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Linhagens fungicas isoladas da rizosfera de arroz foram
avaliadas quanto ao seu potencial ligninolitico e algumas
demonstraram aplicabilidade em estudos de degradacgéao
de agrotdxicos. O presente trabalho avaliou uma dessas
linhagens quanto a capacidade de degradacao do
herbicida propanil e de seu metabdlito 3,4 dicloroanilina
(3,4-DCA). Alinhagem P3SAL1F foi cultivada em meio Czapek
sélido, suplementado com duas concentracdes de
sacarose e diferentes concentra¢des de propanil e/ou
3,4-DCA (2,5; 5,0; 10; 15; 20; 25 e 50 ug mL1). Colbdnias que
cresceram nesses meios foram avaliadas quanto a
capacidade de degradar ambos 0s compostos em meio
Czapeck liquido, suplementado nas concentragdes de 2,5
e 25 pg mL*. A determinag&o quantitativa dos residuos dos
herbicidas foi realizada por cromatografia a gas
quantificando-se, paralelamente a biomassa formada. O
crescimento do fungo foi afetado proporcionalmente pelas
doses aplicadas do herbicida e do metabdlito. Observou-
se que a linhagem flngica P3SALF apresentou periodo de
adaptacao antes de iniciar a degradacdo do herbicida. Aos
28 dias de incubagdo obteve-se taxa de degradacdo de
66,4% para a concentracao de 2,5 ug mL* e de 62,3% para
a de 25 ug mL1. N&o foi detectada a presenca de 3,4-DCA.
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1 INTRODUCAO

O propanil (3',4’-dicloropropionanilina), herbicida seletivo de contato e pds-emergente
(derivado das cloroanilidas), tem sido utilizado intensivamente na cultura do arroz (Oryza sativa L.)
para o controle de plantas daninhas de folha larga e estreita (ALAWI, 1982). Com meia-vida de
aproximadamente 1 ano, sofre clivagem hidrolitica em meio fortemente &cido e alcalino originando 3,4-
dicloroanilina (3,4-DCA) (Figura 1) e acido propi6nico. O propanil é estavel entre pH 4 e 9 (TOMLIN,
2000).

FIGURA 1- ESTRUTURA DO HERBICIDA PROPANIL (A) E SEUMETABOLITO 3,4-DCA (B)
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As cloroanilinas adsorvem-se as substancias humicas presentes no solo, podendo
permanecer ligadas durante anos apos a aplicacdo. Também estao sujeitas a dimerizacdo e
polimerizacdo formando compostos azo, altamente estaveis e resistentes & mineralizacao
(BRUNSBACH e REINEKE, 1993; KREMER e STERNER, 1996).

Varias bactérias, algumas isoladas de cultivo de arroz, foram selecionadas pela capacidade de
degradar cloroanilinas, tais como Comamonas testosteroni (BOON et al., 2000), Pseudomonas
acidovorans BN3.1 (BRUNSBACH e REINEKE, 1993), Proteus mirabilis (CORREA e STEEN, 1995),
Aguaspirillum sp e Paracoccus denitrificans 3CA (SUROVTSEVA et al., 1996). A bactéria Pseudomonas
fluorescens biotipo Il hidrolisou propanil a 3,4-DCA (ZABLOTOWICZ et al., 2001).

Entre os fungos, a espécie Phanerochaete chrysosporium foi responséavel pela degradacao de
3,4-DCA em meio de cultura com limitacdo de nitrogénio (N). No processo, 0s principais metabdlitos
formados foram N-(3,4-diclorofenil)-a-cetoglutaril-&-amida (DCAX) e DCA-succinimida (DCASI), o qual
apresentou concentracdo maxima aos 10 dias de incubacdo. O DCAX também foi detectado em
meios de cultura com limitagcao de carbono (C), ou suplementacéo de N e C (SANDERMANN et al.,
1998), mas os autores ndo encontraram correlacéo entre a atividade da enzima lignina peroxidase e a
degradacao de 3,4-DCA. Outros fungos tém sido envolvidos na degradagdo de 3,4-DCA como o
basidiomiceto Filoboletus TA9054, cujo metabdlito formado em maior quantidade no processo foi 0
3,3",4,4'-tetracloroazobenzeno (TCAB) (KREMER e STERNER, 1996).

SILVA, MELO e VIEIRA (2003) isolaram linhagens fangicas, consideradas degradadoras em
potencial de compostos organicos em culturas de arroz irrigado do estado de Santa Catarina. Verificaram
o potencial ligninolitico dessas linhagens e constataram que apenas duas (P3SALF e P11SA2F)
poderiam ter aplicabilidade em estudos de degradacéo de compostos orgéanicos. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial de uma dessas linhagens pré-selecionadas para a degradacao
do herbicida propanil e de seu metabdlito 3,4-DCA.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 CRESCIMENTO MICELIANO (CM)

Cultivou-se a linhagem P3SA1F em meio Czapek solido (3 g L™ NaNO,, 1 g L* K HPO,,
0,5gL*MgSO,.7H,0,0,5gL*KCl, 0,01 g L*FeSO,.7H,0, 16 g L* agar), suplementado com sacarose
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(0 e 10 pg mL?) e diferentes concentragbes de propanil ou 3,4-DCA (2,5; 5,0; 10; 15; 20; 25 e
50 ug mL1). Avaliou-se o desenvolvimento das col6nias apés 2, 4, 6, 7, 9, 11 e 14 dias da semeadura,
registrando nessas datas o diametro da col6nia em cada placa (medido com régua). Taxas médias do
crescimento miceliano foram calculadas para cada unidade experimental, dividindo-se a diferenca
entre o acréscimo no didmetro miceliano entre os dias 2 e 14 pelo intervalo de tempo (12 dias) (SILVA,
1996).

Utilizou-se no experimento, o delineamento estatistico completamente casualisado com cinco
repeticdes. Os efeitos das doses de sacarose, do herbicida, ou do 3,4-DCA, e suas influéncias sobre
a taxa de crescimento miceliano (TCM) foram investigados mediante andlise de variancia e testes F de
Snedecor (MONTGOMERY, 1991). Em cada ensaio foram ajustados modelos de regressdo (DRAPER
e SMITH, 1981) para descrever o efeito da dose do composto orgénico avaliado sobre a TCM.

2.2 BIODEGRADACAO DO HERBICIDA

Trés discos de crescimento ([0 =5 mm) da linhagem flngica P3SA1F foram inoculados em
meio de cultura Czapek liquido, suplementado com 10 g L de sacarose e propanil nas concentracdes
de campo (2,5 ug mL*?) e dez vezes superior a essa (25 pug mL?). As culturas foram incubadas em
shaker (New Brunswick Cientific, modelo inova) a 28°C sob agitag¢&o constante (160 rpm). O tratamento
controle constou de meio de cultura sem microrganismo nas mesmas condicdes (SILVA, 1996). Utilizou-
se delineamento experimental inteiramente casualizado, sendo os fatores fungo (presenca e auséncia)
e tempos de avaliacéo (2, 4, 8, 18 e 28 dias ap0s incubac¢do) arranjados em esquema fatorial.

Extraiu-se o propanil do meio de cultura mediante extragdo liquido-liquido. Adicionaram-se ao
meio 30 mL de diclorometano:acetona (1:1), ambos grau p.r.), recolhendo-se a fase orgéanica por duas
vezes. A fase organica foi evaporada em rotaevaporador (BUCHI) até a secura, retomando-se o residuo
em 10 mL de isooctano (2,2,4 dimetilpentano) grau p.r. Realizou-se a determinacgdo quantitativa do
propanil em cromatografo a gas, modelo HP 5890, com detector de captura de elétrons. As condi¢des
cromatograficas foram: nitrogénio (N,) como gas de arraste; fluxo de 5,4 mL min‘; temperatura do
detector 300°C; temperatura do injetor 270°C; coluna HP-1 (30 m x 0,53 mm x 1,5 pm); temperatura do
forno de 80°C (1 min) e 25°C min? até 270°C (10 min).

Quantifiou-se 3,4-DCA aos 18 e 28 dias ap0s incubacao. O metabolito foi destilado-extraido de
20 mL de meio de cultura adicionado de 230 mL de &gua deionizada, utilizando-se condensador do
tipo Bleidner, sendo recolhido em 100 mL de isooctano adicionado de 1,5 mL de &cido sulfdrico
1 mol L. Apds 4 horas de destilagcao-extracao realizou-se a extracao liquido-liquido com isooctano.
Recolheu-se a fase orgéncica e ajustou-se o pH da fase aquosa para 7,0 (utilizando-se solugéo de
bicarbonato de sédio saturada). Essa foi extraida quatro vezes com 25 mL de isooctano, recolhendo-
se a fase organica. Evaporou-se todo solvente recolhido até o volume de 2 mL, trocando-se o solvente
por duas vezes com adicdo de 5 mL de tolueno (grau p.r.) e ressuspendendo o volume final de 10 mL
de tolueno.

A quantificacéo de 3,4-DCA ocorreu em cromatoégrafo a gas, modelo HP 6890, com detector
termoidnico especifico para nitrogénio e fosforo (NPD). As condi¢des cromatograficas foram: hélio
como gas de arraste; fluxo de 6 mL min™; temperatura do detector 325°C; temperatura do injetor
260°C; coluna DB-1 (30 m x 0,32 mm x 1 pm); temperatura do forno 60°C/1 minuto, 25°C min* até
250°C.

Os célculos para quantificagao do propanil e de 3,4-DCA foram baseados em curvas de calibragao,
obtidas para solu¢cbes padrées em concentracdes conhecidas (Figura 2). Para cada andlise
cromatogréfica realizada, referente aos periodos de incubacéo, construiu-se a curva de calibragéo
utilizando a faixa de trabalho de 0,05 a 1,0 pg mL?, cujos picos foram integrados pela altura. Para
todas as curvas de calibracéo o coeficiente de correlagdo mostrou-se maior ou igual a 0,99.
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FIGURA 2 — CURVAS DE CALIBRACAO DO HERBICIDA PROPANIL (A) E DO SEUMETABOLITO
3,4-DICLOROANILINA (B)
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Amostras fortificadas (2,5 pug mL* de propanil e 25 ug mL* de 3,4-DCA) e amostras em branco
foram submetidas aos mesmos procedimentos de extragao para verificar a eficiéncia dos métodos e a
existéncia de interferentes nas matrizes estudadas e nos materiais e reagentes utilizados.

A avaliacdo da biomassa fungica ocorreu paralelamente ao experimento de degradacao. A
biomassa foi filtrada em funil de Blichner e seca em estufa a 55°C até peso constante.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliou-se o crescimento da linhagem fiingica P3SA1F, tanto na presenca do herbicida propanil
guanto de seu metabdlito 3,4-DCA. Observou-se que ambas as moléculas inibiram o crescimento
fungico, proporcionalmente a dose aplicada. Na dose maxima (50 pg mL™?), tanto na presenca como
na auséncia de sacarose, a linhagem apresentou inibicdo média na TCM de 80,25 e 91,9% na presenca
de propanil e de 3,4-DCA, respectivamente. Verificou-se redugado média na TCM em relagao ao controle
de 37,3 e 65,1% na presenca de 3,4-DCA (15, 20 e 25 pg mL?) sem e com adicdo de sacarose,
respectivamente. O mesmo foi observado para o propanil com reducéo de 29% na auséncia de sacarose
para a dose 25 pg mL* e, em média, de 47,8% na presenca de sacarose para as doses 20 e
25 pg mL1,

As estimativas dos parametros dos modelos de regresséo ajustados para descrever a variagao
nas taxas de crescimento micelial em funcdo das doses dos xenobibticos sdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2.

TABELA 1-ESTIMATIVAS DOS PARAMETROS DOS MODELOS DE REGRESSAO LINEAR QUE
DESCREVEM VARIACOES NAS TCM DA LINHAGEM FUNGICA P3SA1F EM FUNCAO
DE DOSES DO PROPANIL EM MEIOS DE CULTURA COM DIFERENTES
CONCENTRAGCOES DE SACAROSE

Dosede Variavel Estimativa Erro-padréo

; Parametro Valor p*
sacarose (gL™) dependente (mm) (mm) b
a 5.2880 0,1050 <0,0001
0 Taxa de

Crescimento (Tx) B -0.0880 0,0045 <0,0001
a 0,7534 0,0107 <0,0001

10 Log(Tx)
B -0,0180 0,0004 <0,0001

*Niveis de significancia nominais associados aos testes t bilaterais para as hipéteses o = 0 ou 3 = 0.
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TABELA 2 - ESTIMATIVAS DOS PARAMETROS DOS MODELOS DE REGRESSAO LINEAR QUE
DESCREVEM VARIACOES NAS TCM DA LINHAGEM FUNGICA P3SA1F EM FUNCAO
DE DOSES DE 3,4-DCA EM MEIOS DE CULTURA COM DIFERENTES CONCENTRAGOES

DE SACAROSE
Dosede . Variavel Parametro Estimativa  Erro-padréo Valor
sacarose (gL™") dependente (mm) (mm) p*
Taxa de 4,6471 0,0993 <0,0001
0 crescimento
(Tx) B -0,0765 0,0665 <0,0001
10 Log(Tx) a 0,7069 0,0206 <0,0001

*Niveis de significAncia nominais associados aos testes t bilaterais para as hipéteses 0 = 0 ou 3 = 0.

Os efeitos das doses de sacarose, propanil ou 3,4-DCA e suas intera¢6es foram significativos

(Teste F, p <0,0001). Os coeficientes de variagao mostraram-se inferiores a 8%, indicando que grande
parte da variabilidade da taxa de crescimento miceliano foi explicada pelos fatores avaliados.

Observou-se que a taxa diaria de crescimento na auséncia de sacarose foi maior do que na sua

presencga, sendo que o padrdo de variacdo da TCM em funcao da dose dos xenobibéticos revelou-se
linear para a dose zero e exponencial negativo para a dose de 10 ug mL*de sacarose (Figura 3).

FIGURA 3 - TAXAS MEDIAS DIARIAS DE CRESCIMENTO MICELIANO DO FUNGO P3SA1F EM
FUNGCAO DE DOSES DE PROPANIL (A) E DE 3,4-DCA (B) EM MEIOS DE CULTURA
SEM E COM ADIGCAO DE SACAROSE, CONSTANDO O CONTROLE SOMENTE DE
SACAROSE 30g L* COMO FONTE DE CARBONO

Taxa de crescimento

A

6 Sacarose (g L)
5 - % &0

§ X ©10
4

& controle

3 -
2 -
1 -
0 T T T T 1

0 10 20 30 40 50

Concentracdo de Propanil (ug g1)

--------- Tendéncia linear

Taxa de crescimento

Sacarose (g L)
: o
<10
®controle

0 10 20 30 40 50
Concentracéo de 3,4 DCA (ug g1)

O Tendéncia exponencial

Pesticidas: r.ecotoxicol. e meio ambiente, Curitiba, v. 15, jan./dez. 2005 117



Nas condi¢bes cromatogréaficas estabelecidas, o propanil foi identificado como o pico com tempo
de retencado médio de 7,45 min e 3,4-DCA como o pico com tempo de retencdo médio de 6,53 min
(Figura 4). Nao houve interferéncia das matrizes estudadas e dos materiais e reagentes utilizados na
andlise de ambos os compostos. Para o propanil obteve-se recuperacgdo de 87% da amostra fortificada
a 2,5 pg mL?, enquanto para o 3,4-DCA a recuperacgdo foi de 90% da amostra fortificada a
25 pg mL1.

FIGURA 4 - CROMATOGRAMA TiPICO OBTIDO PARA PROPANIL (A) E 3,4-DICLOROANILINA (B)
VIA CROMATOGRAFIA A GAS
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Na avaliacdo da degradacgéo do herbicida, a linhagem flingica P3SA1F apresentou periodo de
adaptacédo de aproximadamente 8 dias, o qual esta representado graficamente na Figura 5 pela fase
“lag”. Posteriormente, na fase de enriquecimento, observou-se taxa de degradacao mais alta na maior
concentracdo do herbicida (25 pg mL?), chegando a 62,3% aos 18 dias de incubac¢éo, enquanto na
menor dose (2,5 pg mL?) a taxa foi de apenas 38,9% no mesmo periodo. No entanto, aos 28 dias
ambas as doses apresentaram taxas de degradacao semelhantes, ou seja, 66,4 e 67,2% para a
menor e maior dose, respectivamente (Figura 5). As estimativas de meia-vida para as doses 2,5 e
25 pg mL* foram 20,83 e 14,42 dias, respectivamente (Figura 6).
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FIGURA 5 - BIOMASSA DO FUNGO P3SA1F NA PRESENCA E AUSENCIA DE PROPANIL
(ug mL), MEDIDA DURANTE O EXPERIMETNTO DE DEGRADACAO EM CONJUNTO
COM A RECUPERACAO DO PROPANIL (%) AO LONGO DO TEMPO
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No experimento de degradacéo verificou-se diferenca significativa entre o efeito das doses sobre
ataxa de crescimento da biomassa (Teste F, p<0,0001), assim como entre as esmimativas de contraste
entre as taxas médias de crescimento da biomassa. Na dose de 2,5 ug mL* obteve-se taxa 2,357
maior do que na dose zero e 3,107 maior do que a taxa na dose de 25 pg mL*? (Tabela 3). Os
coeficientes de variacéo foram inferiores a 2,4%.

FIGURA 6 - CURVAS DE DEGRADACAO DO PROPANIL (DOSE 2,5 E 25 pug mL*) EM MEIO DE
CULTURA INDICANDO A MEIA-VIDA DO PRODUTO PARA AMBAS AS DOSES
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TABELA 3 - ESTIMATIVAS DE CONTRASTES ENTRE TAXAS MEDIAS DE
CRESCIMENTO DA BIOMASSA, RESPECTIVOS ERROS-PADRAO E
RESULTADOS DOS TESTE F

Contraste Estimativa  Erro-padréo Pr>F
2,5 ug mL™ x dose zero 2,357 0,11 <0,0001
25 pg mL™ x dose zero -0,750 0,11 0,0006
25 g mL™* x 2,5 pgmL™? -3,107 0,11 <0,0001

Comparando os resultados obtidos com os de KREMER e STERNER (1996) verifica-se que a
linhagem fangica PSAP31F degradou parcialmente o produto (£ 67%) em 28 dias. Nao foi detectada a
presenca do metabodlito 3,4-DCA, provavelmente devido a rapida mineralizacdo do mesmo. No entanto,
o fungo Basidiomycete filoboletus TA9054 reduziu apos 15 dias a concentragéo inicial de 3,4-DCA de
1,2 mM para 0,2 mM (83%). Tal concentrac¢do inibiu o crescimento fangico, mas nédo afetou o
metabolismo do composto (KREMER e STERNER, 1996). J& o fungo Phanerochaete chrysosporium
degradou 3,4-DCA a N-(3,4-diclorofenil)-a-cetoglutaril-d-amida. Esse metabdlito esteve presente até
21 dias de incubagdo (SANDERMANN et al., 1998).

4 CONCLUSAO

O herbicida propanil quando aplicado na dose de campo (2,5 pg mL?) estimulou o crescimento
fungico. Ja o aumento da dose a partir de 15 pg mL™?, tanto para a molécula parental, quanto para o
metabdlito (3,4-DCA) inibiu 0 mesmo. Foi observada degradacao de ambas as moléculas na presenca
da linhagem P3SA1F, demonstrado pela redu¢éo de 56% na concentracdo de propanil em 18 dias. A
meia-vida para o composto parental foi de 20,83 e 14,42 dias para as concentracdes 2,5 e
25 ug mL1, respectivamente.

Abstract

BIODEGRADATION OF THE HERBICIDE PROPANIL BY FUNGI ISOLATED FROM RICE RHIZOSPHERE
Fungal strains isolated from rice rhizosphere were evaluated towards its lignolytic potential, and some of
them showed applicability in studies of pesticide degradation. The present study evaluated one of those
strains for its ability to degrade propanil and its metabolite 3,4-dichloroaniline (3,4-DCA). The P3SALF strain
was grown in solid Czapek medium supplemented with two sucrose concentrations and different propanil
and/or 3,4-DCA concentrations (2.5; 5.0; 10.0; 15.0; 25.0 and 50.0 pg mL?). Colonies that grew in these
medium were evaluated for their ability to degrade both compounds in liquid Czapek medium, supplemented
with propanil at concentrations of 2.5 and 25.0 ug ml. The quantitative determination of the herbicides
residues was realized by gas chromatography, simultaneously the biomass formed was quantified. The
fungi growth was proportionally affected by the applied doses of the herbicide and metabolite. It was observed
that the fungal P3SALF strain showed an adaptation phase before the beginning of herbicide degradation.
In 28 days of incubation the degradation rates of 66.41% and 62.34% were observed for propanil
concentrations of 2.5 and 25 pg ml? respectively. 3,4-DCA was not observed in the propanil degradation
studies.

KEY-WORDS: HERBICIDE — DEGRADATION; FUNGAL STRAIN; PROPANIL; 3,4 DCA.
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