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RESUMO
Uma triagem com 8 linhagens de bactérias do género Bacillus foi realizada para analisar
a biodegradacdo dos pesticidas Bifentrina e Fipronil. Por meio de andlises por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC/UV-vis) verificou-se uma biodegradacéao
entre 24 e 88% da Bifentrina. Por meio da técnica de cromatografia em coluna foi
possivel separar 0 composto 4-hidroxibenzoato de metila. Das analises em
cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massas (CG-EM) foram identificados
0s compostos 4-di-terc-butilfenol, 1-nonadeceno, N-fenetilacetamida e 1,4-
diisopropilbenzeno nas amostras com a Bifentrina. Uma reacdo de hidrélise da
Bifentrina com KOH foi realizada e os produtos da reacdo foram analisados por
HPLC/UV-vis para verificar a possivel presenca desses compostos nas reacdes entre as
bactérias e a Bifentrina. Em seguida, foi realizada uma reagéo utilizando o alcool 2-
metil-[1,1°-bifenil]-3-metanol (BF-OH) com a bactéria B. pseudomycoides (4RF1C)
para observar possiveis produtos de biodegradacédo. Para as reacdes entre as bactérias e
0 pesticida Fipronil foi verificado uma biodegradacdo entre 51 e 93% e por meio das
analises de CG-EM foram identificados diversos compostos dentre 0s quais 0 terpeno
esqualeno, 1H-indol, ciclo (Pro-Leu), N-fenetilacetamida, 5-hexil-di-hidrofurano-2-
(3H)-ona, 1,3-diisopropilbenzeno e 1,4-diisopropilbenzeno. Um experimento de
consorcio empregando as 8 linhagens de bactérias mostrou que a porcentagem de
biodegradacdo do pesticida Bifentrina e Fipronil foi de 51 e 81%, respectivamente.
Analises no cromatografo liquido de ultra performance acoplado ao espectrometro de
massas de alta resolucdo (UPLC-HRMS) foram realizadas e observou-se possiveis
metabolitos de biotransformacdo da Bifentrina e a Fipronil-sulfona proveniente da
oxidacdo do Fipronil. Destaca-se também que foi identificado o terpeno esqualeno,
possivelmente devido a associacdo entre a cultura de laranja e 0os microrganismos. Em
todos os experimentos foram realizadas reacfes controle na auséncia do pesticida e
também foi realizado um experimento para se avaliar a concentracdo final da Bifentrina
e do Fipronil, obtendo-se uma porcentagem de 96% de recuperacdo para ambos 0S
pesticidas. Por fim, este estudo demonstrou que as bactérias do género Bacillus isoladas
das folhas da cultura da laranja foram importantes na biodegradacdo da Bifentrina e

Fipronil.

Palavras-chave: biorremediacdo, agroquimicos, degradacdo, cromatografia liquida,

cromatografia gasosa.



ABSTRACT
A screening with 8 strains of bacteria of the genus Bacillus was made to analyze the
biodegradation of the pesticides Bifenthrin and Fipronil. High performance liquid
chromatography (HPLC/UV-vis) analyzes revealed a biodegradation between 24 and
88%. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analyzes identified the
compounds 4-di-tert-butylphenol, 1-nonadecene, N-phenethylacetamide and 1,4-
diisopropylbenzene in reactions with Bifenthrin. A hydrolysis reaction of Bifenthrin
with KOH was performed and the reaction products were analyzed by HPLC/UV-vis to
verify the possible presence of these compounds in the reactions between bacteria and
Bifenthrin. Then, a reaction using 2-methyl- [1,1'-biphenyl] -3-methanol (BF-OH) with
the bacterium B. pseudomycoides (4RF1C) was performed to observe possible
biodegradation products. For the reactions between bacteria and pesticide Fipronil a
biodegradation between 51 and 93% was verified and by GC-MS analyzes were
identified several compounds among which the squalene terpene, 1H-indole, cycle (Pro-
Leu), N-phenethylacetamide, 5-hexyl dihydrofuran-2- (3H) -one, 1,3-
diisopropylbenzene and 1,4-diisopropylbenzene. A consortium experiment employing
the 8 bacterial strains showed that the percentage of biodegradation of pesticide
Bifenthrin and Fipronil was 51 and 81%, respectively. Analyzes on the ultra
performance liquid chromatograph coupled with the high-resolution mass spectrometer
(UPLC-HRMS) were performed and possible biotransformation metabolites of
Bifenthrin and Fipronil sulfone from Fipronil oxidation were observed. It is also noted
that squalene terpene was identified, possibly due to the association between orange
culture and microorganisms. In all experiments control reactions were carried out in the
absence of pesticide and an experiment was also performed to evaluate the final
concentration of Bifenthrin and Fipronil, obtaining a 96% recovery for both pesticides.
Finally, this study demonstrated that bacteria of the genus Bacillus isolated from orange

leaves were important in the biodegradation of pesticides Bifenthrin and Fipronil.

Keywords: bioremediation, agrochemicals, degradation, liquid chromatography, gas
chromatography.
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1 Introducao

BIODEGRADACAO DOS PESTICIDAS BIFENTRINA E FIPRONIL POR
BACTERIAS DO GENERO BACILLUS ISOLADAS DA CULTURA DA
LARANJA

1 INTRODUCAO

1.1 Emprego de agroquimicos no Brasil

O desenvolvimento econdmico brasileiro esta voltado principalmente para as
atividades agricolas. No Brasil os agroquimicos sdo amplamente aplicados em culturas
como soja, milho, citros, algoddo, batata, cana-de-agUcar, tomate, arroz, entre outras. O
Brasil € o maior exportador de acucar do mundo e, segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), na safra de 2018/2019 a estimativa de area plantada de cana-
de-agucar foi de aproximadamente 8,6 milhGes de hectares (CONAB, 2019a). No
cultivo da soja, em que o Brasil € o segundo maior produtor mundial ficando atras
apenas dos EUA, a area plantada do grao foi de 35,8 milhdes de hectares no mesmo
periodo. Outras culturas de grdos que incluem, por exemplo, amendoim, algod&o, milho,
girassol, feijdo, trigo, aveia, entre outros, somaram 27,0 milhdes de hectares plantados
na safra de 2018/2019 (CONAB, 2019b). E, no mesmo periodo, a area cultivada com
milho e café foi equivalente a 17,2 e 2,16 milhdes de hectares, respectivamente
(CONAB, 2019c).

Pignati e colaboradores (2017) estudaram 21 culturas predominantes no Brasil,
indicando o consumo de agroquimicos por hectare dessas culturas e danos a saude.
Dados de 2015 mostraram que o Brasil cultivou 71,2 milhdes de hectares dos quais a
soja, o milho e a cana-de-agucar representaram 42%, 21% e 13% dessas areas,
respectivamente. Esses trés cultivos foram os que mais consumiram agroquimicos de
um total de 899.073.840,70 litros utilizados, merecendo destaque a cultura de soja no
qual se utilizou 570.060.129,90 litros de agroquimicos.

No estudo de Pignati e colaboradores (2017) o uso de agroquimicos no Brasil foi
correlacionado com as incidéncias de intoxicacdes agudas, de malformacdo fetal e
mortalidade por cancer infanto-juvenil, concluindo-se que houve correlacdo com o0s

agravos a saude, além disso, foi possivel identificar os municipios prioritarios para a
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Vigilancia em Saude e assim desenvolver agdes de prevencdo e mitigacdo dos impactos
dos agroquimicos tanto para 0 homem quanto para o meio ambiente.

A Tabela 1 mostra a quantidade média de litros de agroquimicos utilizados por
hectare plantado para alguns cultivos. Embora a soja tenha sido o cultivo em que mais
foram aplicados agroquimicos no ano de 2015, vale destacar que o cultivo de fumo
apresentou a maior média de litros de agroquimicos por hectare (60 litros de
agroquimicos por hectare de fumo) (PIGNATI et al., 2017).

Tabela 1. Relagdo média de litros de agroquimicos por hectare que foram aplicados em culturas
brasileiras no ano de 2015.

Cultura Meédia de litros de agroquimicos por hectare (I/ha)
Fumo 60,0
Algodéo 28,6
Citricos (laranja, liméo e tangerina) 23,0
Tomate 20,0
Soja 17,7
Uva 12,0
Banana, arroz, trigo e maméao 10,0
Milho e girassol 7,4
1 ha=10.000 m* Fonte: PIGNATI et al., 2017.

Dada a importancia de instrumentos legais para o controle dos agroquimicos foi
promulgada a Lei Federal n° 7.802 de 11 de julho de 1989, regulamentada por meio do

Decreto n° 4.074 de 4 de janeiro de 2002, no qual define-se agroquimicos como:

Os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biol6gicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢do da
flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos

considerados nocivos.

E, ainda, séo considerados agroquimicos “substdncias e produtos, empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL,
1989).

De acordo com a Unido Europeia, um pesticida ¢ definido como “algo que

impede, destroi ou controla um organismo prejudicial ou doenca, ou ainda que protege
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as plantas ou produtos vegetais durante sua produgdo, armazenamento e transporte”
(EUROPEAN COMISSION, 2019a).

Os agroquimicos englobam os acaricidas, cupinicidas, fungicidas, herbicidas,
inseticidas e neonicotinoides. Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), os dez ingredientes ativos (IAs) mais
vendidos em 2017 e algumas de suas estruturas estdo mostrados na Tabela 2. Os 1As s&o
0s agentes quimicos, fisicos ou biolégicos que conferem eficacia aos agroquimicos e

afins (BRASIL, 2002; IBAMA, 2017).

Tabela 2. Relago dos 10 1As mais vendidos em 2017 em toneladas (t) no Brasil.

Ingrediente Ativo Estrutura Vendas (t)
O n @
Glifosato* e sais 173.150,75
HO/II)\/N\)J\OH
OH
O
Acido 2,4-
. . O\)J\OH 57.389,35
diclorofenoxiacético*
Cl Cl
Mn2+
IS N_ S (Zn)y
Mancozebe* <TONT \n/ 30.815,09
H
S X
x:y=1:0,091
Il
Acefato* _pO— 27.057,66
H
Oleo Mineral - 26.777,62

N
Atrazina* )\ )N|\ /)N\ J\ 24.730,90
N
H

N N
H
Oleo Vegetal - 13.479,17
Dicloreto de Paraquate* __Nir / \ J;N__ 11.756,39
Cl Cl
O
/]
. . N/If\o_
Imidacloprido* / 9.364,57
N™™ N™Nn
I \\/
Cl Z
Oxicloreto de cobre - 7.443,62
*Estrutura na tabela. Fonte: IBAMA, 2017.
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No Brasil, o 6rgéo responsavel por realizar o registro de agroquimicos é o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel pela avaliacdo toxicologica. Até setembro
de 2019 foram registrados 325 novos agroquimicos; no mesmo periodo em 2018 foram
registrados 309. Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimentos desse
total de produtos registrados em 2019, 140 sdo produtos ja prontos para serem
adquiridos pelos produtores mediante a recomendacdo de um engenheiro agrénomo;
185 sdo produtos técnicos destinados para o uso industrial, exclusivamente (MAPA,
2019).

Um estudo recente realizado pelo Instituto Butantd e encomendado pelo
Ministério da Saude, mostrou que os pesticidas Abamectina, Acefato, Alfa-
cipermetrina, Bendiocarb, Barbofurano, Diazinon, Etofenprox, Glifosato, Malathion e
Piriproxifeno (Figura 1) que s&o amplamente utilizadas em diversas formulacfes
comerciais de agroquimicos sdo extremamente toXxicos ao meio ambiente e, também, a
vida em qualquer concentracdo mesmo aquela recomendada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, e que ndo ha uma dosagem minima néo letal para esses defensivos
quando aplicados na agricultura (ESTADAO, 2019).

Figura 1. Pesticidas empregados em formulagdes comerciais de agroquimicos.

o) le) O\\ _O0—
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O s
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Cl
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H H
oy O
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Bendiocarb Carbofurano
Etofenprox
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= | IPI’
> J\ —O07s
N O O —O0
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Piriproxifeno Malation
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Foram testadas diferentes concentragdes dos pesticidas na dgua de aquarios que
continham ovas de peixes-zebra (Danio rerio) fertilizadas. Os peixes sdo bioindicadores
e possuem mecanismos de defesa empregados para combater as espécies reativas de
oxigénio (EROs) como peréxido de hidrogénio (H.0,), anion superéxido (O;) e o
radical hidroxila (-OH). Estes compostos produzidos podem causar desde a inativacéo
enzimatica até a morte celular nesses organismos quando em concentracOes elevadas de
EROs (NWANI et al., 2010).

Desta forma, os embrides de peixes-zebra foram analisados em intervalos
determinados de tempo para se verificar se houve alguma deformidade ou interferéncia
no seu desenvolvimento. Os pesticidas Glifosato, Melathion e Piriproxifeno foram
responsaveis pela morte de todos os embrides dos peixes-zebra num intervalo de 24
horas de exposicdo. O emprego de peixes neste tipo de estudo € uma forma de se avaliar
0 risco potencial de contaminagdo no ambiente aquético, causado principalmente pelo
escoamento superficial de compostos quimicos provenientes de atividades agricolas e
industriais, especialmente ap6s o periodo das chuvas (NWANI et al., 2010; ESTADAO,
2019).

Estudar e conhecer cientificamente a destinacdo final dos agroquimicos e seus
metabolitos empregados na agricultura se mostra essencial para 0 meio ambiente e para
0 homem. Dentre os inumeros agroquimicos empregados na agricultura, neste trabalho
foram estudados a Bifentrina e o Fipronil, amplamente utilizados em diferentes tipos de

cultura.

1.2 Bifentrina

A Bifentrina (carboxilato de (Z)-(1RS,3RS)-3-(2-cloro-3,3,3-trifltor-prop-1-
enil)-2,2-dimetilciclopropano  de  2-metilbifenil-3-metila) €& um  piretroide
comercializado na sua forma racémica e classificado como inseticida, formicida e
acaricida de uso agricola. De acordo com a ANVISA, a Bifentrina é aplicada nas folhas
das culturas de citros, tomate, trigo, uva, batata; aplicacdo no solo em culturas de cana-
de-acucar, milho; aplicacdo em sementes de algoddo, arroz, feijdo, milho, soja e trigo
(ANVISA, 2019a).

Os piretroides foram desenvolvidos por quimicos britanicos e japoneses nas
décadas de 1960 e 1970 para que os pesticidas organofosforados e os carbamatos

fossem substituidos por uma classe menos letal ao meio ambiente. A estrutura dos
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piretroides é proveniente dos ésteres da piretrina, um composto natural isolado a partir
da flor do crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium) (ROSS, 2011).

As piretrinas naturais sdo usadas como sprays para combater insetos domésticos
e também como inseticidas em colheitas, agindo de forma rapida no sistema nervoso
dos insetos. Sao naturalmente biodegradaveis e tal processo inicia-se pelo ar e pela luz o
que faz com que poucos insetos venham a desenvolver resisténcia as piretrinas, embora
a vida util desses pesticidas naturais seja limitada a algumas horas (ROSS, 2011).

As flores de crisantemos podem conter de 0,7 a 2% de piretrinas, e um extrato
tipico das flores pode conter piretrinas | e Il, cinerinas I e 1l, jasmolinas | e Il, cujas
estruturas representam ésteres de &cido crisantémico ou pirétrico com os alcoois
piretrolona, cinerolona e jasmolona, como é mostrado na Figura 2 (DEWICK, 2002).

Os piretroides sintéticos aumentaram seu poder de agdo contra os insetos com a
modificagdo em sua estrutura como, por exemplo, com a substituicdo de grupos metilas
terminais do &cido crisantémico por atomos de cloro e a inclusdo do grupo ciano,
aumentando-se a atividade inseticida e a sua estabilidade frente a piretrina (DEWICK,
2002).

Figura 2. Metabdlitos encontrados em extrato tipico de flores do género Chrysanthemum.

Rl/k\/&w, rou, R, /K/Ku,gOH cone/K/K"l)fOH

0 Acido crisantémico Acido pirétrico

K R: HO — HO —
Piretrina I Me CH=CH, HO., T\ = K “,
Piretrinall CO,Me CH=CH,
Cinerina | Me Me Y 0 Y

Cinerinall CO,Me  Me
Jasmolinal ~ Me Et
Jasmolina I CO,Me Et

Piretrolona Cinerolona Jasmolona

Fonte: DEWICK, 2002.

Os piretroides sintéticos podem ser divididos em classes do Tipo | e do Tipo II.
Em relacdo as estruturas, os piretroides do Tipo | e do Tipo Il apresentam uma por¢éao
carboxila esterificada, porém os piretroides do Tipo Il tipicamente possuem um grupo

ciano, como exemplifica a Figura 3.
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Figura 3. Piretroides do Tipo | e do Tipo Il provenientes das piretrinas.

Piretroides
(Derivados sintéticos das piretrinas)

Tipo | Tipo II (presenga do grupo ciano)

o, LI,

o H CN

Deltametrina

o, LI, L

5 H N

Bifentrina a-Cipermetrina

Fonte: ROSS, 2011.

1.3 Fipronil

@) Fipronil ((RS)-5-amino-1-(2,6-dicloro-o,a,a-triflior-p-toluil)-4-trifltior
metilsulfinilpirazol-3-carbonitrila) ¢ um pirazol. Os pirazois apresentam em sua
estrutura um anel heterociclico de cinco membros com dois 4&tomos de nitrogénio,
conferindo a ele as mais diversas aplicagdes na agricultura (UNIYAL et al., 2016b).

Alguns compostos pirazélicos sdo descritos como inibidores de glicosilacdo de
proteinas, além de serem agentes antibacterianos, antifingicos, anticancer,
antidepressivos e antivirais. S8o amplamente estudados, pois apresentam aplicabilidade
para a industria agroquimica na producdo de herbicidas, inseticidas, fungicidas e
acaricidas. Alguns desses compostos estdo mostrados na Figura 4 (KHAN et al., 2016;
KARROUCHI et al., 2018).



1 Introducao

Figura 4. Exemplos de pesticidas pirazdlicos.

CN

Ciantraniliprole Furametpyr Cienopirafen

Fonte: KARROUCHI et al., 2018.

O Fipronil (Figura 5) é classificado segundo a ANVISA como inseticida,
formicida e cupinicida, sendo aplicado no solo em culturas de batata, cana-de-agUcar e
milho, nas folhas de culturas de algod&o, arroz, eucalipto e soja; e nas sementes de
cevada, feijdo, soja, trigo e na agua de irrigagdo para o cultivo de arroz, podendo
também ser empregado na forma de iscas granuladas e em solugcdo. O Fipronil passou a
ser utilizado contra insetos tolerantes aos inseticidas piretroides, ciclodienos,
organofosforados e carbamatos. O pesticida Fipronil é capaz de atingir o sistema
nervoso central dos animais invertebrados, levando-os a paralisia e ate a morte
(ANVISA, 2019b, ZHAO et al., 2003).

Figura 5. Estrutura quimica do pesticida Fipronil.

}S') NH,Cl
F3C g -
- N CF,
N
bz
N7 cl

Os pesticidas possuem como funcdo reduzir o impacto de espécies invasoras. No
entanto, eles também perturbam processos bioldgicos, pois podem causar reducdo nos
rendimentos e na qualidade de culturas, além do uso indiscriminado resultar em uma
acumulacdo no meio ambiente. Embora durante o processamento de alimentos possa
ocorrer a reducdo do nivel de residuos de pesticidas, alguns processos como a secagem
pode elevar a concentracdo de pesticidas, e muitos deles podem ser transformados em
outros compostos quimicos, por exemplo, pela acdo da temperatura e de enzimas de
microrganismos.

A aplicacdo de quantidades incorretas de pesticidas nas culturas agricolas, a

resisténcia dos insetos/ pragas ao pesticida, a bioacumulagéo dos residuos de defensivos
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agricolas em organismos ndo-alvos e a contaminacdo de A&guas subterraneas e
superficiais séo problemas que devem ser evitados e/ou solucionados.

Dentre os métodos para remediar os ambientes contaminados destaca-se a
biorremediagdo, na qual empregam-se processos bioldgicos que visam a redugdo ou a
eliminacdo de compostos que sdo considerados perigosos. A biorremediacdo é
ambientalmente eficaz, pois € menos prejudicial, mais econbmica e ainda pode
promover a biodegradacdo ou a biotransformacdo de xenobidticos em produtos menos
toxicos através de microrganismos como os fungos e as bactérias. Os microrganismos
sdo capazes de utilizar os poluentes organicos como fonte de carbono e energia e, no
caso dos metais toxicos, sdo capazes de promover uma transformacdo de um estado
oxidativo ou complexo para outro, alterando assim a solubilidade em agua e podendo
diminuir a sua toxicidade (DZIONEK; WOJCIESZYNSKA; GUZIK, 2016).

1.4 Biodegradacéo e biotransformacéo de pesticidas por microrganismos

As bacterias do género Bacillus apresentam muitas espécies que sdo Uteis aos
seres humanos, como por exemplo a B. thuringienses que é amplamente empregada
como inseticida microbiano. Essa bactéria é capaz de esporular e formar as
denominadas &-endotoxina (gene cry), que sdo toxicas para diferentes hospedeiros e
entdo podem ser utilizadas no controle bioldgico em que o ingrediente ativo é o proprio
microrganismo (COSTA et al., 2010). Além disso, as bactérias do género Bacillus
geram produtos que sdo comercializados, pois sdo capazes de produzir enzimas,
proteinas, metabolitos secundarios com propriedades antibioticas, entre outros
compostos (RABINOVITCH; OLIVEIRA, 2015). Desta forma, as bactérias apresentam
grande potencial para estudos de biodegradacéo de pesticidas.

A Biorremediacdo € um processo que se utiliza microrganismos, plantas ou
enzimas microbianas ou vegetais para desintoxicar contaminantes presentes no solo, na
agua e em outros ambientes (GOUMA et al., 2014).

No entanto, os produtos de biodegradacdo podem ser mais toxicos que as
substancias degradadas (IUPAC GOLD BOOK, 1997a).

A Biotransformacdo € qualquer conversdo quimica de uma substancia mediada
por organismos vivos ou enzimas deles derivados (IUPAC GOLD BOOK, 1997b).

Para o desenvolvimento adequado de uma planta a fertilidade do solo é
necessaria e é proporcionada pela disponibilidade de nutrientes e pela comunidade

microbiana presente. S&o esses microrganismos a principal via de remocéo de pesticidas

9
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presentes no solo, por meio de processos como a oxidacdo, a reducdo e a hidrélise
(SZCZEPANIEC et al., 2011; SINGH; GUPTA; SHARMA, 2015; SAVI et al., 2016).

Grande atencdo vem sendo dada para a degradagdo de agroquimicos pela acéo
bacteriana, pois € um mecanismo importante na destinagdo final dos defensivos
agricolas nos compartimentos ambientais (KUMAR; SINGH; GUPTA, 2012;
MANDAL et al., 2014; SAVI et al., 2016).

Tanto o Fipronil quanto a Bifentrina apresentam problemas relacionados com a
contaminagdo ambiental. Além disso, tais pesticidas, banidos pela Unido Europeia, sao
altamente toxicos para as abelhas (EUROPEAN COMISSION, 2019a, EUROPEAN
COMISSION, 2019b). Investigar uma forma adequada de tornar esses contaminantes do
ambiente menos prejudiciais se mostra de grande importancia e a biodegradacdo é um
processo considerado seguro e viavel economicamente para remediar ambientes
contaminados. Muitos microrganismos tém a capacidade de degradar os pesticidas,
resultando em produtos que podem ou ndo ser toXicos.

A biodegradacao de pesticidas pode ocorrer por meio de microrganismos como
fungos e bactérias (GUO et al., 2009; CHEN et al., 2011; PANDEY; PANT,; SIBI, 2014).
O processo de metabolizacdo dos pesticidas pode envolver trés fases:

i. Fase I: o composto pode ser transformado por meio de reacdes de oxidacéo,
reducdo ou hidrolise;

ii.  Fase Il: ocorre a conjugacdo do composto formado da Fase I, por exemplo, com
um acgucar ou aminoacido, aumentando-se sua solubilidade em &gua e podendo-
se ter reducédo da sua toxicidade;

iii.  Fase Ill: conversdo dos metabolitos da Fase 1l em conjugados secundarios que
também pode ter sua toxicidade reduzida e podem ser eliminados do meio
celular. Nesses processos, microrganismos, como fungos e bactérias, produzem
enzimas como hidrolases, peroxidases e oxigenases (HERNANDEZ et al.,
2013).

No processo de biodegradacdo ou biotransformacdo de pesticidas ou outros
compostos xenobidticos, diversas enzimas podem ser utilizadas, as quais podem realizar
diferentes funcdes de acordo com o ambiente em que o microrganismo esta inserido.
Assim, de acordo com 0 meio, as enzimas podem ser produzidas ou ainda terem sua

concentracdo aumentada. As enzimas constitutivas sdo aquelas sintetizadas
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independentes do meio de cultivo e estdo presentes em quantidades constantes nas
celulas. Ja as enzimas indutivas sdo aquelas que, mediante a presenca de um substrato
no meio de cultura ou as condi¢bes ambientais, tem suas concentragdes aumentadas no
meio celular. A enzima indutiva é capaz de transformar o substrato em um produto ou
metabdlito que podera ser empregado pelas células do microrganismo como fonte
nutricional.

No processo de biodegradacdo algumas enzimas ja sdo conhecidas, como é o
caso das carboxilesterases (CbEs). O primeiro passo da biodegradacdo de pesticidas
piretroides pode ser a hidrolise da ligacdo éster por essas enzimas. De acordo com a
Unido Nacional de Bioquimica e Biologia Molecular, as carboxilesterases sao
hidrolases (Classe EC 3) e as esterases estdo na subclasse EC 3.1 das hidrolases. As
CDbEs estdo incluidas na subclasse EC 3.1.1 das esterases e aquelas capazes de hidrolisar
ligagbes de ésteres carboxilicos encontram-se na subclasse EC 3.1.1.1 (SOGORB;
VILANOVA, 2002).

Na reacdo de hidrolise realizada por essas enzimas, primeiramente ocorre uma
acilacéo reversivel de um residuo de serina no sitio ativo da proteina, provocando assim
a liberacdo da porcgéo alcodlica do éster carboxilico e da enzima acilada. Esta ultima
sofre um ataque nucleofilico da agua e ¢ hidrolisada, liberando o acido carboxilico e a
enzima € regenerada, como mostrado simplificadamente na Figura 6 (SOGORB;
VILANOVA, 2002).

Figura 6. Representacdo da hidrdlise (enzimatica) de ligagéo éster por CBEs.

J_ + HOSercoE ——4— SANGENS § + HO-Ser-CbE
R” OOR' R” O-Ser-CbE R oH
Ester Acil-enzima Acido carboxilico

Fonte: SOGORB; VILANOVA, 2002.

Alguns exemplos de reacdes catalisadas por carboxilesterases sdo mostrados na
Figura 7. As reacBGes ocorrem na ligacdo éster do acido carboxilico dos piretroides,
liberando a porcdo &cida e alcodlica. Outras reacdes podem ocorrer a depender da

estrutura quimica do pesticida.
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Figura 7. Reagdo de hidrolise por enzimas carboxilesterases nos pesticidas piretroides (a) Permetrina, (b)
Cipermetrina e (c) Deltametrina.
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@ 0 OH + HO _
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2-hidroxi-2- acido 3-(2,2-dibromovinil)-
(3-fenoxifenil)acetonitrila  2,2-dimetilciclopropano-1-carboxilico

Permetrina (3-fenoxifenil)-metanol

Cipermetrina

Deltametrina

Fonte: SOGORB; VILANOVA, 2002.

Birolli e colaboradores (2018) estudaram a biodegradacdo do pesticida (£)-A-
Cialotrina pelos fungos de ambiente marinho Aspergillus sp. CBMAI 1829,
Acremonium sp. CBMAI 1676, Microphaeropsis sp. CBMAI 1675 e Westerdykella sp.
CBMAI 1679. Os metabolitos do pesticida gerados pela acdo de enzimas CbEs foram
identificados por CG-EM. Dois desses metabdlitos sdo mostrados em azul na Figura 8.

Neste estudo, a concentracdo do pesticida (+)-A-Cialotrina foi de 100 mg L™ e
foi observado que todas as cepas dos fungos marinhos biodegradaram o pesticida
piretroide variando de 20,8 a 44,8% de biodegradacdo. Os excessos enantioméricos
variaram de 2 a 42% do pesticida remanescente e a concentracdo do metabdlito 2-
hidréxi-2-(3-fenoxifenil)-acetonitrila variou de 0,0 a 4,1 mg L™. Todos os experimentos
foram conduzidos em meio liquido de malte 3%, a 130 rpm, a 32 °C por um periodo de
14 dias (BIROLLI et al., 2018).
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Figura 8. Reacdo de biodegradagio do pesticida (z)-A-Cialotrina por fungos de ambiente marinho.
Hidrdlise realizada por enzimas do tipo CbEs.

Cl

HO =
CF;
Aspergillus sp. CBMAI 1829* o
Acremonium sp. CBMAI 1676* . .
2 Microphaerapsis sp. CBMAI 1675* acido (Z)-3-(2-cloro-3,3,3-triflGor-prop-1-
y Cl Westerdykella sp. CBMAI 1679* en-1-il)-2,2-dimetilciclopropano-1-
0 — carboxilico
O CF;

CbEs

+
CN O
(£)-A-Cialotrina 130 rpm, 32°C, 14 dias ©\
A OH
(100 mg L1 Y
CN

2-hidroxi-2-(3-fenoxifenil) acetonitrila

|
L

2-(3-fenoxifenil) acetonitrila
(0,0-4,1 mg LY

*Utilizou-se um fungo por vez.
Fonte: BIROLLI et al., 2018.

Zhang e colaboradores (2018) utilizaram bactérias do género Pseudomonas
isoladas de lodo ativado em que a concentracdo de Bifentrina empregada foi de 10 mg
L™ e a reacdo foi realizada em frascos de 100 mL contendo meio mineral e mantida a 30
°C e pH 7,0. Apds 5 dias de reacdo, 80,2% da Bifentrina foi biodegradada, ndo tendo
sido especificada a porcentagem de conversdo dos produtos de biodegradacéo.

A reacdo foi analisada por CG-EM e o metabolito detectado foi o 2-metil-3-
bifenililmetanol na reacdo com a Bifentrina. A partir deste estudo pode-se concluir que
as bactérias empregadas apresentaram a capacidade em degradar o pesticida podendo
ser Uteis para processos de biorremediacdo. A rota de biodegradacdo proposta pelos
autores encontra-se na Figura 9 (ZHANG, 2018).
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Figura 9. Produtos de biodegradacao da Bifentrina utilizando-se bactérias do género Pseudomonas.

b,

Bifentrina (10 mg L")
30,0 °C
Pseudomonas sp. | pH 7,0
5 dias

b,

Acido ciclopropanocarboxilico  2-metil-3-bifenililmetanol

Fonte: Adaptado de ZHANG, 2018.

Em outro trabalho, CHEN e colaboradores (2012) estudaram a rota de
biodegradacdo da Bifentrina utilizando-se o fungo Candida pelliculosa e observaram
que o pesticida foi degradado em uma ampla faixa de temperatura (20-40 °C) e pH (5-
9). As condicdes ideais de reacdo foram de 32,3 °C e pH 7,2, nas quais, em 8 dias, foi
observada a completa metabolizacdo de 50 mg L™ da Bifentrina. Além do 4lcool e do
acido carboxilico provenientes da hidrdlise da Bifentrina, foram identificados por CG-
EM a degradacdo do 3-metil-2-bifenililmetanol nos metabolitos alcool 2-cloro-6-flior
benzilico, 4-triflior-metoxi fenol e 3,5-dimetoxi fenol, como é mostrado na Figura 10.
N&o foram relatadas suas porcentagem de conversdo provenientes da biodegradacao da

Bifentrina.
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Figura 10. Via metabolica de degradagdo da Bifentrina pela levedura Candida pelliculosa.
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Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2012.

Ha também estudos na literatura sobre o isolamento, purificacdo e a
identificacdo da enzima hidrolase de piretroide (PytH) de uma bactéria do género
Sphingobium sp. JZ-2 obtida de lodo ativado a qual foi capaz de hidrolisar a ligacédo
éster dos piretroides Fenpropatrina, Permetrina, Cipermetrina, Fenvalerato, Derametrina
e Bifentrina (GUO et al., 2009).

A bactéria foi cultivada em 50 mL de meio liquido LB (Luria-Bertani). A massa
celular foi centrifugada e adicionada a um Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio
liquido de sais minerais e com uma concentracdo final de piretréide de 50 mg L™. A
reacdo foi mantida a temperatura de 30 °C e em agitador rotativo a 180 rpm. Foram
feitas extracdes em intervalos de tempo de 24 h e os extratos obtidos foram analisados
por espectrofotdmetro UV-vis e CG-MS. A Figura 11 mostra os produtos obtidos da
reacdo de biodegradacdo. A enzima purificada foi capaz de hidrolisar a Fenpropatrina
em quantidades equimolares de 3-fenoxibenzaldeido e o é&cido 2,2,3,3-tetrametil
ciclopropilcarboxilico. O alcool ciano-3-fenoxibenzilico é instavel e foi transformado
espontaneamente em 3-fenoxibenzaldeido (GUO et al., 2009). Nesses estudos ndo foi

especificada a porcentagem de conversao dos produtos de biodegradacao.
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Figura 11. Reacdo de hidrdlise do piretroide Fenpropatrina pela enzima PytH isolada de Sphingobium sp.

CN O

Fenpropatrina (50 mg L")
30°C

acido 2,2,3,3-tetrametil
ciclopropil carboxilico

alcool ciano-3-fenoxibenzilico

|
0.0

3-fenoxibenzaldeido

Fonte: Adaptado de GUO et al., 20009.
Na literatura ha também diversos exemplos de estudos que tiveram como

objetivo a biodegradacdo do Fipronil por bactérias (KUMAR; SINGH; GUPTA, 2012;
MANDAL et al., 2013; MANDAL et al.; 2014).

UNIYAL e colaboradores (2016a) propuseram uma rota de biodegradacdo para
o Fipronil utilizando-se a bactéria Stenotrophomonas acidaminiphila. O estudo foi
realizado adicionando-se os pellets celulares (0,175 g L™) em meio de cultura liquido
esterilizado. As culturas bacterianas foram mantidas a 120 rpm em agitador rotativo, 35
°C, pH 7,5 por 14 dias e foi adicionado 25 mg L™ de Fipronil. Posteriormente, 5 mL das
amostras foram centrifugadas a 12.000g durante 10 min e entdo extraidas com 30 mL de
hexano. Todos os experimentos de degradacdo foram realizados em triplicata e com um
frasco controle, ou seja, sem a cultura bacteriana, que também foi mantido nas mesmas
condicdes das reacdes. Apds 14 dias de reacdo, 86% do Fipronil foi biodegradado. O
estudo mostrou a capacidade do microrganismo em utilizar o Fipronil em reacdes de
biotransformacdo, e os metabdlitos identificados foram o Fipronil-sulfona, Fipronil-
sulfeto e Fipronil-amida (Figura 12). Néao foi especificada a porcentagem de conversdo

dos produtos de biodegradacéo.
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Figura 12. Via metabdlica para a biotransformagdo do Fipronil pela bactéria Stenotrophomonas
acidaminiphila.

N 0 N FiC N\
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N\ NH N\ NH > \N NH2
N 2 N N 2 <
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CF; CF, CF3
Fipronil-sulfona Fipronil Fipronil-sulfeto

S. acidaminiphila | Hidrolise e oxidacdo

1l \\
H,N-CF3C=S=0

A

‘N~ TNH,
Cl cl

N

CF,

Fipronil-amida

Fonte: UNIYAL et al., 2016a.

ABRAHAM e GAJENDIRA (2019) estudaram a degradacdo do Fipronil
utilizando-se actinobactérias que sdao microrganismos Gram-positivos com alto teor de
guanina e citosina em seu DNA (DHAKAL et al., 2017). A cepa capaz de realizar a
biodegradacdo do Fipronil foi identificada, por sequenciamento genético, como
Streptomyces rochei.

Os experimentos foram realizados em meio mineral (0,25 g de MgSQ,, 1,0 g de
NH,4CI, 5,8 g de Na;HPOy,, 3,0 g de KH,P0,4,0,5 g de NaCl em 1 L de &gua destilada,
pH 6,8 + 0,2) em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio estéril.
Adicionou-se o Fipronil na concentracdo de 500 mg L™ e entdo foi adicionado o
microrganismo no meio liquido. Os frascos foram mantidos em agitacdo a 120 rpm, 28
°C por um periodo de 15 dias e foram feitas as analises no intervalo de 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram coletadas, extraidas e analisadas por HPLC/UV-vis e

CG-EM. Como resultado, foi observado a biotransformacgéo do Fipronil em Fipronil-
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sulfona, o qual ndo foi quantificado.

ABRAHAM e GAJENDIRA (2017) também estudaram a degradagdo do
Fipronil em meio liquido utilizando-se o fungo Aspergillus glaucus. Os experimentos
foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido
(composicao por litro: 2,0 g de NaNOs, 0,5 g de KCI, 0,5 g de MgS0O,4.7H,0, 10,0 g de
glicose, 10 mg de FeCls, 0,2 g de BaCl,, 0,05 g de CaCl,, pH 6,8). Em seguida foi
adicionado 900 mg L™ de Fipronil e 1 mL da cepa do fungo (10° esporos mL™).

A reacdo foi mantida em agitacdo a 120 rpm por um periodo de 15 dias e as
amostras foram analisadas em intervalos de 24 horas por HPLC. Neste trabalho também
foi observado a biotransformacéo do Fipronil no seu metabdlito Fipronil-sulfona, porém
ndo foi quantificado (GAJENDIRA; ABRAHAM, 2017; ABRAHAM; GAJENDIRA,
2019).

Na natureza, os microrganismos além de realizarem diversas reacdes quando em
contato com compostos xenobidticos como 0s agroquimicos e seus metabdlitos também

podem produzir produtos naturais como terpenos, flavonoides, alcaloides, etc.
1.5 Terpenos

Microrganismos tanto de habitats terrestres quanto marinhos séo produtores de
inimeros produtos naturais, de diversos tipos de classes. Dentre elas destacam-se 0s
terpenos que sdo um grupo de moléculas organicas denominadas metabolitos
secundarios. Os terpenos também sdo produzidos por plantas e sdo hidrocarbonetos
derivados do isopreno, podendo apresentar as mais diversas fun¢es organicas, como
acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou epoxidos terpénicos como mostra a
Figura 13 (FELIPE; BICAS, 2017).

Figura 13. Terpenos (terpenoides) contendo diferentes fun¢des quimicas.

OH
(¥)-Limoneno 3-Careno (¥)-Carvona 1,8-Cineol

Fonte: Adaptado de FELIPE e BICAS, 2017.
Os microrganismos sdo capazes de produzir terpenos (isoprenos e

monoterpenos, por exemplo), e tais compostos quais podem estar presentes em plantas,
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solos e ambientes aquaticos (YAMADA et al., 2014). Eles podem servir como fonte de
carbono e energia para esses microrganismos. Diversos tipos de reagcdes ocorrem com
0s terpenos, como oxidagédo, rearranjos moleculares e a insercdo de grupos funcionais,
que sdo catalisadas por varios tipos de enzimas.

YAMADA e colaboradores (2014) confirmaram a producdo de metabdlitos
secundarios nos microrganismos dos géneros Streptomyces e Kitasatospora. As culturas
desses microrganismos foram obtidas em meio Agar, posteriormente foram extraidos
com hexano e metanol e em seguida os extratos foram analisados por CG-EM. Os
terpenos produzidos pelos microrganismos foram o 2-metilisoborneol, geosmina,
germacradienol, D-germacreno, epi-lsozizaeno, albaflavenona, epi-cubenol, (+)-

cariolan-1-ol e pentaleneno. Suas estruturas encontram-se na Figura 14.

Figura 14. Terpenos produzidos pelos microrganismos Streptomyces e Kitasatospora.

2-Metilisoborneol Geosmina Germacradienol D-Germacreno epi-Isozizaeno
H
Albaflavenona epi-Cubenol (+)-Cariolan-1-ol Pentaleneno

Fonte: YAMADA et al., 2014.

Em geral os terpenos exibem funcdes bioldgicas que podem ser benéficas ao ser
humano, como é o caso do terpendide artemisinina (Figura 15) que € um metabolito
encontrado na planta Artemisia annua amplamente ativo contra Plasmodium
falciparum, o parasita da malaria. No entanto, o nivel de producdo industrial desse
composto é muito baixo frente a demanda, entdo a solucdo encontrada foi a producdo
biotecnoldgica do acido artemisinico por expressdo em levedura e posterior elaboracédo
por sintese quimica (STIERLE; STROBEL; STIERLE, 1993; CITRON; DICKSCHAT,
2013).

O paclitaxel (Figura 15) € um diterpendide utilizado como medicamento no

tratamento de cancer de mama e carcinoma metastético de ovario. E isolado de algumas
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plantas como Taxus brevifolia e também € produzido por fungos Taxomyces andreanae
(STIERLE; STROBEL,; STIERLE, 1993; CITRON; DICKSCHAT, 2013).

Figura 15. Metabdlito artemisinina, composto ativo contra o protozoario Plasmodium falciparum e o
paclitaxel, ativo contra cancer de mama e ovario.

H

Artemisinina Paclitaxel

Fonte: CITRON, DICKSCHAT, 2013.

Os pesticidas reduzem, diminuem ou eliminam o impacto de espécies invasoras
das mais diversas culturas. Embora tenham grande importancia para a agricultura, eles
podem acumular nos compartimentos ambientais, contaminar aguas, influenciar no
desenvolvimento e na longevidade de organismos ndo-alvos, como as abelhas. Assim,
estudar a degradacdo dos pesticidas € crucial na atualidade. Dessa forma, este trabalho
visou ao estudo da biodegradacdo dos pesticidas Bifentrina e Fipronil por bactérias

isoladas das folhas da cultura da laranja.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo

Estudar a biodegradacdo dos pesticidas Bifentrina e Fipronil por diferentes

linhagens de bactérias do género Bacillus isoladas de folhas da cultura de laranja.

2.2 Metas

a) Selecionar bactérias da cultura da laranja capazes de promoverem as reacées
de biodegradacgéo dos pesticidas Bifentrina e Fipronil;

b) ldentificar e quantificar os possiveis metabdlitos de biodegradacdo dos
pesticidas Bifentrina e Fipronil,

c) Validar o método analitico utilizado via HPLC/UV-vis;

d) Propor a rota de biodegradacéo dos pesticidas estudados quando possivel.
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3 MATERIAIS E METODOS

e Esquema experimental do estudo de biodegradagédo dos pesticidas Bifentrina e

Fipronil.

Biodegradacédo dos pesticidas Bifentrina e Fipronil

N

Bifentrina

4

Fipronil

Triagem com 8 bactérias do género
Bacillus para  verificar a
biodegradacéo da Bifentrina

Purificacdo do Fipronil comercial

!

Selecéo da bactéria B.
pseudomycoides (4RF1C) para
analisar ~a  diminuicio  da
concentragdo em um periodo de
tempo

Triagem com 8 bactérias do género
Bacillus para  verificar a
biodegradacédo do Fipronil

N

Hidrélise da Bifentrina

Selecdo  das  bactérias  B.
amyloliquefaciens (RFD1C) e B.
aryabhattai/ Bacillus sp. (2RF3C)
para analisar a diminuicdo da
concentragdo em um periodo de
tempo

Selecdo da bactéria B.
pseudomycoides (4RF1C) para o
estudo de biodegradacdo do alcool
2-metil-[1,1’-bifenil]-3-metanol
(BF-OH)

Experimento de consércio
empregando as 8 linhagens de
bactérias e o Fipronil

Experimento de consércio
empregando as 8 linhagens de
bactérias e a Bifentrina

Anélise da reacdo entre a bactéria
B. amyloliquefaciens (RFD1C) e o
Fipronil por UPLC-HRMS

Andlise da reagdo entre a bactéria
B. pseudomycoides (4RF1C) e a
Bifentrina por UPLC-HRMS

Recuperacdo e determinagdo do
limite de deteccdo do Fipronil por
HPLC/UV-vis

Recuperagdo e determinagdo do
limite de deteccdo da Bifentrina
por HPLC/UV-vis
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3.1 Reagentes, materiais e equipamentos

3.1.1 Pesticidas, solventes e meio de cultura

a) Pesticidas: Bifentrina (BF) (pureza 99%) (Chem Service) e Fipronil comercial
(Insetimax);

b) Solventes e reagentes: acetato de etila (Synth) (CH3CO,CH,CHj3), acetonitrila grau
HPLC (LiChrosolv) (CH3CN), &cido cloridrico (Synth) (HCI), &gua destilada, agua
Milli-Q, cloreto de sodio (Synth) (NaCl), hexano (Synth) (CsHi4), hidréxido de sodio
(Synth) (NaOH), metanol (Honeywell) (CH3OH), sulfato de sddio anidro (Synth)
(NazSOy), alcool 2-metil-[1,1’-bifenil]-3-metanol (TCI) (BF-OH), dimetilsulfoxido
deuterado (Synth) (DMSO-ds), solucdo de cloroférmio deuterado (Sigma-Aldrich)
(CDCl3), solugédo de acetona deuterada (Sigma-Aldrich) (CsDgO), diclorometano
(Synth) (CH,CI,), brometo de potassio anidro (Synth) (KBr), hidroxido de potassio
(Synth) (KOH), solucdo hidroalcoodlica de p-anisaldeido (6%) (CsHsO,), éter etilico
(Synth) ((CzHs)20) e Agar (Himedia);

c) Meio de cultura: Nutriente Broth (Acumedia);

3.1.2 Materiais

Baldes de fundo redondo de 100 mL e 250 mL, bico de Bunsen, frascos
Erlenmeyer de 125 mL e 250 mL, frascos Béquer de 250 mL, funil de separacdo, funil
simples, micropipetas de 20 e 1000 uL, placas de Petri descartaveis, tubos de ensaio,
vial de 2 mL, cubetas de acrilico de 1 mL, pincas, espatulas, pipetas Pasteur, alca de
inoculacéo e placas para cromatografia em camada delgada (CCD) de silica (SiO;) com

indicador UV em 254 nm de dimensdes 20x20 cm (Marca: Merck).

3.1.3 Equipamentos

Agitador de tubos tipo vortex (Gehaka), autoclave vertical (Phoenix), balanca
analitica (Shimadzu), centrifuga (Hitachi — Modelo CR22GlII1), Cromatégrafo a Gas-
Espectrometro de Massas (CG-EM) (Shimadzu), Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia com detector UV-vis (HPLC/UV-vis) (Shimadzu), evaporador rotativo
(Tecnal), incubadora shaker de bancada refrigerada (Novatecnica), medidor de pH de
bancada (Qualxtron — Modelo 8010), espectrofotdémetro UV-1800 (Shimadzu), camara
de UV (Tecnal), capela de fluxo laminar (Veco), espectrdmetro de ressonancia
magnética nuclear (RMN) — 500 MHz (Marca: Agilent Technologies, Modelo: 500/54
Premium Shielded), espectrofotometro FTIR-IRA (Marca: Shimadzu, Modelo:
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IRAffinityl, polarimetro equipado com lampada espectral de sodio (A = 589 nm)
(Marca: Jasco, Modelo: P2000), determinador de ponto de fusdo a seco (Marca:
Fisatom, Modelo: 431), cromatégrafo liquido de ultra-performance (Modelo: Accela
High Speed LC, Marca: Thermo Scientific) acoplado ao espectrdmetro de massas de
alta resolugdo (Modelo: LTQ Orbitrap Velos, Marca: Thermo Scientific) (UPLC-
HRMS).

3.2 Procedimento experimental
3.2.1 Solucdes empregadas e meios de cultivo

3.2.1.1 Pesticidas Bifentrina e Fipronil

O pesticida comercial Fipronil (25 g L™) contendo o principio ativo foi
adquirido em comércio local especializado de acordo com o nome comercial Bioinset
25 CE.

O pesticida Bifentrina (100 g L™) foi doado pela associacdo Fundecitrus,

localizada no municipio de Araraquara/SP pelo Dr. Rodrigo Facchini Magnani.

3.2.1.2 Solucdo de 5000 mg L™ de Bifentrina

Para a adicdo de Bifentrina (30 mg L™) nos frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo as bactérias e 50 mL de caldo nutriente foi preparada uma solucéo de 5000 mg
L™ a partir do pesticida comercial (100 g L™), adicionando-se 1,25 mL em um bal&o de
25 mL e completou-se com agua destilada esterilizada em autoclave por 20 minutos a
121 °C, 1,5 kPa.

3.2.1.3 Solucdo de 5000 mg L™ de 2-metil-/1, 1 *-bifenil]-3-metanol (BF-OH)
Para a adicdo do alcool BF-OH nos frascos Erlenmeyer contendo as bactérias e

50 mL de caldo nutriente foi preparada previamente uma solucdo aquosa de 5000 mg L
! a partir do alcool BF-OH padrao, adicionando-se 25,0 mg (0,126 mmol) em um baléo

de 5 mL e o volume foi completado com DMSO.

3.2.1.4 Solucao salina (0,86%)

Preparou-se 1 L de solucdo salina adicionando-se 8,6 gramas de cloreto de sddio
em 1 L de agua destilada. Esta solucdo foi entdo esterilizada em autoclave por 20
minutos a 121 °C, 1,5 kPa.
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3.2.1.5 Meio de cultivo sélido

Em um frasco Béquer de 1 L foram adicionados 1 L de &gua destilada, 8 g de
nutriente Broth e 20 g de Agar. A solucdo foi submetida a agitacdo em agitador
magnético e o pH foi ajustado para 7,0 com uma soluc&o de HCI (1,0 mol L™) ou KOH
(0,7 mol L™). Em seguida o meio de cultura foi esterilizado em autoclave (121 °C, 1,5
kPa) e apos esse periodo foi resfriado & temperatura de 45 °C e entdo adicionado em
placas de Petri de didametro de 90x15 mm (descartaveis). Em cada placa foi adicionado
30 mL de nutriente Broth e Agar esterilizados e em seguida adicionou-se 180 pL de
Bifentrina e 12 pL de Fipronil comercial para que a concentracao final do pesticida na
placa fosse de 30 mg L™ e 10 mg L™, respectivamente. Toda a manipulacdo foi
realizada em cabine de fluxo laminar (Veco) previamente limpa com alcool 70%,

hipoclorito de sddio 2% e luz germicida UV (254 nm) por 20 minutos.

3.2.1.6 Meio de cultivo liquido

Em um frasco Béquer de 1 L foi adicionado 1 L de agua destilada e 20 g de
nutriente Broth. A solucdo foi submetida a agitacdo em agitador magnético e o pH foi
ajustado para 7,0 com uma soluc&o de HCI (1,0 mol L™) ou NaOH (0,7 mol L™?). Em
seguida, o meio de cultura foi distribuido em frascos Erlenmeyer de 125 mL e
adicionou-se 50 mL da solucdo em cada um dos frascos que foram esterilizados em
autoclave por 20 minutos (121 °C, 1,5 kPa).

3.3 Microrganismos empregados

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram isolados previamente pela
Dra. Charlene Souza dos Anjos. Foram utilizadas diferentes linhagens de bactérias
epifiticas  (Bacillus amyloliquefaciens MF510169, Bacillus pseudomycoides
KY621921.1, Bacillus sp. KX645723.1, Bacillus aryabhattai MF537625.1, Bacillus
megaterium MF537621.1, Bacillus pumilus MF540569.1 e Bacillus safensis
MF523646.1) as quais foram isoladas de folhas da cultura de laranja na regido de
Araquarara/SP (ANJOS, 2014). A Tabela 3 mostra os cddigos de isolamento e de
identificacdo das bactérias que foram empregadas neste estudo de biodegradacdo da

Bifentrina e do Fipronil.
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Tabela 3. Cadigo de isolamento e codigo de identificacdo das bactérias empregadas neste estudo.

Bactéria Cadigo de isolamento Cadigo de identificacao
Bacillus amyloliquefaciens MF510169 RFD1C

Bacillus pseudomycoides KY621921.1 2RF2C, 3RF2C, 4RF1C, 4RF2C*
Bacillus sp. KX645723.1 2RF3C

Bacillus aryabhattai MF537625.1 2RF3C

Bacillus megaterium MF537621.1 RF1C

Bacillus pumilus MF540569.1 2RF1C

Bacillus safensis MF523646.1 2RF1C

*Representam 4 linhagens de B. pseudomycoides.

A bactéria codificada como 2RF1C pode ser Bacillus safensis ou Bacillus
pumilus e a bactéria codificada como 2RF3C pode ser Bacillus aryabhattai ou Bacillus
sp. de acordo com a arvore filogenética obtida durante o processo de identificacédo.
Todas as bactérias encontram-se preservadas em solucdo de glicerina a -20 °C e em -80
°C (ANJOS, 2014). A Figura 16 mostra as bacterias cultivadas em meio solido
utilizadas no estudo de biodegradacédo da Bifentrina e do Fipronil.

Figura 16. Cultura em meio solido das bactérias isoladas das folhas de laranja empregadas no estudo de
biodegradacdo da Bifentrina e do Fipronil.

Bacillus amyloliquefaciens Bacillus megaterium Bacillus safensis/ Bacillus Bacillus pseudomycoides

(RFDIC) (RF10) pumilus (2RF1C) (2RF2C)
| (e
/ /
/ 4
Bacillus aryabhattai/ Bacillus pseudomycoides Bacillus pseudomycoides Bacillus pseudomycoides
Bacillus sp. (2RF3C) (3RF2C) (4RF1C) (4RF2C)
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3.3.1 Quantificacéo das bactérias no in6culo em meio liquido — diluicdo seriada

Para calcular a concentragdo das bactérias (células mL™) que foram inoculadas

nos meios de cultura liquidos realizaram-se as seguintes etapas:

a)

b)

d)

Um repique com 0s microrganismos que estavam preservados a -20 °C foi feito
em placa de Petri contendo Agar nutriente o qual foi mantido em estufa a 32 °C
e 24 h para se desenvolverem;

Decorrido o periodo de 24 h, utilizou-se uma solu¢do de NaCl (0,86 %) e
adicionou-se em um tubo de ensaio 5 mL desta solugdo. Em seguida, com uma
alca de inoculagéo esterilizada em chama de bico de Bunsen, retirou-se da placa
uma quantidade de indculo bacteriano que foi adicionado ao tubo de ensaio.
Entdo, o tubo foi mantido em agitacdo no agitador tipo Vortex para
homogeneizar a solugéo;

De posse de ponteiras esterilizadas e com uma pipeta automatica, adicionou-se 1
mL da solucéo preparada no tubo anterior em uma cubeta de acrilico de 1 mL e
mediu-se a sua absorbéncia no comprimento de onda de 610 nm em
espectrofotometro UV-vis;

Retirou-se 1 mL da solugdo deste tubo de ensaio e adicionou-se em um outro
tubo de ensaio contendo 9 mL da solucdo salina (Tubo 10™%);

Colocou-se 0 tubo 1 (Tubo 10™) para agitar no agitador tipo Vortex e deste
retirou-se 1 mL e adicionou-se em outro tubo contendo 9 mL de solucéo salina
(Tubo 107%). Assim sucessivamente até o tubo de concentracdo 10°, como

mostra a Figura 17.

Figura 17. Diluicdo seriada para quantificar as bactérias nos inéculos em meio