°.: 5742-17-6

Cl Cl

O [NH,CH(CHz)2]"
o/v

|
o
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F) Sal 2,4-D tri-isopropanolamina (TIPA)
Formula Empirica: C17H27CI2NOg

Massa Molecular: 412.31 g/mol
Registro CAS N°.: 32341-80-3

Cl Cl

— +
O [NH (CH2CHOHCH;),
O/\/

|
O

G) Ester 2,4-D 2-butoxietil (BEE)

Foérmula Empirica: C14H1sCl204
Massa Molecular: 321.20 g/mol
Registro CAS N°.: 1929-73-3

Tl
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H) Ester 2,4-D 2- etilhexilo (2-EHE)

Formula Empirica: C1gH22Cl.03
Massa Molecular: 333.27 g/mol
Registro CAS N°.: 1928-43-4

CH,
Cl Cl
o) CH,
O/\H/
@]
I) Ester 2,4-D isopropil (IPE)
Empirical Formula: C11H12Cl203
Massa Molecular: 263.12 g/mol
Registro CAS N°.: 94-11-1
Cl Cl
O
N CH;
@]

CH;

Fonte: Adaptado, EPA 2005.
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ANEXO II

Parametros toxicoldgicos utilizados para conclusdo das
avaliagbes de risco do acido 2,4-diclorofenoxiacético
pelo EPA, 2005.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Cenario de
exposicao

Dose utilizada na
avaliacao do risco

FQPA-SF Especial e
Nivel de preocupaciao
com a Avaliacao de
Risco

Avaliacao dos efeito
toxicologicos

Exposicao dietética

Dieta aguda (Fémeas
13-49 anos) MRID
00130407,

00130408

NOAEL = 25 mg/kg/dia
UF = 1000

RfD agudo = 0.025
mg/kg/dia

FQPA SF = 1X

aPAD = 0.025 mg/kg/dia

Estudo de
desenvolvimento de ratos.

toxicidade no

LOAEL = 75 mg/kg/dia com

base nas anomalias no

esqueleto.

Dieta aguda (Populagéo
geral, incluindo bebés e
criangas).

NOAEL = 67 mg/kg/dia
UF = 1000

RfD agudo = 0.067
mg/kg/dia

FQPA SF = 1X

aPAD = = 0.067 mg/kg/dia

Estudo da neurotoxicidade
aguda em ratos.

LOAEL = 227 mg/kg/dia,
com base nas anormalidades

na marcha.

Dieta crénica

(Populagao em geral).

NOAEL= 5 mg/kg/dia
UF = 1000

RfD crénico= 0.005
mg/kg/dia

FQPA SF = 1X

cPAD = = 0.005 mg/kg/dia

Estudo de toxicidade cronica
em ratos.
LOAEL = 75 mg/kg/dia, com
base na diminuicdo ou ganho
do peso corporal e consumo
de alimentos (fémeas),
alteragbes na hematologia e
parametros clinicos (ambos
0s Sexos), glicose,
triglicéridos  (fémeas) e
colesterol (ambos os sexos).

Exposic6es nao-alimentar: ocupacional e residencial

Exposigao oral a curto
prazo (30 dias)

NOAEL= 25 mg/kg/dia

Residencial LOC para MOE
=1000

ocupacional = N/A

Estudo da
desenvolvimento de
LOAEL = 75 mg / kg / dia,

com base em diminuicdo do

toxicidade no
ratos.

ganho de peso corporal
materno.
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Cenario de Dose utilizada na FQPA-SF Especial e Avaliacao dos efeito
exposicao avaliacao do risco Nivel de preocupaciao toxicologicos
com a Avaliacao de
Risco
Exposicao NOAEL = 15 mg/kg/dia | Residencial LOC para MOE Dose oral subcrdnica.

oral- Intermedia

(1-6 meses)

= 1000

Ocupacional = N/A

LOAEL = 100 mg / kg / dia,
com base na variagdo do
peso

corporal; alteragdes

hematologicas e parametros

clinicos; formacao de
catarata.
Exposicdo dérmica a | Estudo oral NOAEL= Residencial LOC para MOE Estudo de toxicidade no

curto prazo

25 mg/kg/dia

Exposicao dérmica-

intermédia (1-6 meses)

Estudo oral NOAEL =
15 mg/kg/dia

Exposicdo dérmica a
longo prazo.

Estudo oral NOAEL=

5 mg/kg/dia

Inalagéo- curto prazo

Estudo oral NOAEL=
25 mg/kg/dia

Inalagao- intermédia

Estudo oral NOAEL =
15 mg/kg/dia

Exposicdo a inalacéo

longo prazo

Estudo Oral NOAEL=
5 mg/kg/dia

=1000

Ocupacional LOC para MOE
=100

desenvolvimento de ratos.

LOAEL = 75 mg / kg / dia,
com base na variagdo do
peso corporal materno e

anormalidades esqueléticas.

Toxicidade oral subcrénica

mesmo para prazo

intermédio oral .

Estudo da toxicidade crbénica
em ratos (0 mesmo que para

dieta cronica).

Toxicidade no
desenvolvimento de (o
toxicidade

mesmo para

dérmica de curto prazo).

Toxicidade Oral sub-crénica
em ratos (0 mesmo para o

prazo intermédio oral).

Estudo de toxicidade crénica em
ratos (0 mesmo para a dieta
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crénica)

Cancér Classificado no grupo D: nao classificavel quanto a carcinogenicidade humana

Percentagem do factor de absorgao cutanea: 10.
Percentagem do factor de absorgao e inalagao: 100.

UF = factor de incerteza, FQPA-SF = factor de seguranga especial; NOAEL = nivel de efeito adverso néo
observado, LOAEL= Valor do menor efeitos adversos observados; aPAD= dose aguda ajustada para populacao;
cPAD= dose crénica ajustada para a populagao; RFD = dose de referéncia, MOE = margem de exposi¢ao, LOC =
nivel de preocupacao, N/A = Nao Aplicavel

Formulas: aPAD = (RfD agudo)/ FQPA-SF; cPAD = (RfD crénico)/ FQPA-SF

Fonte: Adaptado EPA, 2005
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ANEXO III

Resultados individuais obtidos das areas dos picos
cromatograficos utilizados na preparacdo da recta de
calibracao.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Concentracdo (mg/L) Area do pico

5(1) 141206,0
5 (2) 141136,0
20 (1) 542427,0
20 (2) 556905,0
30 (1) 849470,0
30 (2) 852872,0
40 (1) 1261034
40 (2) 1265093
50 (1) 1521591
50 (2) 1515772
60 (1) 1829183
60 (2) 1827386
75 (1) 2458553
75 (2) 2479606
90 (1) 3000854
90 (2) 2894237
100 (1) 3210328
100 (2) 3185867
120 (1) 3874716
(2)

3808278
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ANEXO IV

Resultados obtidos do crescimento apical do Penicillium
em meio sélido com 0%, 2% e 5,9% de (NaCl) com
diferentes concentragoes do acido 2.4-

diclorofenoxiacético.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 0% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas 144 Horas | 168 Horas

Controlo (1) 15,5 20,5 26,0 32,0 38,0
Controlo (2) 15,5 20,5 25,0 31,0 37,0
Controlo (3) 15,0 20,5 25,0 31,0 36,5
Controlo (4) 15,0 20,0 25,5 33,0 37,0
Controlo (5) 15,0 20,5 25,5 33,0 36,5
Controlo (6) 15,5 20,5 25,0 31,0 37,0
Controlo (7) 15,0 20,5 25,0 31,5 37,5
Controlo (8) 15,5 20,0 26,0 31,0 38,0
Controlo (9) 15,5 20,5 25,0 31,0 36,5
10 (1) 16,0 21,0 25,5 31,0 37,5
10 (2) 15,0 19,0 25,0 31,5 37,0
10 (3) 15,0 19,5 25,0 31,0 37,5
10 (4) 15,0 19,0 25,5 31,0 37,0
10 (5) 15,5 19,5 25,0 30,5 37,5
10 (6) 15,0 21,0 25,5 31,0 37,5
10 (7) 15,5 19,5 25,0 31,5 37,5
10 (8) 16,0 21,0 25,0 31,5 37,0
10 (9) 15,0 19,0 25,0 31,0 37,0
100 (1) 14,5 20,0 25,0 31,0 37,5
100 (2) 14,0 19,5 24,5 31,0 37,5
100 (3) 14,0 19,5 24,0 32,0 37,5

100 (4) 14,0 20,0 25,0 31,5 37,0
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Continuacao

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 0% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas | 144 Horas | 168 Horas

100 (5) 14,0 19,0 25,5 31,0 37,5
100 (6) 14,5 19,5 24,0 31,0 37,5
100 (7) 13,5 20,0 25,0 32,0 37,5
100 (8) 14,5 20,0 25,0 31,5 37,0
100 (9) 14,0 19,5 24,0 31,5 37,0
300 (1) 13,0 18,0 23,0 29,0 32

300 (2) 14,0 19,0 24,5 30,0 33,5
300 (3) 13,0 17,0 23,0 29,0 31,0
300 (4) 13,0 17,5 23,5 30,0 33,0
300 (5) 13,0 18,5 24,0 30,0 32,0
300 (6) 13,5 19,0 23,0 29,5 33,5
300 (7) 14,0 18,0 23,5 30,0 31,0
300 (8) 14,0 17,5 23,5 30,0 33,0
300 (9) 12,0 17,0 24,0 29,0 33,5
500 (1) 13,0 17,0 21,5 27,5 31,0
500 (2) 14,0 18,0 22,0 28,0 30,0
500 (3) 12,5 17,0 22,0 26,0 29,5
500 (4) 13,0 18,0 22,5 26,5 30,0
500 (5) 13,5 17,5 22,0 27,0, 30,5
500 (6) 13,0 17,5 21,5 27,5 29,0

500 (7) 13,0 18,0 21,5 27,0 30,0
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuagao

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 0% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas | 144 Horas | 168 Horas

500 (8) 130 17,0 21,5 28,0 31,0
500 (9) 13,5 18,0 21,5 27,0 29,0
1000 (1) 6,00 9,00 14,0 24,0 25,0
1000 (2) 8,00 11,0 15,0 24,5 25,5
1000 (3) 8,00 10,5 15,0 24,0 25,0
1000 (4) 6,00 10,0 15,0 23,5 25,0
1000 (5) 6,00 10,5 145 23,0 26,0
1000 (6) 8,00 10,0 14,0 23,5 25,0
1000 (7) 8,00 9,50 145 24,0 25,5
1000 (8) 7,50 10,0 14,5 24,0 24,5

1000 (9) 8,00 11,0 15,0 24,0 25,0
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 2% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas | 144 Horas| 168 Horas
Controlo (1) 19,0 26,5 35,0 42,0 50,0
Controlo (2) 18,5 27,0 35,5 42,5 50,0
Controlo (3) 18,5 27,5 35,0 43,0 50,5
Controlo (4) 18,5 27,0 35,0 43,0 50,0
Controlo (5) 19,0 26,5 36,5 42,0 50,0
Controlo (6) 19,0 27,0 35,5 43,0 50,5
Controlo (7) 18,5 27,0 35,0 42,5 49,0
Controlo (8) 18,5 27,0 35,5 42,0 51,0
Controlo (9) 19,0 27,0 35,0 42,0 51,0
10 (1) 18,0 25,0 33,0 42,0 49,5
10(2) 17,5 26,0 34,0 40,5 48,0
10 (3) 18,0 26,5 33,5 40,0 49,0
10 (4) 18,5 25,5 34,0 41,5 48,5
10 (5) 17,0 25,0 34,0 40,5 48,5
10 (6) 17,0 26,5 34,5 41,0 49,0
10 (7) 18,0 25,5 34,0 40,0 49,0
10 (8) 18,0 24,5 34,5 42,0 48,5
10 (9) 18,0 25,0 34,0, 41,0 49,0
100 (1) 18,0 25,0 33,5 40,5 48,0
100 (2) 18,0 26,0 36,0 41,0 48,5
100 (3) 18,5 25,0 33,0 42,0 47,5
18,0 27,0 35,0 43,0 47,0

100 (4)
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuacao

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 2% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas | 144 Horas | 168 Horas

100 (5) 18,5 26,5 34,5 41,0 48,0
100 (6) 18,0 26,0 35,5 42,5 47,5
100 (7) 19,0 25,5 35,5 41,0 48,0
100 (8) 17,5 26,5 36,0 40,0 48,5
100 (9) 18,0 25,5 34,5 40,0 48,0
300 (1) 16,5 23,5 32,0 38,5 47,0
300 (2) 16,5 22,5 31,0 36,5 46,0
300 (3) 16,0 24,0 31,5 37,5 46,5
300 (4) 16,5 23,0 31,0 38,5 46,0
300 (5) 15,5 23,5 31,5 38,0 46,0
300 (6) 15,5 24,0 32,5 38,0 45,5
300 (7) 15,5 23,0 31,0 36,5 46,0
300 (8) 16,5 22,5 31,0 38,0 46,5
300 (9) 17,0 24,0 32,0 37,5 46,5
500 (1) 14,5 21,5 28,5 34,0 42,5
500 (2) 14,5 20,0 28,0 34,5 42,0
500 (3) 14,0 20,5 26,5 33,0 41,5
500 (4) 15,0 21,5 27,0 34,0 41,0
500 (5) 15,0 21,0 27,5 34,5 41,0
500 (6) 14,0 21,5 27,5 33,0 41,5

15,5 21,0 27,0 36,0 40,5

500 (7)
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuagao

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 2% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas | 144 Horas | 168 Horas

500 (8) 145 21,0 28,0 35,0 41,0
500 (9) 15,0 21,5 26,0 35,5 415
1000 (1) 9,00 13,0 17,5 22,5 29,5
1000 (2) 9,00 14,5 17,5 21,0 30,0
1000 (3) 8,00 13,0 18,0 23,0 29,0
1000 (4) 9,00 14,0 18,5 23,5 29,0
1000 (5) 8,50 14,0 18,0 22,5 29,5
1000 (6) 9,00 15,5 18,0 23,0 29,0
1000 (7) 9,50 15,0 18,0 24,0 30,0
1000 (8) 9,00 14,0 19,0 24,5 29,0

1000 (9) 9,00 14,5 18,5 24,5 31,0
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 5,9% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas 144 Horas | 168 Horas

Controlo (1) 13,5 20,0 26,0 33,0 39.0
Controlo (2) 14,0 19,5 25,0 34,0 40,0
Controlo (3) 14,5 20,0 25,5 33,5 38,0
Controlo (4) 14,5 21,0 24,5 33,0 38.5
Controlo (5) 14,5 20,5 24,0 33,5 39.0
Controlo (6) 15,0 20,0 25,0 33,0 39,5
Controlo (7) 14,0 19,5 25,5 33,0 38,0
Controlo (8) 13,0 19,0 25,0 33,0 39,5
Controlo (9) 14,0 19,5 25,5 32,5 38,5
10 (1) 14,0 20,0 25,0 32,5 39,0
10 (2) 14,5 21,0 25,0 34,0 39,0
10 (3) 15,0 19,5 24,5 33,0 38,5
10 (4) 13,0 19,0 24,5 33,5 40,0
10 (5) 14,0 18,5 24,0 33,0 39,5
10 (6) 13,0 19,0 25,5 33,0 39,5
10 (7) 13,0 21,0 25,5 32,0 38,0
10 (8) 15,0 19,0 24,5 32,0 38,5
10 (9) 13,0 19,5 25,0 33,0 38,0
100 (1) 14,0 21,0 24,0 33,0 39,0
100 (2) 13,5 19,5 24,0 33,0 39,0
100 (3) 14,0 20,0 24,5 33,0 38,5

100 (4) 14,0 19,0 24,0 32,0 39,0
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuacao

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 5,9% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas | 144 Horas | 168 Horas

100 (5) 135 18,5 245 33,5 39,0
100 (6) 14,5 21,0 25,0 31,0 39,0
100 (7) 14,0 19,0 25,5 33,5 38,5
100 (8) 14,0 19,5 25,0 33,5 39,0
100 (9) 13,5 21,0 23,0 34,5 38,5
300 (1) 13,0 18,5 24,0 31,5 38,0
300 (2) 13,5 18,5 23,0 31,0 37,0
300 (3) 12,5 17,5 23,0 31,0 37.0
300 (4) 13,0 17,5 23,0 32,0 36,5
300 (5) 12,5 19,5 23,5 31,5 38,0
300 (6) 13,5 18,5 23,5 31,0 37,5
300 (7) 12,0 19,0 22,0 30,0 37.0
300 (8) 12,5 18,5 23,5 30,5 38,0
300 (9) 13,0 18,0 24,5 31,0 37,5
500 (1) 11,0 15,0 19,0 24,5 31,0
500 (2) 9,50 14,5 18,5 25,5 30,0
500 (3) 10,0 15,0 19,0 25,0 30,5
500 (4) 9,00 15,5 18,5 25,0 31,0
500 (5) 11,0 15,5 19,0 25,5 31,5
500 (6) 11,5 15,5 18,5 24,5 31,0

10,5 14,5 20,0 24,5 30,0

500 (7)
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuagao

Crescimento a pical (mm) em meio sélido com 5,9% de NaCl (p/v)

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas | 120 Horas | 144 Horas | 168 Horas

500 (8) 10,5 15,0 19,0 24,5 29,5
500 (9) 10,0 145 19,5 25,0 30,5
1000 (1) 6,00 9,00 13,0 18,0 22,0
1000 (2) 5,50 8,50 13,0 18,5 21,5
1000 (3) 6,00 9,00 12,5 17,5 21,0
1000 (4) 6,50 8,50 12,0 17,0 23,0
1000 (5) 6,00 8,50 13,5 17,5 23,5
1000 (6) 7,00 10,0 12,5 18,5 23,0
1000 (7) 6,50 9,00 12,0 18,0 22,5
1000 (8) 5,50 9,50 14,0 18,0 22,0

1000 (9) 5,00 9,00 13,0 17,5 225
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO V

Equacbes da recta obtidas para calculo da taxa de
crescimento apical em meio sélido com 0%, 2% e 5,9%
de (NaCl) e diferentes concentracdes do acido 2.4-
diclorofenoxiacético.



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

0% de NaCl (p/v)

2% de NaCl (p/v)

Amostra (mg/L) Equacao linear da Recta R’

Controlo y= 0,2632x - 5,583 0,9953
10 Y= 0,3201x - 4,850 0,9981
100 y= 0,2632x - 5,616 0,9913
300 y= 0,2576x - 6,316 0,9941
500 y= 0,2090x - 5,150 0,9946
1000 y=0,1729x - 7,150 0,9915

Amostra (mg/L) Equacao linear da Recta R?

Controlo y= 0,3410x - 5,783 0,9980
10 Y= 0,3201x - 4,850 0,9981
100 y= 0,3174x - 4,750 0,9981
300 y=0,3118x - 6,476 0,9972
500 y= 0,2903x - 6,833 0,9991
1000 y= 0,1938x - 5,483 0,9955

5,9% de NaCl (p/v)

Amostra (mg/L) Equacéo linear da Recta R?

Controlo y= 0,2285x - 1,416 0,9982
10 Y= 0,2299x - 1,850 0,9959
100 y=0,2431x -3,700 0,9973
300 y= 0,2083x -1,600 0,9898
500 y=0,1806x - 0,266 0,9937
1000 y=0,1458x -3,333 0,9955
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO VI

Resultados obtidos do crescimento apical do Penicillium
em meio soélido suplementados com diferentes
acucares: Lactose, Glicose e Sacarose.



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Crescimento (mm) sem fonte de carbono suplementar

Amostras (mg/L) | 72 Horas 96 Horas | 120 Horas [144 Horas | 168 Horas
Controle (1) 12,0 15,5 21,0 27,0 32,5
Controle (2) 11,0 16,5 22,0 27,0 33,5
Controle (3) 12,0 15,5 21,0 26,0 33,0
Controle (4) 10,5 15,0 21,5 26,5 34,0
Controle (5) 10,5 15,5 20,5 26,5 33,0
Controle (6) 11,5 16,5 20,0 27,0 33,5
10 (1) 10,0 15,0 20,0 25,0 31,5
10 (2) 9,50 16,0 20,5 24,0 32,0
10 (3) 10,0 15,0 21,0 25,0 31,0
10 (4) 10,5 15,5 21,0 24,5 31,5
10 (5) 10,0 15,5 19,5 25,5 32,0
10 (6) 10,0 15,0 20,0 26,0 31,0
25 (1) 11,0 17,5 22,0 28,0 34,0
25 (2) 10,0 15,5 21,0 27,0 34,5
25 (3) 11,0 15,0 20,0 26,5 32,0
25 (4) 11,5 16,0 21,0 26,0 34,0
25 (5) 10,0 17,0 21,5 25,5 33,5
25 (6) 11,5 15,5 20,5 27,0 33,0
50 (1) 10,0 16,0 20,0 26,0 33,0
50 (2) 10,0 14,5 19,0 25,0 32,0
50 (3) 9,50 16,0 21,0 26,0 33,0
50 (4) 9,00 15,0 20,0 25,0 32,0
50 (5) 9,00 15,5 20,5 26,0 32,5
50 (6) 9,50 16,0 19,5 26,0 33,5
100 (1) 9,00 14,0 19,0 25,5 31,0
100 (2) 9,50 14,5 20,0 26,0 32,0
100 (3) 9,00 15,0 20,0 26,0 33,0
100 (4) 9,50 14,0 19,5 25,0 32,0
100 (5) 9,50 15,0 19,5 24,5 32,0
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuagao

Crescimento (mm) sem fonte de carbono suplementar

Amostras (mg/L) |72 Horas |96 Horas |120 Horas |144 Horas | 168 Horas

100 (6) 8,50 145 20,0 27,0 32,0
300 (1) 10,0 13,5 17,0 23,0 29,0
300 (2) 8,50 13,5 18,0 23,0 29,0
300 (3) 9,00 14,0 18,5 24,0 30,5
300 (4) 8,00 13,5 19,0 23,0 29,0
300 (5) 9,50 14,0 18,0 22,5 29,5
300 (6) 9,50 13,5 17,5 24,5 30,5
500 (1) 8,50 12,5 16,0 21,5 28,0
500 (2) 7,50 11,5 16,0 21,5 29,5
500 (3) 8,50 12,5 17,0 22,5 29,0
500 (4) 7,50 12,0 16,5 21,5 28,0
500 (5) 8,50 11,0 17,0 20,0 27,0
500 (6) 8,00 13,5 15,5 23,0 27,0
1000 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (4) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (5) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (6) N.C N.C N.C N.C N.C

*N.C: Ndo apresentou crescimento.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Crescimento (mm) em meio sélido suplementado com 2% de Glicose

Amostras (mg/L) | 72 Horas 96 Horas | 120 Horas [144 Horas | 168 Horas
Controle (1) 14,5 21,0 38,0 41,5 48,0
Controle (2) 14,5 20,5 38,5 42,0 49,0
Controle (3) 15,0 21,0 38,5 43,0 48,0
Controle (4) 15,0 21,0 38,0 43,0 48,5
Controle (5) 16,0 20,0 39,0 425 47,5
Controle (6) 15,0 21,5 38,0 42,0 47,5
10 (1) 16,5 21 40,0 43,0 49,0
10 (2) 16,0 22,0 38,0 43,5 48,0
10 (3) 16,5 21,0 39,0 43,0 48,0
10 (4) 16,0 23,0 39,5 42,0 48,0
10 (5) 16,5 20,0 39,0 43,5 50,0
10 (6) 15,5 19,5 38,5 44,0 49,0
25 (1) 15,5 20,5 38,0 43,0 48,0
25 (2) 13,0 19,5 37,5 42,0 47,0
25 (3) 15,0 20,0 37,0 41,0 46,5
25 (4) 16,0 19,5 38,0 40,0 45,5
25 (5) 15,0 21,0 37,0 42,0 47,5
25 (6) 15,5 21,5 38,0 41,5 45,5
50 (1) 13,0 17,0 34,5 38,5 42,5
50 (2) 14,0 18,5 36,0 40,0 45,0
50 (3) 14,5 18,5 36,5 41,5 45,0
50 (4) 13,5 19,0 35,0 39,0 44,0
50 (5) 13,5 18,5 36,5 41,0 45,5
50 (6) 14,5 17,0 35,5 37,5 45,5
100 (1) 13,0 18,5 37,5 39,0 44,5
100 (2) 14,0 20,0 37,5 39,0 44,0
100 (3) 14,5 19,0 36,0 39,0 45,0
100 (4) 14,0 19,0 35,0 39,5 43,0
100 (5) 15,0 18,0 36,0 40,5 44,5
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuagao

Crescimento (mm) em meio solido suplementado com 2% de Glicose

Amostras (mg/L) |72 Horas |96 Horas |120 Horas |144 Horas | 168 Horas

100 (6) 13,5 19,5 36,0 37,5 45,0
300 (1) 13,0 19,0 26,0 38,0 42,0
300 (2) 13,0 18,0 24,0 37,0 42,0
300 (3) 13,0 17,0 24,0 38,0 42,0
300 (4) 13,5 18,5 23,0 38,0 42,0
300 (5) 12,0 18,0 24,0 37,5 43,0
300 (6) 13,5 17,5 23,0 37,5 43,0
500 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (4) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (5) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (6) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (4) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (5) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (6) N.C N.C N.C N.C N.C

*N.C: Ndo apresentou crescimento.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Crescimento (mm) em meio sélido suplementado com 2% de Lactose

Amostras (mg/L) | 72 Horas 96 Horas | 120 Horas [144 Horas | 168 Horas
Controle (1) 12,5 19,0 23,0 35,5 40,0
Controle (2) 13,0 18,5 24,0 35,0 41,0
Controle (3) 12,0 20,0 25,0 31,0 42,0
Controle (4) 12,0 17,5 26,5 34,0 41,0
Controle (5) 12,5 18,0 24,5 33,0 40,5
Controle (6) 13,0 19,0 25,0 36,0 42,0
10 (1) 11,0 18,0 25,5 31,0 41,5
10 (2) 11,5 17,0 26,0 32,0 42,5
10 (3) 12,0 16,5 26,0 32,0 42,0
10 (4) 12,0 16,0 25,0 31,5 42,0
10 (5) 11,0 16,5 25,5 31,5 43,0
10 (6) 11,5 17,0 27,0 32,0 41,0
25 (1) 13,5 18,0 24,5 38,5 43,0
25 (2) 13,0 17,5 25,0 38,0 42,5
25 (3) 13,0 18,0 24,0 37,5 42,0
25 (4) 13,5 17,0 23,5 36,5 43,0
25 (5) 12,5 18,5 24,0 36,5 42,0
25 (6) 12,5 19,0 23,5 35,5 42,5
50 (1) 13,0 19,0 25,0 37,0 41,0
50 (2) 12,5 18,0 24,0 37,0 42,5
50 (3) 13,0 18,0 26,0 36,5 42,0
50 (4) 14,0 18,0 24,0 37,0 41,0
50 (5) 12,5 17,5 23,0 35,5 425
50 (6) 13,0 18,0 25,0 36,0 40,0
100 (1) 13,5 18,0 24,0 36,0 42,5
100 (2) 13,0 18,0 24,5 35,5 43,0
100 (3) 13,0 17,5 23,0 37,0 42,5
100 (4) 13,5 17,0 24,5 36,0 43,5
100 (5) 12,0 16,5 24,0 35,5 41,5
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuagao

Crescimento (mm) em meio solido suplementado com 2% de Lactose

Amostras (mg/L) |72 Horas |96 Horas |120 Horas |144 Horas | 168 Horas

100 (6) 12,5 18,0 24,5 36,0 43,0
300 (1) 9,50 14,5 21,0 36,0 40,0
300 (2) 9,00 14,5 22,0 35,5 40,5
300 (3) 10,5 15,0 22,0 36,0 40,0
300 (4) 9,50 15,5 22,5 35,0 41,0
300 (5) 9,50 13,5 22,5 35,5 40,0
300 (6) 9,50 15,0 22,0 37,0 39,0
500 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (4) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (5) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (6) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (4) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (5) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (6) N.C N.C N.C N.C N.C

*N.C: Ndo apresentou crescimento.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Crescimento (mm) em meio sélido suplementado com 2% de Sacarose

Amostras (mg/L) | 72 Horas 96 Horas | 120 Horas [144 Horas | 168 Horas
Controle (1) 19,0 27,0 36,0 43,0 50,0
Controle (2) 18,0 27,0 36,5 42,0 51,0
Controle (3) 18,5 27,5 35,0 43,0 51,5
Controle (4) 18,5 26,5 36,0 43,0 52,0
Controle (5) 19,0 28,0 35,0 42,0 51,0
Controle (6) 18,5 26,5 35,0 41,0 51,5
10 (1) 18,0 27,5 34,5 42,0 49,5
10 (2) 19,0 25,0 33,0 40,5 48,0
10 (3) 18,0 26,0 34,5 40,0 49,0
10 (4) 17,0 26,0 34,0 41,0 48,0
10 (5) 16,5 26,5 33,5 41,5 48,5
10 (6) 17,0 27,0 34,5 39,0 49,0
25 (1) 18,0 26,5 34,0 41,0 49,0
25 (2) 17,5 26,0 33,5 40,0 48,0
25 (3) 18,5 26,5 34,5 40,5 48,5
25 (4) 18,0 26,5 340 41,0 49,0
25 (5) 19,0 25,5 34,5 40, 49,5
25 (6) 18,5 27,0 33,0 40,5 48,0
50 (1) 19,0 27,0 35,0 425 48,0
50 (2) 19,0 27,0 34,5 41,0 47,0
50 (3) 19,5 28,0 35,0 41,0 47,5
50 (4) 18,0 26,0 34,0 40,5 49,0
50 (5) 18,6 27,0 34,5 40,5 47,0
50 (6) 18,0 26,5 34,0 41,5 48,0
100 (1) 19,0 26,0 33,5 42,0 49,0
100 (2) 18,0 27,0 36,0 43,0 49,5
100 (3) 18,5 24,0 35,0 40,0 50,0
100 (4) 17,0 25,0 34,0 43,0 49,5
100 (5) 17,5 26,0 36,0 42,0 49,5
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Continuagao

Crescimento (mm) em meio solido suplementado com 2% de Sacarose

Amostras (mg/L) |72 Horas |96 Horas |120 Horas |144 Horas | 168 Horas

100 (6) 18,5 27,0 35,5 41,0 50,0
300 (1) 16,5 23,5 32,0 38,5 47,0
300 (2) 16,0 22,5 31,0 36,5 46,0
300 (3) 16,0 24,0 31,5 37,5 46,5
300 (4) 16,0 23,0 32,0 38,0 46,0
300 (5) 16,5 23,5 31,5 37,0 45,5
300 (6) 15,0 23,5 31,0 38,5 47,0
500 (1) 14,5 21,5 28,5 35,0 42,5
500 (2) 14,5 21,0 28,0 35,0 40,5
500 (3) 14,0 20,5 26,5 33,0 41,5
500 (4) 14,0 21,0 27,0 35,0 42,0
500 (5) 15,0 21,0 26,5 33,5 41,0
500 (6) 15,5 21,0 28,0 34,0 42,0
1000 (1) 9,00 14,0 17,5 22,5 30,0
1000 (2) 9,00 14,5 19,0 23,5 29,0
1000 (3) 8,00 14,5 18,0 23,0 30,0
1000 (4) 9,00 14,0 18,0 23,0 30,0
1000 (5) 9,50 15,0 18,5 23,5 29,0
1000 (6) 9,00 15,0 18,0 24,0 29,0

*N.C: Ndo apresentou crescimento.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO VII

Equacgdes da recta obtidas para calculo do crescimento
apical do Penicillium em meio solido suplementados
com diferentes agucares: Lactose, Glicose e Lactose.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Sem fonte de carbono suplementar

2% de Sacarose

Amostra (mg/L) Equacao linear da Recta R?
Controlo y=0,2313x - 6,125 0,9945
10 Y=0,2195x - 5,903 0,9970
25 y= 0,2333x - 6,402 0,9958
50 y= 0,2348x - 7,528 0,9952
100 y= 0,2368x - 8,224 0,9980
300 y=0,2111x - 6,637 0,9949
500 y=0,2063x - 7,520 0,9907
2% de Lactose
Amostra (mg/L) Equacao linear da Recta R*
Controlo y=0,3014x - 10,00 0,9934
10 Y=0,3160x - 12,35 0,9889
25 y=0,3250x - 12,10 0,9816
50 y=0,3250x - 12,10 0,9816
100 y= 0,3258x - 12,58 0,9974
300 y= 0,3425x - 16,72 0,9962

Amostra (mg/L) Equacao linear da Recta R?
Controlo y= 0,3254x - 4,377 0,9989
10 Y= 0,3229x - 5,349 0,9994
25 y=0,3132x - 4,119 0,9985
50 y= 0,3033x - 2,620 0,9975
100 y= 0,3278x - 5,294 0,9987
300 y= 0,3108x - 6,340 0,9983
500 y=0,2788x - 5,730 0,9992
1000 y= 0,2072x - 5,966 0,9916
2% de Glicose
Amostra (mg/L) Equacao linear da Recta R*
Controlo y= 0,3646x - 10,85 0,9843
10 Y= 0,3632x - 9,983 0,9876
25 y=0,3521x - 10,05 0,9916
50 y=0,3452x - 11,12 0,9895
100 y=0,3312x - 9,079 0,9868
300 y=0,3264x - 12,16 0,9865
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO VIII

Resultados obtidos do crescimento apical do
Penicillum em meio sdélido com diferentes
concentracdes do 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) e as
equacoes da rectas utilizadas para o calculo da taxa
de crescimento apical.



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Amostras (mg/L) 72 Horas 96 Horas 120 Horas 144 Horas 168 Horas

Controlo (1) 10,0 16,0 22,0 28,0 33,5
Controlo (2) 11,0 17,0 24,0 29,0 36,0
Controlo (3) 10,5 15,0 22,0 28,0 33,5
1(1) 9,00 15,0 21,0 28,5 33,0
1(2) 8,00 14,5 20,0 27,5 32,0
1(3) 8,00 15,0 20,5 28,0 33,0
10 (1) 8,50 14,0 19,5 26,0 31,5
10 (2) 8,50 15,5 21,0 27,0 32,5
10 (3) 8,40 14,0 20,0 28,0 33,0
25 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
25 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
25 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
50 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
50 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
50 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
100 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
100 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
100 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
300 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
300 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
300 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
500 (2) N.C N.C N.C N.C N.C

500 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Amostras (mg/L) 72 Horas

96 Horas 120 Horas 144 Horas 168 Horas

1000 (1) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (2) N.C N.C N.C N.C N.C
1000 (3) N.C N.C N.C N.C N.C
*N.C: Ndo apresentou crescimento.

Amostra Equacao da Recta R?

Controlo y= 0,250x - 7,631 0,9993

1 mg/L y=0,257x - 10,05 0,9963

10 mg/L y=0,251x - 9,630 0,9989
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO IX

Resultados obtidos da Caréncia Bioquimica de
Oxigénio em cinco dias com 1 e com 3 lavagens do
micélio



Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

1 Lavagem
CBOs (mg/L) 12 Dia 22Dia 32Dia 4°Dia 5¢Dia
Controlo sem 2,4 D (1) 12 18 26 32 *
Controlo sem 2,4 D (2) 14 18 26 30 *
Controlo com 2,4 D (1) 68 92 * * *
Controlo com 2,4 D (2) 66 88 * * *
0,29 uM (1) 48 68 80 90 *
0,29 uM (2) 56 78 90 93 *
0,59 uM (1) 68 76 82 88 *
0,59 uM (2) 48 68 80 88 *
1,18 uM (1) 52 72 84 89 *
1,18 uM (2) 52 72 86 86 *
3 Lavagens

CBOs (mg/L) 12 Dia 22Dia 32Dia 4°2Dia 5°9Dia
Controlo sem 2,4 D (1) 20 28 34 38 42
Controlo sem 2,4 D (2) 20 26 34 38 42
Controlocom 2,4 D (1) 26 38 46 52 56
Controlo com 2,4 D (2) 26 36 44 50 54
0,29 uM (1) 32 44 54 56 62
0,29 UM (2) 34 42 50 54 60
0,59 uM (1) 26 40 48 52 58
0,59 M (2) 30 38 44 50 54
1,18 uM (1) 40 52 64 70 76
1,18 uM (2) 40 54 62 68 72

*Valor superior a capacidade de deteccdo do aparelho respirométrico.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO X

Resultados dos ensaios respirométricos com
objectivo de estudar a influéncia da adicdo do a-
cetoglutarato, acido ascoérbico e manganés como co-
substratos na biodegradagcao do 2,4-D pelo
Penicillium chrysogenum CLONA 2.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Controlos: Microrganismo + substrato

24 48 72 96 120
CBOs (mg/L) Horas horas Horas Horas Horas
Microrganismo (1) 20 28 34 38 42
Microrganismo (2) 34 40 44 46 48
Acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2) 30 44 50 56 60
Acido 2,4-
diclorofenoxiacético (1) 26 38 48 52 56
Manganés (1) 38 48 56 62 66
Manganés (2) 26 38 46 52 56
Acido a-cetoglutarico (2) 82 ’ ’ ’ ’
Acido a-cetoglutarico (1) 36 70 90 * *
Acido ascérbico (1) 42 50 54 58 60
Acido ascérbico (2) 80 80 10 12 14
Amostras: Substratos + 40 mg/L de 2,4-D
24 48 72 96 120
CBOs (mg/L) Horas horas Horas Horas Horas
2,4-D + Manganés (1) 42 56 64 72 76
2,4-D + Manganés (2) 40 52 64 70 76
2,4-D + Manganés (3) 40 54 62 68 72
2,4-D+ Acido ascérbico (1) 56 68 76 80 84
2,4-D+ Acido ascérbico (2) 60 74 82 86 90
2,4-D+ Acido ascérbico (3) 42 66 72 76 76
2,4-D+ Acido a-cetoglutarico (1) 66 ’ ’ ’ ’
2,4-D+ Acido a-cetoglutarico (2) 72 " " " "
2,4-D+ Acido a-cetoglutarico (3) 92 ’ ’ ’ ’

*Valor superior a capacidade de detecgdo do aparelho respirométrico.

Nota: As concentra¢des adicionadas dos co-substratos foram: 1 mM de a-cetoglutarato,

200 uM de acido ascoérbico e 1,18 uM de Manganés.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO XI

Tabela com a percentagem de degradacéo do acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e do 2,4-diclorofenol
(2,4-DCP) por algumas espécies de fungos descritas
na literatura.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

% de degradacao
Microrganismo 2,4-D 2,4-DCP
Agomycetes
Rhizoctonia solani 15 31
Rhizoctonia sp. 6,0 27
Rhizoctonia sp. 18 32
Sclerotium sp. 35 24
Aspergillus
Aspergillus parasiticus 0,0 19
Aspergillus penicilloides 52 14
Aspergillus terreus 2,0 11
Aspergillus ustus 3,0 40
Aspergillus versicolor 6,0 11
Dematiaceae
Acremonium murorum 34 34
Alternaria alternata 6,0 26
Alternaria raphani 4,0 17
Aureobasidium pullulans 3,0 9,0
Cladosporium cladosporioides 13 49
Cladosporium herbarum 23 27
Drechslera spicifera 5,0 47
Embellisia annulatum 9,0 27
Oidiodendron tenuissimum 9,0 9,0
Oidiodendron echinulatum 12 12
Scytalidium lignicola 4,0 24
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

% de degradacao
Microrganismo 2,4-D 2,4-DCP
Penicillium
Penicillium atramentosum 4,0 44
Penicillium aurantiogriseum 8,0 9,0
Penicillium crhysogenum 1,0 6,0
Penicillium cyaneum 0,0 24
Penicillium italicum 0,0 16
Penicillium purpurescens 1,0 25
Melanconiales
Cicinobolus cesatii 10 31
Colletotrichum dematium 4,0 26
Colletotrichum gloesporioides 7,0 30
Colletotrichum musae 8,0 12
Pestalotia palmarum 29 19
Pestalotia truncata 10 6,0
Pestalotiopsis sp. 7,0 22
Pestalotiopsis versicolor 15 30
Truncatella sp. 1,0 25
Mucedinaceae
Acremonium chrysogenum 18 41
Acremonium roseum 8,0 20
Beauveria alba 35 38
Calcarisporium arbuscula 3,0 35
Chrysosporium pannorum 10 61

Continuagao.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

% de degradacao
Microrganismo 2,4-D 2,4-DCP
Cladobotryum verticillatum 29 18
Paecilomyces variotii 3,0 8,0
Sporothrix cyanescens 24 13
Trichoderma harzianum 20 16
Trichoderma pseudokoningii 25 18
Verticillium lecanii 22 22
Verticillium leptobactrum 26 13
Sphaeropsidales
Ascochyta imperfecta 0,0 35
Coniothyrium sp. 0,0 37
Coniothyrium sporulosum 8,0 27
Macrodiplodia zeae 11 39
Phoma glomerata 15 58
Phoma herbarum 3,0 4,0
Trematophoma sp. 7,0 35
Stibellales
Dicyma ampullifera 2,0 4,0
Doratomyces stemonitis 9,0 6,0
Doratomyces microsporus 12 17
Trichurus spiralis 16 26
Tuberculariales
Cylindrocarpon destructans 19 18
Cylindrocarpon ianthothele 15 27
Cylindrocarpon macrosporum 7,0 24

Epicoccum nigrum

Continuagao.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

% de degradacao
Microrganismo 2,4-D 2,4-DCP
Fusarium coeruleum 19 16
Fusarium fusorioides 29 18
Fusarium solani 17 21
Fusarium sulphureum 2,0, 35
Myrothecium gramineum 1,0 11
Zygomycetes
Absidia glauca 13 34
Absidia spinosa 9,0 31
Cunninghamella bainieri 8,0 24
Cunninghamella blakesleeana 20 36
Cunninghamella echinulata 11 36
Cunninghamella elegans 14 45
Helicostylum piriforme 8,0 30
Mortierella bainieri 28 22
Mortierella hyalina 11 12
Mortierella isabellina 46 41
Mortierella ramanniana 25 14
Mucor mucedo 11 5,0
Mucor genevensis 16 65
Phycomyces blakesleeanus 5,0 34
Rhizopus arrhizus 28 24

Continuagao.

Fonte: Adaptado de Vroumsia et al., 2005.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO XII

Valores obtidos do pH e da Biomassa no ensaio com
diferentes valores do pH inicial do meio: 5,70; 6,50 com
tampao e 7,00.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

pH inicial 5,70 pH inicial 5,70

Tempo (Horas) pH Biomassa* Tempo (Horas) pH Biomassa*
1(1) 4,88 0,1541 9 (1) 4,13 0,2171
1(2) 4,85 0,1686 9(2) 4,14 0,2098
2 (1) 4,69 0,1687 10 (1) 4,53 0,2165
2 (2) 4,8 0,1501 10 (2) 4,51 0,2112
3 (1) 4,72 0,1647 15 (1) 4,91 0,2191
3 (2) 4,77 0,1598 15 (2) 4,89 0,2101
4 (1) 4,48 0,1691 22 (1) 5,59 0,2255
4 (2) 4,49 0,1612 22 (2) 5,74 0,2104
5 (1) 4,25 0,1803 27 (1) 5,87 0,1939
5(2) 4,23 0,1930 27 (2) 5,84 0,2321
6 (1) 4,02 0,1943 31 (1) 5,92 0,1776
6 (2) 3,67 0,1898 31 (2) 6,05 0,1586
7(1) 3,93 0,2075 48 (1) 6,23 0,1567
7 (2) 3,41 0,2229 48 (2) 5,84 0,1781
8(1) 3,79 0,2089

8 (2) 3,97 0,2201

*Valores da Biomassa em (g).
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

pH inicial de 6,50

pH inicial de 6,50

Tempo (Horas)

pH Biomassa*

1(1)

NN = N = N

N N OO OO O o W woNd DN =

~— O N N S~ N~ N~ ~—

6,45
6,43
6,45
6,41
6,44
6,41
6,36
6,47
6,40
6,42
6,42
6,43

0,1492
0,1681
0,1841
0,1350
0,1698
0,1904
0,1896
0,1804
0,2397
0,2439
0,1719
0,2313

Tempo (Horas) pH Biomassa*
8 (1) 6,42 0,1916
8 (2) 6,45 0,1865
9(1) 6,48 0,1682
9 (2) 6,41 0,2392
10 (1) 6,43  0,2314
10 (2) 6,45 0,1906
15 (1) 6,47  0,2142
15 (2) 6,46 0,1988
36 (1) 6,48  0,1450
36 (2) 6,46 0,1478
48 (1) 6,46  0,1222
48 (2) 6,46  0,1547

Nota: pH inical do meio de 6,50 com adi¢ao de tampao.

*Valores da Biomassa em (g).
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

pH inicial 7,00
Tempo (Horas) pH Biomassa*
1(1) 5,85 0,1432
1(2) 5,78 0,1433
2 (1) 5,78 0,1850
2 (2) 5,70 0,1801
3(1) 5,44 0,1963
3(2) 5,44 0,1940
5(1) 5,12 0,1758
5(2) 5,16 0,1775
6 (1) 5,30 0,2214
6 (2) 5,50 0,1641
7 (1) 5,38 0,1892
7(2) 5,43 0,1946

pH inicial 7,00
Tempo (Horas) pH Biomassa*
8(1) 5,33 0,1906
8(2) 5,57 0,1904
9(1) 5,41 0,1977
9(2) 5,69 0,1754
10 (1) 5,74 0,1657
10 (2) 5,72 0,2825
15 (1) 5,70 0,2404
15 (2) 5,94 0,1702
36 (1) 6,27 0,0721
36 (2) 6,30 0,0802
48 (1) 6,50 0,0585
48 (2) 6,56 0,0707

*Valores da Biomassa em (g).
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.




Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

ANEXO XIII

Valores obtidos das areas dos picos cromatograficos de
todos os ensaios realizados em meio liquido.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Fermentacao em cultura submersa com adicao de diferentes acucares.

Amostras Area do pico
Sem fonte de carbono (1) 1528926
Sem fonte de carbono (2) 1519954
Sacarose (1) 2609313
Sacarose (2) 2598431
Glicose (1) 2969442
Glicose (2) 2957134
Lactose (1) 3100398
Lactose (2) 3096549

Fermentacao em cultura submersa com diferentes concentragoes salinas
com adicao de 1,18 uM de manganeés.

Concentracao salina (%) Area do pico
0(1) 1430709
0(2) 1431254
2(1) 1332492
2(2) 1332198
5,9 (1) 1496187
5,9 (2) 1491125
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Fermentacao em cultura submersa com diferentes concentracoes salinas

com adicao conjunta de diferentes co-substratos: manganés, acido

ascorbico e a-cetoglutarato.

Concentracao salina (%)

Area do pico

0 (1)

1316123
1309899
1267014
1257891
1479818
1472343

Nota: Foram acrescentados ao meio 50 mg/L de 2,4-D, 1,18 uM de manganés, 200 uM de

acido ascérbico e 1 mM de a-cetoglutarato.

Fermentacao em cultura submersa com adicao dos co-substratos

(manganés, acido ascorbico e a-cetoglutarato) separadamente.

Amostras

Area do pico

a-cetoglutarato (1)
a-cetoglutarato (2)

Apenas 2,4-D (1)

Apenas 2,4-D (2)

Manganés (1)

Manganés (2)

Acido ascérbico (1)

Acido ascérbico (2)

Manganés + a-cetoglutarato (1)
Manganés + a-cetoglutarato (2)

Acido ascérbico + a-cetoglutarato (1)

Acido ascérbico + a-cetoglutarato (2)

985267

985458
1064032
1058791
1005102
1002012
1037841
1027412
1031293
1030935
1044389
1041467

Nota: Todas as amostras continham 40 mg/L do 2,4-D.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.

Fermentacao em cultura submersa com diferentes pHs do meio de
cultura.

pH inicial do meio  Area do pico

5,70 (1) 990939
5,70 (2) 991025
6,50* (1) 971965
6,50* (2) 970164
7,00 (1) 966554
7,00 (2) 966912

Nota:Em todos os ensaios foi adicionado 40 mg/L do 2,4-D e 1mM do a-cetoglutarato.
* Foi adicionado ao meio dois reagentes tamponantes no pH 6,50.
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Estudo da biodegradagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético por uma estirpe de Penicillium.
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