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l. Introducao

A estimativa de aplicagdo de agrotdxicos em escala mundial ¢ em tomo de
2,5 milhdes de toneladas anol Entre as classes de agrotéxicos, a dos fungicidas,
responde por 15,2% do valor das vendas totais dos compostos usados na agricultura
brasileira em 2000, sendo superado pelos herbicidas (52%) e pelos inseticidas incluindo
os formicidas (27,6%), acaricidas (2,6%) e outros, que incluem antibrotantes,
reguladores de crescimento, 6leo mineral e espalhantes adesivos (2,5%), de acordo
com os dados do Sindicato Nacional da Inddstria de Produtos para Defesa Agricola
(SINDAG) (FERREIRA etai, 2002). No Brasil, as vendas de fungicidas, em valores
correntes, aumentaram de U$ 147 milh6es em 1991 para U$ 380,5 milh6es em 2000
(FERREIRA et al., 2002).

A Tabela 1 mostra os principais grupos de fungicidas usados no Brasil em
2001 (ANDEF, 2003). Os triazois junto com os benzimidazdis mantém a lideranca
seguidos dos alquilenobis(ditiocarbamatos) e das estrobirulinas.

A preocupacao com o efeito adverso dos agrotdxicos no ambiente e na sadde
humana iniciou-se na década de 1960 (CARSON, 1962). Eles geralmente causam
efeitos ambientais ndo intencionais uma vez que ndo sdo totalmente seletivos para os
organismos alvo. A quantidade de produto que entra em contato direto ou que €
consumida pelas espécies alvo é extremamente baixa, em torno de 0,3% do que €
aplicado, portanto, 99,7% véo para “algum lugar” no ambiente (PIMENTEL, 1995).
Uma vez que o uso destes produtos na agricultura leva a exposicdo inevitavel de
organismos ndo-alvo (incluindo humanos), efeitos colaterais indesejaveis podem ocorrer
em algumas espécies, comunidades ou no ecossistema como um todo (Van der WERF,
1996). Existe consenso de que o impacto ambiental de um agrotdxico depende do

TABELA 1 Principais classes de fungicidas utilizadas no Brasil em 2001.

Classes Fungicidas Percentual de Uso
triazéis 28
benzimidazéis 23
ditiocarbamatos u
estrobirulinas 9
ftalonitrilas 5
cobre 5
organoestanico 4
ftalitnidas 3
fenilamidas 2
outros 10

Fonte: Andef, 2003.
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grau de exposicdo (sua dispersdo e conseqliente concentracdo no ambiente) e de
suas propriedades toxicolégicas (SEVERN & BALLARD, 1990; EMANS et al.,
1992).

E importante salientar que a classificacdo quanto a toxicidade dos ingredientes
ativos (BRASIL, 1998) depende da formulacao, estado fisico, e toxicidade oral ou dérmica
(Tabela 2). Os adjuvantes usados nas formulagfes de agrotoxicos podem modificar os
efeitos agronémicos (efetividade e fitotoxicidade) do produto formulado. Tambe'm podem
causar impactos ambientais, uma vez que a dispersdo padrdo pode ser alterada e o
periodo de atividade funcional do ingrediente ativo pode ser prolongado ou sua
biodegradacdo impedida ou retardada (LEVITAN etal, 1995). Infelizmente, pouquissima
informacédo sobre o efeito e 0 destino dos adjuvantes esta disponivel na literatura cientifica
e, portanto, o papel dos adjuvantes ndo serd levado em consideracdo neste capitulo.

Devido as baixas doses aplicadas, os fungicidas usados hoje na agricultura
ndo constituem um sério risco em relagcdo aos problemas de toxicidade aguda para
mamiferos, embora um produto com baixa toxicidade possa ser perigoso devido a
concentracdo, alta volatilidade, descuidos na aplicagdo ou efeitos em longo prazo.

Apos a verificacdo de que os fungicidas ou seus produtos de degradacdo
possam ter um efeito toéxico obscuro ou retardado no homem ou em outros organismos,
ou ainda entrar na cadeia alimentar, podendo bioconcentrar, tiveram inicio as
preocupac¢Bes sobre o destino destes compostos no ambiente, as quais hoje sdo
consideraveis.

Além disso, hoje existe a preocupacdo relacionada com a possivel interferéncia
dos agrotoxicos com o funcionamento do sistema endécrino tanto em humanos como
em animais, tanto que alguns deles estdo sendo chamados de disruptores endocrinos
ou disruptores xenoendocrinos (EDC’s) (GRAY, 1998). Esses compostos podem
ocasionar uma série de problemas no desenvolvimento, comportamento e reproducéo.
Embora os riscos associados aos disruptores enddcrinos para a saide humana e
ambiente ndo sejam claros, estdo sendo objeto de muita pesquisa, as quais visam
reduzir ou mitigar os riscos dos mesmos (KOOKANA ('M/., 1998). Entre os fungicidas
podem-se citar os principios ativos carbendazim, benomil, vinclozolina e procimidona
como disruptores endocrinos propriamente ditos (OSTBY et al., 1999; VIGGAARD
etal., 1999), enquanto penconazol, procloraz, propiconazol, tridemorfe, epoxiconazol,
e metiram sdo considerandos potenciais disruptores pela Agéncia de Protecdo
Ambiental da Alemanha (ENDS, 1999).

TABELA 2. Classificagdo toxicolégica de fungicidas e LDW(mg kg J.

LD® para ratos (mg kg'lpeso corporal)

Classe Oral Dérmica
Sélidos2 Liquidos* Sélidos’ Ligquidosl
| Extremamente Toxico 5 ou < 20 ou < 10 ou < 40 ou <
1 Altamente Toxico 5-50 20 - 200 10 - 100 40 - 400
11 Medianamente Toxico 50 - 500 200 - 2.000 100 - 1.000 400 - 4.000
v Pouco Téxico > 500 > 2.000 > 1.000 > 4.000

a: 0s termos “sélidos™ e “liquidos” indicam o estado fisico do ingrediente ativo classificado.
LD5( IPCS. 2002.
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Portanto, j& é bem reconhecida a necessidade de conhecer tanto as
caracteristicas degradativas quanto os efeitos bioldgicos das novas moléculas com
atividade fungicida, além das ja existentes.

As informacBes sobre a biodegradacdo lamentavelmente sdo incompletas.
Existem informacgdes parciais disponiveis na literatura sobre a biodegradagdo de
aproximadamente 1000 compostos, sendo que menos de 0,01% dos compostos
orgéanicos conhecidos foram testados (WACKETT & ELLIS, 1999).

As rotas pelas quais os fungicidas sdo dissipados ou dispersados das areas-
alvo ap6s a aplicagdo ja sdo bem conhecidas. O que ainda ndo é bem conhecido ¢ a
importancia relativa quantitativa de cada rota, o que dependera das propriedades
fisicas e quimicas das moléculas organicas. As perdas dos fungicidas sdo causadas
principalmente pela degradagdo quimica ou bioldgica do composto que alcanca a
superficie do solo. A perda por escorrimento superficial € menor que 5%, por lixiviacao
provavelmente menor que 1%, enquanto que a volatilizagdo pode explicar perdas de
40-80%. dependendo das propriedades fisicas e ambientais (SCHNOOR, 1992;
SCH1AVON et al., 1995). Perdas por volatilizagdo entre 80-90% foram medidas
poucos dias ap0s a aplicacdo (GLOTFELTY et al., 1984; TAYLOR & SPENCER,
1990).

A influéncia dos fungicidas na biota do solo é determinada pela persisténcia
do composto organico que, por sua vez, é dependente de importantes fatores fisicos
(temperatura, umidade, fatores climaticos, textura do solo, entre outros), quimicos
(matéria organica, estado nutricional do solo, entre outros.) e biolégicos (biomassa
microbiana, diversidade bioldgica e cobertura vegetal). As propriedades fisico-quimicas
da molécula do fungicida como: tamanho molecular, ionizabilidade, solubilidade em
agua, lipofilicidade, polarizabilidade e volatilidade governardo o seu comportamento
no solo e sua atividade bioldgica. As varidveis ambientais como temperatura e contedido
de umidade ndo controlam especificamente a biodegradacdo, mas controlam a
atividade metabdlica microbiana nos solos.

Embora possam existir condi¢des favoraveis para a atividade microbiana nos
solos, a degradacao dos agrotéxicos pode ser dificultada devido a baixa disponibilidade
do composto como resultado da limitagdo de transferéncia de massa via processos
de sorcdo, dessorcdo ou solubilizacdo. Além disso, o tipo e quantidade de matéria
orgénica e argilas presentes, a temperatura local e umidade, o histérico de uso e
aplicacdo, também afetam a velocidade de degradacdo dos agrotéxicos (KOOKANA
et al., 1998). Portanto, a degradabilidade de uma molécula deve ser definida em
relacdo ao meio a que estd exposta.

Os microrganismos do solo tém uma fungdo importante na atenuacdo do
impacto ambiental dos compostos organicos que estdo biodisponiveis, uma vez que
eles podem adaptar-se a presenca destes compostos potencialmente téxicos e
sobreviver por meio de sua transformacéo ou degradacédo. E essencial fazer a distin¢éo
entre estes dois processos. A transformacgdo é todo e quaisquer processos fisico,
quimico ou bioldgico que acarrete mudancas na natureza quimica de uma molécula
com atividade agrotéxico. As degradacBes quimica e bioldgica dos agrotoxicos séo
0s principais processos envolvidos nas transformag6es, ocorrem simultaneamente,
sendo dificil definir a contribuicdo relativa de cada processo. Deve ser enfatizado
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que a transformagdo de agrotéxicos esta relacionada com o aparecimento de
metabolitos com propriedades diferentes do composto parental - freqlientemente mais
polares, mais sollveis em &gua e mesmo mais toxicos 0s quais podem lixiviar mais
facilmente.

Como sao poucos os dados disponiveis sobre a ocorréncia ou comportamento
ambiental dos metabolitos, as predic¢cdes devem ser baseadas no conhecimento das
propriedades quimicas relevantes e da provavel ocorréncia de metabdlitos em
associacdo com o composto parental. Deve ser assumido que processos de
transformacao e transporte influenciardo o destino dos metabélitos e suas propriedades
fisicas determinardo sua particdo nos compartimentos ambientais (KOOKANA &
AYLMORE, 1994; PLIMMER, 2002).

Por exemplo, os produtos iniciais da biotransformacao podem, em alguns casos,
ser incorporados ao material celular como os &cidos carboxilicos formados pela oxidagéo
dos H-alquil cloretos de cadeia longa, incorporados aos acidos graxos pelas linhagens
de Mycobacterium sp. (MURPHY & PERRY, 1983); metab6litos do metolacloro
que poderiam ser extraidos de células com acetona, aparentemente ficaram ligados
quimicamente em componentes celulares, ndo identificados, que continham enxofre
(LIU etal., 1989).

Segundo Alexander (1999) a detoxicagdo € o papel mais importante
desempenhado pelos microrganismos na transformacgdo de agrotoxicos, tornado-os
menos ativos a uma ou mais espécies susceptiveis. A detoxicagédo resulta em inativacao,
com a substancia toxicologicamente ativa sendo convertida em um produto inativo.
Como a atividade toxicolégica esta associada com muitas propriedades quimicas da
molécula (estrutura, solubilidade, concentracdo, grupos substituintes, entre outros),
com 0s modos de acéo, a detoxicagdo similarmente inclui um grande conjunto de
diferentes tipos de reaces, tais como, hidrolise, hidroxilagdo, dehalogenagao, metilacéo,
nitro-reducdo, conversdo de nitrila & amida, dentre outras. Estas reagdes, entretanto,
ndo sdo sempre de detoxicacdo, pois pode ocorrer a formacdo de produtos mais
téxicos que os parentais.

A formacdo de substdncias mais téxicas € um dos aspectos mais
surpreendentes, e possivelmente, o mais indesejavel da biotransformagdo. Um grande
nimero de compostos que sdo indcuos pode e freqiientemente sdo convertidos a
produtos mais téxicos, tanto para microrganismos, plantas, animais quanto para o
homem. Neste caso, 0s microrganismos desenvolvem poluentes onde ndo os havia.
O processo de formacao de produtos toxicos a partir de precursores indcuos é chamado
de ativagdo. A ativacdo ocorre em solo, agua, e em outros ambientes nos quais 0s
microrganismos sdo ativos, e o composto produzido pode ser persistente ou ndo. A
conversdo pode representar uma reacdo simples ou uma seqiéncia simples de um
processo co-metabdlico.

Como conseqliéncias da ativacdo podemos ter a biossintese de compostos
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, fitotoxinas e produtos com atividade
inseticida e fungicida. Como exemplo cita-se os ditiocarbamatos que geram
etilenotiouréia (ETU). Além disso, a mobilidade do produto de ativagdo é algumas
vezes muito diferente do parental, podendo entdo o produto ser transportado para
locais distantes, com uma bem maior ou significativamente menor mobilidade. A
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ativacdo também pode ocorrer durante a biorremediacdo, particularmente se houver
biotransformacao das moléculas, no lugar de biodegradacao.

A biodegradacao, por sua vez, sob condi¢des aerdbicas resulta na mineralizagdo
de um composto organico para didxido de carbono e agua e - se 0 composto contém
nitrogénio, enxofre, fosforo ou cloro - com a liberagdo de aménio (ou nitrito), sulfato,
fosfato ou cloreto. Estes produtos inorganicos podem entrar nos ciclos biogeoquimicos.
Sob condigbes anaerobicas, pode ser formado metano além do dioxido de carbono, e
o sulfato pode ser reduzido para sulfeto (NEILSON, 2000).

A biodegradagdo e a biotransformacdo sdo, geralmente, alternativas, mas
elas ndo sdo mutuamente exclusivas. Por exemplo, Allard et al. (1987) propuseram
que a reacdo de O-metilagdo para compostos clorofendlicos poderia ser uma alternativa
importante em suas rotas degradativas. Além do significado ambiental muitas reagdes
da biotransformacdo tém enorme importancia na biotecnologia, como por exemplo, a
sintese de derivados do esterol e as reagdes que tiram vantagem do potencial oxidativo
das bactérias metanotréficas (LINDSTROM & STIRLING, 1990) e dos rodococci
(FINNERTY. 1992).

2. Metabolismo dos fungicidas

O catabolismo dos fungicidas normalmente envolve uma hidrélise seguida do
metabolismo por microrganismos adaptados, os quais utilizam os produtos da hidrélise
como nutriente ou fonte de energia. O metabolismo freqiientemente resulta na
completa mineralizagdo de um fungicida, isto é, em sua conversdo para didxido de
carbono, agua e ions inorganicos. Esta rota metabolica consiste de uma série de
reacdes sequenciais de transformagdo, cujo propdsito é a conversdo do fungicida em
moléculas que possam ser processadas pelo metabolismo intermediario ou central,
servindo entdo como precursores para a biossintese dos constituintes celulares (JANKE
& FRITSCHE, 1985). A energia necessaria aos propositos biossintéticos é derivada
da oxidacdo completa da porgdo remanescente para CO, e agua. As primeiras reacdes
periféricas sdo normalmente catalisadas por enzimas que sdo induzidas pelo fungicida
substrato e que tem uma limitada especificidade de substrato. Os genes que codificam
as enzimas que catalisam estas reacfes iniciais, freqlientemente residem em
plasmideos.

E também importante considerar a degradacdo de agrotéxicos no amplo
contexto das reagdes que ocorrem fora das células. As células precisam obter energia
para realizar as reagdes biossintéticas essenciais (anabolismo) para a continuidade
de sua existéncia e serem capaz de crescer e reproduzir-se. O substrato ndo pode,
portanto, ser degradado inteiramente para dioxido de carbono ou metano, por exemplo,
uma porcdo precisa ser canalizada para a biossintese de moléculas essenciais. Na
verdade, muitos organismos somente degradardo agrotoxicos na presenga de um
substrato de crescimento mais facilmente degradavel, o qual fornecera carbono para
a célula e energia para o crescimento. O fendmeno onde a degradagdo ocorre na
presenca de dois substratos tem sido denominado de co-oxidagdo, ou menos
especificamente de co-metabolismo ou metabolismo concorrente. Pesquisas sobre
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estas transformacdes co-metabdlicas microbianas revelam que estes processos sdo
normalmente atribuidos a atividades de enzimas ndo especificas do metabolismo
periférico celular, capazes de modificar outras substancias que ndo sdo seus substratos
naturais.

A especificidade das enzimas ativas contra agrotéxicos difere de um
microrganismo para outro. O metabolismo fortuito, ndo especifico, fornece um
importante mecanismo para a degradagdo de agrotoxicos no ambiente
(KNACKMUSS, 1981; SLATER & LOVATT, 1984). A transformacgdo fortuita de
substratos por estas enzimas de baixa especificidade é provavelmente a forma
predominante de degradacdo de agrotdxicos, principalmente quando eles estdo em
concentragbes muito baixas.

3. Biotransformacéo de fungicidas

3.1 Fungicidas inibidores da demetilacdo (DMI)

Varias classes de fungicidas atuam inibindo a biossintese de esterdis, sendo o
grupo mais importante ja desenvolvido para o controle de doencas fangicas, exibindo
varios graus de sistemicidade e altissima poténcia antifingica. Estes fungicidas foram,
inicialmente, chamados de inibidores da biossintese de ergosterol. Atualmente
passaram a ser classificados como inibidores da biossintese de esterol, uma vez que
existem fungos como os oideos e ferrugens, onde o ergosterol ndo é o principal esterol
produzido (LINHARES & GHINI, 2001).

Incluem compostos quimicos, que necessitam de um anel heterociclico para
sua atividade e sdo estruturalmente muito diversificados, como morfolinas, piperazinas,
imidazois, pirimidinas e triazéis, e compartilham as seguintes caracteristicas: apresentam
pelo menos um anel heterociclico (N), contém pelo menos um carbono assimétrico
(hd excegdo) e interferem na sintese de esterdis. Na Tabela 3 apresentamos 0s
fungicidas do grupo dos DMI utilizados no pais.

A persisténcia no solo destes compostos causa preocupagdo ambiental. Poucos
sdo os trabalhos encontrados na literatura sobre este pardmetro. A persisténcia destes
compostos poderia levar a sua acumulacdo no campo ap6s aplicacdes repetidas,
lixiviagdo dos mesmos para aquiferos e drenos, ou causar efeitos deletérios nos
processos microbiologicos do solo. Contudo, estes compostos sdo pelo menos
moderadamente lipofilicos e assim moderadamente sorvidos no solo (JAMET &
EUDELINE, 1992).

Os fungicidas triazéis (Figura 1) sdo os compostos mais importantes deste
grupo, sendo os mais usados no pais (Tabela 1).

O flutriafol é o mais polar dos fungicidas triazois e foi moderadamente movel
no solo (WECHSLER et al.. 1996). O flutriafol (PP450) é muito persistente em
testes de laboratério utilizando solo argiloso a temperatura de 15°C, ainda que o
benzotriazol substituido tenha sido rapidamente degradado por microrganismos,
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TABELA 3. Grupos quimicos e ingredientes ativos dos demetiladores da biossintese de esterdis (DMI).

Grupo quimico

Imidazdis

Piperazina

Piridina

Pirimidina

Triazéis (incluindo conazdis)

Morfolina
Disponivel: ANVISA, 2004.
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FIGURA 1 Estrutura quimica de alguns triazdis.

indicando que os anéis triazois
ndo conferem, necessariamente,
estabilidade (PATIL et al.,
1988). O flutriafol ndo apresenta
efeitos nas populagbes micro-
bianas e nem nas transfor-
macdes do carbono ou nitro-
génio que ocorrem no solo
(TOMLIN, 2000).

Outro exemplo é o
triadimenol, metabdlito derivado
pela rapida redugdo do
triadimefom em solo, para o
qual Bromilow et al. (1996)
observaram meia-vida de 1
ano a temperatura de 15°C,
para ambos os diastereoisd-
meros em incubacfes de
laboratorio. Os mesmos autores
observaram que o triadimefom
ndo acumulou e nem influenciou
a atividade microbiana do solo
apds 12 anos de aplicagdo. No
solo o triadimenol é o produto
de degradacéo do triadimefom.
Esta degradagdo envolve uma
clivagem hidrolitica que leva a

formacdo de 4-clorofenol O metabolismo individual dos enantidémeros ocorre em
diferentes velocidades (TOMLIN, 2000).

A taxa de degradacdo de cinco fungicidas triazéis em dois solos (arenoso e
argiloso), durante um periodo de 720 dias foi estudada por Bromilow et al. (1999). O
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comportamento dos compostos foi semelhante em ambos os solos. O triadimefom foi
rapidamente reduzido a triadimenol, ainda que tracos do primeiro tenham sempre sido
detectados, indicando um possivel equilibrio redox. A degrada¢do dos compostos
seguiu essencialmente a cinética de primeira ordem durante os 720 dias de incubacao
e foi pouco sensivel as diferentes taxas de umidade testadas. No entanto mostrou um
tipico aumento na taxa de degradagdo com o aumento da temperatura de 50a 18°C.
O flutriafol, epoxiconazol e triadimenol foram muito persistentes, com meia-vida maior
que 2 anos na temperatura de 10°C e conteddo de umidade equivalente a 80% da
capacidade de campo. O propiconazol foi um pouco menos persistente com meia-
vida proxima aos 200 dias. J& a temperatura de 25°C em solos aerobios a DT € de
40-70 dias. As principais rotas de degradacdo sdo a hidroxilacdo da cadeia lateral
propila e do anel dioxolano, com a formacéo final do 1,2,4-triazol (TOML1N, 2000)

Segundo Bromilow et al. (1999), as taxas de degradacdo observadas para
flutriafol, epoxiconazol e triadimenol, em ambos os solos, foram menores do que as
esperadas em campo para as temperaturas de inverno, ou para a superficie do solo
durante os periodos secos no verao.

Ao contrério dos fungicidas ja descritos, a DT®para difeconazol foi de apenas
33-54 dias em testes de laboratorio a 30°C, com pré-tratamento e adicdo de palha
para reduzir a persisténcia (THOM et al., 1997). A DTI() por fotélise é de 145 dias.
Este composto é praticamente imével no solo devido a grande adsorcéo e baixo potencial
de lixiviagdo (TOMLIN, 2000).

O ciproconazol, outro fungicida triazol, é um produto relativamente novo com
solubilidade em 4gua de 140 mg L le um coeficiente de parti¢do octanol-agua (Kow)
de 819. Este fungicida é relatado como ndo persistente, com meia-vida de + 90 dias
em solos agricolas e ndo apresenta potencial para lixiviagdo (TOMLIN, 2000).

Em estudos comparativos entre solos e solos turfosos com varios niveis de
matéria organica, Gardner et al. (2000) verificaram a persisténcia e dissipagdo de
ciproconazol. O aumento da quantidade de matéria organica diminuiu a concentragao
do fungicida até os 15 cm de profundidade. A quantidade de ciproconazol detectado no
solo sob turfa aos 4 e 32 dias ap6s a aplicacdo foi de | e 11%, respectivamente, da
quantidade detectada em solos normais. Em todos os tratamentos, os residuos do fungicida
ndo excederam 20 (Ig kg 1quando considerada a profundidade de 15-30 cm. A meia-
vida do composto decresceu de 129 dias em solo normal para 12 dias em solo turfoso.

A meia-vida de um agrotoxico no solo varia de acordo com algumas condicdes
como umidade do solo, temperatura e atividade microbiana e estas condi¢fes variam
de acordo com o local, estacdo, clima e profundidade do solo (PRIMI et al., 1994;
WALKER. 2002). O rapido decréscimo do ciproconazol detectado em turfa comparado
com o solo normal sugere uma répida degradagdo microbiana. Neste estudo, a
quantidade de ciproconazol detectado em material lenhoso e solo sob turfa, com 67%
de matéria orgénica, diminuiu rapidamente até os 32 dias ap6s a aplicacdo, decrescendo,
entdo, lentamente. Segundo os autores, o ciproconazol é aplicado em baixas
concentragdes e o posterior declinio na concentragcdo pode ter reduzido a
disponibilidade da molécula para a degradacdo microbiana. E também possivel que
as temperaturas mais frias no final da avaliacdo, devido a estacdo, tenham reduzido a
atividade microbiana.



386 Microbiologia Ambiental

Outro fungicida triazol, o triticonazol [(IRS)-(E)-5-(4c-clorofenil-metilen)-2,2-
dimetil-1-(1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil)-ciclopentan-1-ol], usado no tratamento de sementes
de cereais, controla a maioria das doencgas de sementes e foliares, assim permitindo a
protecao do cereal, da semente a planta adulta. A eficacia destes agrotéxicos sistémicos
aplicados em tratamentos de sementes depende muito de sua dissipacao e disponibilidade
no perfil do solo em relagdo a sua absorcéao pelo sistema radicular da planta. O transporte
e destino destas moléculas nos solos sdo de crucial importancia parauma 6tima utilizagéo.

As caracteristicas sortivas e degradativas deste fungicida sisttmico em solo
argiloso foram estudadas por Beigel et al. (1997; 1999). Sua degradacédo foi
essencialmente devido a transformacdes co-metabdlicas microbianas que poderiam
ser adequadamente caracterizadas pela constante de mineralizacdo de primeira ordem,
variando de 0,3 x 10 3para 0,6 a 10'3d 1 dependendo da dose inicial aplicada.

O fempropimorfe é um inibidor da biossintese de esterois, amplamente utilizado
em aplicacdo foliar para o controle de fungos fitopatogénicos. Os efeitos colaterais
deste fungicida em diversos organismos do solo foram relatados, uma vez que na
dose de campo inibe muitos outros fungos ndo-alvo (KUCK & SCHEINPFLUG,
1986; STEEL etai, 1989; LOEFFLER & HAYES, 1992). Alguns protozoarios também
sdo sensiveis ao produto nesta dose, reduzindo a pressdo predatéria sobre as bactérias
(EKELUND etal., 1994; EKELUND, 1999; THIRUP et al., 2000). Segundo Thirup
(2001) as Pseudomonas e os actinomicetos ndo foram afetados pelo fempropimorfe,
ao contrario, estes organismos o degradaram para acido fempropimorfico, que tem
maior mobilidade no solo.

Este composto em condi¢Bes de campo tem sua degradacdo iniciada pela
oxidacdo do grupo im -butil, além da oxidagdo e abertura do anel dimetilmorfolinico,
produzindo os compostos: acido (B), hidroxietilaminas (A, D e E) e dimetilmorfolina
(C), conforme Figura 2. Estes residuos foram identificados no solo por Huber. (1979)
e von der Mihll etal. (1980). O primeiro autor determinou em experimento com lAC-
fempropimorfe que ap6s 32 semanas 0 UCO, desprendido foi de 50% da radioatividade
total aplicada. Nenhum outro composto volatil radioativo foi observado. O autor concluiu
que os resultados indicaram uma rapida degradacdo do composto parental e sugeriu
a rota apresentada na Figura 2. No sistema aer6hio agua-solo a degradacdo é similar
com excecdo do anel morfolinico que ndo é aberto. No solo sdo formados outros
produtos através da fotdlise deste composto.

Em experimentos de campo a meia-vida determinada para fempropimorfe foi
de 36 a 47 dias em solos argilosos e arenosos, respectivamente (STOCKMALER et
al., 1996). No entanto, Tomlin (2000) relata a meia-vida de aproximadamente 15e 93
dias em solos arenosos com alto e baixo teor de matéria organica, respectivamente,
indicando que o composto é fortemente adsorvido ao solo, portanto, com baixo potencial
de lixiviacdo.

3.2 Benzimidazdis

Dentre os fungicidas organicos, com acdo sistémica dentro da planta, os
benzimidazois sdo os mais conhecidos devido a sua propriedade e eficacia no controle



Biodegradagdo de fungicidas 387

Hjc—cl—z_ CH2—CH—CHj o

FEMPROPIMORFE

HC—C—<« fi-s x—NH OH

(E)
©
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(C) cis-2,fdimetilmorfolina . i
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(E)[3-(4-I< I--butilfenil)-2-metilpropil](2-hidroxietil)amina tema solo/agua.

de fitopatdégenos de importancia econdmica. Os fungicidas sistémicos desse grupo,
como o benomil, o tiofanato metilico, o tiabendazol e o carbendazim se caracterizam
por uma alta especificidade e toxicos a baixas concentragdes. O uso continuo desses
produtos na agricultura tem resultado em uma presséo de sele¢do na populagéo dos
patdogenos com subseqiiente surgimento de linhagens extremamente resistentes
(PICININI, 1994). Além disso, a grande quantidade de produto que chega ao solo
pode contaminar os lencdis freaticos e afetar a vida selvagem, principalmente no
caso de moléculas mais resistentes e recalcitrantes, como o carbendazim.

Nos ultimos vinte anos 0 benomil tem sido um dos fungicidas mais utilizados
(JONHSON & LAVY, 1994). Nos solos, seu residuo biologicamente ativo é o
carbendazim (MBC) (AUSTIN & BRIGGS, 1976).

A velocidade de dissipacdo do fungicida na solucdo do solo depende das
propriedades fisico-quimicas da molécula e do solo e das condicdes bidticas que
prevalecem no solo. Em solos tratados com benomil, Fleecker et al. (1974) e Rouchaud
et al. (1974) encontraram para a meia-vida deste fungicida, periodos de 3-6 e 6-12
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meses em turfa e solo, respectivamente. Eles observaram que o produto encontrado
em maior concentragdo foi carbendazim e o menor, o metabo6lito 2-aminobenzimidazol.

O benomil, incorporado nas concentracdes 5,6, 11,2 e 22,4 kg i.a. hal em
parcelas de algodao irrigado, em solo argiloso, foi detectado apés 12 semanas. Para
todas as concentracdes aplicadas a quantidade restante foi suficiente para evitar a
germinacdo de Phymatotrichum onnivorum. Apds dezoito semanas, 0s residuos
foram detectados somente nas duas concentracdes mais altas (HINE et al., 1969).
Os mesmos autores observaram em experimentos de laboratério que o benomil,
aplicado ao solo nas concentragfes de 10 e 100 |Hg g 1le incubado as temperaturas de
16°, 20°, 25°, 30° e 40°C, foi detectado mesmo apds 19 semanas. As concentracdes
residuais foram suficientes para evitar a germinacéo de Phymatotrichum onnivorum,
exceto para a concentracdo de 10 jug g 1 incubado a 40°C. Os autores observaram
também que a concentracédo original de 100 |ig g 'de benomil diminuiu para 30 jogg
ap6s um periodo de 19 semanas, quando incubado a 40°C.

Em solo aravel, Raynal & Ferrari (1973) detectaram 8 |ig g'1de benomil apés
seis meses da aplicacdo de 100 |ug gl do fungicida. Um composto relacionado a
benzimidazol, o tiofanato-metilico, foi menos persistente que o benomil (NETZER &
DISHON, 1973). O benomil nos solos foi detectado mesmo apds trés meses de sua
aplicacdo. A concentra¢do de benomil adicionada (I0Omg g ) diminuiu mais
rapidamente em extrato de solos ricos em hiimus do que em solos dejardim e diminuiu
lentamente em extratos de solos minerais (HELWEG, 1973). Apds seis meses da
aplicacdo do benomil, o efeito fungistatico em extrato de solo foi de <10% em solos
com hamus, cerca de 30% em solos de jardim e 75% em solos minerais. Nesses
trabalhos, ndo ficou claro se o efeito fungistatico foi devido ao benomil e/ou
carbendazim. Possivelmente, o carbendazim, facilmente formado a partir do benomil,
foi responsavel pela fungistase.

Em estudos mais recentes, tem sido dada mais énfase a persisténcia de
carbendazim ao invés de benomil. O carbendazim resistiu a degradacao e permaneceu,
ap0s muitos meses, como o maior metabdlito de benomil nos solos, junto com 2-
aminobenzimidazol (2-AB), como o menor produto (BAUDE etal., 1974). O benomil
marcado com MC, aplicado em solucdo aquosa, se decompds rapidamente nos solos.
Em solos arenosos, foram detectados residuos de benomil apés quatro semanas,
enquanto apés doze semanas, s6 foram detectados carbendazim e 2-AB. A meia-
vida dos residuos C foi de um ano. Contudo, em solos argilosos, mesmo ap6s 24
meses, cerca de 51% do KC total foi detectado.

Laurisden et al. (1977), citado por Rajagopal et al. (1984), estudaram a
persisténcia de benomil em solos, pela analise de carbendazim e 2-AB, durante dois
anos. A meia-vida dos residuos totais foi de quatro meses em solos arenosos e de dez
meses em solos argilosos. Em solos secos ao ar, a perda de carbendazim em nove
meses foi somente de 25 a 35%, enquanto em solos Umidos foi de 70 a 80%
(AHARONSON & KAFKAFI, 1975). O carbendazim aplicado em trés solos
desapareceu mais rapidamente durante os quatro primeiros meses, enquanto que nos
altimos trés meses, quase ndo houve modifica¢do no nivel do residuo. Foi detectado
2-AB, embora em quantidades muito pequenas, além disso observou-se também que
0 aumento de 2-AB foi maior em solo seco, quando comparado ao solo imido. Kajfosz
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(1977), citado por Rajagopal etal. (1984), confirma que o carbendazim adicionado ao
solo diminuiu do nivel original de 6 )ig g ' para 3|ig g\ nos trés primeiros meses, apos
a aplicacdo, sem nenhum decréscimo posterior durante os proximos seis meses.

Em solos, o tiofanato-metilico transformou-se em carbendazim (FLEECKER
et al., 1974), sendo esta transformacgdo quatro vezes mais rapida em pH 7,4 do que
em pH 5,6. Neste trabalho também foi novamente observada uma estabilidade relativa
do carbendazim. O solo incubado 51 dias com carbendazim marcado liberava entre 1
a 16% do MC como MKCO,. Foram recuperados, apds 43 dias, 53 a 78% do KC como
2-l4C-carbendazim (FLEECKER et al., 1974). Siegel (1975) encontrou que, em solos
argilosos suplementados com 1% de glicose e 0,5% de extrato de levedura, 21 e 34%
do anel 14C em benomil haviam sido liberados como 14CO,, apés incubacdo de 180 e
340 dias, respectivamente, contra 16 e 27% em solos ndo enriquecidos. A baixa
liberacdo de I4C 02indicou que o anel benzimidazoico foi totalmente estavel e resistente
a completa biodegradacao.

Ja Helweg (1977) recuperou, ap06s 270 dias, 33 e 90% de 4C como C 02em
solos estéreis e ndo enriquecido com MC-carbendazim. Apods 250 dias, 5 a 13% do
MC adicionado foram recuperados como carbendazim e 4 e 8% como 2-AB. A
degradacdo foi mais rapida em solos retratados. Belanger (1989), analisando residuos
de agrotoxicos em dleo de monarda, recuperou somente 0,07 |ig mL 1de benomil,
como carbendazim, enquanto no ano anterior foi recuperado 0,19 |Ilg m L 1 Esse fato
ocorreu devido a uma aplicacgdo inicial de 1,12 kg de ingrediente ativo, seguida de
uma segunda aplicagdo 14 dias antes da colheita.

Foi curta a persisténcia de carbendazim aplicado em dois solos, via irrigacdo
por gotejamento (SOLEL et al., 1979). De 60 a 80% do fungicida foram perdidos
entre 1e 4 semanas e a degradacdo foi quase completa dentro de 10 semanas, apds
a aplicacdo. Em laboratoério, o carbendazim resistiu até 9 meses, nos dois solos,
mostrando uma meia-vida de 4 a 6 meses. O catabolismo mais rapido de carbendazim
no campo foi atribuido as altas temperaturas de verdo (>30°C) e a alcalinidade do
solo.

O carbendazim aplicado nas concentracdes de 5, 10, 20 e 40 jig g 1néo foi
detectado no solo ap6s 3, 5, 8, e 11 meses respectivamente (SINHA et al., 1980). Ja
Musumeci et al. (1980a) observaram a persisténcia de carbendazim em dois solos
latossolos (62 a 86%), mesmo apds 300 dias de incubacdo. O produto de degradacao
2-AB foi detectado em maiores quantidades (23%) em um dos solos enriquecido
com glicose e extrato de levedura. A degradacdo de carbendazim foi mais rapida em
solos ricos em matéria organica (MUSUMECI et al., 1980b). Ap6s 150 dias de
incubacéo, 2-AB foi o principal produto de degradagdo detectado.

O destino de produtos de degradacdo tem sido estudado em condicBes de
laboratério, sob influéncia de tratamentos prévios dos respectivos fungicidas. Tem-se
verificado que a adaptagcdo microbiana aos produtos de degradacdo é relativamente
significante (YARDEN et al., 1990), principalmente quando o efeito agrotoxico €
causado pelos produtos de degradacdo. Estes podem acelerar a degradacdo de
agrotoxicos aplicados repetidamente, como podem também, por outro lado, prolongar
a persisténcia dos mesmos no ambiente. O 2-AB foi instavel no solo, decompondo-se
rapidamente ap6s um intervalo de trés semanas, mas pequenas quantidades
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permaneceram no solo por muitas semanas, presumivelmente pela adsor¢do das
particulas no solo (HELWEG. 1977). O desprendimento maximo de CO, a partir de
AC-2-AB foi a 22°C e permaneceu constante entre 25° e 30°C. Todavia, a 40°C, o
desprendimento de MCO, foi insignificante (HELWEG, 1979). A degradacdo de 2-
AB (desprendimento de #4C 02 mostrou um aumento experimental de acordo com o
aumento do contetdo de agua, de 28 a 94% da capacidade de campo do solo. Mas o
desprendimento de 4CO? foi comparativamente menor em solos com a quantidade
de agua acima de 94% da capacidade de campo. O 2-aminobenzimidazol se dissipa
rapidamente em solos expostos a molécula-mae, carbendazim, permanecendo somente
6% deste ap0s 4 dias de aplicacdo (AHARONSON et al.,, 1990). Nestes solos, a
degradacdo de 2-aminobenzimidazol foi mais rapida do que da molécula parental. A
taxa de degradacdo do benzimidazol, um metabdlito estruturalmente semelhante, ndo
¢ afetada por aplicagdes continuadas do carbendazim. J& o carbendazim apresentou
uma taxa de degradacdo mais rdpida em solo com histéria de aplicacdo de benomil do
que em solo sem aplicacdo desse produto (YARDEN et ai, 1985).

Nao ha literatura sobre a persisténcia de benomil em agua, porém dados de
Johnson & Lavy (1994) demonstraram que é persistente no solo, embora seja reduzida
a probabilidade do carbendazim chegar as camadas mais profundas do solo, devido a
sua caracteristica de forte adsorcdo e baixa permeabilidade.

Os microrganismos tém sido responsaveis pela degradacdo do benomil e do
carbendazim, esta constatagdo estd baseada em estudos de persisténcia em sistemas
estéreis e ndo estéreis (HELWEG, 1973; SIEGEL, 1975; HELWEG, 1977).

A primeira referéncia de degradacdo microbiana foi feita a partir de estudos
onde foi observada uma rapida perda de benomil no solo, o0 que poderia ser atribuido
a lixiviagdo ou absorcdo pela planta. Em laboratério, 0 mesmo autor observou uma
rapida perda do fungicida, quando os solos tinham sido previamente tratados com
benomil ou carbendazim. Em solos irradiados com raios gama ou que ndo foram
tratados previamente com benomil, ndo houve perdas do fungicida (WOODCOCK,
1978).

Muitas espécies bacterianas pertencentes aos géneros Achromobacter e
Flavobacterium foram isoladas em solos enriquecidos com benomil (SMITH &
WORTHING, 1975; SPENCER et al., 1972; WEEKES & HEDRIC, 1971), mas nédo
foi observada a capacidade desses microrganismos em degradar o benomil, com a
clivagem do anel benzimidazdico. Da mesma forma, o anel heterociclico
benzimidazdico, do carbendazim ou de benzimidazdis relacionados resistiu a clivagem,
pelos fungos, durante o metabolismo (DAVIDSE, 1976; VALENTA et ai. 1974;
YASUDA et al., 1973). H& poucos exemplos da degradagdo pelos microrganismos,
com aparente clivagem da porcdo heterociclica da molécula de carbendazim
(FLEECKER etal., 1974; HELWEG, 1977; SIEGEL, 1975). De acordo com Helweg
(1977), o fungicida foi raras vezes usado pelos microrganismos como fonte de energia,
possivelmente pelo fato do nicleo benzimidazdico ser degradado por co-metabolismo.
Para outros autores, como Rouchaud et al. (1974, 1977a; b); Solei et al. (1973), as
plantas também sdo responsaveis pela clivagem do anel benzimidazol, porém, segundo
Vonk & Kaars Sijpesteijn (1977), a decomposicdo fotoquimica contribui para a
clivagem do anel.
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Helweg (1979) verificou que os microrganismos foram os responsaveis pelo
aumento da degradacdo de 2-AB, em solos enriquecidos com 2-AB por um periodo
de seis meses. Segundo o mesmo autor (1973), quatro linhagens bacterianas e duas
linhagens flngicas, isoladas em solos de jardim tratados com benomil, utilizaram o
fungicida como fonte de carbono e nitrogénio e degradaram o composto apés dois
meses de incubacdo. Fuchs & de Vries (1978a; b), demonstraram que culturas mistas
de Pseudomonas spp., isoladas em solo tratado com benomil, efetuavam mais
rapidamente a degradacdo de benomil do que as culturas puras. Pseudomonas spp.
utilizaram o benomil e carbendazim como Unica fonte de carbono. O grupo n-
butilcarbamoil, da cadeia lateral de benomil, fornecia principalmente ou exclusivamente
o carbono para a energia microbiana (FUCHS & de VRIES, 1978b).

Em meio basal tamponado, suplementado com solo tratado com benomil, a
concentracdo do carbendazim marcado comecava a decrescer ap6s 10 dias e quase
desaparecia aos 40 dias. Concomitantemente havia formacédo de 2-AB radioativo,
alcangando a concentragdo méxima aos 24 dias, diminuindo ap6s 35 dias. A andlise
Budget demonstrou que o 2-AB foi convertido subseqientemente a CO™ (65%) e 2-
AB nucleotideo. Realmente, apds 40 dias a maior parte da radioatividade encontrada
no meio foi relacionada a 2-AB nucleotideo. A andlise total, conclusiva,
demonstrou uma clivagem significante do anel do nlcleo benzimidazol de 2-4C-
carbendazim para MCO,. Segundo Fuchs & de Vries (1978b), a proporcéo
de degradacdo do beno-
mil e carbendazim € baixa,
e 0 composto parental
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incubacéo.
A Figura 3 ilustra

a rota da degradacdo de
()()_NHCOOCH3 ahen2n2n2n3  benomil proposta por
L BUTILAMINA Rajagopal et al. (1984),
tanto no solo como em
cultura pura.

O método de enri-
quecimento do solo com
benomil foi eficiente para

0 3 - o isolamento de microrga-
nismos degradadores de

5-HIDROXICARBENDAZIM 2-AMINOBENZIMIDAZOL carbendazim. O fUngO
Alternaria alternata,

isolado de solos agricolas

2-AB NUCLEOTIDEO que haviam recebido

aplicacdes de benomil,

FIGURA 3. Rota da degradagdo de benomil no solo e em degradou 66% do fungicida
cultura pura. carbendazim em dois dias

NHCOOCH3

CARBENDAZIM

jr y—nhcooch



392 Microbiologia Ambiental

com meia-vida de aproximadamente 20 horas (SILVA, 1996). Yarden et al. (1990)
atribuiram a degradacdo de carbendazim por A. alternata ao mecanismo metaboélico
do fungo, segundo eles, a conjugacdo ou detoxificacdo oxidativa poderiam ser
consideradas como processos igualmente presentes na degradacdo. A. alternata, e
todos os Porosporae ndo sao inibidos pelos fungicidas do grupo dos benzimidazéis e
podem ser considerados como potentes agentes de descontaminagdo ambiental, pois
esses fungicidas sdo usados extensivamente na agricultura, muitas vezes
indiscriminadamente. Eles atuam numa ampla gama de géneros de fungos
fitopatogénicos de importancia agronémica como os oidios, bolores (Penicillium),
Botrytis spp., antracnoses, cercosporioses, sarnas e patdégenos de solo.

Dentro da linha de biorremediacdo com a utilizacdo de fungos degradadores
Silva et al. (1996) verificaram que o fungo lignocelulolitico Phanerochaete
chrysosporium utiliza carbendazim como fonte de carbono e apresenta um potencial
para degradacdo do produto.

Vérios trabalhos tém demonstrado a recalcitrancia dos anéis benzimidazois a
degradacdo microbiana (HELWEG, 1972; FUCHS & DEVRIES, 1978a; b.). No
entanto, a degradacdo acelerada de MBC pode ser obtida em solos sem histdrico de
aplicacbes ou em solos pré-condicionados para degradacdo aumentada atraves de
aplicacGes prévias.

Yarden et al. (1987); Yarden et al. (1990), observaram que as taxas mais
altas de degradacgdo de carbendazim foram em solos tratados previamente com benomil,
indiferente ao tipo de solo, cultivo, método de aplicacdo e outros fatores. Esta
degradacdo acelerada também foi evidente no campo onde houve aplicacao foliar do
fungicida. Isso indica que mesmo baixas doses do agrotdxico sdo suficientes para
condicionar o solo a degradacdo acelerada do mesmo composto.

Ao mesmo tempo em que as aplicacBes repetidas de agrotoxicos aumentaram
sua velocidade de degradacgdo, outras praticas agricolas como a desinfestacao
diminuiram esta velocidade (YARDEN et al., 1985). Os solos desinfestados com
brometo de metila, solarizacéo ou esterilizacdo em autoclave apresentaram aumento
de persisténcia de carbendazim, apds o tratamento. Por outro lado, os autores
observaram que também os fungicidas tiram e acetato de fentina inibiram a degradagéo
de carbendazim. Como o0s agrotéxicos mencionados suprimem principalmente a
populagéo fungica no solo, os resultados obtidos validam a importancia dos fungos na
degradacdo de carbendazim e benomil.

O aumento da degradacdo dos agrotoxicos ndo sO resulta da aplicagao
frequiente do mesmo composto, mas também da capacidade de degradacdo adquirida
devido ao contato com outros agrotoxicos estruturalmente relacionados. Yarden et
al. (1985) observaram, em solos que recebiam aplicagbes constantes de benomil, em
condigbes de campo, um aumento na degradacdo desse composto, 2 meses apos a
colheita.

Segundo Helweg (1977), a degradacdo de carbendazim e benomil é
principalmente microbiana, porém uma certa proporcdo poderia ser imobilizada por
processos ndo bioldgicos.

A estabilidade hidrolitica do carbendazim para pH 5,7 e 9 e a temperatura
nominal de 22, 50 e 70°C foi estudada em intervalos acima de 30 dias. A elevacéo da
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temperatura e do pH aumentava a degradagdo do carbendazim. As meias-vida
calculadas para a degradacéo deste fungicida no pH 5 e a 22, 50 e 70°C foram de
457, 108 e 20 dias, respectivamente. No pH 7,0 e a 50 e 70°C as meias-vida foram
de 43 e 12 dias (ndo houve grande declinio a 22°C). A meia-vida para pH 9,0 e 22, 50
e 70°C foram de 22, 1,4 e 0,3 dias, respectivamente (PURSER, 1987).

O carbendazim também foi exposto a luz solar por 30 horas (como residuo
em silica gel G) e menos que 10% foi dissipado apds a exposicdo. A foto-oxidagdo do
anel benzeno do carbendazim foi a rea¢do predominante com detec¢do de guanina,
carbometoxiguanina e carbometoxiurea. Quando o carbendazim foi aplicado em folhas
de milho e exposto a luz solar por 18 horas, ndo foram detectados produtos da fotdlise
nos extratos das plantas (FLEEKER & LACY, 1977).

3.3 Ditiocarbamatos

Os ditiocarbamatos constituem uma classe importante de fungicidas organicos
para o controle de doengas de plantas (EBDC, 1977; ANDEF, 2003). De acordo
com os diferentes modos de acdo e vias de degradacdo, sdo reconhecidos dois grandes
grupos dentro desta classe, os monoalquilas e derivados diaquilas, (KAARS
SIJPSTEINJN etal., 1977; KAARS SIJPSTEINJN & van DERK, 1954). O primeiro
grupo, derivado das aminas primarias, possui um hidrogénio reativo no(s) atomo(s) de
nitrogénio e como consequiéncia produz produtos de conversdo que diferem em muitos
aspectos dos dialquilditiocarbamatos (KAARS SIJPSTEINJN et ai, 1977). Com a
excec¢do do fungicida de solo metilditiocarbamato sodico, os monoalquilditiocarbamatos
sdo derivados da etilenodiamina, enquanto os dialquilditiocarbamatos sdo derivados
da dimetilamina.

a) Monoalquilditiocarbamatos

Os fungicidas deste grupo incluem manebe, zinebe (Figura 4) e o derivado
relacionado mancozebe (KAARS SIJPSTEINJN et al., 1977).

Os fungicidas etilenobisditiocarbamatos (EBDC) sdo compostos relativamente
instaveis que sdo transformados para varios produtos principalmente por processos
quimicos, mas com significativo envolvimento biolégico. O composto solivel em dgua
nabam (etilenobisditiocarbamato dissédico) (Figura 4) ndo é usado como fungicida,
mas serve como modelo para estudar a acéo e degradacdo dos fungicidas EBCD’s.
Ele, por exemplo, é extremamente instavel em solucdo aquosa e é transformado para
0s seguintes produtos: etilenotiouréia (ETU), 5,6-dihidro-3H-imidazo (2,1-c)-1,2,4-
ditiazol-3-tiona (DIDT), dissulfeto polimérico de etilenotiuram, etilenodiamina,
etilenodiisotiocianato, enxofre elementar, CS, e H,S (KAARS SIJPSTEINJN et al.,
1977). Zinebe e manebe produzem os mesmos produtos de decomposi¢do em solugdo
aguosa como nabam, mas em menor velocidade (KAARS SIJPSTEINJN etal., 1977).

AETU (Figura 4), uma impureza encontrada nos fungicidas técnicos EBDC’s
(WOODCOCK, 1977) é o maior produto de degradacdo destes fungicidas
(ETHYLENOTHIOUREA, 1977) e é susceptivel a biodegradagdo. Ha muitas
preocupac@es em relagdo a ETU devido ao seu risco potencial ao homem (FISHBEIN,
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1977). ETU ¢é carcinogénica,
Mo Zn goiterogénica, teratogénica e
" mutagénica havendo evidéncias
suficientes em experimentos
animais. N&o ha evidéncias
da carcinogenicidade em huma-
nos (IARC, 2004). Em agua a
ETU é relativamente estavel a
hidrélise mas pode ser rapidamente
fotolisada na presenca de fotosen-
sibilizadores, que estdo presentes
em muitas aguas naturais (XU,
2003a).

Além da ETU formada
pela degradacdo quimica dos
fungicidas EDBC’s, 0os micror-
ganismos aceleram a sua forma-
cdo a partir dos produtos
intermediarios de degradacao
(DIDT). Bactérias e fungos, tanto
quanto preparagdes puras de
enzimas destes organismos,
convertem DIDT para ETU, mas
estes organismos ndo degradam
ETU (VONK, 1975).

Segundo Sittig (1985) a
ETU é rapidamente degradada em
solos e pode ser quimica e
biologicamente decomposta a
etilenouréia (EU) com meia-vida
variando de | a7 dias sob condicdes

de campo (KAUFMAN &
FLETCHER, 1973; NASH &
BEALL, 1980; MILES &

DOERGE, 1991). De acordo com
Kaufman & Fletcher (1973),
diferentes concentracdes de ETU
(2, 20 e 200 ppm) foram totalmente
degradadas e principalmente
convertidas para EU dentro de 2, 2
e 8 dias, respectivamente, em solos
silto-argilosos. Varios autores
verificaram que a ETU e EU
podem ser mineralizadas para CO,
em solos nédo estéreis (MILLES &
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DOERGE, 1991; JOHANNENSEN et al., 1996: JACOBSEN & BOSSI, 1997). A
mineralizacdo de IOppm de ETU ocorreu em torno de 22 dias (LYMAN &
LACOSTE, 1974). Os metabdlitos de ETU em solos foram EU, hidantoina, base de
Jaffé, etilenodiamina (EDA), C02e outros compostos ndo conhecidos (Figura 5).

A degradagdo microbiana representa a menor rota na degradacdo do manebe
(Figura 6) (DOWNING, 2003), porque esse fungicida € moderadamente sollvel em
agua e é hidroliticamente decomposto pela umidade presente no solo (SANBOM et
al., 1977). Seus principais produtos de hidrolise sdo o EU, ETU, sulfeto de etilenobis
(isotiocianato) (EBIS) e glicina.

A dissipagdo do manebe é relatada em varios estudos com resultados
diferenciados. Nash & Beall (1980) observaram que a meia-vida do manebe, aplicado
na cultura de tomate em solo areno-argiloso, foi de 36 dias, enquanto Fraunhofer
(1987a) observou que na degradagdo aerdbia em solo argiloso, 15,9% da radioatividade
aplicada foi mineralizada e detectada como C 02 ap6s 32 dias. Em solo areno-argiloso,
com 30 dias de incubacdo os autores recuperaram 22,82% do CO, radioativo. A
degradacdo do manebe em solo produziu EU, ETU, carbimida, EBIS e seis fracdes
ndo identificadas (Figura 6). Na degradacdo anaerdbia observada em solo argiloso,
5,5% da radioatividade aplicada foi recuperada como M4COz. Neste caso, os produtos
de degradacdo do manebe foram EU, ETU, carbimida, EBIS e quatro fracdes néo
identificadas (FRAUNHOFER, 1987h).

O mancozebe. outro membro dos fungicidas EBDC tem uma pressdo de
vapor insignificante, portanto, baixo potencial de volatilizagdo no ar. Na agua ele é

facilmente hidrolisado com meia-
NH— CM7- CH,— NH vida menor que 2 dias. Os
AM A produtos da degradacéo higlrolitica
Y séo EU, ETU e EBIS (Figura 7)
MANEBE (XU, 2003b).
Este fungicida tem baixa
Soto persisténcia no solo porque é
Metabolismo  Hidrolise e Degradagdo Microbiana facilmente degradado. Apoés trés
Aquético Fotolise (Aerobio e Anaerdbio) X N
1 1 V meses de aplicagcdo em solo
EBIS. ETU, EU EU, ETU. BIOTA EU, ETU. EBIS. Carbimida nao esterilizado, Doneche et al.
EBIS, Glicina (1983) nédo detectaram residuos
ETU de mancozebe. Em condicBes
ESTRUTURAS QUIMICAS aerobias e em condigcfes se-
o guencial de aerobiose e anaero-
A A biose, em solos silto-argilosos
\ 72 N estéreis e ndo estéreis, foi
Crilenotiouréia (£TU) Ettenouréia (£0) verificado o metabolismo de 20
ppm e 10 ppm de 4C-mancozebe

o (R&H Company, 1987a; b).
hZix .cooh vy A temperatura média nestes
Sulfeto de etlcnobis- trabalhos foi de 23°C % 0,6°C.

isotiocianato (EBIS)

Em ambos os solos estudados
FIGURA 6. Rota degradativa do manebe. houve a formacdo de EU via



396 Microbiologia Ambiental

intermediario EBIS e ETU. Sob
condi¢des anaerdbias, uma

Mn+2/ Zn+2
(10l 9) pequena quantidade de EU foi
H posteriormente degradada
MANCOZEBE para 2-imidazolina e outros
compostos ndo conhecidos. A
heua meia-vida estimada para a
Fotolise mineralizacéo da concentracéo de
V ETU, EU, Proteina, 20 e 10ppm de Ditane M-45® foi
cois tro Eu soLo Desconhecidos de 50 e 90 dias, respectivamente
Desconhecidos Hidrolise (LYMAN & LACOSTE, 1975).
Degradagdo Microbiana Em solos aer6bios ndo estéreis e

anaerébios, a meia-vida aproxi-

mada de mancozebe foi menor

EBIS, ETU, EU, Hidantoina, CO, EBIS, ETU, EU, Hidantoina, que 2 e 8 dias’ respectivamente,
Desconhecidos Desconhecidos . .

enquanto a ETU teve meia-vida

menor que 2 dias em solos néo

Anaerébio
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s % ? estéreis (ARS, 1995).
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Etilenotiouréia (ETU) Etilenouréia (EU) Hidantoina As curvas de degradagéo

do ferbam  (dimetilditio-
carbamato férrico) em solo foram

w compardveis as do nabam.

e evidenciando novamente o

processo de degradagdo fisico-

FIGURA 7. Rota degradativa do Mancozebe quimica_ No entanto, a etile-
em solo, agua e biota (XU, 2003b). notiouréia que ocorre tanto como

impureza no etilenobisdi-
tiocarbamato técnico como produto de degradacdo foi susceptivel a conversao
biolégica (KAUFFMAN & FLETCHER, 1973; KAARS SIJPESTE1IJN & VONK,
1974).

Sob condic¢Ges acidas os dimetilditiocarbamatos sdo rapidamente decompostos
para CS, e dimetilamina (THORNE & LUDWIG, 1962). A degradacdo microbiologica
de tiram para estes produtos provavelmente aconteceu ap6s a reducdo para
dimetilditiocarbamatos (KAARS S1JPESTE1JN et al., 1977). Esta degradacdo pode
ser realizada por acidos produzidos pelos organismos, contudo ndo pode ser excluido
0 envolvimento de mecanismos enzimaticos.

A velocidade de degradacdo do tiram em solo foi dependente da concentracéo
aplicada (MUNNECKE & M1KAIL, 1967). A degradacdo foi mais rapida em solo
ndo esterilizado do que em esterilizado, indicando o papel dos microrganismos na
degradacdo. Além disso, o efeito da concentracdo do fungicida na velocidade de
degradacao refletiu, em parte, na inibicdo da atividade microbiana. Raghu etal. (1975)
propuseram uma via de degradacdo para o tiram em solo, incluindo os metabdlitos
microbianos acidos conjugados de DDC (a-aminobutirico e a-eetobutirico) e outros
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produtos como dimetilamina,
dimetilnitrosamina, CS2 enxofre
elementar, metionina, amonia e
formaldeido.

A dimetilnitrosamina €
formada a partir do tiram na
presenca de nitrato ou nitrito em
solos acidicos sob condigfes de
alagamento (AYANABA et al.,
1973), provavelmente como produto da degradagéo da dimetilamina (Figura 8).

Morgenroth & Muller-Kallert (1995) suplementaram um solo argiloso coletado
em Nova York com 20,3 mg do ingrediente ativo kg 1que representava a taxa de
aplicagdo no campo (18 kg i.a. ha- O solo foi incubado por 205 dias sob condiges
aerobias, no escuro, a 20°C, sendo aumidade mantida a 75% da capacidade de campo.
O desaparecimento do composto parental ndo seguiu a equacdo de primeira ordem,
mas a meia-vida foi de 2 dias, com 87% de degradacgdo aos 7 dias e 97% aos quatorze
dias. O maior produto de degradacao foi dimetil carbamotioperoxoato. Este metabolito
alcangou o nivel méaximo 1,8 mg kg laos 4 dias de incubacdo e excedeu o nivel do
composto parental apos 42 dias, mas 98% da molécula teste ja havia desaparecido
neste tempo.

A mineralizacdo do residuo foi rapida com 9% do l4C aplicado desprendido
como MC 02em dois dias e 50% dentro de 21 dias. Residuos ligados ou ndo-extraiveis
alcancaram um maximo de 48% da dose aplicada aos 14 dias e posteriormente
declinaram lentamente para 31% aos dia 205. A producdo de 4CO, foi bem menor
do que os residuos na forma ligada. Fracionamentos da matéria organica do solo
demonstraram que a maior parte do 4C ndo-extraivel estava ligada as fragdes humina
e 4cidos himicos.

Burri et al. (1995) aplicaram [l4C] tiram em uma fina camada do mesmo solo
areno-argiloso utilizado por Morgenroth & Muller-Kallert (1995), na concentracéo
equivalente a 18kg i.aha'l0 solo foi exposto a luz artificial como espectro simulando
a luz do sol, com ciclos de 12 horas entre claro e escuro, durante 21 dias a 20°C. A
meia-vida para o desaparecimento de tiram, no tratamento controle no escuro foi de
15,9 dias e no solo sob luz artificial foi de 3,7 dias. O C volatil produzido pelo solo
sob luz artificial alcangou 57% do MC aplicado (37% como CO, e provavelmente
20% como CS,), enquanto 11% foram desprendidos pelo controle.

N H + NC>2

Dimetilamina Nitrito Dimetilnitrosamina

FIGURA 8. Reacdo de dimetilamina com nitrito para
formar dimetilnitrosamina.

3.4 Ftalonitrilas

O clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila-TPN) (Figura 9) é um fungicida
de contato, clorado e de amplo espectro e muito utilizado no Brasil, em culturas de
gréos, legumes e frutas (BRASIL, 1998) e, embora a sua aplicagdo seja foliar, analises
de solos de regifes onde tal agrotéxico é utilizado tém apresentado valores residuais
altos (CAUX et al., 1996). E aplicado por ocasido da semeadura ou por aplicagio
foliar. Também é freqiientemente aplicado via dgua de irrigacdo. A dosagem utilizada
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varia de acordo com a cultura e o patégeno, variando
de 0,8 a 4,7kg de ingrediente ativo por hectare (i.a.
ha'). O modo de agdo do fungicida nos fungos €
| atribuido a sua cap,acidade de ligacdo e deplecdo da
cl glutationa celular. E também capaz de se ligar e inibir

FIGURA 9. Estrutura quimica do @ e€nzima gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase
fungicida clorotalonil (TPN). (GAPDH), necessaria para a glicdlise (CAUX et al.,

1996; VINCENT & SISLER, 1968).

Esta molécula pode causar efeitos toxicos a microflora do solo, a médio ou
longo prazo, (HABTE et al., 1992; KATAYAMA et al., 1991b;c; SUYAMA et al.,
1993; Tu, 1993), o que podera afetar uma série de atributos benéficos decorrentes da
presenga dos microrganismos no solo. A contaminagdo do solo e da agua pelo
clorotalonil pode ocorrer em funcdo da aplicacdo direta do produto ou indiretamente
via deriva ou escoamento superficial (CAUX et al., 1996). Por ser o clorotalonil um
composto policlorado e ter carater lipofilico, a persisténcia de seus residuos causa
preocupacdo ambiental (GAJBHIYE et al., 1996).

A reatividade dos substituintes halogénios do clorotalonil é facilitada pelas
propriedades eletrofilicas dos grupos ciano (TILLMAN et ai, 1973), e a posi¢do e
nimero de halogénios sdo fatores importantes na determinacdo de sua acdo tdéxica
(VINCENT & SISLER, 1968). A hidrofobicidade do agrotoxico e a presenca de grupos
funcionais facilmente transferidos pelos microrganismos afetam ataxa de biodegradacéo.

A literatura apresenta muitos trabalhos mostrando que o TPN € rapidamente
degradado pelos microrganismos do solo, apresentando meia-vida variando de 5 a 36
dias (KATAYAMA et al., 1991a; MOTONAGA et al., 1998; SATO & TANAKA,
1987; SUN et al., 1985; TAKAGI et al., 1991).

Gajbhiye et al. (1989), em experimento utilizando solo e duas doses do
fungicida (1 kg ha'le 2 kg ha1l, observaram que a dissipacdo do clorotalonil foi
mais rapida quando o produto foi aplicado em doses menores. Em baixas
concentracdes, o efeito do fungicida ndo foi muito efetivo porque a maior parte
dele foi adsorvida pelos coldides do solo e somente uma pequena fragdo estava
disponivel para interacdo com a microbiota do solo. Assim, com o aumento da
dose, cada vez mais porcdes tornavam-se disponiveis havendo conseqiientemente
efeitos adversos nos crescimentos microbianos, inibindo desta forma a
biodegradacdo. Os residuos diminuiram com o passar do tempo, e as perdas foram
rapidas durante os 7 primeiros dias apos a aplicagdo, havendo dissipacdo de 49,7%
e 58% em relacdo as doses aplicadas. Nos 23 dias subseqlientes a perda foi de
145% e 19,5%. Apo6s 30 dias o solo tinha 0.54 e 1,16 |ig g 1de residuo,
respectivamente, para a dose mais baixa e mais alta. Apds 60 dias os residuos
eram ndo detectaveis (< 0,01 pg g ).

Segundo Balasubramanian & Mathan (1996) quanto maior o contetdo de
matéria organica e quanto menor for o valor do pH de um solo, maior a adsorcéo do
clorotalonil resultando em menor degradacdo e maior persisténcia. Em estudos com
coluna de solo, apenas 2,8% do clorotalonil aplicado foi recuperado na elui¢do da
coluna, sugerindo a ocorréncia de uma forte adsorcdo, aumentando a persisténcia do
produto, ou uma degradacdo significativa do composto (REDUKER et al., 1988).
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As bactérias degradadoras de clorotalonil estdo presentes em solos com e
sem historico de aplicagdo desse fungicida. Na regido de Guaira, SP, foram isoladas
bactérias degradadoras de clorotalonil, tanto de solos provenientes de areas cultivadas
com tomate como de areas de preservagdo ambiental. As bactérias isoladas e
selecionadas, apés crescimento em meio mineral liquido suplementado com diferentes
concentracdes do fungicida (20, 40 e 100 (j.g mL "), foram repicadas em meio mineral
liquido suplementado com 20 |ig mL 1de clorotalonil para estudo da degradacao.
Bactérias que degradaram acima de 80% do composto organico foram caracterizadas
através da metodologia convencional e molecular. Pela anélise convencional seis
organismos selecionados pertenciam ao grupo dos actinomicetos; na base de dados
do RDP estes organismos foram identificados como: Arthrobacter nicotinovorans,
A. globiformis, A. ilicis e A. ureafaciens (FAY, 2000). Segundo o mesmo autor, a
incorporacdo de diferentes materiais organicos ao solo aumentou a comunidade de
degradadores e diminuiu a biodisponibilidade do fungicida, minimizando os efeitos
adversos do clorotalonil.

De acordo com Katayama et al. (1991 b) a maioria das bactérias degradou o
clorotalonil na presencga de outras fontes de carbono. Katayama et al. (1991a)
observaram consideravel similaridade com o co-metabolismo, ap6s a aplicagdo repetida
do fungicida em solo sem historico de aplicagdo do produto. Ainda que a degradacdo
tenha sido suprimida, o que diferencia este composto de outros agrotoxicos, ndo ocorreu
umafase lag quando o clorotalonil foi aplicado pela primeira vez. A capacidade de
degradacdo foi recuperada ap6s a adicdo de compostos organicos facilmente
assimilaveis (glicose, extrato de carne) o que indicou a importancia destes materiais
na degradagdo microbiana do fungicida em solos.

A supressdao da degradacdo do clorotalonil em solos agricolas também foi
observada por Takagi & Wada (1990) ap6s um longo periodo de aplicagdo. Segundo
0s autores essa supressdo poderia ser explicada pelo seguinte fato: os microrganismos
degradadores do clorotalonil sdo sensiveis o suficiente para serem suprimidos pelo
clorotalonil dissolvido na solucdo do solo em concentracdo superiora0,1 mg L . Eles
observaram que a degradacdo do clorotalonil ndo foi suprimida ap0s repetidas
aplicacdes, quando foi incorporado carvdo ativado ao solo, levando dessa forma a
diminuicdo da concentracdo do produto na solucdo do solo. Segundo os autores, este
fato indicou toxicidade do produto as bactérias degradadoras. No entanto, Sato &
Tanaka (1987) sugeriram um enriquecimento das bactérias degradadoras do clorotalonil
em solo, apos a aplicagdo do fungicida.

Katayama et al. (1991b) isolaram bactérias degradadoras tolerantes
ao clorotalonil, em concentracdo de 40 mg L discordando da proposi¢cdo de
Takagi & Wada (1990). A razdo pela qual a degradacdo do clorotalonil em solos é
suprimida por aplicacfes repetidas, embora haja um aumento da populagéo
degradadora de bactérias, ainda precisa ser solucionada. Segundo Katayama et al.
(1991 b), a hipbtese para essa supressdo é que a falta de matéria organica facilmente
degradavel inibe a biodegradacao de clorotalonil no solo. Além disso, os autores
observaram que o clorotalonil da solugcdo do solo teve sua concentragcdo diminuida
pela adsorgdo a matéria organica adicionada, resultando dai uma maior taxa de
dissipagéo.
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Ainda que a degradacdo deste fungicida possa ser suprimida, o clorotalonil
acumulado pode vir a ser biodegradado apds aclimatacdo em posteriores aplicagbes
repetidas (MOTONAGA et al.,, 1996). Estes autores observaram que a taxa de
degradacdo do clorotalonil era significativamente diminuida ap6s aplicagfes repetidas
em experimento de campo, embora a taxa de degradacdo fosse completamente
recuperada ap0s posteriores aplicagdes do produto. Contrariamente ao comportamento
da maioria dos agrotoxicos, as aplicacOes repetidas do clorotalonil suprimem a
biodegradacdo devido a toxicidade do persistente e altamente mével metabélito, hidroxi-
clorotalonil (TPN-OH) sobre a biomassa do solo (MOTONAGA et al., 1998).

Motonaga et al. (1996) também observaram, em laboratdrio, a degradacéo
do clorotalonil (TPN) em quantidades estequiométricas de TPN-OH e anion cloreto
(Cl). As bactérias que degradaram o TPN foram isoladas do solo e a suspensdo das
células dessas bactérias transformou o TPN em TPN-OH e C I, mas ndo o utilizaram,
portanto houve co-metabolismo. Acreditam os autores que a aclimatacdo ocorreu
durante aplicacdes repetidas porque as bactérias ndo foram detectadas em solos que
ndo haviam sido tratados com clorotalonil.

A influéncia da umidade e temperatura na degradagdo deste composto esta
demonstrada nos trabalhos realizados por Sato & Tanaka (1987). O aumento do
contetido de umidade do solo (0,6 para 8,9%) ou aumento na temperatura de incubacao
acelerou a taxa de transformacgdo. Os autores encontraram que 90% das bactérias
isoladas em solos com aplicacdo prévia de clorotalonil foram capazes de degrada-lo
e o fungicida foi metabolizado, principalmente, através de decloragdo. Essa
dehalogenacdo hidrolitica haloaromatica especifica ocorre quando o halogénio ¢
substituido por um grupo hidroxila da dgua, embora esse mecanismo parega Ser raro
em comparacdo as dehalogenacdes oxidativas (SLATER et al., 1995).

Em condicdes de laboratério, Sato & Tanaka (1987) observaram que a
degradacdo ocorreu mais rapidamente com a umidade em 60% da capacidade de
campo quando comparada a 20, 40 e 100% dessa capacidade. A 100% a degradagéo
foi minima havendo condi¢des predominantemente anaerébias no solo. Assim,
concluiram que as condicdes aerobias sdo as mais indicadas para a degradacdo desse
fungicida no solo. No entanto, alguns agrotéxicos organoclorados podem sofrer
degradagcdo muito rapida em solos em condigGes de anaerobiose (STENERSON.
1965; SETHUNATHAN, 1973).

A transformagdo prima-
riado clorotalonil (TPN)em solos
€ microbiana, tendo como
principal produto o TPN-OH
(4-hidréxi-2,5,6-tricloroi so-
ftalonitrila), (Figura 10), o qual

OH cl pode ser encontrado em solo,
planta e animais. E aproxi-
(A) (B) madamente trinta vezes mais

téxico do que o clorotalonil e

FIGURA 10. Estrutura quimica do TPN-OH (A) e do ~ Mais persistente e movel no
I,3-dicarbamoil-2,4,5,6-tetraclorobenzeno (B). solo (COX, 1997; SATO &
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TANAKA. 1987; ROUCHAUD et al., 1987). Segundo Alexander (1999), uma
variedade de fungicidas é convertida microbiologicamente a substancias que também
apresentam atividade antifingica, sendo estas conversdes fungicida-para-fungicida
descritas em culturas microbianas. Rouchaud et al. (1987) demonstraram em solo a
conversdo do fungicida clorotalonil no fungicida 1,3-dicarbamoil-2,4,5,6-
tetraclorobenzeno, por acdo microbiana.

Motonaga et al. (1996) indicaram que uma possivel rota de degradacdo do
clorotalonil em solo é a substituicdo nucleofilica do cloro (posicao 4) pelo ion hidroxila.
A substituicdo ndo foi devida a hidrolise abiotica porque o pH do solo era acido.
Segundo Szalkowski & Stallard (1977) o clorotalonil é hidrolisado a pH 9,0 em solucdes
aquosas, enquanto a pH 7,0 ou mais baixo ndo foi observada a degradagdo. O
metabolismo por microrganismos do solo foi responsavel por esta degradacéo,
possivelmente porque as bactérias o detoxificaram.

O destino do TPN-OH passa a ser um problema ambiental, porque o metabdlito
hidroxilado tende a lixiviar para o sub-solo ou dguas subterraneas uma vez que é mais
sollvel em 4gua (MOTONAGA et al., 1996). Os autores supdem que grande parte
do metabdlito pode lixiviar e parte pode ser degradada ou retida no solo.

Outros metabdlitos detectados para o clorotalonil foram a 3-
cianotriclorohidroxibenzamida, 3-cianotriclorobenzamida e tricloro-3-carboxibenzamida
(CAUX et al., 1996), além da m-ftalodinitrila, também conhecida por isoftlonitrila
(COX, 1997).

Regitano etai (2001), estudaram a dissipacéo do clorotalonil utilizando carbono
marcado (l4C), o que permitiu acompanhar os diferentes processos de transformacéo,
como a mineralizagdo, a degradacdo e a formacdo de residuos ligados. Apresentaram
também os coeficientes de sorgdo e a atividade microbiana dos solos. Utilizaram trés
tipos de solos acidos do Brasil, gley himico (GH), latossolo vermelho escuro (LE) e
areia quartzosa (AQ), com ampla variacdo nas propriedades fisico-quimicas
considerando que os solos tropicais sdo mais acidos do que os de clima temperado, e
conseqiientemente a rota metabolica do TPN poderia ser afetada. A mineralizacdo
foi lenta em todos os solos, e apés 90 dias, somente 13,8, 5,7 e 2,8% do TPN aplicado
foi desprendido como MC-C02nos solos GH, LE, e AQ, respectivamente. Este
resultado indicou que a mineralizacdo ndo foi a principal rota metabdlica dos
microrganismos degradadores, evidenciando que o TPN é degradado principalmente
por co-metabolismo. Quanto a formagdo de residuos ligados obteve 46, 34 e 18% nos
solos GH, LE e AQ, respectivamente. A maior parcela de residuos ligados foi formada
no primeiro dia da aplicagdo, mas o envelhecimento também contribuiu para a formacéo
de formas menos reversiveis do complexo TPN-solo. A degradacgao foi acompanhada
pelo aparecimento de metabolitos por cromatografia de camada delgada (CCD), e a
média geral da recuperagdo no experimento foi de 96,4%. No tempo zero a recuperagdo
do MC-TPN extraivel variou entre 95 a 98%, sendo que praticamente 100% desta
radioatividade correspondia ao composto original nos solos LE e AQ. Ja o solo GH
ndo apresentou resultado com a utilizagdo de CCD. Nos solos LE e AQ a medida
que o metabolito &cido 3-carbamil-2,4,5-triclorobenzéico (Figura 11) aumentava, o0
TPN extraido do solo continuava a decrescer durante todo o periodo de incubacéo,
sendo este 0 metabdlito mais abundante em ambos os solos. Os autores acreditam
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que a principal rota metabdlica envolva oxidagédo/
hidratacdo dos grupos ciano, originando a amida
correspondente, e subseqlientemente o &cido
organico, nos solos &cidos utilizados. Outra rota

“ seria a dehalogenagdo redutiva ou a hidroxilacéo

FIGURA II. Estrutura quimica do levando a formacdo do TPN-OH. A dissipacéo
metab6lito acido 3-carbamoil- do TPN foi rapida nos solos testados
2,4,5-triclorobenzdico. principalmente devido a degradacdo microbiana

e a ligacdo aos solos.
O metalaxil [metil D.L.N-(dimetilfenil)-
N-(2-metoxiacetil)alaninato] (Figura 12) fungicida
sistémico do grupo dos alaninatos (acilaninas), ¢
uma mistura racémica de enantibmeros R- e S-,
com classe toxicolégica variando de Il a IV,
dependendo de sua formulacdo. E extensi-
vamente utilizado na agricultura brasileira, em
fruticultura, plantas ornamentais e hortalicas
(GELMINI, 1991; SPESSOTO et al., 2000;
M etalaxil PAPINI &ANDREA, 2001; SPESSOTO. 2002).
FIGURA 12. Estrutura quimica do Em funcdo do amplo espectro de atividade ele é
metalaxil. registrado para uso em muitos paises, em regides
temperadas, subtropicais e tropicais
(MONKIEDJE et al., 2002). luntamente com o
furalaxil, foi primeiramente descrito em 1977 (URECH et al.,, 1977) e sua
fungitoxicidade esta associada a funcédo éster da molécula. O metalaxil inibe a sintese
do RNA ribossomal, interferindo desta forma na sintese de proteinas (TOMLIN,
2000).

A degradagdo do metalaxil tem sido relatada como sendo, principalmente,
microbiolégica e dependente de fatores como tipo de solo, condi¢des climaticas e
histérico de aplicacdo (BAILEY & COFFEY, 1985; 1986). A capacidade de
degradar o fungicida tem sido atribuida a muitos microrganismos, tanto em cultura
pura como mista (MUSUMECI et al., 1986; ZHENG et al., 1989; ANAN’EVA et
al.,, 1997; SOUDAMINI et al., 1997 e 1999). Entretanto, o papel das populacdes
naturais na degradacdo desta molécula ainda é pouco conhecido. Droby & Coffey
(1991) demonstraram que fungos, bactérias e actinomicetos presentes no solo foram
capazes de transformar a molécula do fungicida. Em solo arenoso, a populagao
natural apresentou na taxa de degradacdo do metalaxil diferenciada,
quando considerada superficie e sub-superficie do solo (DI et al., 1998). Spessoto
et al. (2000); Spessoto (2002) confirmaram a biodegradacdo da molécula do
metalaxil e observaram que as bactérias foram predominantes durante todo o
experimento, enquanto que os actinomicetos e fungos foram suprimidos na presenca
do fungicida.

A meia-vida do metalaxil tem sido descrita como variavel, podendo ser alguns
dias até meses. Por exemplo, estudos realizados com microrganismos isolados de
solos com histérico de aplicacdo do metalaxil apresentaram meia-vida de 14 dias
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(BAILEY & COFFEY, 1986), enquanto que estudos sobre a mineralizacdo do
fungicida, considerando solos com diferentes teores de areia apresentaram meia-
vida entre 69 e 159 dias (WANG etal., 1995). Segundo Spessoto (2002) uma vez que
amolécula esteja disponivel na solugdo do solo ela pode ser rapidamente metabolizada,
diminuindo os riscos ambientais provocados pela recalcitrancia. A auséncia de
metabolitos provenientes da mineralizacdo do anel radiomarcado em estudos realizados
pelo autor reforcou esta hipoOtese, sugerindo que a degradacdo do metalaxil pode
ocorrer num prazo inferior a 70 dias de incubacéo.

Outros trabalhos demonstraram o aparecimento de dois metabdlitos
provenientes da degradacdo do fungicida, ap6s 60 dias de incubagdo, sendo que apenas
um foi identificado como N-(2-metoxiacetil)-N-(2,6xilil)-DL-alanina (MUSUMECI
& RUEGG, 1984). Outros autores detectaram a presenga de um metalaxil acido
como sendo o maior metabdlito gerado pela degradagdo do fungicida (DROBY &
COFFEY, 1991).

Solos que apresentam historico de aplicagdo de agrotoxicos tém sido relatados
como capazes de dissipar mais facilmente estas moléculas pelo fato de apresentarem
populagBes microbianas que se caracterizam por um curto periodo de aclimatagéo e
rapida fase exponencial de crescimento (ALEXANDER, 1999). Varios autores
demonstraram que em solos onde existe historico de aplicaces constantes de metalaxil
foram observadas as maiores taxas de dissipacdo do fungicida em menor tempo
(BAILEY & COFFEY, 1986; DROBY & COFFEY, 1991; NARESH et al., 1997;
PAPINI & ANDREA, 2001; SPESSOTO, 2002). A aplicacio repetida do fungicida
pode aumentar a selecdo dos microrganismos degradadores e conseqlientemente
aumentar a taxa de degradacdo da molécula, cujo fendmeno é conhecido como
biodegradacdo acelerada. Droby & Coffey (1991) avaliaram as taxas de biodegradacao
de metalaxil I4C em seis solos com caracteristicas diferentes durante quatro semanas
e os resultados variaram de 2,1% até 11,3%. Os solos com historico de aplicacdes
prévias do fungicida foram os que apresentaram as maiores taxas de biodegradagdo
e, de acordo com as porcentagens remanescentes de radioatividade, determinaram a
meia-vida do fungicida como sendo de apenas seis dias.

Um exemplo de degradacdo acelerada de metalaxil em solos brasileiros é
apresentado por Papini & Andréa (2001). Os autores estudaram a dissipacdo do
fungicida em dois tipos de solos utilizados para plantio de laranja e limdo. Os resultados
demonstraram que a degradacdo acelerada ocorreu somente em um tipo de solo,
embora em ambos tenha sido detectado degradacdo parcial e mineralizagdo do
fungicida. Segundo os autores, as amostras de areas tratadas apresentaram taxa de
mineralizacdo pelo menos duas vezes mais altas quando comparadas as areas nunca
expostas ao fungicida (maximo de 26,9% e 11,5%, respectivamente).

Em estudos sobre a degradagdo acelerada do metalaxil pela agdo sinergistica
entre bactérias e fungos isolados de trés solos diferentes, Soudamini & Awasthi (1997)
observaram que as culturas de fungos ndo oomicetos de todos os solos interagiram
para aumentar a degradacdo do fungicida. Culturas enriquecidas em solo arenoso,
depois de repetidas aplicacdes de metalaxil, nas condi¢fes de seco, alagado e irrigado
agiram mais efetivamente na degradacéo do fungicida que outras culturas obtidas em
solos nunca expostos ao agrotoxico.
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Considerando quatro solos diferentes, Spessoto (2002) verificou que as
bactérias demonstraram tendéncia a beneficiar-se com a presenca da molécula do
fungicida no solo, sugerindo a existéncia de populagdes adaptadas a degradacdo do
composto, cujos resultados ficaram evidentes em solos com histérico de aplicacéo do
fungicida. As maiores taxas de mineralizacdo foram obtidas nestes solos, sugerindo
que as aplicagcGes sucessivas do composto estimulariam ou selecionariam o crescimento
de microrganismos aptos a degradarem o fungicida. Segundo o autor os Bacillus
seriam o grupo de degradadores de metalaxil mais indicados como agentes bioldgicos
em estudos de biorremediacdo de solos contaminados com o fungicida.

3.5 Dicarboximidas

Os fungicidas dicarboximidas foram introduzidos na agricultura, no final da
década de 1970, devido a forte resisténcia adquirida por fungos fitopatogénicos aos
benzimidazdis. S&o amplamente utilizados para o controle de doencas flngicas em
vegetais e frutas. Iprodiona, procimidona e vinclozolina, diclorofenil dicarboximidas,
sdo 0s mais importantes membros desta classe de fungicidas e inibe a germinacgédo
dos esporos, o crescimento micelial e ocasionam lise das células (CABRAL &
CABRAL, 2000).

De forma geral, as culturas recebem varias aplicag6es destes compostos
durante o crescimento e ap0s a colheita os restos sdo aproveitados para compostagem.
Neste processo a matriz verde sofre biodegradacdo aerdbia e estes compostos podem
transformar-se em metab6litos de acordo com uma cinética especifica. E importante
verificar a presenca ou ndo destes fungicidas no final da compostagem para evitar a
reintroducdo de substancias potencialmente perigosas no ciclo de producdo ou de
seus metabolitos eventualmente mais téxicos. Vanni et al. (2000a; b) determinaram a
presenca dos fungicidas carboximidas por meio da 3,5-dicloroanilina, metab6lito comum
deste grupo, no final do processo de compostagem. Em algumas amostras encontraram
0 composto parental e 0 metabdlito, e em outras sé a 3,5-dicloroanilina; portanto, a
sua presenca sem a molécula parental pode ser utilizada como um indice de
transformacdo atingido pela compostagem. A auséncia do metabdlito na presenca do
parental pode ser devida ao limite de detec¢do do método utilizado para a anélise dos
residuos ou pelo baixo grau de maturagdo atingido na compostagem. Deve-se levar
em consideracdo que o produto resultante da compostagem tem diversos usos e o
perigo da bioacumulacdo ndo deve ser ignorado, uma vez que a toxicidade dos possiveis
produtos de degradagdo é desconhecida.

Estes autores propuseram a seguinte rota de degradacdo para a vinclozolina
em solos (Figura 13).

A persisténcia da vinclozolina em trés solos tropicais, sob cultivo de arroz,
com caracteristicas fisico-quimicas extremamente diferentes, foi comparada em
condigbes de solo seco e alagado. A degradacdo do fungicida foi mais rapida em
condicBes de alagamento para os trés solos estudados. A degradacdo seguiu a cinética
de primeiraordem independentemente do tipo de solo ou regime de agua. Foi observado
que a acidez do solo e a salinidade afetaram significativamente a persisténcia do
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fungicida em condicdes de solo seco. A degradacdo foi acelerada depois de repetidas
aplicag6es em um solo aluvial em ambos os regimes hidricos, sendo que em condicdes
de alagamento a degradacdo acelerada foi maior. A 3,5-dicloroanilina foi detectada
como metabolito da degradacdo do fungicida nestes solos (BANERJEE, 1999).

Vanni et al. (2000b) estudaram a presenca e o destino da iprodiona e
procimidona na compostagem, uma vez que este processo ndo é muito bem
compreendido. Além disso, é possivel encontrar em culturas e no ambiente residuos
e/ou metabolitos destes fungicidas como conseqiéncia das aplicagbes freqlientes ou
porque o intervalo entre os tratamentos ndo é respeitado. Os autores compararam a
degradacgdo biotica e abiGtica destes compostos, num intervalo de oito meses, €
observaram que a cinética das reagbes eram distintas. Propuseram entdo uma rota
de biodegradacdo para estes compostos (Figura 14). A iprodiona mostrou rapida
transformagdo para 3,5-dicloroanilina, Unico metabdlito detectado ap6s 30 dias. Por
espectrometria de massas, 0 composto intermediario formado, durante o processo de
compostagem, foi identificado como sendo isdmero (3-isopropil-N-(3,5-diclorofenil)-
2,4 dioxol-imidazolidina-carboxamida) quantitativamente convertido do composto
parental. O resultado estd de acordo com o encontrado em amostras de vegetais
fortificadas com o produto por Newsome & Collins (1990).

VINCLOZOUNA IPRODIONA
v
C
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. . 3,5 Dicloroanilina
3,5-Dicloroanilina

FIGURA 14. Rota da biodegradacdo de
iprodiona (European Commission, 2004;
VANNI et al., 2000b).

FIGURA 13. Rota de degradacdo da
vinclozolina (VIGOUROUX, 2003).
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A procimidona durante o periodo estudado (0-241 dias) apresentou 70% de
transformacdo, permanecendo 30% da molécula original na compostagem. A
degradacao bioldgica da procimidona apresentou 2 metabdlitos, a 3,5-dicloroanilina e
0 2-(3,5-diclorofenilcarbamoil)-1,2-dimetilpropano carboxilico (metabdlito 1). O
metabdlito I, posteriormente foi degradado a 3,5-dicloroanilina.

Os fungicidas dicarboximidas e os tiocarbamatos parecem ser particularmente
susceptiveis a biodegradagdo acelerada. Para os fungicidas iprodiona e vinclozolina a
incorporacdo de pequenas quantidades (0,1%) de solo pré-condicionado em solos
cuja degradacéo dos fungicidas foi relativamente lenta, aumentou as taxas de dissipacéo
destes compostos (WALKER & WELSH, 1990).

3.6 Estrobilurinas

As estrobilurinas, uma nova classe de fungicidas para uso agricola, sdo
derivadas do &cido (3-metoxiacrilico e estruturalmente relacionadas a estrobilurina A,
produto natural excretado por fungos (BARTLETT et al., 2002). Sdo utilizadas para
o controle e tratamento de varias culturas entre elas as fruticolas, apresentando amplo
espectro de acdo sendo, portanto, efetivas contra diferentes grupos de fungos
fitopatogénicos (Oomycota, Ascomycota, Basidiomycota) (EPA, 1999; MCGRATH,
2003). De aplicacdo predominantemente foliar, estes compostos tém atividade
translaminar, isto é, movem-se através das folhas tratadas, proporcionando controle
em ambas as faces das mesmas (BARTLETT et al., 2002; VINCELLI, 2002).

Comercializadas a partir de 1996 nos Estados Unidos, as estrobilurinas e os
fungicidas relacionados (famaxadona e fenamidona, quimicamente distintos, mas no
mesmo grupo de resisténcia cruzada) venderam aproximadamente US$ 620 milhdes
em 1999, representando portanto, mais de 10% do mercado global de fungicidas em
apenas 4 anos (BARTLETT et al., 2002). A azoxistrobina foi o primeiro composto
deste grupo a ser registrado pelo EPA seguido da trifloxistrobina (EPA, 1999).

O impacto deste grupo na agricultura pode ser observado pela venda da
azoxistrobina, registrada em 72 paises para uso em 84 diferentes culturas, representando
acima de 400 sistemas cultura/doenca. As vendas de azoxistrobina foram de US$
415 milhdes em 1999, sendo o fungicida mais vendido no mundo (BARTLETT et al.,
2002). Apesar desta importancia comercial, sdo escassas as referéncias bibliograficas
sobre o comportamento e destino destes compostos.

No Brasil, segundo os nimeros de registro no Sistema de Informacdo de
Agrotéxicos (SAl), os primeiros produtos técnicos formulados a base de cresoxim-
metilico e azoxistrobina tiveram seu registro no MAPA em 1998, enquanto a
trifloxiestrobina e a piraclostrobina somente em 2001 (Tabela 4). Uma diferenca
estrutura] importante entre aazoxistrobina e o cresoxim-metilico é que o Ultimo contém
um grupo (Z™-metil metoxiiminoacetato no lugar de (fj-metil P-metoxiacrilato (Figura
15), o que lhes confere distintas propriedades bioldgicas (BARTLETT et al., 2002).
As estrobilurinas apresentam propriedades fisico-quimicas muito diferentes o que
conseqiientemente lhes confere uma ampla variedade de comportamentos biocinéticos
tanto no interior da planta quanto na superficie externa (BARTLETT et al., 2002).



Biodegradagdo de fungicidas 407

A JOCH3

h3co 2 n

Cresoxim-metilico Piraclostrobina

HI1ICO/-WC Q 2CH 3

(E)-metil B -metoxiacrilato (E)-metil B -metdxi-iminoacetato metil-N-metoxicarbamato

FIGURA 15. Fungicidas do grupo das estrobilurinas.

TABELA 4. Estrobilurinas registradas no Brasil.

Fungicidas Ano de registro
Azoxistrobina 1998
Cresoxim-metilico 1998
Trifloxiestrobina 2001
Piraclostrobina 2001

Fonte: ANVISA, 2004.

As estrobilurinas tém um Unico sitio de atuagdo e inibem a respiracéo
mitocondrial, pela ligacdo ao chamado sitio Q do citocromo b, localizado na membrana
mitocondrial interna de fungos e outros eucariotos, bloqueando a transferéncia de
ele'trons na cadeia respiratéria (MCGRATH, 2003; ZIEGLER et al., 2003). Baseado
neste novo modo de acéo, as estrobilurinas controlam os fungos que séo resistentes
aos fungicidas inibidores da demetilagdo (DM1), fenilamidas, dicarboximidas e
benzimidazois (BARTLETT etal., 2002; MA etal., 2003). Estudos com azoxistrobina,
cresoxim-metilico, trifloxiestrobina e piraclostrobina (Figura 15) demonstraram que
no desenvolvimento dos fungos, a germinacao dos esporos e a motilidade dos zoosporos
sdo extremamente sensiveis a estes compostos (BARTLETT et al., 2002). Isto pode
ser explicado pelo modo de agdo bioquimico destes produtos, pois séo disruptores da
producdo de energia, sendo portanto efetivos nestes estagios de desenvolvimento
que demandam alta energia, contrastando com os triazéis que inibem a biossintese do
ergosterol e portanto ndo impedem a germinacdo dos esporos e 0 crescimento dos
tubos germinativos iniciais (BARTLETT et al.,, 2002). O efeito potente das
estrobilurinas sobre a germinacdo dos esporos e motilidade dos zoosporos explica o
alto nivel de atividade preventiva dada por estes fungicidas, em funcdo da variacao
individual dos ingredientes ativos, amplo espectro, controle de isolados fungicos
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resistentes a outros fungicidas com diferentes modos de acdo, aliado a baixa
concentragdo na aplicacdo (BARTLETT et al., 2002).

Por serem compostos com atuacdo sitio-especificos as estrobirulinas foram
classificadas como de “risco reduzido™ pela EPA (VINCELLI, 2002).

As estrobilurinas sdo rapidamente degradadas, portanto, a persisténcia em
qualquer compartimento ambiental ndo é motivo para preocupacdo (Tabela 5)
(BARTLETT etal., 2002). A hidrélise ndo € a principal rota de dissipagdo ambiental,
mas a adsorcdo, degradacdo microbiana e a fotolise também sdo rotas importantes.
Embora ndo haja dados disponiveis para a piraclostrobina, as estrobilurinas seguem
um padrdo tipico similar para a degradacdo em solos, com a formacdo de metabdlitos
que potencialmente tém maior mobilidade, porém sdo menos toxicos do que 0 composto
parental (BARTLETT et al., 2002). O metabdlito principal, a forma acida destes
compostos, € inativo. Ndo ha evidéncias que estes compostos causem efeitos genéticos,
carcinogénicos ou problemas na reproducéo, portanto, quando aplicados segundo as
recomendacdes técnicas, ndo apresentam efeitos adversos na salde humana
(AUSTRALIA, 2000; EUROPEAN COMMISSION, 2000).

A degradacédo rapida da trifloxiestrobina foi observada, em varios tipos de
solos, sendo a meia-vida em laboratorio menor do que trés dias. O principal metabdlito
foi o0 acido, cuja meia-vida foi significativamente maior em laboratério, em torno de
cem dias, embora isdbmeros do composto parental e do metabdlito acido tenham sido
formados sob muitas condicdes experimentais (AUSTRALIA, 2000). Em estudos de
laboratorio e campo foi observada rapida degradagdo para o metabdlito acido, mais
soltvel e, portanto, mais lixiviavel, principalmente em funcdo do tipo de solo. No
campo a meia-vida do composto parental foi inferior a 5 dias, e em solos com ampla
diferenca nas caracteristicas fisico-quimicas o resultado foi 0 mesmo. A
trifloxiestrobina foi caracterizada como ndo sendo preocupante em relacdo aos
microrganismos do solo. Em sete solos testados, utilizando compostos radiomarcados,
em aerobiose, a meia-vida da trifloxistrobina foi de 2 dias, e o metabdlito acido
apresentou meia-vida entre 100-473 dias. Entretanto, em solo estéril, a degradacgéo
foi significativamente retardada com meia-vida acima de 100 dias para o composto
parental (AUSTRALIA, 2000).

A taxa de degradagdo pode ser afetada tanto pela temperatura quanto pela
umidade dos solos, tanto para o parental quanto para o metabolito. Em condigfes
normais de campo (T=20°C e umidade de 60%), a mineralizacdo da trifloxistrobina
foi alta, na ordem de 50% ou mais. Esta rapida degradagdo foi independente do tipo
de solo. O metabolito foi lentamente convertido para l4C 02por ter sido incorporado

TABELA 5. Persisténcia das estrobilurinas em solo e agua.

Composto Solo DTS (dias) Agua DT (dias)
Azoxistrobina 7 - 56a +7d
Cresoxim-metilico <1* Ib
Trifloxiestrobina” 4-10 03 -1
Piraclostrobina’ 2-37

Fonte: a: Tomlin, 2000; b: US EPA, 1998; c: Ammermann et al., 2000; d: Syngenta GLP data.
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nos constituintes do solo (4cidos himicos, falvicos e humina), indicando a mineralizagédo
da porcdo radiomarcada da molécula (AUSTRALIA, 2000).

4. Consideracoes finais

A maioria dos fungicidas é transformada predominantemente por processos
biologicos. Os residuos desses compostos podem ser mineralizados por um simples
microrganismo ou envolver o efeito interativo das comunidades mistas de
microrganismos e conta com a versatilidade metabdlica das bactérias e fungos. As
transformacGes bidticas dos fungicidas geralmente resultam na degradacdo da estrutura
molecular em formas mais simples, no entanto a molécula pode persistir se as condi¢des
ambientais forem desfavoraveis para a atividade degradativa.

Quando a biodegradacdo € o principal processo de degradacdo, a aplicagédo
repetida dos compostos leva ao enriquecimento das populacfes degradadoras,
originando um desaparecimento acelerado da molécula com atividade fungicida. A
biodegradacdo acelerada de fungicidas € uma ameaca significativa para a eficacia
destes produtos. Embora seja conseqliéncia de processos naturais de adaptacdo
metabolica, este processo pode ser considerado por dois angulos: do ponto de vista
agrondmico aumenta a necessidade de utilizacdo do produto, diminui a eficacia e leva
a necessidade de aumento de doses para obtencdo do mesmo resultado, podendo
resultar em prejuizo econdmico ao produtor. Ja do ponto de vista ecolégico, € um dos
maiores mecanismos para a biodegradacédo e detoxificacdo no controle de poluigéo.
Muitos autores questionam se a adaptagdo microbiana responsavel pela biodegradagéo
acelerada é resultado do aumento do nimero de microrganismos ou do aumento na
atividade enzimatica. A capacidade dos microrganismos crescerem usando um
composto organico especifico como fonte de carbono ndo significa que a inoculagéo
do microrganismo em um ambiente natural causard a degradacdo do composto. A
capacidade para metabolizar o composto organico é necessaria, mas ndo é condigédo
suficiente para que o organismo efetue a transformacdo, pois as moléculas do fungicida
ou seus metabdlitos podem persistir sob condi¢des desfavoraveis para a biodegradacéo.

Desta forma, deve-se levar em consideracdo o custo/ beneficio social e
ambiental do uso de fungicidas, para que ocorra minimizac&o de riscos e maximizacao
do retomo de beneficios do uso destes compostos na agricultura, visando a qualidade
do ambiente.
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